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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine autoimmunmediierte, wieder-
kehrende Entzindung innerer Strukturen des Pferdeauges (Deeg et al. 2002b). Sie
geht mit der schubweisen Transmigration autoaggressiver T-Zellen tUber die Blut-
Retina-Schranke einher (Deeg et al. 2001), deren Barrierefunktion im Verlauf der
Erkrankung sukzessive zerstort wird (Uhl et al. 2014).

Bereits in friheren Studien konnten wir einen Beitrag zur Aufklarung der Zielproteine
leisten, gegen die die Autoreaktivitdit der Lymphozyten von an ERU erkrankten
Pferden gerichtet ist (Deeg et al. 2006b, Deeg et al. 2007b, Deeg et al. 2004, Deeg
et al. 2002b, Swadzba et al. 2012a). Die Ursache flr die Reaktivitat der beteiligten T-
Zellen gegen korpereigene Antigene ist fur die ERU und auch fir andere Auto-
immunerkrankungen bislang aber ungeklart. Die Analyse differentiell exprimierter
Proteine in Leukozyten von ERU-Patienten und augengesunden Kontrolltieren ergab
funktionell hoch interessante Proteine (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012),
darunter den Integrinaktivator Talinl oder die zytoskelettale GTPase Septin7
(Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012). Septin7 war interessanterweise in
peripheren Blutlymphozyten von ERU-Patienten geringer exprimiert als in denen von
Kontrolltieren (Degroote et al. 2014) und eine verringerte Septin7-Expression konnte
in murinen T-Zellen mit einer erh6hten Transmigrationsrate in vitro assoziiert werden
(Tooley et al. 2009). Da die Transmigration ein Schliisselereignis der ERU darstellt
(Degroote et al. 2013), war dieses Protein im Zusammenhang mit der ERU von
besonderem Interesse fir uns.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, zu tUberprifen, ob auch zwischen ins Auge trans-
migrierten und peripheren Lymphozyten von ERU-Tieren Expressionsunterschiede
beziglich Septin7 auszumachen sind und welche mogliche funktionelle Relevanz
diese besitzen. Zusatzlich sollte mittels einer Analyse von Septin7-Interaktoren die
Rolle von Septin7 fur die komplexen pathophysiologischen Vorgadnge bei der ERU
beleuchtet werden. Zu diesem Zweck war es jedoch notwendig, vorher geeignete
monoklonale Antikorper gegen equines Septin7 zu erzeugen, da sich der kommer-
ziell verfugbare polyklonale Antikdrper fur die Immunprazipitation von equinem
Septin7 als ungeeignet erwiesen hatte.

Zusatzlich zur Spezifizierung der Rolle des intrazellularen Proteins Septin7 und damit

assoziierter Proteine bei der ERU sollten durch diese Arbeit auch erstmals proteo-

1
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misch differentiell regulierte Oberflachenproteine, welche von herausragender
Bedeutung fur immunologische Prozesse sind (Barreiro et al. 2007, Espino et al.
2014), auf intraokularen und peripheren Lymphozyten bei der ERU detektiert und

dadurch Proteine mit mdglicher pathogenetischer Bedeutung identifiziert werden.
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2 LITERATUR

2.1 Definition und Bedeutung der equinen rezidivierenden Uveitis
2.1.1 Uveitis

Der Begriff Uveitis bezeichnet eine Entziindung der Uvea, der mittleren Augenhaut,
welche den pigmentierten, vaskularen Mantel des Augapfels darstellt und aus
Choroidea, Ziliarkorper und Iris besteht. Das klinische Bild von Uveitiden kann
vielfaltig sein. Sie lassen sich vom anatomischen Standpunkt aus in eine anteriore,
intermediéare, posteriore und Panuveitis einteilen (Caspi 2010). Uveitiden lassen sich
auf verschiedene Ursachen zuruckfuhren, so treten sie beispielsweise als
Begleitsymptom systemischer Infektionen oder anderer Erkrankungen auf (Caso et
al. 2014, Schaftenaar et al. 2014). Bei nicht infektiosen Uveitiden liegen meist
immunmediierte Mechanismen zugrunde (Caspi 2010). Dabei greift die
Immunabwehr des Organismus korpereigene Strukturen an und verursacht so
Entziindungen und Gewebeschaden (Caspi 2010, Zhao et al. 2014).

2.1.2 Klinik und Therapie der ERU

Die spontan auftretende, organspezifische Entzindung innerer Strukturen des
Pferdeauges, die mit rezidivierenden Entzindungsschuben einhergeht, wird als
equine rezidivierende Uveitis (ERU) bezeichnet (Gilger et al. 1999). Die ERU ist eine
hochpravalente Erkrankung in der Pferdepopulation (Hines 1984). Sie stellt die
Hauptursache von Erblindung beim Pferd dar (Fritz et al. 2014, Rebhun 1979,
Schwink 1992) und besitzt insofern sowohl in wirtschaftlichen, als auch in tierschutz-
rechtlichen Belangen grof3e Bedeutung, da bei vollstandiger Erblindung die Eutha-
nasie des Pferdes als Visus-orientiertem Tier indiziert ist (Gilger et al. 1999). Die
Symptome der ERU umfassen unter anderem das Auftreten des Tyndall-Effekts in
der vorderen Augenkammer, Hypopyon, Atrophie der Corpora nigra, Hyperpigmen-
tation und Fibrose der Iris, Katarakt und Schaden an der Retina (Gilger et al. 2010).

Die medikamentdse Therapie zielt vor allem auf die Reduktion der Entziindung ab
(Curling 2011). Hierzu haben sich antiinflammatorische Wirkstoffe aus der Gruppe
der Corticosteroide, wie Prednisolon und Dexamethason, oder der nicht-steroidalen

Antiphlogistika, beispielsweise Flurbiprofen, Diclofenac oder Flunixin-Meglumin,
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sowie andere Immunsuppressiva, darunter vor allem Ciclosporin (Curling 2011,
Gilger et al. 2010) als wirkungsvoll erwiesen, welche topisch oder auch systemisch
verabreicht werden konnen (Curling 2011). Unter dem Einfluss der immun-
suppressiven Therapie klingen die klinischen Symptome bei den meisten Patienten
innerhalb von zwei Wochen ab (Gilger et al. 2010). Unterschiedlich lange nach Ende
des Therapieintervalls kommt es jedoch bei der ERU zur erneuten Ausbildung der
Symptomatik mit von Schub zu Schub wachsender Beeintrachtigung der Funktion
des Auges (Degroote et al. 2013, Gilger and Michau 2004). Die Schaden an der
Neuroretina sind irreversibel (Deeg et al. 2002a), so dass die Krankheit haufig trotz
medikamentdser Therapie in ihrem Verlauf zum Erléschen des Augenlichts am
betroffenen Auge fuhrt (Gilger and Michau 2004).

Seit einigen Jahren wird zur Erhaltung des durch humane autoimmune Uveitis oder
ERU bedrohten Sehvermdgens ein operativer Eingriff, die Pars plana Vitrektomie,
durchgefihrt (Langner-Wegscheider and de Smet 2014, Werry and Gerhards 1992).
Dabei wird der Glaskorper aus dem Auge abgesaugt und durch physiologische
Kochsalzlésung ersetzt (Werry and Gerhards 1992). So werden gemaf3 den Autoren
Visus-beeintrachtigende und entztindliche Infiltrate aus dem Auge entfernt und eine
Verbesserung der klinischen Symptomatik sowohl im menschlichen Auge als auch in
dem des Pferdes erzielt (Langner-Wegscheider and de Smet 2014, Werry and
Gerhards 1992). Der Wirkmechanismus und die Langzeitergebnisse dieser Methode
sind fur die ERU noch unzureichend erforscht, es wird aber ein positiver Effekt auf
die Haufigkeit und Intensitat weiterer Entzindungsschibe angenommen (Fruhauf et
al. 1998), welcher fur die Pars plana Vitrektomie bei humaner Autoimmunuveitis

bereits bestatigt werden konnte (Langner-Wegscheider and de Smet 2014).

2.1.3 Die ERU als Tiermodell

Fur die Erforschung pathophysiologischer Mechanismen der humanen autoimmunen
Uveitis, einer haufigen Ursache fur Erblindung des Menschen, sind Tiermodelle von
herausragender Bedeutung. Bevorzugt werden bisher verschiedene Modelle ein-
gesetzt, bei denen kunstlich eine Uveitis ausgeltst wird (Caspi 2014). Da jedoch
keines dieser Modelle das komplexe pathophysiologische Spektrum der spontanen
Erkrankung widerspiegelt, wurden mehrere unterschiedliche Methoden der Auslo-
sung der experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) etabliert, die jeweils einen

Ausschnitt der spontanen Erkrankung der Erforschung zuganglich machen (Caspi
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2010). Dabei handelt es sich einerseits um die genetische Manipulation von Mausen,
wie sie beispielsweise im Autoimmunregulator (AIRE)"' Mausstamm vorliegt, durch
die eine spontane, jedoch bezlglich des Zeitpunkts des Auftretens der Symptome
unvorhersehbare Uveitis ausgelost werden kann (Horai et al. 2013). Andererseits
kann EAU auch durch Immunisierung von vor allem Ratten und M&ausen bestimmter
Inzuchtstdmme mit Freund’'schem komplettem Adjuvans (FCA) und einem retinalen
Antigen, das als Autoantigen der humanen autoimmunen Uveitis bekannt ist, wie
Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein (IRBP) oder S-Antigen, induziert werden
(Caspi 2010). Eine Sonderform der Induktion ist der sogenannte adoptive Transfer,
bei dem ein Tier wie oben beschrieben mit einem bekannten Autoantigen immunisiert
wird, um die entstandenen autoreaktiven T-Zellen zu ernten und einem anderen,
naiven Tier mit dem gleichen genetischen Hintergrund zu injizieren (Caspi 2010,
Caspi et al. 1986). Durch Anwendung dieser Technik wurde die autoimmune Uveitis
als T-Zell-mediierte Erkrankung charakterisiert und gezeigt, dass weder autoreaktive
B- noch Cluster of Differenciation (CD) 8" T-Zellen oder Autoantikérper in der Lage
sind, EAU auszuldsen (Caspi et al. 1986). Die Abhangigkeit der EAU von CD4" T-
Zellen konnten spater durch adoptiven Transfer autoreaktiver T-Zellen in CD4”-
Mause, bei denen sich dadurch keine EAU auslésen liel3, untermauert werden
(Agarwal and Caspi 2004).

Das Pferd stellt die einzige Spezies dar, bei der mit hoher Pravalenz spontan auto-
immune Uveitiden auftreten (Deeg et al. 2002b, Hines 1984), ohne dass zuvor eine
Manipulation der Immunantwort des Tieres durch den Menschen stattfindet. Das
klinische Erscheinungsbild der ERU gleicht dem der humanen autoimmunen Uveitis
und auch die Immunreaktionen beider Krankheiten laufen, soweit bisher erforscht, in
sehr ahnlicher Weise ab (Deeg et al. 2011). So liegt in beiden Fallen eine
Autoimmunreaktion des Patienten gegen retinale Autoantigene zugrunde, wie
beispielsweise gegen S-Antigen (Deeg et al. 2001, Deeg et al. 2004, Diedrichs-
Mohring et al. 2014, LeHoang et al. 2008), IRBP (Deeg et al. 2001, Deeg et al.
2002b, Diedrichs-Mo6hring et al. 2014, Horai et al. 2013) oder Cellular Retinaldehyde-
binding Protein (CRALBP) (Deeg et al. 2006b, Deeg et al. 2007b). Da es sich bei der
ERU um eine in der gesamten Pferdepopulation auftretende Erkrankung handelt
(Gilger and Michau 2004), ist der Patientenpool sehr inhomogen, was bei an
autoimmuner Uveitis erkrankten Menschen ebenso zutrifft (Chang and Wakefield

2002). Durch ihr spontanes Auftreten (Degroote et al. 2014) ist es mdglich,
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auslésende Mechanismen der ERU zu untersuchen, was ihre Qualifikation als
Tiermodell verglichen mit experimentell induzierten Autoimmunuveitiden (Caspi
2014) hervorhebt. AuRerdem kann das Probenmaterial, anders als beim Menschen,
bereits unmittelbar post mortem gewonnen werden (Deeg 2002a) ohne vorher einer
Degradation durch Wartezeiten zu unterliegen. Alle Stadien der Erkrankung kénnen
untersucht werden, wéahrend Proben uveitischer Augen des Menschen nur im
Endstadium gewonnen werden kénnen (Tan et al. 2012). Zudem kann aus einem
Pferdeauge durch seine GrofRe eine weit groRere Menge an Probenmaterial
extrahiert werden als aus Nager- oder Menschenaugen. Dadurch kdénnen ERU-
Proben auf unkompliziertem Weg (Deeg et al. 2002a) und in grol3er biologischer
Vielfalt beschafft werden, was im Gegensatz zu den in Inzuchtstdmmen von Mausen
oder Ratten induzierten experimentellen Modellen steht (Caspi 2014). Die
Ergebnisse der Forschung zu den komplizierten Pathomechanismen der ERU bieten
also eine optimale Grundlage zur Aufklarung der Pathogenese der humanen
Autoimmunuveitis und sind, zusatzlich zur Aufklarung der ERU selbst, auch deshalb

von aul3erordentlicher Bedeutung (Deeg et al. 2007b).

2.2 Immunpathophysiologie der ERU

2.2.1 Rezidiventstehung

Im Zuge der ERU kommt es zur Einwanderung verschiedener Entziindungszellen in
das Zielorgan Auge (Deeg et al. 2001, Gilger et al. 1999). Dies geschieht in
unregelméaRig wiederkehrenden Episoden akuter Entziindung, die sich mit klinisch
haufig unauffalligen Phasen abwechseln (Gilger et al. 1999, Zipplies et al. 2009). Bei
den migrierenden Entziindungszellen handelt es sich vorwiegend um T-Lymphozyten
(Deeg et al. 2001, Gilger et al. 1999, Romeike et al. 1998). Der Angriff auto-
aggressiver T-Lymphozyten auf retinale Antigene (Deeg et al. 2001) und der
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke (Gilger et al. 1999, Uhl et al. 2014) fihren
mit zunehmender Anzahl der Rezidive der ERU schlie3lich zu schwerwiegenden
Schéaden an der Neuroretina und letztendlich zu Blindheit (Deeg et al. 2002a, Gilger
et al. 2010). Im Allgemeinen existieren einige mogliche Erklarungen fur die rekurrente
Natur von Autoimmunerkrankungen, darunter das Phanomen der molekularen
Mimikry, bei der zwischen Epitopen zweier unterschiedlicher Proteine eine so starke
Ahnlichkeit besteht, das es zu Verwechslungen dieser kommen kann (Gatselis et al.
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2015). Die molekulare Mimikry ist ein moglicher Mechanismus zur Rezidiventstehung
bei Autoimmunerkrankungen, da Autoimmunreaktionen gegen Autoantigene durch
Sequenzhomologien zwischen externen und korpereigenen Proteinen ausgelost
werden kénnen (Gatselis et al. 2015). Das Peptid B:11-23%%? von humanem Insulin
besitzt  beispielsweise  Ahnlichkeiten mit bestimmten  Antigensequenzen
verschiedener Mikroorganismen, die unter anderem aus Gefligel und Milchprodukten
isoliert werden konnten. Wie Yang und Kollegen =zeigten, wurden diese

3R22E

korperfremden Antigensequenzen von B:11-2 -spezifischen humanen T-Zellen

erkannt (Yang et al. 2014). Die Autoren gingen deshalb davon aus, dass die

molekulare Mimikry zwischen B:11-237?%

und mikrobiellen Sequenzen einen
wichtigen Pathomechanismus des Typ I-Diabetes darstellt (Yang et al. 2014). Eine
weitere Hypothese zur Entstehung von Rezidiven autoimmuner Erkrankungen
beschéftigt sich mit der Aktivierung sogenannter Bystander-Zellen. Sie besagt, dass
die Schwere von autoimmunen Entziindungsschiben nicht allein durch autoreaktive
T-Zellen bestimmt wird, sondern auch die Aktivierung nicht-Antigen-spezifischer
Leukozyten (Bystander-Zellen) mafigeblich zur Klinik beitrdgt. So konnte in einer
Studie an kongenital athymischen Ratten gezeigt werden, dass bei Induktion von
EAU durch adoptiven Transfer autoreaktiver T-Zellen ein Krankheitsbild mit stark
verandertem Zellinfiltrat auftritt, welches vor allem aus Mono- und Granulozyten
besteht (Caspi et al. 1993). In IRBP-immunisierten Mausen konnte aul3erdem
festgestellt werden, dass autoreaktive T-Zellen eine andere Zytokinausstattung
besal’en als nicht-Autoantigen-spezifische Bystander-T-Zellen. Dies fuhrte zu einer
Modulation der Immunantwort, die die uveitogene Aktivitat der Antigen-spezifischen
T-Zellen neutralisierte (Nian et al. 2012). Ein weiteres wichtiges Phdnomen, welches
an der Rezidiventstehung bei Autoimmunerkrankungen, beispielsweise der
experimentell induzierten Autoimmunuveitis des Pferdes, beteiligt ist (Deeg et al.
2002b), wird als Epitop Spreading bezeichnet. Dabei verschiebt sich das Target der
Immunantwort von einem initial angegriffenen Epitop auf ein Epitop desselben
(intramolekulares Spreading) oder eines anderen Antigens (intermolekulares
Spreading) (Deeg et al. 2006a). In einer Studie an sieben Pferden mit durch IRBP-
Immunisierung induzierter Uveitis konnte das Epitop Spreading von Peptiden von
IRBP hin zu solchen von S-Antigen beobachtet werden (Deeg et al. 2002b). Bei acht
Pferden mit spontan aufgetretener ERU wurde auf3erdem eindricklich belegt, dass

Epitop Spreading Rezidive der Uveitis in dieser Spezies verursachen kann (Deeg et
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al. 2006a). Dies erfolgte durch den Nachweis, dass die urspringlich gegen
bestimmte Epitope von S-Antigen gerichtete T-Zell-Antwort im Laufe der Zeit auf
andere S-Antigen-Epitope oder auf Epitope von IRBP Uberging und das

urspringliche Autoantigen nicht langer targetiert wurde (Deeg et al. 2006a).

2.2.2 Verschiedene Moglichkeiten der T-Zellantwort

Fur die Pathogenese der meisten organspezifischen Autoimmunerkrankungen, wie
beispielsweise des Lupus nephritis (Qiao et al. 2015), des Diabetes mellitus Typ |
(Moran-Auth et al. 2015) und auch der ERU (Deeg et al. 2001, Degroote et al. 2014)
sind CD4" Zellen (T-Helferzellen (T)) von herausragender Bedeutung. Diese kénnen
weiter in mehrere bedeutende Subpopulationen mit unterschiedlichem Phanotyp und
verschiedenen Funktionen eingeteilt werden (Geginat et al. 2014). Im Jahr 1986
wurden bei Mausen erstmals zwei differenzierte Subpopulationen von T-Helferzellen
beschrieben und als Tnl- und Th2-Zellen bezeichnet, welche vorrangig entweder
Interferon (IFN)y oder Interleukin (IL)-4 sekretierten (Mosmann et al. 1986). Spatere
Forschungen am Nagermodell und bei Menschen ergaben eine weitaus komplexere
Einteilung. So sind heute fur CD4" Zellen, die verschiedene Marker-Zytokine
exprimieren - zusatzlich zu Tn1- und Th2-Zellen - die Subpopulationen T,3- (Marker-
Zytokin Transforming Growth Factor (TGF)B), Tn6- (IL-6), Tn7- (Forkhead Box P3
(FoxP3)/CD25), Tn9- (IL-9/IL-21), Tn10- (IL-10), T,17- (IL-17), Th22 (IL-22) und
follikulare T-Helferzellen (Tey; Chemokin (C-X-C motif) Rezeptor (CXCR)5) bekannt.
Bei letzteren handelt es sich um Antigen-erfahrene T-Zellen in der Peripherie von B-
Zellfollikeln in lymphoiden Organen, welche in einer Studie beim Menschen die B-
Zellen in ihrer Umgebung zur Antikérperproduktion anregten (Schaerli et al. 2000).
Regulatorische T-Zellen (T.eg) des Menschen sind fir die Etablierung einer Toleranz
gegenuber korpereigenen Antigenen verantwortlich. Sie konnen naturlich
vorkommen oder induziert werden (Kristensen et al. 2014). Humane naturliche (n)Teq
sind Tp7-Zellen und somit FoxP3'CD25" (Zold et al. 2011). Durch Induktion
entstehen unter anderem bei Mausen induzierte (i)Trg, unter denen zwei
Populationen bekannt sind, welche beispielsweise die CD8-induzierte Tumorzelllyse
blockieren (Terabe et al. 2003). Dabei handelt es sich zum einen um die T,3-Zellen,
die beim Menschen TGFf sekretieren (Duran-Aniotz et al. 2013) und zum anderen
um die T,10-Zellen, die in der gleichen Spezies durch IL-10 gekennzeichnet sind
(Kristensen et al. 2014). Die Ubrigen T-Helferzell-Subpopulationen, Tn1, Tn2, Th6,
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Th9, Thl7 und T,22, besitzen beim Menschen verschiedene Funktionen, die stark von
ko-exprimierten Faktoren, wie IL-2 und Tumor-Nekrosefaktor (TNF)a abhangen
(Azizi-Semrad et al. 2010, Raphael et al. 2014). Fur die Entstehung von T-Zell-
mediierten Autoimmunerkrankungen des Menschen sind besonders die Tnl-, Ty9-
und Ty17-Zellen von Bedeutung (Antonelli et al. 2015, Raphael et al. 2014).
Thl-Zellen produzieren vorrangig die Zytokine IFNy, IL-2 und TNF (Raphael et al.
2014), die Phagozyten und zytotoxische T-Zellen anregen (Feldmann and Steinman
2005, Gilger et al. 1999, Mosmann et al. 1986). Sie werden im Mausmodell durch
IL-12 induziert (Luger et al. 2008) und vermitteln eine vorrangig proinflammatorische
Immunantwort, vor allem gegen intrazellulare Erreger (Mosmann et al. 1986).
Th9-Zellen produzieren bei Mensch und Maus die Marker-Zytokine IL-9 und IL-21
(Chang et al. 2010, Jager et al. 2009). IL-9 unterstitzt die Differenzierung von T,17-
Zellen, wahrend es gleichzeitig die Aktivitat von T.q reduziert (Elyaman et al. 2009,
Nowak et al. 2009). IL-21 wird beim Menschen auch von T,1 und T17-Zellen produ-
ziert (Caruso et al. 2009) und induziert in Mausen aul3erdem ebenfalls eine T,17-
Antwort (Zhou et al. 2007)

Thl7-Zellen sind mafRgeblich an der Genese der experimentellen Autoimmun-
enzephalitis (EAE) bei Mausen beteiligt (Cua et al. 2003). Durch Knock-Out des
Gens fur den Tpl7-Induktor IL-23 konnte eine Immunitdt der Tiere gegen die
Induktion der EAE mit Hilfe des MOG35-55-Peptids verursacht werden (Cua et al.
2003). Eine Beteiligung der T,17-Antwort an der Pathogenese wurde auch fur andere
Autoimmunerkrankungen, wie die autoimmune Uveitis des Menschen im Rahmen der
Behget-Krankheit, nachgewiesen (Kim et al. 2010).

Interessanterweise gibt es Belege fur die Ko-Expression bestimmter Marker-Zytokine
auf ein und derselben Zelle, wodurch die Funktionen bestimmter T-Helferzell-
Subtypen im Immungeschehen bei Entztiindungen neu definiert wurden (Raphael et
al. 2014). Beispielsweise konnte unter Einfluss von TNFa eine Umwandlung
humaner T,17-Zellen in sogenannte nicht-klassische Ty1-Zellen, die sowohl IL-17 als
auch IFNy produzierten (Geginat et al. 2014, Maggi et al. 2012), nachgewiesen
werden (Cosmi et al. 2014). Diese losten eine aggressivere Tpl-Antwort aus,
beispielsweise bei der juvenilen idiopathischen Arthritis (Maggi et al. 2012), als die
klassische Variante dieser Population (Cosmi et al. 2014). Die genauen

Mechanismen, die zur Ausbildung und Aufrechterhaltung von
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Autoimmunerkrankungen fiihren, sind also moglicherweise noch komplexer als

bisher angenommen und bedirfen nach wie vor weiterer Untersuchung.

2.3 Infiltration immunprivilegierter Gewebe

2.3.1 Die Blut-Hirn-Schranke

Verschiedene Organe besitzen einen besonderen Status bezuglich ihrer Erreichbar-
keit durch das Immunsystem (Medawar 1948). Es handelt sich dabei unter anderem
um den Hoden, die Plazenta, das zentrale Nervensystem (ZNS) und das Auge
(Benhar et al. 2012).

Im Jahr 1885 publizierte Paul Ehrlich erstmals einen Hinweis auf das Vorhandensein
einer Blut-Hirn-Schranke (BHS), nachdem er Ratten intraventds Trypanblau injiziert
hatte (Ehrlich 1885). Aus der Tatsache, dass er das Gehirn bei der Sektion unange-
farbt vorfand, zog er jedoch den Fehlschluss, dass das Gehirn nicht mit Trypanblau
anfarbbar sei (Ehrlich 1885), was Goldmann 1913 widerlegte (Goldmann 1913).
Dieser injizierte Hunden denselben Farbstoff direkt in den Liquor cerebrospinalis und
erreichte damit eine Anfarbung zentralnervdser Strukturen (Goldmann 1913). So war
erstmals der Nachweis gefiihrt, dass dem ZNS eine Sonderrolle zuféllt, die es von
den regularen Verteilungsmechanismen von Stoffen im Organismus aushimmt.
Trypanblau konnte aus der Peripherie nicht Gber die Barriere des ZNS diffundieren.

In neuerer Zeit wurden der Aufbau und die Eigenschaften der BHS genauer charak-
terisiert. Sie besteht aus den Endothelzellen der zentralnervisen BlutgefalRe, die an
ihrer basalen Seite von glatten Muskelzellen und einer durchbrochenen Schicht von
Perizyten eingefasst werden (Daneman 2012). Der Endothelzellverband der Gefalie
des ZNS unterscheidet sich stark von dem an peripheren GefaRen (Daneman 2012).
Es bestehen hier weitaus stéarkere interzellulare Tight Junctions (Zonulae
occludentes) zwischen den einzelnen Zellen als zwischen peripheren Endothelzellen,
wodurch die Bewegung von lonen, Molekilen und Zellen auf parazellularem Weg
eingeschrankt wird (Daneman 2012). Auch die transzellulare Passage ist durch einen
Mangel an Fenestrae und verminderte Pinozytoseaktivitat im Vergleich zu peripheren
Endothelien verringert (Daneman 2012). Die Perizyten, die mit Hilfe von fingerartigen
Auslaufern ein Netz auf der basalen Seite der Endothelzellen bilden, bekleiden
wichtige Funktionen bezuglich der Homoostase des ZNS (Winkler et al. 2011). Sie
regulieren die Durchlassigkeit der BHS, den Blutdruck in den zentralnervosen
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GefaRen und die Aufrechterhaltung der GefaRarchitektur (Winkler et al. 2011).
Abluminal dieser Zellen befindet sich die Basalmembran, die im ZNS aus zwei
Schichten besteht (Daneman 2012). Perizyten und Endothelzellen besitzen eine
gemeinsame Basalmembran, wahrend die zweite Schicht das Fundament des
neuronalen Gewebes, vor allem der Astrozyten, darstellt (Daneman 2012). Die Astro-
zyten bilden die Verbindung zwischen Synapsen und Gefal3en und vermitteln so die
Regulation des Transports von Blut und den darin enthaltenen Stoffen in Abh&ngig-
keit von der Aktivitat des entsprechenden Hirn- oder Rickenmarksareals (Daneman
2012). Das ZNS beherbergt nur eine geringe Zahl von Immunzellen (Ransohoff and
Engelhardt 2012). Darunter befinden sich Makrophagen, welche aus dem Blut in das
neuronale Gewebe einwandern, um dort anfallenden Zelldebris zu eliminieren
(Daneman 2012). Diese Zellen werden langsam aber stetig aus dem peripheren Pool
ersetzt (Daneman 2012). Im ZNS residente Immunzellen sind die Mikrogliazellen, die
bereits wahrend der Embryonalentwicklung einwandern und im Lauf des Lebens
nicht aus der Peripherie ersetzt werden (Perdiguero et al. 2014, Ransohoff and
Engelhardt 2012). Deren Funktion besteht in der Aufrechterhaltung eines
immunsuppressiven Milieus auf der ZNS-Seite der BHS (Ransohoff and Engelhardt
2012) und der Regulation der Transmigration peripherer Immunzellen Uber diese
Schranke, falls eine Entziindungsreaktion notwendig wird (Daneman 2012). In
diesem Fall prasentieren Mikrogliazellen Antigene an infiltrierende B- und T-
Lymphozyten (Daneman 2012). Verschiedene Zytokine, Chemokine und andere
immunologisch aktive Substanzen beeinflussen den Transport von molekularen
Stoffen und Zellen aus dem peripheren Blutkreislauf ins ZNS (Deli et al. 1995, Lee et
al. 2012, Pan and Kastin 2002, Rom et al. 2015). So wurde beispielsweise die
Aktivitat des Medikamententransporters P-Glykoprotein im Zellkulturmodell von
humanen Neuroendothelzellen durch die proinflammatorischen Zytokine IFNy und
TNFa reduziert (Lee et al. 2012). TNFa wirkte Uber spezifische Rezeptoren (Pan and
Kastin 2002) auf die Endothelzellen der BHS ein und erhéhte deren Permeabilitat fur
kleinmolekulare Stoffe wie Sucrose oder Inulin im Zellkulturmodell (Deli et al. 1995)

und im experimentellen Mausmodell auch fur Leukozyten (Rom et al. 2015).
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2.3.2 Die Blut-Retina-Schranke

Wie das ZNS besitzt auch das Auge den Status eines immunprivilegierten Organs
(Schroed! et al. 2014) und auch hier kann es zum Verlust dieser privilegierten
Stellung durch Beeintrachtigung der Grenze zwischen Auge und peripherem Blut-
kreislauf, der Blut-Retina-Schranke (BRS), kommen (Hofmaier et al. 2011). Die BRS
besteht aus einer inneren und einer &ufReren Zellschicht (Arredondo Zamarripa et al.
2014), wobei die duRere BRS von besonderer Bedeutung fir die Erhaltung von
Gesundheit und Integritat der Retina ist (Economopoulou et al. 2009). Die innere
BRS ahnelt der BHS beziiglich ihrer Transport- und Barrierefunktionen (Tagami et al.
2009) und wird wie diese von Endothelzellen gebildet, welche durch besonders
starke Tight Junctions verbunden sind (Arredondo Zamarripa et al. 2014). Die &ul3ere
BRS besteht hingegen aus den Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE), die das
Immunprivileg des Auges zusétzlich schitzen (Crane and Liversidge 2008). Interes-
santerweise besitzt das Pferd eine weitgehend avaskulare Retina, so dass bei dieser
Spezies keine nennenswerte innere BRS ausgebildet ist (Uhl et al. 2014). RPE-
Zellen als Ansassige eines immunprivilegierten Organs besitzen unter physio-
logischen Bedingungen eine antiinflammatorische Wirkung (Chen et al. 2014).
Beispielsweise konnte an primaren menschlichen RPE-Zellen eine Sekretion von
|6slichem Intracellular Adhesion Molecule (ICAM)-1, einem Adhéasionsmolekil, das in
der Regel auf der Oberflache von Epi- und Endothelzellen exprimiert wird und die
Adhasion von Leukozyten begunstigt, nachgewiesen werden (Wallace et al. 2013). In
|6slicher Form stand ICAM-1 bei Mausen in Substratkonkurrenz mit seinem
Membran-assoziierten Aquivalent (Wang et al. 2005), wodurch die Adhasion von
Leukozyten Uber eine Verminderung der Aktivitdt von Chemokin (C-C motif) Ligand
(CCL) 3 und CCL4 gehemmt wurde (Wallace et al. 2013). Zudem exprimieren RPE-
Zellen CD73, wie in einer Studie an B1ORIlI-Mausen gezeigt werden konnte, bei
denen mittels IRBP-Immunisierung eine EAU induziert wurde (Chen et al. 2014).
CD73 konvertiert extrazellulares Adenosintriphosphat (ATP), welches eine
proinflammatorische Wirkung hat, zu antiinflammatorisch wirkendem Adenosin und
hemmt so das Entziindungsgeschehen (Deaglio et al. 2007)

Neben ihren wichtigen antiinflammatorischen Eigenschaften zur Aufrechterhaltung
des Immunprivilegs sind RPE-Zellen auch ein wichtiger Bestandteil der Immun-
antwort des Auges im Fall einer Entztiindung (Detrick and Hooks 2010). Humane
RPE-Zellen exprimieren wichtige Rezeptoren, wie Toll-like Rezeptor (TLR)-3, der bei
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seiner Aktivierung im Rahmen einer Entzindung unter anderem IL-6 induziert
(Kumar et al. 2004), das als wichtiger Induktor von Ty17 bei der murinen EAU
nachgewiesen werden konnte (Mesquida et al. 2014). Aul3erdem exprimieren RPE-
Zellen auf ihrer Oberflache Haupthistokompatibilitditskomplexe (MHC) vom Typ I,
deren Anzahl bei Aktivierung der Zellen durch IFNy in einer Kultur von American
Retinal Pigment Epithelium (ARPE)-19-Zellen (Makhoul et al. 2012) bzw. bei spon-
taner ERU (Romeike et al. 1998) stark zunahm. RPE-Zellen stellen die Zellpopulation
mit der hochsten Phagozytoseaktivitat des menschlichen Kérpers dar (Mazzoni et al.
2014) und nutzen die MHC lI-Moleklle auf ihrer Oberflache zur Prasentation
phagozytierter Antigene (Chen et al. 2014). RPE-Zellen von Lewis-Ratten konnten
durch die von MHC Il prasentierten Antigene entweder immunsuppressiv oder
immunstimulierend auf T-Zellen wirken (Sun et al. 2003). Nicht aktivierte RPE-Zellen,
die nur wenige MHC IlI-Moleklle exprimieren, wirkten inhibitorisch auf die Prolife-
ration und TNFa-Produktion von T-Zellen (Sun et al. 2003) und unterdrickten im
Mausmodell die Entwicklung von Tn1- und Th17-Antworten (Gregerson et al. 2007).

Die Expressionssteigerung von MHC Il bei der Aktivierung von RPE-Zellen flihrte
hingegen bei Ratten mit EAU (Sun et al. 2003) und bei primaren humanen RPE-
Zellen in Zellkultur (Enzmann et al. 2001) zu einer Aktivierung von T-Zellen. Sun et
al. konnten zeigen, dass dabei speziell Antigen-spezifische autoreaktive T-Zellen
durch MHC Il auf RPE Zellen aktiviert wurden (Sun et al. 2003). Diese Erkenntnisse
zeigen, dass aktivierte RPE-Zellen durch Induktion einer autoreaktiven Immunantwort
aktiv zur Pathogenese der EAU und auch der humanen autoimmunen Uveitis bei-
tragen konnen (Enzmann et al. 2001, Sun et al. 2003), aber ohne erfolgte Aktivierung
ebenso an der Entzindungshemmung und Toleranzinduktion beteiligt sind
(Gregerson et al. 2007). Der genaue Mechanismus der Aktivierung von RPE-Zellen

im Rahmen autoimmuner Uveitiden ist bisher ungeklart.
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2.3.3 Transmigration von Lymphozyten tber Barrieren

immunprivilegierter Organe

Die Transmigration von peripheren Blutleukozyten Uber Barrieren immunprivilegierter
Gewebe wird durch starke Tight Junctions zwischen den Zellen der Barriere und
verschiedene Mechanismen zur Gewahrleistung des Immunprivilegs erschwert, um
den privilegierten Status des Organs aufrecht zu erhalten (von Wedel-Parlow et al.
2011). Bisher ist ungeklart, ob im Rahmen der ERU, bei der die Transmigration von
Leukozyten ins Auge als immunprivilegiertes Organ die ausschlaggebende Rolle
spielt, die BRS zur Transmigration dieser Zellen bereits geschadigt sein muss oder
ob die Zerstorung dieser erst durch Infiltration der Leukozyten initiiert wird (Degroote
et al. 2013).

Es sind nur wenige Studien dartber verflugbar, inwiefern die Proteinexpression von
Lymphozyten Einfluss auf deren Transmigrationsfahigkeit tber die BRS hat (Devine
et al. 1996, Mesri et al. 1994, Whitcup et al. 1993). Das am haufigsten untersuchte
Protein in diesem Zusammenhang ist das Integrin Leukocyte Function-associated
Antigen (LFA)-1, auch als CD11a/CD18 bezeichnet, welches bei Ratten vom PVG-
Stamm konstitutiv auf T-Lymphozyten exprimiert wird und fiir das eine Interaktion mit
dem Adhésionsmolekil ICAM-1 auf RPE- und retinalen Endothelzellen (REC) dieser
Tiere gezeigt werden konnte (Mesri et al. 1994). Nach Blockade von LFA-1 mittels
monoklonaler Antikorper verbesserte sich die klinische Symptomatik der IRBP-
induzierten EAU in B10.A-M&ausen (Whitcup et al. 1993) und die IL-1- und TNFa-
Sekretion durch T-Zellen von PVG-Ratten nahm ab (Mesri et al. 1994). Die Arbeits-
gruppe um Devine beschrieb ein weiteres Integrin auf der Oberflache von Lympho-
zyten von Lewis-Ratten, das Very Late Antigen (VLA)-4 oder CD49d/CD29 (Devine
et al. 1996). VLA-4 kam auf naiven T-Zellen nicht vor, sondern wurde erst nach
Aktivierung dieser exprimiert und vermittelte dann die Adhé&sion der aktivierten
Lymphozyten an RPE und REC von PVG-Ratten Uber das Adhasionsmolekiil
Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM)-1 (Devine et al. 1996). Fur ein weiteres
wichtiges Lymphozytenprotein, Septin7, konnte in der murinen D10.G4-T-Zelllinie
ebenfalls bereits eine Beteiligung an Transmigrationsprozessen nachgewiesen
werden (Tooley et al. 2009). In einer Studie unserer Arbeitsgruppe zum equinen
Lymphozytenproteom wurde die interessante Entdeckung gemacht, dass T-Zellen
von an ERU erkrankten Tieren eine auf 62% reduzierte Expression dieses
zytoskelettalen Proteins aufwiesen (Degroote et al. 2014). Die Untersuchung der
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Relevanz dieser Daten fir die Transmigration der Zellen Uber die BRS von ERU-

Patienten ist bisher ungeklart und Gegenstand dieser Arbeit.

2.3.3.1 Die Leukozyten-Adhasionskaskade

In  Zellkultur ist es mdglich, Zellen der humanen Jurkat-T-Zelllinie mittels
verschiedener Chemokine, wie dem Stromal Cell-derived Factor 1a, der an den
Rezeptor CXCR4 an der Jurkat-Zell-Oberflache bindet, zur Chemotaxis und
Migration anzuregen (Nath et al. 2014). Der Vorgang der Transmigration Uber
Endothelien an nicht-immunprivilegierten Organen beginnt mit dieser Chemotaxis
und lauft in mehreren aufeinander aufbauenden Schritten ab (Pulli and Chen 2014).
Als erstes nahern sich zirkulierende Immunzellen, initiiert durch die Expression von
Selektinen auf Endothelzellen, dem Endothel an und beginnen, sich an ihm entlang
zu bewegen (Rolling), wie im Mausmodell gezeigt werden konnte (Eriksson et al.
2001). Die Bewegung wird dann durch die Interaktion von auf der
Leukozytenoberflache exprimierten Integrinen, wie LFA-1, und ihren Liganden auf
den Endothelzellen, den Zelladhasionsmolekilen (CAM), vor allem ICAM-1 (Hepper
et al. 2012), und weiteren Selektinen (Stadtmann et al. 2011), verlangsamt und
kommt schlie3lich zum Stillstand (Arrest). Die Aktivierung der beteiligten Integrine
erfolgte im Mausmodell tber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die wéhrend
des Rollings der Leukozyten am Endothel auf Chemokine reagierten (Zarbock et al.
2007). Nach dem Anhaften an einer Stelle des Endothels beginnt die Suche nach
einer geeigneten Austrittsstelle aus dem Blutgefal3 (Crawling) (Phillipson et al. 2006).
Ist diese gefunden, wird durch Chemokin-sensible GPCR und durch Integrine, die mit
CAM interagieren, die Transmigration initiiert (Green et al. 2006, Zarbock et al.
2007). Ob diese Mechanismen bei der Transmigration Uber die Barrieren
immunprivilegierter Organe in gleicher Weise stattfinden und welche die auslésenden

Stimuli dafir sind, ist bisher ungeklart.
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2.3.3.2 Initiation und Ablauf der Transmigration

Leukozyten kdnnen entweder trans- oder parazellular transmigrieren (Abadier et al.
2014). Beispielsweise bewirkt die Bindung von endothelialen Faktoren wie ICAM-1
an aktivierte Leukozyten die Ausbildung einer transzellularen Pore, durch die der
entsprechende Leukozyt das Endothel durchdringen kann (Omri et al. 2011). Durch
humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC), das Modell fur periphere
Endothelien, transmigrierten nur etwa 10% der Leukozyten auf diesem
transzellularen Weg (Carman et al. 2007). Uberraschenderweise ist allerdings in den
GefalRen der Barrieren an immunprivilegierten Organen die transzellulare Passage
von weitaus grofRerer Bedeutung, da hier durch die starker ausgepragten
interzellularen Verbindungen eine parazellulare Transmigration erschwert ist
(Engelhardt and Ransohoff 2012). Die parazellulare Transmigration wird durch die
Internalisierung von Molekulen reguliert, Uber die aneinander angrenzende
Endothelzellen zuvor miteinander in Verbindung standen. Im RPE handelt es sich bei
diesen Verbindungen um Zonulae adhaerentes, die vor allem durch Cadherin
gebildet werden (Narimatsu et al. 2013), und Zonulae occludentes (Tight Junctions),
welche in ARPE-19-Zellen unter anderem aus Zonula occludens-Protein (ZO)-1,
Occludin und Claudin-1 bestehen (Rosales et al. 2014). Die genauen Abléaufe der
Transmigration Uber das RPE in uveitischen Augen sind bislang ungeklart. In einer
Studie an Mausen zur Untersuchung der Ablaufe zur Transmigration von Leukozyten
tber Lungenendothelzellen konnten allerdings wertvolle Erkenntnisse gewonnen
werden (Broermann et al. 2011). Binden aktivierte Leukozyten an das Endothel, zum
Beispiel Uber den Vascular-endothelial Growth Factor (VEGF), der auch auf ARPE-
19-Zellen gefunden wurde (Tan et al. 2015), werden bestimmte Molekile der
Zonulae adhaerentes und occludentes internalisiert und geben so den Weg fiir die
Diapedese des Leukozyten frei (Chichger et al. 2014). Ein solches Molekil der
Zonulae adhaerentes war im Mausmodell von Lungenendothelzellen VE-Cadherin,
das im konstitutionellen Zustand mit einer Phosphatase, der vaskular-endothelialen
Protein-Tyrosin-Phosphatase (VE-PTP), assoziiert war (Broermann et al. 2011). Im
Fall der Adharenz eines aktivierten Leukozyten in der N&he der entsprechenden
Zonula adhaerens dissoziierte VE-PTP von VE-Cadherin ab und letzteres wurde
phosphoryliert (Broermann et al. 2011). Dadurch kam es zur reversiblen Endozytose
von VE-Cadherin und zur Loésung der interzellularen Verbindung (Chichger et al.
2014).
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2.3.4 Phanotyp infiltrierender Lymphozyten bei autoimmuner Uveitis

Autoimmune Uveitiden im Nagermodell und die ERU des Pferdes sind T-Zell-
mediierte Erkrankungen (Caspi 2003, Regan et al. 2012). Obwohl im Nagermodell
auch Antigen-spezifische CD8" T-Zellen in der Lage waren, eine Uveitis auszulésen
(Shao et al. 2004), wurde gezeigt, dass nur der Knock-Out von CD4, nicht aber der
von CD8, die Entstehung der EAU durch Induktion mittels IRBP verhindern konnte
(Calder et al. 1993, Caspi 2010). Lange Zeit wurde angenommen, dass der Tpl-
Phanotyp der CD4" T-Zellen allein fiir die Pathogenese autoimmuner Uveitiden in
Nagern verantwortlich ist (Caspi 2010). Dies wurde im Mausmodell jedoch durch eine
Untersuchung widerlegt, die ein Zusammenspiel von Tp1l-Zellen und den IL-17-
produzierenden T,17-Zellen impliziert (Luger et al. 2008). Im Rahmen dieser Studie
wurde die Auspragung von EAU in B10.RIll Mausen mit Gen-Knock-Outs fur 1L-12,
IFNy, IL-17 oder IL-23 mit der in Wildtypmausen des gleichen Stammes verglichen
(Luger et al. 2008). IL-12 ist ein Induktor von Tp1-Zellen, die wiederum IFNy sekre-
tieren (Verma et al. 2014). IL-17 ist das Marker-Zytokin der T,17-Zellen, die von IL-23
induziert werden (Cua et al. 2003). Luger et al. erkannten, dass in naive Mause
transferierte, aktivierte Ty17-Zellen (adoptiver Transfer) unabhéngig von der Féahig-
keit des Tieres, IFNy oder IL-12 zu exprimieren, also auch ohne eine Beteiligung der
Thl-Antwort, EAU auslosen konnten (Luger et al. 2008). Genauso entstand auch
durch adoptiven Transfer von Antigen-spezifischen autoreaktiven T,1-Zellen in I1L-17-
defiziente naive Tiere eine EAU (Luger et al. 2008). Die Zellen wurden aus dem Blut
von Mausen gewonnen, die mit IRBP in FCA immunisiert worden waren (Luger et al.
2008). Diese Art der EAU-Induktion I6ste sowohl eine Tyl-, als auch eine T,17-
Antwort aus (Caspi et al. 2008), wodurch beide Effektorzellarten gewonnen werden
konnten. Ein inhibitorischer Effekt von IFNy auf Tp17-Zellen und umgekehrt auch von
IL-17 auf Tyl-Zellen ist wahrscheinlich, da in Versuchen, in denen jeweils eine der
beiden Tp-Antworten ausgeschaltet worden war, das Marker-Zytokin der anderen
Population nach EAU-Induktion mit IRBP in FCA signifikant starker exprimiert war
(Luger et al. 2008). Der Knock-Out nur einer der beiden Ty-Antworten war also nicht
in der Lage, die experimentelle Induktion der EAU mittels IRBP in FCA zu verhindern
(Luger et al. 2008). In einem zweiten Mausmodell, bei dem die Induktion der EAU
unabhangig von FCA durch die Ubertragung IRBP-prasentierender dendritischer
Zellen in naive Tiere erfolgte, entstand EAU mit dominanter Tp1-Antwort (Tang et al.
2007). Dies konnte auch von einer anderen Arbeitsgruppe bestatigt werden, da in der
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entsprechenden Studie IFNy-Knock-Out-Mause nach adoptivem Transfer Antigen-
spezifischer dendritischer Zellen im Gegensatz zum Wildtyp keine EAU entwickelten
(Luger et al. 2008). Interessanterweise kam es in diesem Modell bei Wildtypm&ausen
zur vorrangigen Migration von Granulozyten und nicht von Lymphozyten Gber die
BRS (Caspi et al. 2008), was auch in einigen wenigen ERU-Féllen bereits beschrie-
ben werden konnte (Deeg et al. 2001). In einer alteren Studie wurde gezeigt, dass
ins Auge Ubergetretene Lymphozyten vermehrt IFNy und IL-2 exprimierten und IL-4-
negativ waren, was fur eine Beteiligung der Tn1- und nicht der Tp2-Antwort an der
Pathogenese der ERU sprach (Gilger et al. 1999). In der Zwischenzeit drangten sich
jedoch weitreichende Erweiterungen des von Mosmann 1986 eingefiihrten Para-
digmas der Dichotomie der T-Zellantworten (Mosmann et al. 1986) fur viele Spezies,
darunter Mensch und Maus, auf (Annunziato et al. 2010, Geginat et al. 2014, Ubel et
al. 2014). Die Arbeitsgruppe um Regan stellte vor diesem Hintergrund kirzlich
Untersuchungen zur Beteiligung der Tpl7-Antwort an der ERU an (Regan et al.
2012). Durch die Analyse des Zytokinmilieus in anterioren Strukturen betroffener
Augen mittels Immunhistochemie konnte bestatigt werden, dass auch an der ERU
eine Th17-Antwort beteiligt ist (Regan et al. 2012). Die Zytokine IL-6, IL-17 und IL-23
fanden sich vermehrt in uveitischen Augen, wéhrend sie in gesunden weitgehend
abwesend waren (Regan et al. 2012). IL-6 konnte vor allem in bereits nekrotischen
Abschnitten der Uvea detektiert werden, was nach Meinung der Autoren dafur
sprach, dass dieses Zytokin eine Funktion bei der Chemotaxis autoreaktiver
Lymphozyten austbt (Regan et al. 2012). Die immunhistochemische Analyse mittels
gegen die humanen Interleukine gerichteter Antikbrper zeigte eine Ko-Expression
von IL-17 und IL-23 in einem Teil der infiltrierten Leukozyten und indizierte so die
Auspragung eines Tn17-Phanotyps in diesen Zellen (Regan et al. 2012). Weitere
Studien zur Bedeutung der Tpl7-Antwort in der ERU liegen bislang nicht vor
(PubMed-Recherche Stand 16.3.2015).
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2.4 Differentielle Proteomanalyse von Leukozyten im Rahmen der
ERU

Das Wissen uber Expressionsunterschiede von Proteinen zwischen Leukozyten
gesunder und an ERU leidender Individuen ist von grundlegender Bedeutung fur die
Erforschung der Pathogenese dieser Autoimmunerkrankung. Unsere Arbeitsgruppe
konnte im Vorfeld zur vorliegenden Arbeit mittels 2D-DIGE bereits wichtige Erkennt-
nisse uUber Unterschiede im Leukozytenproteom von ERU-Patienten und gesunden
Pferden sammeln (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012, Degroote et al. 2013).
Nach zweidimensionaler Auftrennung des Proteoms von gesunden und erkrankten
Tieren konnten erstmals insgesamt 17 differentiell regulierte Proteine im Gesamt-
leukozytenproteom (Degroote et al. 2012) und im Folgeexperiment sechs weitere im
Proteom der reinen Lymphozytenpopulationen (Degroote et al. 2014) mittels
Massenspektrometrie und differentieller Proteomanalyse identifiziert werden. Eins
der Proteine, Laktotransferrin, welches im ersten Experiment differentiell exprimiert
war, fand sich auch im zweiten wieder (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012).
Die differentiell regulierten Kandidaten aus beiden Experimenten weisen in anderen
Spezies teilweise hochinteressante Funktionen auf, beispielsweise auf den Gebieten
Immunantwort, Migration und Leukozytendifferenzierung (Fischer et al. 2006, Gunter
et al. 1984, Pao et al. 2007, Shattil et al. 2010), mit denen diese Proteine beim Pferd
bisher nicht in Zusammenhang gebracht wurden. Diese Kandidaten bedurfen somit

weiterer Beleuchtung.

2.4.1 Differentiell regulierte Proteine auf Granulozyten

Das erste 2D-DIGE-Experiment unserer Arbeitsgruppe zum differentiellen Leuko-
zytenproteom von ERU-Patienten forderte 17 differentiell regulierte Kandidaten zu
Tage (Degroote et al. 2012), unter denen einer auf Grund seiner Uberaus interes-
santen Funktionen bezilglich Adhasion, Migration und Uberleben von Zellen
(Calderwood 2004, Critchley 2000) unser besonderes Interesse weckte. Dieser
Kandidat war Talinl, ein grofRes, zytoplasmatisch gelegenes Dimer, das aus einer
Head- und einer Rod-Doméne aufgebaut ist (Critchley 2000). Talinl spielt als
Vermittler zwischen verschiedenen Integrin-B-Domanen, wie beispielsweise der (2-
Domane von LFA-1 in Jurkat-Zellen (Jevnikar et al. 2011), und F-Actin eine wichtige

Rolle bei der Zusammensetzung von Actinfilamenten nach Integrinaktivierung an der
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Zellmembran (Calderwood and Ginsberg 2003, Shattil et al. 2010). In diesem Sinn ist
Talinl mal3geblich an der Adhasion und Migration von Leukozyten beteiligt
(Degroote et al. 2012).

Nach der Identifizierung von Talinl als differentiell reguliertem Protein wurde mittels
Western Blot und Durchflusszytometrie untersucht, wie stark seine Expression insge-
samt in Leukozyten von ERU-Tieren und in einzelnen Subpopulationen dieser von
der in gesunden Pferden abweicht (Degroote et al. 2012). Es konnte gezeigt werden,
dass Talinl hochabundant auf allen untersuchten Leukozytenpopulationen gesunder
Pferde exprimiert wurde und die Expression lediglich in Granulozyten von ERU-
Patienten signifikant abnahm (Degroote et al. 2012). Auf Lymphozyten war Talinl
uberraschenderweise nicht differentiell reguliert (Degroote et al. 2012), obwohl es
sich bei der ERU um eine primar T-Zell-mediierte Erkrankung handelt (Regan et al.
2012). Im Rahmen der therapeutischen Pars plana Vitrektomie von an ERU
erkrankten Pferden kdnnen ins Auge transmigrierte Leukozyten (vitreale Leukozyten,
VL) gewonnen werden, ohne Uber die Auswirkungen der therapeutischen Operation
hinausgehende Beeintrachtigungen des Patienten zu verursachen (Degroote et al.
2013, Werry and Gerhards 1992). In einer weiteren Studie wurden deshalb auch
diese Zellen bezuglich ihrer Talinl-Expression analysiert (Degroote et al. 2013). Die
intraokulare Granulozytenpopulation wurde dabei mit peripher zirkulierenden
Granulozyten der gleichen, an ERU erkrankten Pferde verglichen (Degroote et al.
2013). Es zeigte sich, dass in VL Talinl noch einmal signifikant niedriger exprimiert
war als in peripheren Zellen der gleichen Tiere (Degroote et al. 2013). Die Expres-
sion in VL belief sich auf lediglich 8% der Expression in peripheren Granulozyten des
jeweils selben ERU-Tieres, wahrend diese im Vergleich zu Granulozyten gesunder
Kontrolltiere bereits auf 44% gesunken war (Degroote et al. 2012, Degroote et al.
2013). Eine verringerte Expression von Talinl spricht fir eine Beeintrachtigung
wichtiger Mechanismen der Immunantwort in Talinl-defizienten Granulozyten bei der
ERU (Degroote et al. 2012). So kdnnen Vorgénge wie beispielsweise die Adh&sion
an Endothelien oder die Migration der Zellen durch Stérung der Signaltransduktion
von der Zelloberflache ins Zytoplasma mdglicherweise nicht mehr physiologisch
ablaufen und so zu Veranderungen im Transmigrationsverhalten der entsprechenden
Granulozyten fihren (Calderwood 2004, Critchley 2009).

Da Talinl eine so bedeutende Rolle bei der Vermittlung von Signalen der Zellober-

flache an intrazellulare Strukturen einnimmt, wurde in einer weiteren Studie unserer
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Arbeitsgruppe nach Interaktoren dieses interessanten Proteins gesucht (Degroote et
al. 2013). Mittels einer Immunprazipitation (IP) von Talinl wurden solche Interaktoren
aus Leukozyten gesunder Pferde extrahiert und massenspektrometrisch analysiert
(Degroote et al. 2013). Dabei konnten erstmalig acht Talinl-Interaktoren auf equinen
Leukozyten identifiziert werden, unter denen sich unter anderem Myeloperoxidase
(MPO), CD177 und CD90 befanden (Degroote et al. 2013). MPO ist ein granulo-
zytares Enzym, welches im Zuge der Phagozytose freigesetzt wird und der Produk-
tion reaktiver O,-Spezies dient (Al-Abbasi 2015). CD177 war im Mausmodell fur die
Regulation der Lebensdauer von neutrophilen Granulozyten verantwortlich (Xie et al.
2014). Seine Deletion fuhrte dort zu verringerten Neutrophilenzahlen (Xie et al.
2014), wahrend der Knock-Out seines Inhibitors IkB-Kinase [ eine Neutrophilie
verursachte (Hsu et al. 2011). Ein weiterer interessanter Interaktor von Talinl war
CD90 (Degroote et al. 2013), ein glykosyliertes Oberflachenprotein, welches Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Kontakte unter anderem im Rahmen von Entzindungen
vermittelt (Leyton and Hagood 2014, Saalbach et al. 2000, Schubert et al. 2011).
Dabei ist es an der Aktivierung, Adhasion und Transmigration von Neutrophilen und
Monozyten des Menschen in vitro und der Maus in vivo beteiligt (Saalbach et al.
2000, Schubert et al. 2011). Die Interaktion zwischen Talinl und CD90 im Pferd
konnte mittels Ruckwarts-Immunprézipitation von CD90 aus equinen Granulozyten
und Detektion von Talinl im CD90-Eluat bestatigt werden (Degroote et al. 2013). Die
Expressionsanalyse von CD90 auf Granulozyten gesunder und kranker Pferde sowie
auf vitrealen Granulozyten von ERU-Tieren ergab, dass CD90 auf peripheren
Granulozyten an ERU erkrankter Pferde signifikant schwacher exprimiert war als auf
denen gesunder Tiere und sich seine Expressionsstarke, analog zu Talinl, auf ins
Auge gewanderten Granulozyten abermals reduzierte (Degroote et al. 2013). Die
Bedeutung der differentiellen Expression von Talinl und CD90 sowie die anderer
Regulationsmechanismen des angeborenen Immunsystems im Rahmen der ERU ist
bisher ungeklart (Degroote et al. 2013). Bekannt ist aber, dass Granulozyten in
einem Modell der experimentellen Autoimmunuveitis in Mausen, bei der die Th17-
Antwort vorherrscht, die dominante Leukozytenpopulation in uveitischen Augen
bilden (Luger and Caspi 2008) und auch fir die humane autoimmune Uveitis als
Symptom des Morbus Behget ist eine granulozytare Beteiligung beschrieben (Ekinci
et al. 2010). AuBerdem konnte interessanterweise in einer Studie an 32 Augen von

Pferden mit ERU gezeigt werden, dass bei einem Teil der Falle dieser Erkrankung (4
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von 32) ebenfalls vorrangig granulozytéare Infiltrate vorlagen (Deeg et al. 2001). Die
funktionelle und klinische Bedeutung dieser Ergebnisse fur die Pathogenese der
ERU ist bisher aber nicht klar.

2.4.2 Differentiell regulierte Proteine auf Lymphozyten

CD4" Lymphozyten spielen erwiesenermaRen eine Schliisselrolle bei der Entstehung
der experimentellen autoimmunmediierten Uveitis (Diedrichs-Mohring et al. 2014),
und autoaggressive T-Helferzellen stellen auch bei der ERU in den meisten Fallen
die vorrangig uber die BRS ins Auge transmigrierende Zellpopulation dar (Deeg et al.
2001). Deshalb sind Unterschiede im Proteom dieser Zellen in gesunden Pferden
und ERU-Patienten von groRem Interesse und besitzen moglicherweise grund-
legende Bedeutung fur die erfolgreiche Suche nach pathogenetisch relevanten
Immunmodulationen. In einer weiteren DIGE-basierten Studie unserer Arbeitsgruppe
konnten sieben differentiell regulierte Lymphozytenproteine identifiziert werden
(Degroote et al. 2014), von denen zuvor nur ein einziges, Laktotransferrin, bereits mit
Leukozyten des Pferdes in Verbindung gebracht worden war (Degroote et al. 2012,
Kolm et al. 2006). Laktotransferrin, ein Wachstumsfaktor, der die Reifung und
Differenzierung von T-Lymphozyten stimuliert (Fischer et al. 2006), war das einzige
Protein, das in Lymphozyten der ERU-Tiere starker exprimiert wurde als in denen der
Kontrolltiere (Degroote et al. 2014). In einem friiheren Experiment, in welchem das
Gesamtleukozytenproteom untersucht wurde, konnte Laktotransferrin ebenfalls von
uns identifiziert werden und wies dort die gleiche Regulationsrichtung auf wie im
Lymphozytenproteom (Degroote et al. 2012). Die erhOhte Expression von
Laktotransferrin weist moglicherweise auf eine verstarkte Aktivierung von T-Zellen
hin (Degroote et al. 2014). Ezrin, eins der bei ERU als geringer abundant identifi-
zierten Proteine (Degroote et al. 2014), ist beispielsweise an der Aktivierung von T-
Zellen bei der rheumatoiden Arthritis beteiligt (Schulz et al. 2007). Da seine aktive
Form phosphoryliert ist (Fievet et al. 2004) und diese mdglicherweise nicht detektiert
werden konnte, konnte die verringerte Ezrin-Expression auf eine vermehrte Phospho-
rylierung des Proteins hindeuten. Tyrosine-Protein Phosphatase non-Receptor Type
6 (PTPNG6), ein weiteres differentiell exprimiertes Protein bei Lymphozyten von ERU-
Patienten (Degroote et al. 2014), wirkt als Dampfer der Signaltransduktionskaskade
in Immunzellen (Pao et al. 2007) und wurde ebenfalls bereits friher mit einer
Autoimmunerkrankung, der Psoriasis des Menschen, im Rahmen derer T-Zellen

22



Literatur

PTPN6 geringer exprimieren (Eriksen et al. 2010), in Verbindung gebracht.
Interessanterweise war auch das spannungsabhangige anionenselektive Kanal-
protein (engl. Voltage-dependent Anion-selective Channel Protein, VDAC) 2
zwischen Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter Tiere differentiell reguliert
(Degroote et al. 2014), welches in der Auotimmunuveitis des Menschen als
Autoantigenkandidat identifiziert wurde (Okunuki et al. 2008). AuRerdem spielt es
eine wichtige Rolle bei der Verhinderung negativer Selektion von murinen
Thymozyten durch T-Zell-Rezeptor (engl. T-cell Receptor, TCR)-Aktivierung (Ren et
al. 2009). Bei verringerter Expression von VDAC2 setzte die Apoptose dieser Zellen
verfriht ein (Ren et al. 2009).

Ein besonders interessanter Kandidat, der aus dem Experiment zum differentiellen
Lymphozytenproteom von gesunden Pferden und ERU-Patienten hervorging, ist das
zytoskelettale Protein Septin7 (Degroote et al. 2014). Mitglieder der Familie der
Septine wurden zuerst in Pilzen, spater aber auch in allen anderen Eukaryoten auf3er
Pflanzen nachgewiesen (Kremer et al. 2005). Nach heutigem Kenntnisstand umfasst
die Gruppe 14 Mitglieder, die als Proteine des Zytoskeletts stabile Heteromere
miteinander ausbilden (Weirich et al. 2008). Septine sind kleine GTPasen, die in
motilen T-Zellen zu Filamenten polymerisieren, und korsettdhnliche Strukturen
innerhalb der Zellmembran bilden, wodurch die Zelle Stabilitat erhalt (Dolat et al.
2014, Leipe et al. 2002). Fir den Prozess der Transmigration zwischen
Endothelzellen hindurch bzw. durch transzellulare Poren hat dieser Vorgang grof3e
Bedeutung, da nur bei ausreichender Formstabilitat der dul3eren Begrenzung der
Zelle eine zielgerichtete Bewegung moglich ist (Brown et al. 2001, Tooley et al.
2009). Unter den Septinen spielt Septin7 eine herausragende Rolle, da bei einem
Funktionsverlust von Septin7 keine Septin-Polymerisation mehr stattfinden kann,
wodurch auch die Funktion aller anderen Septine hochgradig beeintrachtigt wird
(Kremer et al. 2005, Tooley et al. 2009). Kremer et al. zeigten dies an HelLa-Zellen,
einer humanen Epitheloid-Zelllinie (Kremer et al. 2005), Tooley und Kollegen
verwendeten die murine T-Zelllinie D10.G4 (Tooley et al. 2009). T-Zellen, bei denen
die Expression von Septin7 durch Anwendung einer short-hairpin (sh) RNA auf etwa
25% der Expression in unbehandelten Zellen verringert war, zeigten langsamere und
weniger gerichtete Fortbewegung sowie die zuféllig scheinende Ausbildung offenbar
funktionsloser Membranausstilpungen (Blebbing), waren aber in der Lage, bis zu

funfmal effizienter durch 3 pum kleine Poren zu transmigrieren als Zellen mit
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physiologischer Septin7-Expression (Tooley et al. 2009). Die genauen Mechanismen
dieser veranderten Motilitat und Transmigrationsfahigkeit und der Einfluss potentieller
Interaktoren von Septin7 darauf sind unbekannt, da das Protein bisher vor allem mit
Leberkarzinomen (Zhou et al. 2014), tumorésen Erkrankungen des Nervensystems
und der Alzheimer-Krankheit (Jia et al. 2010) assoziiert wurde und dabei vorrangig
seine Beteiligung an Zellwachstums- und -teilungsmechanismen Gegenstand der
Untersuchungen waren (Kelley et al. 2015, Kremer et al. 2007). So sind
Septinkomplexe, wie der aus den Septinen 2, 7 und 9, bei der Bildung des
Synzytiums wahrend der Zellteilung fur die Stabilitéat interzellularer Briicken zwischen
Mutter- und Tochterzelle verantwortlich und sind in Kooperation mit Myosin Il und
Mikrotubulinen vor allem in der Interphase entscheidend fir die Bildung und
Erhaltung der Actin-Stressfasern und der Mitosespindel (Kremer et al. 2005, Kuo et
al. 2013). Die Identifikation von Septin7 im DIGE-Experiment unserer Arbeitsgruppe
stellte die Erstbeschreibung der Regulierung dieses Proteins im Rahmen einer
Autoimmunerkrankung dar (Degroote et al. 2014). Die deutlich verringerte
Expression in peripheren Blutleukozyten (PBL) von ERU-Patienten verglichen mit
PBL gesunder Tiere, die in dieser Analyse festgestellt wurde, konnte mittels Western
Blot verifiziert werden (Degroote et al. 2014). Bei der durchflusszytometrischen
Analyse zeigte sich aul3erdem, dass die Expressionsminderung sich ausschlief3lich
auf T-Zellen vollzog (Degroote et al. 2014). Hier sank die Expression auf 75% bzw.
73% in CD4" und CD8" Zellen ab (Degroote et al. 2014). Nach den interessanten
Ergebnissen aus der Studie zu Expressionsunterschieden zwischen gesunden PBL
und peripheren und intraokularen Leukozyten von ERU-Tieren im Rahmen der
Erforschung des Gesamtleukozytenproteoms bei der ERU (Degroote et al. 2012,
Degroote et al. 2013) stellt nun auch die Identifikation des funktionell hoch

interessanten Septin7 eine wertvolle Grundlage fur weitere Studien dar.

24



Literatur

2.5 Untersuchungen zum differentiellen Oberflachenproteom von

Immunzellen bei der ERU

2.5.1 Vorteile proteomischer Studien

Das Proteom ist, im Gegensatz zum Genom, standigen Veranderungen unterzogen,
die die momentane Funktion und Konstitution einer Zelle widerspiegeln (Doherty and
Whitfield 2011). Die Analyse des Proteoms gibt so Einblick in aktuelle
Verdnderungen des Zellstoffwechsels, welche durch &ufRRere und innere
Beeinflussung des Organismus, so zum Beispiel Umweltbedingungen, Alter oder
Krankheiten, ausgelost werden (Doherty and Whitfield 2011) und von Genom- oder
Transkriptomanalysen nicht erfasst werden kdonnen (Goh et al. 2012). Da das
Proteom der meisten Gewebe bzw. Zellarten Giberaus umfangreich und komplex ist,
erzeugt seine massenspektrometrische Analyse Datenséatze enormer Grof3e. Lange
Zeit reichte die Kapazitat der zur Verfigung stehenden Datenverarbeitungs- und
Auswertungssoftware nicht aus, um solche Proben in ihrer Gesamtheit zu
untersuchen, da durch zu niedrige Auflésung der Massenspektrometer weitreichende
Uberlappungen der einzelnen Peptide entstanden (Doherty and Whitfield 2011, Mann
and Kelleher 2008). Die 2D-DIGE-Technik wird seit langem, unter anderem auch von
unserer Arbeitsgruppe (Zipplies et al. 2009), zur Auftrennung und differentiellen
Betrachtung des Proteoms verschiedener Proteingemische angewandt. Auf diese Art
ist es moglich, vor der massenspektrometrischen Analyse eine Vorauswahl potentiell
interessanter Proteine zu treffen (Mann and Kelleher 2008). Die Gel-basierte
Proteomik erfordert jedoch extensive Vorarbeiten, wie das Ausschneiden einer
Vielzahl von Gelspots und deren einzelner Verarbeitung fur die Analyse im
Massenspektrometer (Degroote et al. 2012). Zudem birgt diese Methode Tucken in
Bezug auf die Analyse des Gesamtproteoms, da Proteine mit bestimmten
Eigenschaften, vor allem Membranproteine, dabei haufig unterreprasentiert sind , wie
auch in einem Experiment unserer Arbeitsgruppe zum Leukozytenproteom des
Pferdes auffiel (Degroote et al. 2012). Vor allem sind davon Proteine betroffen, die
generell nur eine geringe Abundanz aufweisen, was auf die meisten
Membranproteine eukaryotischer Zellen zutrifft (Santoni et al. 2000, Swadzba et al.
2012a). Wichtiger scheint allerdings noch die Tatsache, dass wasserunlgsliche
Proteine durch ihrer starke Hydrophobie nur schwer in den zur isoelektrischen

Fokussierung verwendeten Puffern l6slich sind (Santoni et al. 2000). Davon
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besonders betroffen sind wiederum Membranproteine mit groRen Anteilen integraler
Domanen (Santoni et al. 2000). Mit der stetigen Verbesserung der Sensitivitdt und
Auflosung moderner Massenspektrometer und der Entwicklung leistungsfahiger
Datenverarbeitungs- und Auswertungssoftware ist es inzwischen allerdings maoglich,
eine grolRe Zahl von Peptiden in kurzer Zeit zu prozessieren und quantitativ
auszuwerten (Doherty and Whitfield 2011), so dass in vielen Fallen auf eine solche
2D-DIGE-gestutzte Vorauswahl verzichtet werden kann (Mann and Kelleher 2008).
Die Analyse des Proteoms mittels Flissigkeitschromatographie-gekoppelter
Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS) ermdglicht heute also die Bestimmung
und Quantifizierung von Unterschieden in der Zusammensetzung des Proteoms von
Proben unterschiedlichen Ursprungs, wie solche kranker Vitreusproben im Vergleich
zu denen gesunder Tiere (Hauck et al. 2012). Insbesondere kann auch das
Oberflachenproteom von Zellen mit verschiedenen Eigenschaften oder in
abweichenden Funktionszustanden, wie das kultivierter und nativer RPE-Zellen,

(Szober et al. 2012), miteinander verglichen werden.

2.5.2 Die Untersuchung des Oberflachenproteoms

Obwohl bisher vor allem fiur intrazellulare Proteine, wie Talinl und Septin7, bei
Leukozyten von an ERU erkrankten Pferden eine andere Abundanz als in den Zellen
gesunder Tiere festgestellt werden konnte (Degroote et al. 2014, Degroote et al.
2012), ist auch der Untersuchung des Oberflachenproteoms von Leukozyten grol3e
Bedeutung zuzumessen. Oberflachenproteine, wie beispielsweise Integrine, spielen
eine herausragende Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen (Espino et al. 2014), die das
zentrale Geschehen bei Reaktionen des Immunsystems bilden (Barreiro et al. 2007).
Die Untersuchung des Oberflachenproteoms stellt allerdings eine methodische
Herausforderung dar, da sich Zellmembranproteine bei der Analyse des Gesamt-
proteoms haufig durch ihre spezifischen Eigenschaften, wie den oft im alkalischen
Bereich liegenden isoelektrischen Punkt und die charakteristische Hydrophobie von
Transmembrandoménen, der Identifikation entziehen (Santoni et al. 2000). Im
Rahmen der Suche nach Autoantigenen der ERU wurden einige Methoden zur
Plasmamembranproteinanreicherung erprobt, die jeweils einen wertvollen Beitrag zur
Beleuchtung der komplizierten Pathomechanismen dieser Autoimmunerkrankung
leisten konnten (Hauck et al. 2010, Swadzba et al. 2012a, Uhl et al. 2014). Bei der
massenspektrometrischen Analyse der Oberflachenproteine von retinalen Zellen
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gesunder und an ERU erkrankter Pferde nach Extraktion dieser durch verschiedene
Zentrifugationsschritte ergaben sich aus den massenspektrometrisch identifizierten
Peptiden 297 Proteine mit mindestens einer Transmembrandoméne, was 57% aller
identifizierten Proteine ausmachte (Hauck et al. 2010). Ein Protein, Caveolin-1,
welches in den Retinae der ERU-Patienten um den Faktor 16 starker exprimiert war
(Hauck et al. 2010), wurde spater als Regulator retinaler Inflammation bestatigt (Li et
al. 2014). Caveolin-1 ist unter anderem mit den Pathways ,integrin signaling®, ,TNF
receptor signaling® und ,Focal adhesion“ assoziiert, welche flr Autoimmun-
erkrankungen von grof3em Interesse sind (Hauck et al. 2010).

In einer weiteren Studie konzentrierten wir uns speziell auf eine Teilfraktion des
Plasmamembranproteoms, die N-glykosylierten Membranproteine aus Schweine-
retinae (Swadzba et al. 2012a). Dazu wurden Concanavalin A-gekoppelte
Sepharose-Beads verwendet, die eine hohe Affinitat zu diesen Glykoproteinen
aufweisen. Durch eindimensionale Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (1D SDS-PAGE) und Inkubation mit Seren von ERU-Patienten sowie
die massenspektrometrische Analyse der entsprechenden Western Blot-Bande
konnte ein potentielles Autoantigen, Synaptotagmin-1, identifiziert werden (Swadzba
et al. 2012a). Synaptotagmin-1 war zuvor noch nicht mit Uveitis in Verbindung
gebracht worden. Interessanterweise zeigte sich, dass Synaptotagmin-1 nicht, wie
andere retinale Autoantigene, zum Beispiel CRALBP und IRBP (Deeg et al. 2007a),
in Retinae von gesunden Pferden und ERU-Patienten gleichermaf3en abundant war,
sondern in ERU-Retinae eine deutlich geringere Expression aufwies (Swadzba et al.
2012a), was wir auch in RPE-Zellen von ERU-Tieren zeigen konnten (Uhl et al.
2014). Fur die Extraktion von Oberflachenproteinen aus RPE-Zellen in situ (Uhl et al.
2014) wurde die von unserer Arbeitsgruppe etablierte Methode der Biotinylierung von
Plasmamembranproteinen und anschlieRender Streptavidin-mediierter Extraktion
dieser Proteine aus dem Zelllysat (Szober et al. 2012) auf noch in situ befindliche
RPE-Zellen angewandt (Uhl et al. 2014). Die Massenspektrometer-gestitzte
Proteomanalyse der so erzeugten Proteinfraktionen ergab eine Plasmamembran-
proteinanreicherung von 82%, was diese Methode als besonders effizient
kennzeichnete (Uhl et al. 2014). Es konnten 27 differentiell regulierte Proteine
identifiziert werden, von denen 24 auf RPE-Zellen von ERU-Tieren niedriger
abundant waren, unter anderem das oben erwéhnte Synaptotagmin-1 (Uhl et al.

2014). Die verringerte Expression von Synaptotagmin-1, sowie zweier weiterer
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Kandidaten aus dieser Studie, Basigin und Collectrin, konnte mittels Durchfluss-
zytometrie und Immunhistochemie bestatigt werden (Uhl et al. 2014).

Die Ergebnisse der beschriebenen Studien zeigen deutlich, dass die Untersuchung
des Plasmamembranproteoms verschiedener an der ERU beteiligter Zellen einen
wertvollen Beitrag zur Aufklarung der Pathogenese dieser Krankheit leisten kann.
Das Oberflachenproteom von Lymphozyten, einer Zellpopulation, die eine enorm
wichtige Rolle bei der Pathogenese der ERU spielt, wurde bisher nicht untersucht
(PubMed-Recherche Stand 16.3.2015). Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb die
differentielle Regulation von Proteinen auf der Oberflache von peripheren und ins

Auge transmigrierten Lymphozyten untersucht werden.

2.5.3 Differentielle Regulation des Oberflachenproteoms bei der ERU

Ins Auge transmigrierte Leukozyten im Rahmen der ERU wurden vielfach Unter-
suchungen unterzogen, wobei diese Untersuchungen sich bislang auf die
Bestimmung der transmigrierten Subpopulationen von Leukozyten beschrankten
(Deeg et al. 2001, Gilger et al. 1999, Regan et al. 2012, Romeike et al. 1998). Zwei
Analysen unserer Arbeitsgruppe liegen vor und ergaben interessante Proteine, wie
beispielsweise Talinl, mit differentieller Proteinexpression zwischen PBL und VL bei
ERU-Patienten (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012). Da diesen Studien
jedoch Gel-basierte Experimente zugrunde lagen und diese lediglich ein geringes
Identifikationsvermogen fur Oberflachenproteine besitzen (Santoni et al. 2000),
fuhrten sie neben interessanten zytoplasmatisch gelegenen Kandidaten nur zur
Identifikation ~ weniger differentiell  exprimierter  Oberflachenproteine,  wie
beispielsweise Laktotransferrin (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012). Das
differentielle = Gesamtoberflachenproteom von peripheren und intraokular
transmigrierten Lymphozyten ist bislang jedoch nicht untersucht worden (PubMed-
Recherche 10.3.2015). Es stellt allerdings einen wichtigen Ansatzpunkt fur die
Erforschung der ERU dar.

Fur die humane autoimmune Uveitis und ihr Modell, die EAU, liegen bisher ebenfalls
keine umfassenden oberflachenproteomischen Daten vor (PubMed-Recherche Stand
16.3.2015). Es konnte lediglich gezeigt werden, dass das Adhasionsmolekil ICAM-1
in intraokuldren CD4" Lymphozyten von Patienten mit aktiver Uveitis im Vergleich zu

PBL dieser Patienten starker exprimiert wird (Martin et al. 2002). Eine Bedeutung
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solcher differentiell regulierter Proteine fir den Krankheitsverlauf und die Patho-
genese wurde bisher nicht untersucht (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015).

Die Beschreibung des differentiellen Oberflachenproteoms von peripheren und intra-
okularen Lymphozyten bei der ERU ist Grundlage fur die Aufklarung der Patho-

mechanismen, die diese Proteine steuern kdnnten, und soll in dieser Arbeit erfolgen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probenmaterial

Fur die im Zuge dieser Arbeit durchgefihrten Versuche wurden Proben von
insgesamt 35 Pferden gewonnen. Es handelte sich dabei um elf augengesunde
Kontrollpferde, von denen zehn fur die Blutprobenentnahme und eines als
Lymphknotenspender herangezogen wurden. Die restlichen 24 Pferde hatten
mindestens zwei Uveitis-Schibe mit klassischen Symptomen der ERU, wie
Blepharospasmus, vermehrte Lakrimation und Photophobie (Gilger and Michau
2004), erlitten und hatten von einem Kliniker die Diagnose ERU erhalten (ERU-
Pferde). Von diesen wurden ebenfalls Blutproben genommen. Insgesamt konnten fur
diese Arbeit also periphere Blutleukozyten (PBL) aus Vollblut von 34 Pferden
verwendet werden. Die Blutprobenentnahme von Pferden wurde bei der Regierung
von Oberbayern unter der Genehmigungsnummer 55.2-1-54-2532.3-22-12
angezeigt. Zusatzlich konnten von 15 der 24 ERU-Pferde durch therapeutische
Vitrektomie vitreale Leukozyten (VL) gewonnen werden, die uns von der Klinik fur
Pferde der LMU Minchen unter Vorstand von Prof. Dr. Hartmut Gerhards zur
Verfigung gestellt wurden. Blutproben gesunder Pferde wurden uns unter anderem
von der Abteilung Innere Medizin und Gynékologie der Klinik fir Pferde unter Leitung
von Prof. Dr. Lutz Gohring zur Verfigung gestellt.

Blutleukozyten und vitreale Zellen der Pferde wurden in verschiedenen Experimenten
eingesetzt. In den einzelnen Experimenten wurden insgesamt folgende Tierzahlen

und Proben untersucht:

Versuche zur Beurteilung der Bindungseigenschaften der anti-Septin7-Antikérper-
Klone:

- Western Blots: PBL von vier Kontrollpferden

- Durchflusszytometrie: Blutlymphozyten von sechs Kontrollpferden

- Immunzytochemie: PBL eines Kontrollpferdes

- Immunprazipitation: PBL eines Kontrollpferdes
Versuche zur Bestimmung der Septin7-Expression auf Blutlymphozyten und VL:

- Durchflusszytometrie (Gesamtexpression):

o Blutlymphozyten von funf Kontrollpferden
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o Blutlymphozyten und VL von funf ERU-Pferden
- Durchflusszytometrie (Subpopulationen):
o Blutlymphozyten von einem Kontrollpferd
o Blutlymphozyten und VL von einem ERU-Pferd
- Immunzytochemie: Blutlymphozyten und VL von einem ERU-Pferd
Transmigrationsassay und Western Blot zur Bestimmung des Septin7-Silencing-
Effekts:
- PBL von vier Kontrollpferden
Immunprazipitation von Septin7, Vimentin und Laktotransferrin
- PBL eines Kontrollpferdes
Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Regulation von Vimentin
- Blutlymphozyten und VL eines ERU-Pferdes
Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Regulation von Laktotransferrin
- Blutlymphozyten von zehn Kontrollpferden
- Blutlymphozyten von 23 ERU-Pferden
- VL von elf der Blutlymphozytenspender-ERU-Pferde
Massenspektrometrische Untersuchung der differentiellen Proteome von Blut-
lymphozyten und VL in ERU:
- Blutlymphozyten und VL eines ERU-Pferdes
Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Regulation von Cluster of Differenciation
(CD) 150 und CD166:
- Blutlymphozyten und VL von 14 ERU-Pferden
Transmigrationsassay zur Bestimmung des Effekts der Blockade von CD166:

- PBL eines Kontrollpferdes

Fur die Immunhistochemie zur Beurteilung der Bindungseigenschaften der
Antikorper-Klone wurden aufl3erdem Mandibularlymphknoten eines gesunden
Schlachtpferdes herangezogen (Ausnahmegenehmigung fir die Verwendung
tierischer Nebenprodukte zu Lehr- und Forschungszwecken ausgestellt am
22.08.2013 durch den Abfallwirtschaftsbetrieb Minchen, Registriernummer DE 09
162 0008 -21).
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3.1.1 Puffer und L6ésungen zur Gewinnung und Aufbereitung von PBL
und VL

Trennlésung zur Isolierung von PBL mittels Dichtegradientenzentrifugation

Pancoll Trennlésung® (Dichte 1,077 g/ml), gebrauchsfertig

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,2

NaCl* (137 mM)? 8,00 g
KCI (2,6 mM) 0,20 g
KH2PO4 (1,4 mM) 0,20 g
Na,HPO, x 2H,0 (8,1 mM) 1,45¢

in 1000 ml Aqua dest. l6sen.
pH-Wert auf 7,2 einstellen.

Einfriermedium
DMSO (10%) 1,00 mi
FCS* (90%) 9,00 ml
bei -20°C lagern.

Lysepuffer Western Blot (WB)

Harnstoff* (9 M) 27,00 g
Thioharnstoff® (2 M) 7,60 g
CHAPS® (4%) 2,009
DTT® (65 mM) 0,50 g

in 50 ml Aqua bidest. l6sen.

Alle Zutaten bei Raumtemperatur (RT) mindestens funf Stunden rihren, bis alles
gelost ist.

Aliquots von je 1 ml bei -20°C lagern.

Direkt vor Gebrauch 100 ul Aqua bidest. pro 1 ml Lysepuffer zusetzen.

! pan Biotech, Aidenbach

gAIIe nicht extra bezeichneten Reagenzien: Applichem, Darmstadt
Werte in Klammer: Endkonzentration in der Losung

GE Healthcare, Freiburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

(SN

6

32



Material und Methoden

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS), pH 7,3

Tris (50 mM) 1,219
NaCl (150 mM) 8,76 ¢
in 1000 ml Aqua bidest. I6sen.

pH auf 7,3 einstellen.

Lysepuffer Immunprazipitation (IP)1 (CHAPS-Lysepuffer)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

propanesulfonate (CHAPS)’ (2%) 200,00 mg

in 10 ml TBS l6sen.

Kurz vor Gebrauch mit 200 pl Proteaseinhibitor (50 x Complete, EDTA-frei®)

versetzen.

Lysepuffer IP2 (DM-Lysepuffer)

Dodecyl R-D-maltosid’ (DM) (1%) 100,00 mg

in 10 ml TBS lésen.

Kurz vor Gebrauch mit 200 pl Proteaseinhibitor (50 x Complete, EDTA-frei®)

versetzen.

Lysepuffer IP3 (Alternative Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer)

SDS 10% (0,1%) 100,00 pl
Sodium Deoxycholat’ (0,5%) 50,00 mg
Nonidet P-40° (0,1%) 10,00 pl
ad 10 ml TBS.

Kurz vor Gebrauch mit 200 pl Proteaseinhibitor (50 x Complete, EDTA-frei®)

versetzen.

’ Sigma-Aldrich, Taufkirchen
8 Roche, Unterhaching
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3.1.2 Gewinnung der Blutproben

Nach Desinfektion der Injektionsstelle wurde den Pferden eine dem Bedarf ent-
sprechende Menge Blut (10 — 200 ml) aus der Vena jugularis entnommen und zu je
10 ml in Lithium-Heparin Rohrchen® abgefillt.

3.1.3 Gewinnung der PBL mittels Dichtegradientenzentrifugation

Die Lithium-Heparin-R6éhrchen® mit den frisch gewonnenen Blutproben wurden fir
circa 10 Minuten bei RT aufrecht gestellt, bis sich die Erythrozyten deutlich abgesetzt
hatten. Mit einer Pipette wurde das Uberstehende Plasma-PBL-Gemisch vorsichtig
und ohne erneutes Aufwirbeln der absedimentierten Erythrozyten abgenommen und
in einem 15 ml Réhrchen'® auf 3 ml Pancoll Trennldsung™ geschichtet. Im Anschluss
erfolgte eine Zentrifugation bei 23°C fur 25 Minuten (290 rcf, Bremse ausgeschaltet).
Die dadurch zwischen Plasma und Pancoll entstandene, lymphozytenreiche
Interphase, welche nur noch wenige Granulozyten enthielt, wurde unter mdglichst
geringer Aspiration der benachbarten Phasen abgenommen und in 10 ml kaltes PBS
Uberfuhrt. Es folgten zwei Waschschritte mit kaltem PBS (415 rcf, 10 min, 4°C),
bevor die Zahl der gewonnenen PBL ermittelt und die Zellen anschlieRend direkt

weiterverwendet oder zur Aufbewahrung bearbeitet wurden.

3.1.4 Gewinnung von Glaskorperspulproben

Im Rahmen von zu therapeutischen Zwecken durchgefihrten Vitrektomien an ERU-
Patienten in der Klinik fur Pferde der LMU Minchen wurde der Glaskorper des
jeweils betroffenen Auges zerkleinert, ausgespult und durch physiologische Koch-
salzlésung ersetzt (Werry and Gerhards 1992). Der abgesaugte, verdinnte Glas-
korper wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Hartmut Gerhards zur

Verfiigung gestellt.

o Kabe Labortechnik, Nimbrecht-Elsenroth
0 Sarstedt, Nurnbrecht
1 Pan Biotech, Aidenbach
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3.1.5 Gewinnung von VL aus den Glaskorperspulproben

Zur Entfernung grober Gewebereste wurde die Spulprobe direkt im Anschluss an die
Vitrektomie durch ein feinmaschiges Sieb filtriert. Die geklarte Flussigkeit wurde
anschlieBend gleichméaRig auf 50 ml Réhrchen? aufgeteilt und fiir 10 Minuten bei
415 rcf zentrifugiert (4°C). Das entstandene Pellet wurde zweimal mit kaltem PBS
gewaschen (415 rcf, 10 min, 4°C), erneut resuspendiert und die Zellzahl der gewon-

nenen VL bestimmt.

3.1.6 Z&hlung und Differenzierung der gewonnenen Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension aus Kap. 3.1.3 oder
3.1.5 mit 10 pl Trypanblau®® vermischt (Verdiinnung 1:2). 10 pl der so entstandenen
Mischung wurden in eine Neubauer-improved Zahlkammer'* (Kammertiefe 0,1 mm)
gegeben und manuell ausgezahlt. Waren in finf diagonal angeordneten
Gruppenquadraten mehr als 100 Zellen vorhanden, wurden diese ausgezahlt und zur
Berechnung der Gesamtzellzahl herangezogen. Waren es weniger als 100 Zellen,

wurden alle 25 Gruppenquadrate ausgezahlt (Flache pro Gruppenquadrat 0,04 mm?).

Zur Berechnung der Zellzahl diente folgende Formel:

gezahlte Zellzahl
ausgeziahlte Fliche [mm?] - Kammertiefe [mm] - Verdinnung

Zellen pro ul Suspension =

Die mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen PBL zur Analyse des
Lymphozytenoberflachenproteoms sowie die hierzu bestimmten VL des gleichen
Tieres wurden mittels der Farbung nach Pappenheim differenziert. Dazu wurden je
1x10° Zellen in 200 ul PBS mittels Zentrifugation (170 rcf, 5min) in der
Zytospinzentrifuge® unter Verwendung von Kaminaufsatzen auf einen Objekttrager*®
Ubertragen. AnschlieRend wurden die Zellen nach 30 Minuten Lufttrocknung nach
der Farbemethode nach Pappenheim angefarbt und bei 100-facher Vergréf3erung

maanderférmig ausgezahlt.

12 Sarstedt, Nirnbrecht
ii Sigma-Aldrich, Taufkirchen
5 NeolLab, Heidelberg
16 Hettich, Tuttlingen
Medite, Burgdorf
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3.1.7 Aufbewahrung von lebenden PBL und VL

Zur spateren Verwendung lebender Zellen wurde die Zellsuspension aus Kap. 3.1.3
oder 3.1.5 nach der Zellzdhlung (Kap. 3.1.6) bei 415 rcf abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das entstandene Pellet wurde in 1,5 ml Einfriermedium pro
2 x 10’ Zellen resuspendiert, zu je 1,5ml in Einfrierrdhrchen'’ aliquotiert und
schonend auf -80°C herunter gekuhlt. Das Auftauen der Zellen erfolgte direkt vor
deren Verwendung durch vorsichtiges Resuspendieren und dadurch Auftauen der
gefrorenen Zellsuspension in eiskaltem PBS mit zwei anschlieBenden
Waschschritten (415 rcf, 10 min, 4°C) zur Entfernung des DMSO.

3.1.8 Aufbereitung und Aufbewahrung von PBL fir Western Blot

Die Zellsuspension wurde nach der Bestimmung der Zellzahl bei 415 rcf abzentri-
fugiert (10 min, 4°C) und der Uberstand der Leukozytenpellets verworfen. Je nach
Grolle wurden die Pellets durch Zugabe von 100 - 1000 pl Lysepuffer WB gel6st.
Anschlie3end wurde der Proteingehalt der Proben bestimmt und die Lysate bei -20°C

aufbewabhrt.

3.1.9 Aufbereitung von PBL fir die Immunprazipitation

Analog zur Lyse der PBL fir Western Blots wurden auch die PBL fur die
Immunpréazipitation (IP) bei 415 rcf zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur
Lyse wurde das Pellet in 300 - 400 pl des entsprechenden Puffers (Lysepuffer IP1,
IP2 oder IP3; siehe Kap.3.9.1) pro 1x10’Zellen resuspendiert und bei
Raumtemperatur 5— 10 Minuten lang gut gevortext bis das Lysat flissig war.
AnschlieRend wurde der Proteingehalt der Proben bestimmt und die Lysate frisch

verwendet.

17 Sarstedt, Nurnbrecht
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3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration der PBL-Lysate

3.2.1 Puffer und Lésungen zur Proteinbestimmung

Bradford-Reagenz
5 x Bradford Reagenz®® 1,00 ml
Aqua bidest. 4,00 ml

Bovines Serum Albumin (BSA)-Stammldsung (4 mg/ml)
BSA 40,00 mg
in 10 ml Aqua dest. l6sen.

Zu je 1 ml aliquotieren und bei -20°C lagern.

Lysepuffer WB
Lysepuffer WB (siehe Kap. 3.1.1).

HCI

Salzsaure 1 M, gebrauchsfertig.

3.2.2 Durchfihrung der Proteinbestimmung

Die  Proteinkonzentration der PBL-Lysate fir Western Blots und
Immunprazipitationen, sowie der Immunprézipitate aus Kap. 3.9.2.1 und 3.9.2.3
wurde nach der von Bradford beschriebenen Methode (Bradford 1976) durchgefuhrt.
Die in den Proben enthaltenen Proteine bilden dabei mit dem Farbstoff Coomassie-
Brilliant-Blau G-250 einen Komplex, wodurch das Absorptionsmaximum des
Farbstoffs von 470 nm auf 595 nm verschoben wird. Die Proteinmenge der Proben
l&sst sich anhand der hierzu proportionalen Absorption bestimmen.

Es wurde eine Standardkurve mit BSA erstellt. Dazu wurden Standards mit BSA-
Konzentrationen von 0 (Leerwert), 0,125, 0,25, 0,5, 1 und 2 mg/ml im jeweils
verwendeten Lysepuffer hergestellt. Zur Proteinbestimmung wurden die Zelllysate in
entsprechendem Lysepuffer soweit verdinnt, dass ihre Proteinkonzentrationen
innerhalb des linearen Bereichs der Standardkurve lagen. Fir Proben, die mit dem

Lysepuffer WB lysiert worden waren, wurde aul3erdem sowohl den Standards als

18 Serva, Heidelberg
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auch dem Lysepuffer zur Probenverdinnung HCL zugesetzt (50 ul pro 1 ml
Lysepuffer). Je 5 pl jedes Standards sowie jeder Probe wurden in je zwei Dellen
einer 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatte®® pipettiert. Nach Zugabe von je 250 pl
Bradford-Reagenz, folgte eine 10-minitige Inkubation bei RT. Die Extinktionen
wurden bei einer Wellenlange von 595 nm in einem ELISA-Reader (Sunrise)®
photometrisch bestimmt. Die Nettoabsorption jeder Probe und jedes Standards
wurde aus dem Mittelwert der Doppelbestimmung und durch Abzug des Mittelwerts
der Leerwerte berechnet. Anhand der aus den Werten der Standards erstellten
Standardkurve liel3 sich anschlielend die Proteinkonzentration bestimmen und
entsprechend der verwendeten Verdinnung die Proteinmenge in den Proben

berechnen.

3.3 Herstellung monoklonaler Antikorper

3.3.1 Puffer und Lésungen flur die Herstellung monoklonaler Antikorper

Immunisierungsvehikel

PBS (Kap. 3.1.1) 150,00 pl
Inkomplettes Freund’sches Adjuvans® 150,00 pl
CpG 2006 500 pM?* (5 nmol) 10,00 p

Booster-Vehikel

PBS (Kap. 3.1.1) 150,00 pl
CpG 2006 500 pM? (5 nmol) 10,00 p
DMSO

DMSO, gebrauchsfertig.

Polyethylenglycol
Polyethylenglycol, gebrauchsfertig.

19 Sarstedt, NUrnbrecht
Tecan, Crailsheim

2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
TIB MOLBIOL, Berlin
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HAT-Medium
HAT Media Supplement (50 x)?3 10,00 ml
ad 500 ml DMEM**,

3.3.2 Immunisierung von Ratten und Mausen mit Peptiden von Septin7

Die Herstellung der monoklonalen anti-Septin7-Antikorper erfolgte  durch
Frau Dr. Elisabeth Kremmer, Institut fir molekulare Immunologie, Helmholtz Zentrum
Munchen. Der erste Schritt zur Erzeugung dieser Antikérper war die Immunisierung
von Ratten (LOU/C) und Méausen (C57BL/6) mit einem von zwei rekombinanten
Peptiden® des equinen Septin7-Proteins (Ensembl-Transcript-ID:
ENSECAT00000024587). Zum einen handelte es sich dabei um ein Peptid mit der
Sequenz GVDNNKNKGQLTK (AS 299 — 311, ,Septin7-2%), zum anderen um den C-
Terminus des Proteins (AS 397 - 415; Sequenz: EQQNSSRTLEKNKKKGKIF;
oeptin7-1%).  Jeweils 30pg der Peptide wurden mit 300pl des
Immunisierungsvehikels versetzt und den Ratten und Mausen subkutan (s.c.) und
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Sechs Wochen nach der Immunisierung erfolgte eine
Booster-Injektion, bei der erneut 30 pug des jeweiligen Peptids, geldst in 150 pl

Boostervehikel, s.c. und i.p. verabreicht wurden.

3.3.3 Zellfusionierung und Gewinnung der instabilen Antikdrper-Klone

Drei Tage nach der Booster-Injektion wurden die immunisierten Tiere getotet und die
in ihren Milzen enthaltenen B-Lymphozyten durch Dichtegradientenzentrifugation des
Milzhomogenisats isoliert. Diese Zellen wurden anschlie3end einer Fusion mit Zellen
der Myelomzelllinie P3X63-Ag8.653 nach dem von Kremer und Marquez beschrie-
benen Standardverfahren (Kremer and Marquez 2004) unterzogen. Dafiir wurden B-
Zellen und Myelomzellen im Verhaltnis 5:1 in HAT-Medium unter Zusatz von
10% DMSO und 50% Polyethylenglycol bei 37°C und 5% CO, fur 7 Tage kokultiviert,
wodurch diese zu sogenannten Hybridomzellen fusionierten. Die Hybridomzellen
wurden anschlieRend abzentrifugiert (415 rcf, 10 min, RT), zweimal mit 37°C
warmem PBS gewaschen und einzeln in Dellen von 96-Loch-Platten®® ausgesat.

22 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Pan Biotech, Aidenbach

22 Peps 4 LS, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht
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Dazu wurden die Hybridomzellen so stark in HAT-Medium verdinnt, dass sich
rechnerisch 10 Zellen in einem Milliliter Medium befanden, und davon 100 pl pro
Delle eingesetzt (entspricht durchschnittlich einer Zelle pro Delle). Die weitere
Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5% CO,. Sobald eine Proliferation der Hybridom-
zellen zu erkennen war (Hybridombildung), wurden die Uberstande der einzelnen
Dellen mit den darin enthaltenen Antikdrpern mittels Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) auf ihre Bindungsaffinitdt an das jeweilige Immunisierungspeptid von
Septin7 getestet. Die zwolf in diesem ELISA positiv getesteten Uberstande wurden in
weiteren Methoden auf ihre Eignung zur Detektion von equinem Septin7 untersucht
(Kap. 4.1.1).

3.3.4 Stabilisierung der Antikorper-Klone durch Reklonierung

Die sieben Hybridome, deren Zellkulturiberstande bei der Uberprifung des
Reaktionsmusters mittels Western Blot und Durchflusszytometrie eine Bindung an
equines Septin7 gezeigt hatten (Kap. 4.1.2), wurden zur Stabilisierung ausgewahlt.
Im Labor von Frau Dr. Elisabeth Kremmer wurden diese Zellen wie oben beschrieben
erneut einzeln in HAT-Medium kultiviert und deren Uberstdnde nach ausreichender
Proliferation der Zellen einem ELISA-Screening beziglich ihrer Bindung an Septin7
unterzogen. Negative Zellen wurden verworfen, die positiven erneut einzeln
ausgesat. Dieser Vorgang, die Reklonierung, wurde so lange wiederholt, bis das
ELISA-Screening schliel3lich keine negativen Klone mehr zeigte; bis also alle Zellen,
die in einer Delle gewachsen waren, identische anti-Septin7-Antikérper produzierten

und somit eine Monoklonalitat der Antikorper erreicht war.
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3.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

3.4.1 Puffer und L6ésungen fir die SDS-PAGE

Acrylamid-L6sung

Acrylamide-Bis Lésung 33%?2’, gebrauchsfertig.

Bromphenolblau-Lésung
Eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver?® in 10 ml Aqua bidest. lésen.

Ammoniumpersulfat (APS)-Losung 10%
APS 1,00 g
in 10 ml Aqua bidest. I6sen.

Aliquotiert bei -20° lagern und unmittelbar vor Verwendung auftauen.

TEMED-L6sung
N, N, N, N"-Tetramethylethylenediamine (TEMED), gebrauchsfertig.

10% Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung
SDS 10,00 g
in 100 ml Aqua bidest. l6sen.

Losung bei Raumtemperatur lagern.

20% Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung
SDS 20,00 ¢
in 100 ml Aqua bidest. l6sen.

Ldsung bei Raumtemperatur lagern

Gelpuffer, pH 8,8

Tris (1,5 M) 18,159
in 100 ml Aqua bidest. l6sen.

pH auf 8,8 einstellen.

27 Serva, Heidelberg
%8 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Sammelgelpuffer, pH 6,8
Tris (500 mM) 6,00 g
in 100 ml Aqua bidest. Idsen.

pH auf 6,8 einstellen.

5 x Elektrophoresepuffer-Stammlésung, pH 8,3

Tris (120 mM) 15,00 g
Glycin®® (960 mM) 72,00 g
SDS (0,5%) 5,00 g

in 1000 ml Aqua dest. l6sen.
pH auf 8,3 einstellen.

Fir die Elektrophorese 1:5 mit Aqua dest. verdiinnen.

1,5M Tris, pH 6,8
Tris*® (1,5 M) 1,82 ¢
in 10 ml Aqua bidest. Idsen.

pH auf 6,8 einstellen.

5 x Lammlipuffer (reduzierend)

1,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (250 mM) 8,33 ml
20% SDS-Ldsung (5%) 12,50 mi
Glycerin, wasserfrei (50%) 25,00 mi
500 mM 2-Mercaptoethanol** (17,5 mM) 1,75 ml

ad 50 ml Aqua bidest.
Eine Spatelspitze Bromphenolblau*!-Pulver hinzufiigen.

LAsung aliquotieren und bei -20°C lagern.

29 Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
31 sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Abdichtgel

Aqua bidest. 400,00 pl
33% Acrylamid-Lésung? (10%) 200,00 pl
10% APS-Lésung (0,3%) 20,00 pl
TEMED-L6sung (0,3%) 2,00 pl

APS- und TEMED-LGsung erst unmittelbar vor dem Giel3en der Gele zugeben.

Laufgel (10% SDS Gel)

Aqua bidest. 4,20 ml
Gelpuffer, pH 8,8 (25%) 2,50 mi
33% Acrylamid-Lésung®? (1%) 3,30 ml
10% SDS-L6sung (0,1%) 100,00 pl
10% APS-L8sung (0,05%) 50,00 pl
TEMED-L6sung (0,2%) 20,00 pl

APS- und TEMED-LOsung erst unmittelbar vor dem Giel3en der Gele zugeben.

Sammelgel (4% SDS Gel)

Aqua bidest. 6,17 ml
Sammelgelpuffer, pH 6,8 (25%) 2,50 ml
33% Acrylamid-Lésung®? (4%) 1,33 ml
10% SDS-L6sung (0,1%) 100,00 pl
Bromphenolblau-L&sung 100,00 pl
10% APS-Ldsung (0,09%) 90,00 pl
TEMED-L6sung (0,3%) 30,00 pl

APS- und TEMED-L6sung erst unmittelbar vor dem GielRen der Gele zugeben.

Isopropanol
99,8% 2-Propanol (Isopropanol).

32 Serva, Heidelberg
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3.4.2 Durchfihrung der 1D Gelelektrophorese

Nach der von Laemmli beschriebenen Methode erfolgte die eindimensionale
Auftrennung der Proteine aus equinen Leukozytenlysaten (Kap. 3.1.9) und Immun-
prazipitaten (Kap. 3.9.2.1 und 3.9.2.3) nach ihrem Molekulargewicht durch Anlegen
einer elektrischen Spannung in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli
1970). Dabei laufen Proteine in einem elektrischen Feld entsprechend ihrer GroR3e
abhangig von der Dichte des Gels unterschiedlich weit in ein SDS-Gel ein, wobei die
gro3eren Proteine wie in einem Sieb schon weiter oben im Gel abgefangen werden
und kleinere Proteine weiter nach unten gelangen kénnen. Die verwendeten Gele
wurden in einer Mini Protean Tetra System GieRBkammer®® in einer GréRe von
8,5x 6 cm und einer Dicke von 1 mm gegossen. Um ein Auslaufen der Gele zu
verhindern, wurden in die Kammern zuerst je 300 pl schnell hartende Abdichtgele
gegossen. Darauf wurde dann das Laufgel bis zu einer H6he von 6 cm eingefullt und
sofort mit Isopropanol Uberschichtet. Nach Auspolymerisierung des Laufgels wurde
das Isopropanol abgenommen und das Sammelgel darauf geschichtet. In das noch
flissige Sammelgel wurde ein entsprechender Kamm zur Herstellung von Proben-
taschen eingelegt, um mehrere Proben in einem Gel gleichzeitig auftrennen zu
konnen. Die aufzutrennenden Proben wurden im Verhaltnis 1 pl 5 x Lammlipuffer pro
2,5 ug Protein mit reduzierendem Lammlipuffer verdinnt und im Thermomixer
(750 rpm) 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Um spater das Molekulargewicht der aufge-
trennten Proteine ablesen zu kénnen, wurden in eine der vorgeformten Geltaschen
nach Auspolymerisierung des Sammelgels 3 pl Serva Triple Color Protein Ladder®
eingefullt. Die restlichen Geltaschen wurden jeweils mit den aufzutrennenden Proben
bestiickt. Nach dem Uberfilhren der Gele in die Elektrophoresekammern® und
Beflllen dieser mit Elektrophoresepuffer wurden die Kammern an das Power Pac
Basic Power Supply®* angeschlossen. Die Proben liefen bei RT mit 12,5 mA pro Gel
in das Sammelgel ein, bis die Lauffront das Laufgel erreicht hatte. Dann wurde die
Amperezahl auf 25 mA pro Gel erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald

die Lauffront am unteren Gelrand angekommen war.

33 Serva, Heidelberg
34 Bio-Rad, Minchen
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3.5 Western Blot

3.5.1 Puffer und Lésungen fur den Western Blot

Anodenpuffer | 300 mM, pH 10,4

Tris (300 mM) 36,33 9
99,8% Methanol (20%) 200,00 ml
ad 1000 ml Aqua bidest.

pH auf 10,4 einstellen.

Anodenpuffer Il 25 mM, pH 10,4

Tris (25 mM) 3,03 ¢
99,8% Methanol (20%) 200,00 mi
ad 1000 ml Aqua bidest.

pH auf 10,4 einstellen.

Kathodenpuffer, pH 9,4

Tris (25 mM) 3,03¢
e-Aminocapronsaure (38 mM) 525¢g
99,8% Methanol (20%) 200,00 ml

ad 1000 ml Aqua bidest.

pH auf 9,4 einstellen.

Ponceau S-Farbel6ésung

Ponceau-S* (0,2%) 0,20 g
Trichloressigsaure*® (3%) 3,009
in 100 ml Aqua bidest. Iosen.

PBS-Tween Losung (PBS-T)
Tween-20 (0,05%) 0,50 ml
ad 1000 ml PBS (Kap. 3.1.1).

% sigma-Aldrich, Taufkirchen
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1% Polyvinylpyrrolidone-Tween L6osung (PVP-T)
Polyvinylpyrrolidone (PVP40)%*
in 100 ml PBS-T l6sen.

ECL (Enhanced-Chemilumineszenz)-L6sung A
Tris (100 mM)

Luminol*® (1,4 mM)

in 200 ml Aqua bidest. I6sen.

pH auf 8,6 einstellen.

LAsung bei 4°C max. 7 Tage lagern.

ECL-LOsung B
Para-Hydroxycoumarinsaure® (6,7 mM)
in 100 ml DMSO losen.

Losung dunkel und bei RT max. 14 Tage lagern.

H20,
30%H,0,*", gebrauchsfertig.

ECL (Enhanced-Chemiluminescence)

1,00g

2429
50,00 mg

0,11 g

Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Losungen in folgendem Verhaltnis

gemischt:
ECL-LGsung A
ECL-LG6sung B
30% H,0,

36 sigma-Aldrich, Taufkirchen
37 Merck Millipore, Darmstadt
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3.5.2 Durchfihrung des Western Blots

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit einem
diskontinuierlichen Puffersystem in einem Blue Flash-L Semi-dry-Elektroblotter® vom
Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran® uberfiihrt. Die Blot-Papiere®
und die PVDF-Membran wurden auf die Grol3e des Gels zugeschnitten und wie folgt
Ubereinander geschichtet: auf die anodische Platte des Elektroblotters wurden zwei
in Anodenpuffer | getrénkte Blot-Papiere und ein in Anodenpuffer Il getranktes Blot-
Papier gelegt. Dann wurde die zuvor in Methanol aktivierte und in Aqua bidest.
gewaschene PVDF-Membran und anschlieend das SDS-Gel aufgelegt. Zum
Abschluss wurden drei in Kathodenpuffer getrankte Blot-Papiere auf dem Gel
platziert. Mit einer Glaspipette wurden samtliche, den Stromfluss stdrende Luftblasen
ausgestrichen und anschlieBend die kathodische Platte des Elektroblotters
aufgesetzt. Der Transfer der Proteine erfolgte mit Hilfe eines Blue Power 500 Power
Supply® bei einer Stromstarke von 2,5 mA/cm? Uber eine Transferzeit von
40 Minuten.

3.5.3 Uberprufung des Proteintransfers mittels Ponceau-Farbung

Um den Proteintransfer auf die PVDF-Membran zu tberprifen, wurde die Membran
fur 10 Minuten in Ponceau S-Farbeldsung inkubiert. Die Ponceau S-Farbung hat eine
Sensitivitat von 250 — 500 ng Protein (Salinovich and Montelaro 1986). Im Anschluss
erfolgte ein Waschschritt in Aqua bidest., wodurch die Hintergrundfarbung entfernt
und die Proteinbanden sichtbar gemacht werden konnten. Anschlie3end wurde die
Membran durch Waschen in PBS-T komplett entfarbt.

3.5.4 Immunoblot

Im Anschluss an die Ponceau S-Farbung wurden die Membranen fir eine Stunde bei
RT mit 1% PVP-T blockiert um unspezifische Antikérperbindungen zu reduzieren.
Nach dreimaligem Waschen der Membranen fur jeweils 10 Minuten mit PBS-T folgte
die Inkubation der Membranen Uber Nacht bei 4°C mit einem der zu testenden

primaren Antikdrper in passender Verdinnung. Sollten mehrere Antikérper auf einer

38 Serva, Heidelberg
39 GE Healthcare, Freiburg
40 Roth, Karlsruhe
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Membran getestet werden, wurde diese vorher in eine entsprechende Anzahl
Streifen geschnitten. Nach erneutem Waschen der Membranen fir dreimal
10 Minuten mit PBS-T erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase (POD)-
konjugierten sekundaren Antikorper in PBS-T fur eine Stunde bei RT. Uberschus-
siger, nicht spezifisch an den primaren Antikdrper gebundener sekundéarer Antikorper
wurde durch sechs Waschschritte & 10 Minuten mit PBS-T entfernt. Die Lumineszenz
der Uber die Antikbrper an das Protein gebundenen POD wurde anhand von ECL
detektiert. Dafur wurden die Membranen fur 2 Minuten bei RT in der frisch
angesetzten ECL-L6sung inkubiert und in eine Rontgenkassette eingelegt. Die
Rontgenfilme (Euromed Plus green sensitive*!) wurden je nach Intensitat der Signale
zwischen 15 Sekunden und 15 Minuten belichtet und anschlie3end in einem Curix 60
Rontgenfilmentwickler*? entwickelt. Als primére Antikérper wurden in dieser Arbeit fiir
den Immunoblot von gesunden equinen PBL zum Screening der Antikorper-Klone
gegen equines (eq) Septin7 alle Klone unverdinnt eingesetzt. Der Klon 12E10 fand
aullerdem, ebenfalls unverdinnt, Anwendung bei der Detektion von Septin7 in den
Western Blots der Immunprézipitationsexperimente (Kap 3.9.2.1 und 3.9.2.3) und bei
der Kontrolle des Silencingerfolgs von Septin7 in equinen peripheren Lymphozyten
(Kap. 3.12.2). Die Blotmembran wurde im Fall des Blots zur Untersuchung des
Septin7-Silencing-Effekts zum Entfernen der ECL-LOsung in Aqua bidest. gewaschen
und fur die statistische Auswertung mit einem anti-GAPDH-Antikérper und entspre-
chendem sekundaren Antikorper wie oben beschrieben reinkubiert und entwickelt.

Fur Western Blots in dieser Arbeit wurden folgende kommerziell erhaltliche primére

Antikorper verwendet:

Antikorper Produziert in Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung
. . . Santa Cruz, .
Anti-Mensch-Septin7 Kaninchen polyklonal Heidelberg 1:200
Anti-Kaninchen-GAPDH Maus monoklonal Merck Millipore, 1:500
Darmstadt
Anti-Mensch-Vimentin Maus monoklonal Slgma-AIdnch, 1:200
Taufkirchen
Anti-Rind-Lactotransferrin Ziege polyklonal Biomol, Hamburg 1:1000

j; Christiansen, Planegg
Agfa, Bonn

48




Material und Methoden

Als sekundare Antikdrper fanden folgende POD-gekoppelte Antikdrper Verwendung:

Antikorper Produziert in Klonalitat Firma/Herkunft Verdiinnung

Dr. E. Kremmer,
Anti-Maus lgG2a Ratte monoklonal Helmholtz Zentrum, 1:8000
Munchen

Dr. E. Kremmer,
Anti-Ratte IgG1 Maus monoklonal Helmholtz Zentrum, 1:8000
Minchen

Dr. E. Kremmer,
Anti-Ratte 1gG2a Maus monoklonal Helmholtz Zentrum, 1:8000
Minchen

Dr. E. Kremmer,
Anti-Ratte 1gG2c Maus monoklonal Helmholtz Zentrum, 1:8000
Munchen

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen 1:3000

Anti-Kaninchen 1gG (H+L) Ziege polyklonal

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen 1:5000

Anti-Maus IgG (H+L) Ziege polyklonal

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen 1:1000

Anti-Ziege 1gG (H+L) Kaninchen polyklonal

Alle Antikorper wurden in PBS-T verduinnt.

3.5.5 Statistische Auswertung

Die Schwarzungsintensitat der Septin7- und GAPDH-Banden des Blots zur Uber-
prufung des Septin7-Silencing-Erfolgs wurde mit Hilfe der frei zuganglichen Software
ImageJ 1.46r** quantifiziert und zueinander ins Verhéltnis gesetzt, um Ladungs-
unterschiede auszugleichen. Die so entstandenen relativen Werte der Septin7-
Expression von ungesilencten und gesilencten PBL wurden im Kolmogorov-Smirnov-
Test auf ihre Normalverteilung geprift. Da keine Normalverteilung vorlag (p < 0,05),
wurde der Mann-Whitney-Test zur statistischen Auswertung herangezogen. In
diesem Test war der Rickgang der Septin7-Expression in gesilencten PBL mit
p < 0,05 statistisch signifikant.

43 http://imagej.nih.goviij/index.html
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3.6 Durchflusszytometrie

3.6.1 Puffer und Lésungen fur die Durchflusszytometrie

Fluoreszenzpuffer (Fluo-Puffer)

BSA (1%) 5,009
Natriumazid (1%) 0,50 ml
ad 500 ml PBS.

Bei 4°C max. 14 Tage lagern.

Permeabilisierungspuffer

BD Cytofix/Cytoperm**, gebrauchsfertig

Waschpuffer fur permeabilsierte Zellen
BD Perm/Wash** 5,00 ml
ad 50 ml Aqua bidest.

3.6.2 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Equine Lymphozyten wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie (Fluorescence
Activated Cell Sorting, FACS) phanotypisiert.
Neben den anti-Septin7-Antikorper-Klonen, die unverdinnt Verwendung fanden,

wurden folgende kommerziell erhéaltliche priméare Antikérper zur Phanotypisierung

eingesetzt:

Antikorper (+ Farbstoff) Isotyp Firma/Herkunft Verdinnung
Anti-Mensch—Septin?45 Kaninchen 1gG Santa Cruz, Heidelberg 1:50
Anti-Mensch-Vimentin Maus 1gG1 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 1:20
Anti-Rind-Laktotransferrin Ziege 1gG Biomol, Hamburg 1:20
Anti-Pferd-CD4 Maus IgG1 Serotec, Puchheim 1:10
Anti-Pferd-CD8alpha Maus IgG1 Dr. L. G?;WSQME:]ECE";']‘””M der 1:10
Anti-Mensch-CD79a Maus 1gG1 Dako, Hamburg 1:10

ig Becton Dickinson, Heidelberg
http://datasheets.scbt.com/sc-20620.pdf
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Anti-Mensch-CD79a-PE Maus IgG1 Dako, Hamburg 1:10
Anti-Mensch-CD177 Mouse IgG1 Serotec, Puchheim 1:50
Anti-Mensch-CD150 Ziege 1gG Santa Cruz, Heidelberg 1:20
Anti-Mensch-CD166 Kaninchen IgG Santa Cruz, Heidelberg 1:20

Folgende sekundare Antikérper wurden eingesetzt:

Antikorper + Farbstoff Prodi?]mert Firma/Herkunft Verdiinnung

Anti-Kaninchen IgG (H+L)-Alexa 488 Ziege Life Technologies, Karlsruhe 1:200

Anti-Maus IgG1-FITC Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:200

Anti-Maus IgG2a-FITC Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:200

Anti-Ratte IgG1-FITC Maus Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1:200
Zentrum, Miinchen

Anti-Ratte IgG2a-FITC Maus Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1:200
Zentrum, Minchen

Anti-Ratte IgG2c-FITC Maus Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1:200
Zentrum, Miinchen

Anti-Ziege 1gG (H+L)-Alexa 488 Esel Life Technologies, Karlsruhe 1:200

Anti-Maus 1gG (H+L)-Cy5 Ziege Linaris, Dossenheim 1:250

Anti-Ratte 1gG2c-Cy5 Maus Dr. E. KremmerlHeImhoItz 1:250
Zentrum, Miinchen

Anti-Maus IgG1-PE Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:300

Alle Antikérper wurden in Fluo-Puffer oder, bei permeabilisierten Zellen, in Wasch-

puffer fir permeabilisierte Zellen verdinnt.

3.6.3 Fluoreszenzfarbung von PBL fiur die Durchflusszytometrie
3.6.3.1 Einfachfarbungen equiner PBL mit den anti-Septin7-Antikérper-Klonen

Zunéachst wurden frisch praparierte PBL in PBS suspendiert und pro Delle einer 96-
Loch Rundbodenplatte®® 1 x 10° Zellen einpipettiert, dann abzentrifugiert (800 rcf,
10 sec, 4°C), kraftig dekantiert und die verbleibenden Zellpellets mit 100 pl
Permeabilisierungspuffer resuspendiert. Nach Abschluss der 20-minutigen Inkuba-

tion auf Eis wurden die Zellen zweimal mit je 200 pl Waschpuffer fur permeabilisierte

46 Sarstedt, Nurnbrecht
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Zellen gewaschen (800 rcf, 10 sec, 4°C). Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit
jeweils 30 pl eines der anti-Septin7-Antikorper-Klone pro Delle fur 30 Minuten auf
Eis. Es folgten zwei Waschschritte: Zentrifugieren (800 rcf, 10 sec, 4°C), Dekantieren
und Resuspendieren in Waschpuffer fir permeabilisierte Zellen mit abschlieRender
erneuter Zentrifugation (800 rcf, 10 sec, 4°C). Anschlieend wurden die Zellen mit
30 ul der entsprechenden Verdinnung des passenden sekundaren Antikérpers
(siehe Liste sekundare Antikorper, Kap. 3.6.2) inkubiert (30 min, auf Eis). Die
Inkubationsschritte erfolgten ab dem Einsatz der fluoreszenzmarkierten Antikdrper im
weiteren Verlauf abgedunkelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgten zwei weitere
Waschschritte (800 rcf, 10 sec, 4°C) mit Waschpuffer flr permeabilisierte Zellen. Am
Ende des Waschvorgangs wurden die Zellen in 200 ul Waschpuffer fiur permea-
bilisierte Zellen resuspendiert und zur Messung ins FACSCanto I1*’ eingespeist.

3.6.3.2 Doppelfarbung von Septin7, Vimentin oder Laktotransferrin und

Lymphozytensubpopulationsmarkern auf equinen Lymphozyten

Auch hier wurden 1 x 10° frische Zellen, respektive PBL gesunder Pferde, PBL oder
VL von ERU-Pferden, pro Delle einer 96-Loch Rundbodenplatte*® einpipettiert,
abzentrifugiert (800 rcf, 10 sec, 4°C) und kréftig dekantiert. Vor einer etwaigen
Permeabilisierung wurde jedoch die Farbung des Lymphozytensubpopulations-
markers (CD4, CD8 oder CD79a) durchgefuhrt. Dafur wurden die nach der
Zentrifugation entstandenen Zellpellets mit je 30 pl der entsprechenden Verdinnung
des primaren Antikorpers (Liste primére Antikorper, Kap. 3.6.2) resuspendiert und flr
30 Minuten auf Eis inkubiert. Wie oben bereits beschrieben folgte nach zweimaligem
Waschen, hier allerdings in Fluo-Puffer, die Inkubation mit dem passenden
sekundaren Antikorper (Liste sekundare Antikorper Kap. 3.6.2). Die Inkubations-
schritte erfolgten auch hier ab dem Einsatz der fluoreszenzmarkierten Antikérper im
Dunkeln. Fir die Analyse der Laktotransferrin-Expression auf Subpopulation von
Lymphozyten wurden die beschriebenen Schritte nach erneutem zweimaligem
Waschen in gleicher Weise fur den anti-Laktotransferrin- und den entsprechenden
sekundaren Antikorper wiederholt.

Fur die Septin7- und Vimentin-Doppelfarbungen wurden die Zellen nach der Farbung

des Populationsmarkers permeabilisiert, wie in Kap. 3.6.3.1 beschrieben. Danach

47 Becton Dickinson, Heidelberg
48 Sarstedt, Nirnbrecht
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wurde die Septin7- oder Vimentin-Farbung fir permeabilisierte Zellen durchgefihrt
(Kap. 3.6.3.1).

Fur Doppelfarbungen mit Vimentin war zusatzlich zwischen der ersten und zweiten
Farbung eine Blockade notwendig, da es sich sowohl bei Vimentin als auch bei allen
hier verwendeten Populationsmarkern um Antikdrper vom Isotyp Maus IgG1 handelt.
Zur Blockade wurden die Zellen im Anschluss an die Waschschritte nach dem ersten
sekundaren Antikorper (Anti-Maus 1gG (H+L)-Cy5) und vor der Permeabilisierung fur
30 Minuten auf Eis mit 25%-igem Mauseserum inkubiert. Uberschiissige Blockade
wurde durch zweimaliges Waschen entfernt und die zweite Farbung nach Durch-
fuhrung der Permeabilisierung wie oben beschrieben durchgefihrt. Hierfir wurde
nun der isotypspezifische sekundéare Antikdrper (Anti-Maus IgG1-FITC) verwendet.

Fir alle Farbungen wurden entsprechende Isotypkontrollen durchgefihrt.

3.6.4 Detektion geféarbter Zellen mit dem Durchflusszytometer

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lasst sich die Proteinexpression von einzelnen
Zellen und Zellpopulationen feststellen, die vorher mit einem Fluorchrom-markierten
Antigen-spezifischen Antikorper gefarbt wurden. Der Prozentsatz der Zellen, die
dieses Antigen exprimieren (Parent) und die Expressionsstarke dieses Antigens
(mittlere Fluorszenzintensitat, MFI) kdnnen so fir die getesteten Zellen ermittelt
werden. In komplexen Proben kénnen durch Doppelfarbungen mit verschiedenen
Fluorchrom-markierten Zellmarkern Proteinexpressionen einzelner
Lymphozytensubpopulationen, wie zum Beispiel T-Helferzellen (CD4"), analysiert
werden.

Mit dem FACSCanto 1I** Immunzytometrie-System konnen tausende Zellen pro
Sekunde detektiert werden. Das System besteht aus einem Argonlaser (488 nm) und
einer roten Laserdiode (633 nm) und kann Uber bestimmte Filter bis zu vier Farben
gleichzeitig wahrnehmen. Dies wird ermoglicht, da die zur Zellmarkierung genutzten
Fluorchrome sich zwar durch die gleiche Wellenlange anregen lassen, jedoch unter-
schiedliche, Farbstoff-spezifische Emissionsspektren haben. Die Fluoreszenz-
markierten Lymphozyten wurden hierfiir aus den Dellen der 96-Loch-Platte®® in das
Durchflusszytometer*® eingespeist und passierten durch hydrodynamische Fokussie-

rung den geblndelten Argonlaserstrahl. Bei passender Wellenlange wurden die

“9 Becton Dickinson, Heidelberg
50 Sarstedt, Nurnbrecht
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Elektronen der Fluorchrome auf ein héheres Energieniveau gehoben und fielen nach
Beendigung der Anregung, unter Abgabe von Energie in Form von Photonen, wieder
auf ihr urspriingliches Energieniveau zurtick. Diese Fluorchrom-spezifische Emission
wurde Uber den Photodetektor (photomultiplier tube, PMT) des Durchflusszyto-
meters™, der einen optischen Filter besitzt, registriert und in elektrische Impulse
umgewandelt. AnschlieBend wurden die Impulse Uber den integrierten Analog-
Digital-Wandler graphisch dargestellt und konnten weiter ausgewertet werden.

3.6.5 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Mit Hilfe der Software FACSDiva™! wurde die detektierte Population der Lymphozyten
selektiert. Die Bindung der getesteten Antikbrper an die Lymphozyten wurde fir
Einfachfarbungen im Histogramm dargestellt. Dieses war durch eine Linie in zwei
Bereiche unterteilt: der Bereich links der Trennlinie zeigte die nicht-Fluorchrom-
gekoppelten (ungefarbten) Zellen, wohingegen der Bereich rechts der Linie die
Fluorchrom-gekoppelten (gefarbten) Zellen enthielt. Bei Doppelfarbungen waren die
gefarbten und ungefarbten Zellen in vier Quadranten eines Dot Plots aufgetragen:
der linke untere Quadrant enthielt die doppelt negativen Zellen, der linke obere und
der rechte untere Quadrant enthielt die jeweils fUr ein getestetes Antigen positiven,
und der rechte obere Quadrant die fiir beide Antigene (doppelt) positiven Zellen. Fir
die positiven Zellen wurden zwei Werte angegeben. Der Parent-Wert bezeichnet den
prozentualen Anteil der Zellen, an die der zugegebene Antikdrper gebunden hat, an
der Gesamtzahl gemessener Zellen. Der MFI-Wert gibt dagegen an, wie stark das
getestete Antigen von den angefarbten Zellen exprimiert wird. Fir die Experimente
zum Test der Antikoérper-Klone gegen equines Septin7 wurde der MFI-Wert jedes
Antikorper-Klons fir Septin7 bestimmt und mit dem des entsprechenden
Isotypkontrollantikdrpers verglichen. Auch fur die Bestimmung der Expressionsstéarke
von Septin7, CD150 und CD166 auf Lymphozyten unterschiedlichen Ursprungs
(periphere Zellen von Kontrolle/ERU und/oder intraokulare Zellen) wurde der MFI-
Wert zur Auswertung herangezogen und fur die Messung der Expression von
Vimentin und Laktotransferrin auf einzelnen Subpopulationen wurden beide Werte,
Parent und MFI, getrennt ausgewertet. Alle Proben, die mit der FACSDiva®* Software

nicht einheitlich gegatet werden konnten, wurden in der frei zuganglichen Flowing

®1 Becton Dickinson, Heidelberg
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Software® (Version 2.5.1) einzeln handisch nachgegatet und anschlieBend wie

beschrieben ausgewertet.

3.6.6 Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Um zu ermitteln, ob die Expression von CD150 und CD166 zwischen Blut- und
intraokularen Lymphozyten von ERU-Tieren signifikante Unterschiede aufwies,
wurde zur statistischen Auswertung der jeweilige MFI der Expression in VL-
Lymphozyten auf den MFI der Blutlymphozyten des gleichen Tieres bezogen. Bei der
Untersuchung der Expressionsanderung von Septin7 und Laktotransferrin wurden
zusatzlich die MFIs der peripheren Lymphozyten gesunder Pferde auf die der ERU-
Tiere bezogen. Zuvor wurde von jedem MFI der MFI-Wert der zugehdrigen
Isotypkontrolle abgezogen. So entstanden Faktoren, die die relative Anderung der
Expression in vitrealen Lymphozyten (CD150 und CD166) bzw. in vitrealen
Lymphozyten von ERU-Tieren und Blutlymphozyten gesunder Tiere (Septin7 und
Laktotransferrin) im Vergleich zur Expression in Blutlymphozyten ERU-kranker Tiere
angeben. Mit Hilfe dieser Anderungsfaktoren konnten Daten aus mehreren technisch
unabhangigen Experimenten miteinander verglichen werden (jeweils normalisiert auf
MFI Blutlymphozyten ERU). Die prozentualen Anteile Laktotransferrin-positiver
Zellen aus verschiedenen Experimenten wurden als absolute Werte der statistischen
Analyse zugefihrt und direkt verglichen.

Die erhaltenen Werte wurden anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf ihre
Normalverteilung geprift. Bei statistischer Signifikanz des Kolmogorov-Smirnov-
Tests (p < 0,05) lag keine Normalverteilung vor und der Mann-Whitney-Test wurde
zur weiteren statistischen Auswertung herangezogen (Septin7, Laktotransferrin
zwischen peripheren Lymphozyten gesunder und ERU-kranker Tiere, CD150,
CD166). Lag eine Normalverteilung (p = 0,05) vor, wurde der Student’s t-Test
verwendet (Laktotransferrin zwischen peripheren Lymphozyten und VL bei ERU).

%2 perttu Terho, Turku Centre for Biotechnology, Finnland;
http://www.flowingsoftware.com/index.php?page=33
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3.7 Immunzytochemie

3.7.1 Puffer und Lésungen fur die Immunzytochemie

Fluoreszenzpuffer (Fluo-Puffer)

BSA (1%) 5,009
Natriumazid (1%) 0,50 ml
ad 500 ml PBS.

Bei 4°C max. 14 Tage lagern.

Permeabilisierungspuffer

BD Cytofix/Cytoperm>3, gebrauchsfertig.
Waschpuffer fur permeabilsierte Zellen
BD Perm/Wash® 5,00 ml

ad 50 ml Aqua bidest.

4'.,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
DAPI**, gebrauchsfertig.

3.7.2 Antikorper fur die Immunzytochemie

Fir die Beurteilung der Eignung der anti-eqSeptin7-Antikdrper-Klone zur Detektion

von Septin7 in immunzytologischen Untersuchungen wurde jeder der stabilisierten

Klone pur eingesetzt. Der immunzytologische Nachweis von Septin7 auf Subpopu-

lationen von peripheren und intraokularen Lymphozyten bei der ERU wurde mit Hilfe

des anti-eqSeptin7-Antikorper-Klons 26A4, der auch hier unverdinnt eingesetzt

wurde, gefuhrt. AuRerdem wurden fur die beiden immunzytologischen Untersu-

chungen im Rahmen dieser Arbeit noch folgende kommerziell erhaltliche primare

Antikorper eingesetzt:

zi Becton Dickinson, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
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Antikorper Produziert in Klonalitat Firma/Herkunft Verdlinnung
. . . Santa Cruz, )
Anti-Mensch-Septin7 Kaninchen polyklonal Heidelberg 1:50
Anti-Pferd-CD4 Maus monoklonal Serotec, Puchheim 1:10
Dr. L. Gohring,
Anti-Pferd-CD8alpha Maus monoklonal | Pferdeklinik der LMU 1:10
Minchen
Anti-Pferd-IgM Maus monoklonal Biozol, Eching 1:50

Folgende sekundare Antikérper wurden eingesetzt:

Antikorper + Farbstoff ProdiLr12|ert Firma/Herkunft Verdiinnung

Anti-Kaninchen IgG (H+L)-Alexa 488 Ziege Life Technologies, Karlsruhe 1:200

Anti-Maus IgG2a-FITC Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:200

Anti-Ratte IgG1-FITC Maus Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1:200
Zentrum, Miinchen

Anti-Ratte IgG2a-FITC Maus Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1:200
Zentrum, Miinchen

Anti-Ratte IgG2¢-FITC Maus Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1:200
Zentrum, Minchen

Anti-Maus IgG (H+L)-Alexa 546 Ziege Linaris, Dossenheim 1:500

Alle Antikorper wurden in Fluo-Puffer oder, bei permeabilisierten Zellen, in

Waschpuffer fir permeabilisierte Zellen, verdinnt.

3.7.3 Immunzytologische Farbung

Die immunzytologische Einfachfarbung von gesunden PBL fiir die Uberpriifung des
anti-Septin7-Antikbrper-Bindungsmusters an equines Septin7 in dieser Methode,
sowie die Doppelfarbung von Blut- und intraokul&ren Lymphozyten bei der ERU mit
anti-Septin7-Antikorper und Lymphozytensubpopulationsmarkern (CD4, CD8 oder
IgM) wurde in  96-Loch-Rundbodenlatten®® analog zur Farbung fir
durchflusszytometrische Messungen (Kap. 3.6.3) durchgefihrt. Abweichend war
lediglich der Einsatz von 30 ul einer 1:1000 Verdinnung von 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI)*® gleichzeitig mit der Farbung des letzten sekundéren Anti-
korpers. Nach diesem Schritt wurden die Zellen in der Platte zweimal gewaschen,

22 Sarstedt, Nurnbrecht
Invitrogen, Karlsruhe
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abzentrifugiert (800 rcf, 10 sec, 4°C) und in 30 ul Fluo-Puffer resuspendiert. Die Zell-
suspension wurde auf einen Objekttrager®’ aufgebracht, in einer Cytospin-
Zentrifuge®® abzentrifugiert und mit Fluorescent Mounting Medium® eingedeckelt.
Auf die gleiche Weise wurden entsprechende Isotypkontrollfarbungen angefertigt.
Die Auswertung und Dokumentation des Bindungsmusters der Antikérper an
Lymphozyten erfolgte mit dem Mikroskop Axio Imager M1%° und der Software Axio-
Vision® (Version 4.10).

3.8 Immunhistochemie

3.8.1 Puffer und Lésungen fur die Immunhistochemie

Bouin’sche Losung

Bouin’s solution®, gebrauchsfertig.

Ethanol 70%
Ethanol absolut 700,00 ml
ad 1000 ml Aqua dest.

Ethanol 90%
Ethonol absolut 900,00 ml
ad 1000 ml Aqua dest.

Isopropanol

99,8% 2-Propanol (Isopropanol).

Xylol
Xylol, gebrauchsfertig.

; Medite, Burgdorf
5 Hettich, Tuttlingen
DAKO, Hamburg
Carl Zeiss, Oberkochen
®1 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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EDTA-Puffer
EDTA (100 mM) 29,22 g
in 1000 ml Aqua dest. l6sen.

pH auf 8,0 einstellen.

PBS
PBS (Kap. 3.1.1).

PBS-T
PBS-T (Kap. 3.5.1).

3.8.2 Paraffinschnittherstellung

Von den in Paraffin eingebetteten Praparaten von equinen Mandibularlymphknoten
wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (HM360)%? Schnitte mit einer Dicke von
8 um angefertigt. Diese wurden im Wasserbad auf beschichtete Objekttrager®
gezogen und anschlieBend auf einer Warmeplatte (40°C) getrocknet. Um ein
Abschwimmen der Préaparate wahrend der histologischen Farbeprozesse zu verhin-

dern, wurden die Objekttrager fur 24 Stunden bei 39°C gelagert.

3.8.3 Entparaffinieren der Paraffinschnitte

Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert.
Dazu wurden sie fir zweimal 5 Minuten in Xylol, einmal 5 Minuten in Isopropanol,
zweimal 5 Minuten in 96%-iges Ethanol, einmal 5 Minuten in 70%-iges Ethanol und
abschlieRBend fur 10 Minuten in Aqua dest. gelegt. AnschlieBend wurden durch die
Paraffinierung maskierte Proteinepitope durch 15-minttiges Kochen in EDTA-Puffer
und dreimaliges Waschen in PBS-T fur 5 Minuten fur die immunhistochemische

Farbung demaskiert.

Zz Microm, Walldorf
Super Frost Plus, Neo Lab, Heidelberg
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3.8.4 Immunhistochemische Farbung

Fur die immunhistochemische Analyse wurden die stabilisierten anti-eqSeptin7-Anti-
korper-Klone unverdinnt eingesetzt. Als Positivkontrolle fand ein polyklonaler
Kaninchen-anti-humanes Septin7-Antikoérper® in einer Verdiinnung von 1:50
Anwendung.

Folgende sekundare Antikérper wurden eingesetzt:

Antikorper + Farbstoff PrOdilr‘:Z'ert Firma/Herkunft Verdinnung
Anti-Kaninchen I1gG (H+L)-Alexa 488 Ziege Life Technologies, 1:500
Karlsruhe
Anti-Maus IgG2a-FITC Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:500
Dr. E. Kremmer,
Anti-Ratte IgG1-FITC Maus Helmholtz Zentrum, 1:200
Minchen
Dr. E. Kremmer,
Anti-Ratte 1gG2a-FITC Maus Helmholtz Zentrum, 1:200
Munchen
Dr. E. Kremmer,
Anti-Ratte 1gG2c-FITC Maus Helmholtz Zentrum, 1:200
Minchen

Die demaskierten Lymphknotenschnitte wurden zu Beginn der Féarbeprozedur fur
45 Minuten mit 1% BSA in PBS-T + 5% Ziegen- bzw. Mauseserum (abhangig von
der Host-Spezies des sekundaren Antikorpers) blockiert. Dann erfolgte die
Inkubation mit jeweils einem der stabilisierten anti-eqSeptin7-Antikérper-Klone oder
dem anti-humanes Septin7-Antikorper (ber Nacht bei 4°C. Es folgten drei
Waschschritte in PBS-T zu je 5 Minuten und die Inkubation mit dem entsprechenden
isotypspezifischen sekundaren Antikdrper fir 30 Minuten bei RT. Gleichzeitig wurde
eine Kernfarbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAP1)®* durchgefiihrt. Die Schnitte
wurden erneut dreimal fur je 5 Minuten in PBS-T gewaschen und abschlieRend mit
Dako fluorescent Mounting Medium®® eingedeckelt. Firr alle Farbungen wurden
entsprechende Isotypkontrolifarbungen angefertigt. Die Farbungen wurden mit dem
Mikroskop Axio Imager M1%" und der Software AxioVision 4.10°" beurteilt und

dokumentiert.

% santa Cruz, Heidelberg
66 Invitrogen, Karlsruhe
&7 DAKO, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen
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3.9 Immunprazipitation

3.9.1 Puffer und Lésungen fur die Immunprazipitation

TBS
TBS (Kap 3.1.1).

Lysepuffer IP1
Lysepuffer IP1 (Kap. 3.1.1).

Lysepuffer IP2
Lysepuffer IP2 (Kap. 3.1.1).

Lysepuffer IP3
Lysepuffer IP3 (Kap. 3.1.1).

Waschpuffer
Lysepuffer IP1, IP2 oder IP3 2,50 ml
ad 10 ml TBS.

Blockierlésung
BSA (4%) 400,00 mg
in 10 ml TBS lésen.

2 x Lammli-Puffer (reduzierend)
5 x Lammli-Puffer (reduzierend) (Kap. 3.4.1) 200,00 pl
ad 500 ul Aqua bidest.

3.9.2 Durchfihrung der Immunprazipitation

Fur die drei in dieser Arbeit aufgefihrten Immunprazipitationsexperimente wurden
neben den sieben stabilen anti-eqSeptin7-Antikdrper-Klonen, von denen jeweils ein
Milliliter pro Ansatz Verwendung fand, noch folgende kommerziell erhaltliche Anti-
korper eingesetzt:
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) IP-Eignung laut | eingesetzte
Antikorper Host Hersteller
Hersteller Menge
) ] . Santa Cruz, )
Anti-Mensch Septin7 Kaninchen ] ja 25 ul
Heidelberg
) ] ) Sigma-Aldrich, )
Anti-Mensch Vimentin Maus ] keine Angabe 10 ul
Taufkirchen
Anti-Rind Laktotransferrin Ziege Biomol, Hamburg keine Angabe 5ul

3.9.2.1 Screening-IP der stabilen anti-Septin7-Antikorper-Klone

Frisch préparierte, pelletierte Blutlymphozyten eines Kontrollpferdes wurden in 100 pl
Lysepuffer IP1 pro 3 x 10° Zellen aufgelést und die Proteinkonzentration der Lysate
bestimmt (Kap. 3.2). Fur alle Waschschritte wurde Waschpuffer mit Lysepuffer IP1
verwendet.

Fir jeden der sieben stabilen anti-Septin7-Antikbrper-Klone, den polyklonalen anti-
Septin7-Antikorper aus dem Kaninchen, sowie die insgesamt funf zugehdrigen
Isotypkontrollen und eine Negativkontrolle wurden je 40 ul 50% Protein G
Sepharose 4 Fast Flow Beads-Slurry®® in 1,5 ml ReaktionsgefaRe® abgefiillt und
dreimal mit je 500 pl Waschpuffer gewaschen (1000 rcf, 30 sec, RT). Dann erfolgte
die Zugabe der Antikdrper bzw. TBS (Negativkontrolle) zu den gewaschenen Beads
und eine einstindige Inkubation bei 4°C auf einem Rotationsrad zur Bindung der
Antikorper an die Beads. Ungebundene Antikdrper wurden im Anschluss durch
Zentrifugieren (1000 rcf, 1 min, 4°C) und zweimaliges Waschen mit je 500 pl
Waschpuffer entfernt. Daraufhin erfolgte die Blockade frei gebliebener
Bindungsstellen an den Beads durch Inkubation mit 500 pl der Blockierldsung fir
eine Stunde bei 4°C auf dem Rotationsrad. Nach der Blockade, Zentrifugation
(1000 rcf, 30 sec, 4°C) und zwei neuerlichen Waschschritten wurde das einem
Milligramm Protein entsprechende Zelllysatvolumen 1:4 mit TBS verdinnt, zu den
Beads gegeben und fir drei Stunden mit diesen bei 4°C auf dem Rotationsrad
inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation durch Zentrifugation (1000 rcf, 2 min,
4°C) wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Beads erneut dreimal mit

Zg GE Healthcare, Freiburg
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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Waschpuffer und anschlie3end zweimal mit TBS gewaschen (1000 rcf, 30 sec, 4°C).
Nach einem abschlieienden Zentrifugationsschritt (1000 rcf, 2 min, 4°C) folgte die
Elution des Préazipitats durch Zugabe von 60 pl reduzierendem 2 x Lammli-Puffer und
Inkubation fiir 15 Minuten auf dem Schiittler’® (RT, 600 rpm). Die Elution wurde
durch 5-minutiges Schitteln bei 70°C beendet. Die anschlieRende Zentrifugation bei
1000 rcf fur zwei Minuten erlaubte das Abnehmen des eluierten Prazipitats ohne die
Beads dabei aufzuwirbeln. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml
ReaktionsgefaR™ uberfiihrt und die Beads fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit
weiteren 40 pl reduzierenden 2 x Lammli-Puffers geschittelt (600 rpm). Nach
erneuter Zentrifugation (1000 rcf, 2 min, 4°C) wurde der Uberstand mit dem im
vorherigen Schritt gewonnenen Prazipitat gepoolt und jeweils 25 ul davon mittels
Western Blot auf die Anreicherung von Septin7 tberprift.

3.9.2.2 IP zur Identifikation von Septin7-Interaktoren

Diese IP wurde weitestgehend analog zu dem in Kap. 3.9.2.1 beschriebenen
Protokoll durchgefuhrt. Abweichend davon wurde fir die Zelllyse Lysepuffer IP2
verwendet und auch der verwendete Waschpuffer basierte auf Lysepuffer IP2. Zur
Immunpréazipitation von Septin7 und seinen Interaktoren wurde der anti-Septin7-
Antikorper-Klon 19A4 verwendet. Zusatzlich gab es noch einen Ansatz fur die Isotyp-
kontrolle des Antikdrpers 19A4 (Ratte IgG2c). Im Anschluss an die Elution wurden
die hier gewonnenen Prazipitate mittels FASP-Verdau (Kap. 3.11.1) fur die Analyse

im Massenspektrometer vorbereitet.

3.9.2.3 IP zur Bestatigung der Septin7-Interaktoren

Auch hier fand, mit geringen Abweichungen, das in Kap. 3.9.2.1 beschriebene
Protokoll Anwendung. Die erste Abweichung betraf auch hier den ftr die Zelllyse und
Waschschritte verwendeten Puffer; verwendet wurde Lysepuffer IP3. Zudem wurde
hier ein Ansatz mit dem anti-eqSeptin7-Antikdrperklon 19A4 und je ein weiterer fur
die Antikorper gegen die beiden zu testenden Septin7-Interaktoren (Vimentin und

Laktotransferrin), sowie passende Isotyp- und Negativkontrollansatze angefertigt.

0 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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3.10. Plasmamembranproteinpraparation durch

Oberflachenbiotinylierung

3.10.1 Puffer und LAésungen fur die Oberflachenbiotinylierung

CaMg-Puffer pH 6,7 /7,4
CaCl;x 2 H20 (1 mM)
MgCl; x 6 H,0 (0,5 mM)

in 1000 ml PBS I6sen.

pH auf 6,7 oder 7,4 einstellen.

Biotinylierungsreagenz

Natrium-(meta)periodat’* (1 mM)

Aminooxy-Biotin’? (500 uM)

Anilin”® (10 mM, direkt vor der Verwendung hinzugeben)

in 1 ml eiskaltem CaMg-Puffer pH 6,7 I6sen.

Glycerol
Glycerol (100 mM)
in 1 ml HPLC-Wasser'* |8sen.

1M Tris-HCIl, pH 7,6 / 8,5
Tris™ (1 M)
in 10 ml Aqua bidest. l6sen.

pH auf 7,6 oder 8,5 einstellen.

Lysepuffer Oberflachenbiotinylierung (LP OB)
Nonidet P-40"° (1%)

5M NaCl (10 mM)

1M Tris™*-HCI pH 7,6 (10 mM)

ad 1 ml HPLC-Wasser'®.

;; Merck Millipore, Darmstadt
73 VWR, Ismaning
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
5 Serva, Heidelberg
76 Roche, Unterhaching
Merck Millipore, Darmstadt
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38,70 mg
1,37 mg

9,21 mg
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Waschpuffer
Nonidet P-40"" (0,2%)
ad 5 ml CaMg-Puffer pH 7,4.

CaMg-Puffer mit SDS
SDS (0,5%)
in 2 ml CaMg-Puffer pH 7,4 16sen.

CaMg-Puffer mit SDS und DTT
DTT’® (100 mM)
ad 1 ml CaMg-Puffer mit SDS.

Urea C (UC) Puffer

Harnstoff’® (6 M)

1M Tris’®-HCI, pH 8,5 (100 mM)
ad 2 ml HPLC-Wasser'®.

UC Puffer mit lodacetamid (I1A)
2-lodacetamid’® (50 mM)
in 1 ml UC Puffer I6sen.

5 M NaCl
NaCl (5 M)
in 1 ml HPLC-Wasser’® I6sen.

100 mM N8.2C03
Na,COs3 (100 mM)
in 1 ml HPLC-Wasser’® I6sen.

pH auf 11,5 einstellen.

I Roche, Unterhaching
Serva, Heidelberg
P GE Healthcare, Freiburg

65
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10,00 mg

15,00 mg

720,67 mg
200,00 p

9,25 mg

292,20 mg
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50 mM Tris-HCI pH 8,5
1 M Tris-HCI pH 8,5 (50 mM)
ad 1 ml HPLC-Wasser®.

Trypsin
Trypsin®® (0,5 mg/ml)
in 40 pl Trypsin-Resuspensionspuffer®® [ésen.

Trypsin-Puffer
Trypsin (0,025 mg/ml)
ad 100 pl 50 mM Tris-HCI pH 8,5.

G7 Puffer
Na;HPO, (50 mM)
in 1 ml HPLC-Wasser® I6sen.

pH auf 7,5 einstellen.

G7 Puffer mit PNGase F
PNGase F, glycerolfrei (500.000 Einheiten/ml) &
ad 50 ul G7 Puffer.

Probenpuffer
Trifluoressigsaure® (2%)
Acetonitril®® (20%)

ad 1 ml HPLC-Wasser®.

Aktivierungslosung
Acetonitril®® (50%)
ad 1 ml HPLC-Wasser®.

80 Merck Millipore, Darmstadt
5 Promega, Mannheim
5 New England Biolabs, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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20,00 pg

5,00 i

8,90 mg

2,50 ul

20,00 pl
200,00 i

500,00 pl
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Aquilibrierungslésung
Trifluoressigsaure®* (0,5%) 10,00 mg
Acetonitril®* (5%) 100,00 pl
ad 2 ml HPLC-Wasser®®.

Elutionspuffer
Acetonitril®* (70%) 35,00 pl
ad 50 pl HPLC-Wasser®.

3.10.2 Biotinylierung der Oberflachenproteine

Far die differentielle Analyse des Oberflachenproteoms von peripheren Lymphozyten
und intraokuldaren Lymphozyten eines an ERU erkrankten Pferdes wurden hoch
lymphozytare Proben verwendet (Lymphozytenanteil in den PBL > 90%). Von diesen
Proben wurden Proteine der Plasmamembran von je 8 x 10* frisch praparierten
Zellen angereichert. Zuerst wurden die Zellen einmal mit 10 ml und einmal mit 1 ml
eiskaltem CaMg-Puffer pH 6,7 gewaschen (400 rcf, 10 min, 4°C). AnschlielRend
wurden die Zellpellets vorsichtig mit 200 ul Biotinylierungsreagenz invertiert und fur
30 Minuten bei 4°C im Dunkeln auf dem Rotationsrad inkubiert. Die Biotinylierung
wurde durch 5 mindtige Inkubation mit Glycerol in einer Endkonzentration von 1 mM
(2 ul) bei 4°C gestoppt. Die Zellen wurden anschlieRend einmal mit 500 pl CaMg-
Puffer pH 7,4 gewaschen (400 rcf, 10 min, 4°C).

3.10.3 Anreicherung der biotinylierten Zelloberflachenproteine

Die gewaschenen Pellets wurden in 200 pl LP OB resuspendiert und die Zellstruktur
durch Inkubation bei 4°C fur 30 Minuten auf dem Rotationsrad zerstort. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (6000 rcf, 10 min, 4°C) und die Uberfiilhrung des Uberstandes
in ein neues 1,5ml ReaktionsgefaR®. AnschlieBend wurde der Uberstand im
Verhéltnis 1:5 mit CaMg-Puffer pH 7,4 verdiunnt. 40 ul Strep-Tactin Superflow
Beads®’ wurden mit Low Retention Pipettenspitzen® in ein frisches 1,5 ml LoBind
ReaktionsgefaR® pipettiert, kurz invertiert und dreimal mit 500 pl Waschpuffer

gewaschen (1000 rcf, 1 min, RT). Zur Bindung der Biotin-markierten Oberflachen-

84 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck Millipore, Darmstadt

23 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
IBA, Gottingen
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proteine an die Streptavidin-beschichteten Beads wurden die Proben auf die
gewaschenen Beads gegeben und bei 4°C fur zwei Stunden langsam rotierend
inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte, einmal mit 200 yl Waschpuffer und einmal
mit 200 yl CaMg-Puffer mit SDS (2000 rcf, 2 min, RT). Daraufhin wurden die Proben
bei RT fur 30 Minuten mit 200 pl CaMg-Puffer mit SDS und DTT inkubiert und erneut
abzentrifugiert (2000 rcf, 2 min, RT). Nach einem weiteren Waschschritt mit 200 pl
UC Puffer (2000 rcf, 2 min, RT) wurden die Beads mit 200 yl UC Puffer mit IA bei RT
fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach Zentrifugation (2000 rcf, 2 min, RT) und
Verwerfen des Uberstandes wurden die Beads je ein weiteres Mal mit 200 ul der
folgenden Lésungen in der angegebenen Reihenfolge gewaschen: UC Puffer, 5 M
NaCl, 100 mM Na,CO3, 50 mM Tris-HCI pH 8,5 (jeweils gefolgt von Zentrifugation bei
2000 rcf, 2 min, RT und Verwerfen des Uberstands).

3.10.4 Proteinextraktion

Die gewaschenen Beads mit den gebundenen biotinylierten Oberflachenproteinen
wurden uber Nacht bei 37°C mit 40 ul Trypsin-Puffer verdaut. Das Enzym Trypsin
spaltet Proteine an Peptidbindungen spezifisch nach Arginin und Lysin. Diese
gezielte Spaltung ermdglicht spater die Zuordnung des entstandenen Peptids zu
einem bestimmten Protein. Am nachsten Tag wurden die Proben zentrifugiert
(2000 rcf, 2 min, RT) und die Uberstande in neue 1,5 ml ReaktionsgefaRe®® tiberfiihrt
(Uberstand 1). Daraufhin wurden die Beads mit 40 yl 50 mM Tris-HCI pH 8,5
gewaschen, abzentrifugiert (2000 rcf, 2 min, RT) und der dabei entstehende
Uberstand mit Uberstand 1 zur tryptischen Peptidfraktion zusammengefiihrt.

Die Beads wurden einmal in 40 yl G7 Puffer gewaschen und zentrifugiert (2000 rcf,
2 min, RT). AnschlieBend folgte die Spaltung N-glykosidischer Bindungen mittels
Verdau durch 20 pl G7 Puffer mit PNGase F fur 6 Stunden bei 37°C. Die Beads
wurden abzentrifugiert (2000 rcf, 2 min, RT) und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
ReaktionsgefaR® tberfiihrt (Uberstand 2). Der nach Resuspendieren der Beads in
20 yl G7 Puffer und anschlieRender Zentrifugation (2000 rcf, 2 min, RT) entstandene
Uberstand wurde mit Uberstand 2 zur deglycosylierten Peptidfraktion zusammen-
gefuhrt. Die tryptische und deglycosylierte Peptidfraktion wurden mit Trifluoressig-

saure (TFA)® in einer Endkonzentration von 1% angesauert.

88 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
® Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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3.10.5 Aufreinigung und Konzentration der deglycosylierten

Peptidfraktion mittels PepClean Saulen

Die deglycosylierte Peptidfraktion wurde mittels Pierce PepClean C18 Spin
Columns®™ gereinigt und konzentriert. Diese Saulen enthalten ein C18-Granulat, an
das die Peptide binden, um spater konzentriert und gereinigt eluiert werden zu
konnen. Die Saulen wurden in ein 1,5 ml LoBind ReaktionsgefaR®® platziert und
zwischen den folgenden Schritten bei RT und 1500 rcf fir je 30 Sekunden
zentrifugiert. Zuerst wurden die Proben in einem Verhaltnis von 3:4 mit Probenpuffer
verdunnt und die Saulen durch viermaliges Waschen mit je zweimal 200 pl
Aktivierungslésung und zweimal 200 pl Aquilibrierungslésung vorbereitet. Die Proben
wurden anschlieend auf die Saulen uberfuhrt, durch die Matrix zentrifugiert und
derselbe Vorgang mit dem Durchlauf noch einmal wiederholt. Daraufhin wurden die
Saulen zweimal mit 200 pl Aquilibrierungslésung gewaschen und in ein neues 1,5 ml
LoBind ReaktionsgefaR® uberfilhrt. Im Anschluss wurden die Peptide durch
zweimaliges Waschen mit je 20 ul Elutionspuffer von der Saule abgeldst, gesammelt
und anschlie3end lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in der jeweiligen tryptischen
Peptidfraktion gelost, sodass die gesamte Oberflachenpeptidfraktion gemeinsam der

massenspektrometrischen Analyse zugefuhrt werden konnte.

2(1) Thermo Fisher Scientific, Bonn
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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3.11 Massenspektrometrische Identifikation und Quantifizierung

von Proteinen

3.11.1 FASP-Verdau der Immunprazipitate

3.11.1.1 Puffer und Lésungen fur den FASP-Verdau

TBS
TBS (Kap. 3.9.1).

100 mM DTT
DTT (100 mM) 15,42 mg
direkt vor Gebrauch in 1 ml HPLC-Wasser®® losen.

Urea A (UA)-Puffer

Harnstoff** (8 M) 48,03 mg
1 M Tris-HCI pH 8,5 (100 mM) 100,00 pl
ad 1 ml HPLC-Wasser®,

300 mM lodacetamid
2-Jodacetamid® (300 mM) 2,77 mg
direkt vor Gebrauch in 50 pl HPLC-Wasser®® 16sen.

Ammoniumbicarbonat (ABC)-Puffer
NH;HCO3; (50 mM) 19,75 mg

in 5 ml HPLC-Wasser® losen.

Lys-C
Lysyl Endopeptidase® (0,2 mg/ml) 20,00 pg
in 100 pl HPLC-Wasser® l8sen.

Trypsin
Trypsin® (0,5 mg/ml) 20,00 pg
in 40 ul HPLC-Wasser®’ l6sen.

22 Serva, Heidelberg

04 Merck Millipore, Darmstadt
GE Healthcare, Freiburg
Wako, Neuss

% Promega, Mannheim
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ABC-Puffer mit 2% Acetonitril (ACN)
Acetonitril®® (2%) 1,00 pl
ad 50 ul ABC-Puffer.

0,5% TFA
99% Trifluoressigsaure®® 15,00 pl
ad 3 ml HPLC-Wasser®’.

3.11.1.2 Durchfihrung des FASP-Verdaus

Die Eluate aus der Immunprazipitation zur ldentifikation von Septin7-Interaktoren
(Kap. 3.9.2.2) wurden zur Vorbereitung auf ihre Untersuchung im Massenspektro-
meter einem Filter-aided Sample Preparation (FASP)-Verdau unterzogen. Die
Proben wurden zuerst im Verhaltnis 1:4 mit TBS verdinnt. Es folgten die Zugabe von
10yl 100 mM DTT und eine 30-minltige Inkubation bei 60°C unter Schiutteln
(600 rpm). Im Anschluss wurden die Proben auf RT abgekihlt und mit je 100 pl UA-
Puffer und 10 pl 300 mM lodacetamid fur 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. In
dieser Zeit wurden 30 kDa Cut-off-Filter®” mit ABC-Puffer vorgewaschen (14000 rcf,
5 min, RT). Die Proben wurden auf die angefeuchteten Filter gegeben und abzentri-
fugiert (14000 rcf, 15 min, RT). Die Durchlaufe wurden verworfen und die Filter
anschlielend dreimal mit 200 pul UA-Puffer und zweimal mit 100 pl ABC-Puffer
gewaschen, wobei die Durchlaufe ebenfalls verworfen wurden. Als nachstes erfolgte
die Zugabe von je 50 ul ABC-Puffer und 5 ul Lys-C sowie, nach zweistiindiger
Inkubation bei RT, 4 ul Trypsin. Damit wurden die Filter bei 37°C uUber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben fir 15 Minuten bei RT und 14000 rcf
abzentrifugiert und die Durchlaufe, die nun die Peptide enthielten, gesammelt
(Durchlauf 1). Zuletzt wurden 20 pl ABC-Puffer mit 2% ACN auf die Filter gegeben,
erneut abzentrifugiert (14000 rcf, 15 min, RT) und der Durchlauf mit Durchlauf 1
zusammengefuhrt. Die so gewonnenen Eluate wurden mit 0,5% TFA angesauert und
direkt fur die LC-MS/MS verwendet.

2; Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.11.2 LC-MS/MS

3.11.2.1 Puffer und Losungen fur die massenspektrometrische Analyse

Puffer A
Acetonitril®® (2%) 20,00 ml
Ameisensaure® (0,1%) 1,00 ml

ad 1000 ml HPLC-Wasser®,

Puffer B
Acetonitril®® (98%) 980,00 ml
Ameisensaure® (0,1%) 1,00 ml

ad 1000 ml HPLC-Wasser®,

3.11.2.2 Durchfiuihrung der massenspektrometrischen Untersuchung

Die Liquid-Chromatographie Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-Analyse
wurde in Zusammenarbeit mit der Research Unit Protein Science des Deutschen
Forschungzentrums fur Gesundheit und Umwelt in den Raumen des Helmholtz Zent-
rums Minchen durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte mit einem Ultimate3000 nano
HPLC System'®, welches mittels einer Nano Spray lonenquelle online an ein LTQ
OrbitrapXL'®? Massenspektrometer gekoppelt ist. Das HPLC System ist mit einer
Nano Trap Saule' (100 um i.d. x 2 cm, gepackt mit Acclaim PepMap 100 C18,

5 um, 100A Material) und einer analytischen Saule'®*

(75 pm i.d. x 15 cm, Acclaim
PepMap 100 C18, 3 um, 100A Material) ausgestattet. Die Proben aus den beiden
Experimenten zu Septin7-Interaktoren und Oberflachenproteinen auf peripheren
Lymphozyten und VL bei der ERU wurden in getrennten Analysedurchgéngen
verarbeitet.

Zuerst erfolgte automatisch die Injektion der Proben und Ladung auf die Nano Trap
Saule mit einer FlieRgeschwindigkeit von 30 pl/Minute in 5% Puffer B und 95%
Puffer A. Nach 5 Minuten wurden die Peptide von der Nano Trap Saule eluiert und
auf der analytischen Saule aufgetrennt. Diese Auftrennung fand durch einen

Gradienten von 5 - 50% Puffer B bei einer Flussrate von 300 nl/Minute Uber eine Zeit

9 sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Millipore, Darmstadt
Dionex, Idstein

192 Thermo Scientific, Bonn
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von 140 Minuten statt. Restliche, auf der Séule verbliebene Peptide wurden durch
einen kurzen Gradienten von 50 - 100% Puffer B innerhalb von 5 Minuten eluiert. Die
Analyse der eluierten Peptide erfolgte direkt nach der Nano Spray lonisierung in
einem LTQ OrbitrapXL'®® Massenspektrometer. Dazu wurden die zehn intensivsten
Peptidionen aus den Orbitrap MS Vorscans fir die Fragmentanalyse in der linearen
lonenfalle ausgewahlt. Als Auswahlkriterien wurden eine Intensitat von mindestens
100 sowie eine minimal doppelte Ladung des Peptides festgesetzt. Der Wert fir die
normalisierte Kollisionsenergie (CID) wurde auf 35 festgesetzt. Die Detektion der sich
daraus ergebenden Fragmente mit einer normalen Auflésung erfolgte in der linearen
lonenfalle. Ein hochauflosendes MS-Spektrum mit einer Halbwertsbreite (engl. full
width half maximum) von 60.000 und einer Massenbandbreite von 200 - 2000 Da
wurde in der Orbitrap wéhrend der Fragmentanalyse aufgenommen. Jedes lon, das
fur die Fragmentierung selektiert wurde, wurde 30 Sekunden lang durch
dynamischen Ausschluss von einer erneuten Fragmentierung ausgeschlossen

(dynamic exclusion).

3.11.3 Quantitative Auswertung mit Progenesis

Die quantitativen Auswertung erfolgte durch Frau Dr. Stefanie Hauck, Research Unit
Protein  Science, Helmholtz ~ Zentrum Munchen. Die  durch das
Masse/Ladungsverhaltnis (m/z) und die Detektionszeit (t) der einzelnen Peptide
erstellten Peptidkarten jeder Probe (MS-Spektren) sowie die zu den Peptiden aufge-
nommenen Fragmentspektren (MS/MS-Spektren) wurden in die Progenesis-
Software®® (Version 2.5) importiert und die Peptidkarten der einzelnen Proben
miteinander verglichen. Um eine optimale Ubereinstimmung der Peptidkarten
verschiedener Proben zu erreichen, wurde die jeweils komplexeste Probe als
Referenz ausgewéhlt und die anderen anhand von jeweils sechs manuell gesetzten
Markierungen automatisch daran ausgerichtet. Einfach geladene Peptide oder
Peptide mit einer Ladung von Uber sieben wurden von der weiteren Analyse ausge-
schlossen. Nachdem die Proben Uber alle detektierten Peptide zueinander normali-
siert waren, konnten die Spektren fur die Datenbanksuche aus der Progenesis-

104

Software™ " als Mascot Generic File (mgf) exportiert werden. Nach Identifizierung der

103 Thermo Scientific, Bonn

104 . !
Nonlinear Dynamics
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Peptide in Mascot'®®

(Kap. 3.11.4) wurden die Daten wieder in die Progenesis-
Software reimportiert und die identifizierten Peptide Proteinen zugeordnet und deren

jeweilige Abundanz berechnet.

3.11.4 Datenbanksuche fir die mittels LC-MS/MS identifizierten Peptide

Die aufgenommenen MS/MS-Spektren wurden zur ldentifikation der Peptide mit

Mascot!®

(Matrix Science, Version 2.4.1) mit der Ensembl-Pferd-Datenbank*®’
(Version 78, 2014) abgeglichen. Dabei wurde die Peptidtoleranz auf maximal 10 ppm
und die Fragmentionentoleranz auf 0,6 Da festgesetzt. Cystein-Carbamidomethy-
lierung wurde fir die Analyse der Fragmentspektren als feste und Oxidierung von
Methionin und Deamidierung von Asparagin und Glutamin als variable Modifikationen
angegeben. Hier wurde maximal eine nicht geschnittene Spaltstelle erlaubt. Anhand
der in Mascot integrierten Decoy-Datenbanksuche wurde die Falschpositivrate (engl.
False discovery rate, FDR) abgeschatzt (minimale lonen-Punktzahl von 13 im

Percolator Suchalgorithmus, p < 0,01) und kleiner 1% gehalten.

Eine schematische Darstellung der Arbeitsschritte der quantitativen LC-MS/MS

Datenauswertung ist in folgender Grafik dargestellt (Abb. 3.1):

Progenesis Software:
Normalisierung und
quantitativer Vergleich der
detektierten Spektren

Mascot Datenbanksuche:
—_— Identifizierung der Peptide
aus den detektierten Spektren

LC-MS/MS | — Rohdaten —_

N Reimport der Peptidliste in Ergebnis:
Liste identifizierter Progenesis Software: N L e
Peptide — Peptide werden zu Proteinen - Liste |den1\lf|z\er‘ter
Proteine
zusammengefasst

Abb. 3.1: Schema LC-MS/MS Datenauswertung; aus Frohlich (2015).

105 http://www.matrixscience.com

107 http://www.matrixscience.com
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index
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3.11.5 Suche und funktionelle Analyse von Orthologen und Paralogen

Identifizierte Pferdeproteine, fur die noch keine Namen oder Gensymbole vorhanden
waren, wurden in der frei verfligbaren Ensembl-Pferd-Datenbank'® (Version 78,
2014) entsprechenden Orthologen oder Paralogen zugeordnet. Falls dort keine
passenden Eintrdge gefunden werden konnten, wurden fur das Protein anhand der
Proteinsequenz mit Hilfe des NCBI BLAST Algorithmus*®® homologe equine Sequen-
zen ausgesucht.

Bereits bekannte Interaktionen zwischen den humanen Orthologen von Genen der
hier als Septin7-Interaktoren identifizierten Pferdeproteine (Tab. 4.3) wurden mittels
der frei zugénglichen Software String 9.1 identifiziert.

Die Analyse der Signalwege, an denen die zwischen peripheren Lymphozyten und
VL bei der ERU differenziell exprimierten Zellmembranoberflachenproteine beteiligt
sind (Tab. 4.4 und 4.5), wurde mittels der Software Genomatix 3.3'** durchgefiihrt.
Die Suche in Genomatix erfolgte, wie auch in String, mit den humanen Orthologen zu
den Genen der identifizierten Proteine des Pferdes, da hierzu mehr Informationen in

den Datenbanken vorhanden waren.

Alle verwendeten Datenbanken sind Uber das Internet zugénglich:
Ensembl: http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index
String: http://string-db.org/

Genomatix: http://www.genomatix.de

3.11.6 Auswertung der Proteinabundanzen

Zur Bewertung des Erfolgs der Septin7-Interaktorenanreicherung mittels Immun-
prazipitation wurde fur jedes identifizierte Protein der Quotient aus der Abundanz im
Septin7-Préazipitat zu der entsprechenden Abundanz im Prézipitat der Isotypkontrolle
berechnet (Ratio). Erst ab einer Ratio von 25 wurde die Anreicherung im Prazipitat
des anti-Septin7-Antikbrpers als ausreichend gewertet und das entsprechende
Protein fur weitere Untersuchungen in Betracht gezogen.

Die Ratio der differentiell regulierten Oberflachenproteine zwischen peripheren und

intraokularen Lymphozyten wurde in beide Richtungen berechnet. Tab. 4.4 zeigt

108 http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index

o http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
110 http://string-db.org/
! http://www.genomatix.de
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daher das Verhéltnis der Abundanz des Proteins in peripheren Lymphozyten im
Verhaltnis zu der in intraokularen, wodurch der Faktor der Expressionssteigerung in
peripheren Lymphozyten zum Ausdruck kommt. Hingegen gibt die Ratio in Tab. 4.5
an, wie stark die Abundanz der aufgefuhrten Proteine in intraokuléaren Lymphozyten
die in peripheren Lymphozyten Ubersteigt. In diesen Tabellen sind Proteine mit

mindestens zweifach differentiell regulierter Abundanz (Ratio = 2) dargestellit.

3.12 RNA-Interferenz

3.12.1 Puffer und Losungen fur die RNA-Interferenz

RPMI
RPMI 1640 Medium mit Glutamin*?, gebrauchsfertig.

RPMI +/+
Penicillin/Streptomycin**? 5,00 ml
FCS 50,00 ml

ad 500 ml RPMI**?,

Septin7-siRNA
10 uM siRNA Septin71, 2 und 33, gebrauchsfertig.

siRNA-Dilutionspuffer
siRNA-Dilutionbuffer'**, gebrauchsfertig.

N-TER-Peptide
N-TER-Peptide'*®, gebrauchsfertig.

RNAse-freies Wasser

RNAse-free water'™®, gebrauchsfertig.

Negativkontroll-siRNA
5 uM siRNA Negativkontrolle™®, gebrauchsfertig.

PBS
PBS (Kap. 3.1.1).

112 Pan Biotech, Aidenbach
113 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.12.2 Reduktion der Septin7-Expression durch RNA-Interferenz

Um die Expression von Septin7 mit Hilfe von small interfering (si) RNA zu reduzieren,
wurden je 2 x 10° frisch praparierte equine PBL von vier gesunden Pferden in zwei
Milliliter RPMI +/+ in Dellen von 6-Loch-Platten'** ausgesat und fiir eine Stunde bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Wahrend dessen wurde das Silencing-Reagenz wie folgt
vorbereitet. Je 13 pl jeder Septin7-siRNA und 113 pl siRNA-Dilutionspuffer wurden in

1,5 ml ReaktionsgefaRe®™

vorgelegt und gut gemischt (Mix A). Weitere 1,5 ml
ReaktionsgefaRe® wurden mit je 24 pl N-TER-Peptide und 128 pl RNAse-freiem
Wasser bestickt (Mix B). Nach dieser Vorbereitung wurde Mix A zu Mix B gegeben,
gemischt und fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Parallel dazu wurde auf gleiche Weise
das Silencing-Kontroll-Reagenz hergestellt. Mix A enthielt hier 13 pul der
Negativkontroll-siRNA und 38 ul siRNA-Dilutionspuffer, Mix B bestand aus 8 pl N-
TER-Peptide und 43 pl RNAse-freiem Wasser. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die fertigen Reagenzien in die mit Zellen bestiickten 6-Loch-Platten'**
pipettiert. In die Halfte der Dellen wurde das Silencing Reagenz gegeben, die andere
Halfte erhielt das Silencing-Kontroll-Reagenz. Nach 48-stindiger Inkubation bei 37%
und 5% CO, wurden die Septin7-gesilencten und Kontroll-gesilencten Zellen
geerntet, zweimal mit 37°C warmem PBS gewaschen (415 rcf, 10 min, RT), gez&hlt
und frisch im Transmigrationsassay eingesetzt oder fur die Analyse im Western Blot

lysiert.

ﬁ: Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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3.13 Blockade von CD166 auf der Oberflache equiner PBL

3.13.1 Puffer und Lésungen fur die CD166-Blockade

PBS
PBS (Kap. 3.1.1).

3.13.2 Dialyse des anti-CD166-Antikdrpers

Um die zytotoxischen Effekte von Natriumazid, welches den meisten Antikorper-
l6sungen wahrend der Produktion zur Konservierung zugesetzt wird, auszu-
schlieBen, wurde der anti-CD166-Antikdrper fir die Blockade von CD166 auf
Pferdelymphozyten dialysiert.

In einem Dialysegefa? mit Cutoff von 3500 Da''®

wurden 20 ul der Antikdrperlésung
(entspricht 4 ug Protein) innerhalb von 24 Stunden bei 4°C gegen einen Liter PBS
dialysiert. Mit dem entsprechenden Isotypkontrollantikrper wurde in gleicher Weise

verfahren.

3.13.3 Durchfuhrung der CD166-Blockade

Im Vorfeld des Transmigrationsexperiments mit CD166-blockierten Zellen wurden je
3 x 10° frisch praparierte equine Lymphozyten abzentrifugiert (415 rcf, 10 min, 4°C)
und im Volumenaquivalent eines Mykrogramms des dialysierten anti-CD166- bzw.
Isotypkontrollantikdrpers oder in der entsprechenden Menge PBS (Mediumkontrolle)
resuspendiert. Nach einer Stunde bei 4°C wurden die Zellen abzentrifugiert (415 rcf,

10 min, 4°C) und sofort im Transmigrationsassay eingesetzt.

18 Gibeo Life Technologies, Karlsruhe
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3.14 Transmigrationsassay

3.14.1 Puffer und Lésungen fur den Transmigrationsassay

DMEM
DMEM*’, gebrauchsfertig.

DMEM +/-
Penicillin/Streptomycin**’ 5,00 ml
ad 500 ml DMEM'".

DMEM +/+
Penicillin/Streptomycin**’ 5,00 ml
Fcs't 50,00 ml

ad 500 ml DMEM*Y’.

PBS
PBS (Kap. 3.1.1).

3.14.2 Durchfuhrung der Transmigrationsassays Septin7-gesilencter und
CD166-blockierter Zellen

Je 1x10° gesunde equine RPE-Zellen der Passage 4 wurden in einem Milliliter
DMEM +/+ auf die Unterseite von Transwell-Filtern mit einer Porengrée von 8 um**®
aufgebracht. Nach 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, hatte sich ein konfluenter,
einschichtiger Zellverband gebildet (Abb. 3.2).

17 ban Biotech, Aidenbach
18 pgp Biosciences, Heidelberg
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Abb. 3.2: Aufbringen von RPE-Zellen auf Transwell-Filter in physiologischer Ausrichtung.

Die so bewachsenen Transwell-Filter wurden vorsichtig in warmem PBS gewaschen

und anschlieBend in Dellen einer 12-Loch-Platte*®

mit je 1,5 ml DMEM +/+ einge-
legt. Je 3 x 10° Septin7-gesilencte und CD166-blockierte Lymphozyten sowie die
Silencing- und Mediumkontrollzellen wurden nach dieser Vorbereitung in jeweils
0,5 ml 37° warmem DMEM resuspendiert und auf die Oberseite der Filtermembran
gegeben. Nach 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten wurden jeweils 10 pl aus dem
unteren Kompartiment entnommen und die darin enthaltenen Lymphozyten gezahlt.
Nach drei Stunden zeigte sich in beiden Experimenten ein deutlich von den Kontroll-
zellen abweichendes Transmigrationsverhalten der gesilencten bzw. blockierten
Zellen von dem der Kontrollen, sodass das Experiment durch Abnehmen der
Lymphozytensuspension im oberen Kompartiment gestoppt wurde. Die Zell-
suspensionen des unteren Kompartiments jedes Ansatzes wurden daraufhin in je ein
1,5 ml Reaktionsgefa*? tiberfiihrt, abzentrifugiert (415 rcf, 10 min, RT) und nach

Resuspendieren in PBS auf ihre Zellzahl Gberpruift.

i;g Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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4 ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung der instabilen anti-Septin7-Antikoérper-Klone

4.1.1 Untersuchungen der instabilen Klone weisen auf unterschiedliche

Bindungseigenschaften hin

Zur eingehenden Untersuchung der Rolle von Septin7 bei der equinen
rezidivierenden Uveitis (ERU) war es notwendig, spezifische Antikdrper zu erzeugen,
da der von uns bis dato verwendete polyklonale anti-Septin7-Antikbrper aus dem
Kaninchen sich nicht fir alle fur uns relevanten Methoden eignete. Zwolf
verschiedene Antikérper-Klone gegen equines (eq) Septin7 konnten durch unsere
Kooperationspartnerin Frau Dr. Elisabeth Kremmer erfolgreich hergestellt werden
und wurden im Anschluss daran von uns auf ihre Fahigkeit untersucht, Septin7 des

Pferdes in verschiedenen Methoden zu detektieren.

4.1.1.1 Im Western Blot detektieren acht Klone Septin7

Zur Charakterisierung des Bindungsverhaltens der Antikorper-Klone gegen equines
Septin7 wurde im Western Blot das Lysat peripherer Blutleukozyten (PBL) eines
gesunden Pferdes aufgetrennt und auf Streifen dessen das Bindungsmuster der anti-
egSeptin7-Antikorper-Klone analysiert. Von den zwolf instabilen anti-eqSeptin7-
Antikorper-Klonen waren acht in der Lage, Septin7 im Western Blot zu detektieren.
Die Klone 27D4, 20A2, 1H8 und 6Al1l konnten Septin7 hingegen nicht binden
(Abb. 4.1 27D4, 20A2, 1H8 und 6A1). Ein Klon, 17D7, zeigte nur eine schwache
Reaktion auf equines Septin7 (Abb. 4.1, 17D7) und ist, genauso wie die Klone 26A4
und 12E10 (Abb. 4.1 26A4 und 12E10), die neben einer deutlichen Septin7-Bindung
auch unspezifische Reaktionen in direkter Nachbarschaft zu Septin7 hervorriefen,
deshalb nur eingeschrankt fir den Western Blot geeignet. Die restlichen flinf Klone
(Abb. 4.1 29C10, 30F9, 28A4, 17B3 und 19A4) detektierten Septin7 im Western Blot
sehr gut und waren damit fir den Nachweis von Septin 7 des Pferdes mittels dieser

Methode geeignet.
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Abb. 4.1: Western Blot zum Bindungsverhalten der zwdlf instabilen anti-Septin7-Antikdrper-Klone an
equine PBL.

mlgG = Isotyp Maus IgG; rlgG = Isotyp Ratte IgG; pAB = polyklonaler anti-Septin7-Antikdrper aus dem
Kaninchen. Der Kasten markiert die Hohe von Septin7 (ca. 49 kDa). Acht der zwélf Klone detektierten

equines Septin7 im Western Blot.

4.1.1.2 Ein Klon detektiert Septin7 in der Durchflusszytometrie

Im nachsten Schritt wurden die instabilen Antikdrper-Klone auf ihre Eignung fur die
Detektion von Septin7 mittels Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. Ein geeig-
neter Klon konnte dabei identifiziert werden.

In der durchflusszytometrischen Analyse banden zwei Klone (Abb. 4.2 29C10, und
17B3) nicht an die equinen Lymphozyten. Weitere neun Klone (Abb. 4.2 30F9, 27D4,
28A4, 26A4, 20A2, 1H8, 17D7, 6A1 und 19A4) reagierten nur schwach auf Septin7
und sollten fir diese Methode keine Verwendung finden. Nur ein Klon (Abb. 4.2
12E10) band deutlich an Septin7 der equinen Lymphozyten und eignete sich somit
fur die Detektion des Proteins in der Durchflusszytometrie.
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Fluoreszenzintensitat Septin7

Abb. 4.2: Bindungsverhalten der instabilen anti-eqSeptin7-Antikérper-Klone an Septin7 in der Durch-
flusszytometrie. Dargestellt sind Uberlagerungshistogramme der anti-eqSeptin7-Antikérper-Klone
(schwarzer Graph) und entsprechender Isotypkontrollen (grauer Graph).

Die X-Achse beziechnet die Fluoreszenzintensitat von Septin7, auf der Y-Achse ist die Zahl der
gemessenen Events aufgetragen. Pop = Die Analyse der Bindungseigenschaften wurde an der
Lymphozytenpopulation durchgefiihrt; pAB = Positivkontrolle, Bindung von eqSeptin7 durch den

polyklonalen anti-huSeptin7-Antikdrper aus dem Kaninchen. Der Klon 12E10 war am besten zur
Detektion von Septin7 in der Durchflusszytometrie geeignet.
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4.1.2 Sieben Klone wurden fir die Stabilisierung ausgewahlt

In den Vorversuchen detektierten insgesamt sechs Klone equines Septin7 sowohl im
Western Blot als auch in der Durchflusszytometrie. Dabei handelte es sich um drei
Klone der Isotypen Maus IgG2a (30F9, 28A4 und 26A4, Tab 4.1 Nr. 2, 4 und 5), von
denen der Klon 30F9, wegen besserer durchflusszytometrischer Ergebnisse der
anderen beiden Klone, nicht ausgewéahlt wurde, und zwei des Isotyps Ratte IgG2c
(19A4 und 12E10, Tab. 4.1 Nr. 11 und 12) sowie um den Klon des Isotyps Ratte
IgG2a (17D7; Tab. 4.1 Nr. 8). Die beiden Klone des Isotyps Ratte IgG1 (20A2 und
1H8, Tab 4.1 Nr. 6 und 7) hatten Septin7 im Western Blot nicht und in der FACS-
Analyse nicht zufriedenstellend detektieren kdnnen, wurden aber im Hinblick auf
weitere Methoden, die zuvor nicht getestet worden waren, dennoch ausgewahlt, da
eine maoglichst grof3e Isotypenvielfalt angestrebt wurde und sie im ELISA-Screening

wahrend der Herstellung der Antikérper-Klone positiv gewesen waren.

e | Kon | 1sotp | st sior | pAGS
1 29C10 | Maus IgG2a +++ -
2 30F9 Maus IgG2a +++ +
3 27D4 Maus IgG2a - +
4 28A4 Maus IgG2a +++ ++
5 26A4 Maus IgG2a ++ ++
6 20A2 Ratte 1gG1 - +
7 1H8 Ratte 1gG1 - ek
8 17D7 Ratte 19G2a + ++
9 6A1 Ratte 1gG2c - +
10 17B3 Ratte IgG2c +++ -
11 19A4 Ratte 1lgG2c +++ e
12 | 12E10 | Ratte IgG2c ++ 4t

Tab. 4.1: Charakterisierung der anti-eqSeptin7-Antikdrper-Klone in Western Blot und Durchflusszyto-
metrie (FACS) vor Stabilisierung.

- : keine Bindung an Septin7.

+ : méRige Bindung an Septin7.

++ : gute Bindung an Septin7.

+++ : sehr gute Bindung an Septin?7.

Sieben Klone werden zur Stabilisierung ausgewahlt (grau hinterlegt).
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So erhielten wir zur Stabilisierung eine Auswahl von zwei Klonen pro Isotyp, mit
Ausnahme von Ratte 1gG2a, von dem von vornherein nur ein Antikdrper zur Verfi-
gung gestanden hatte.

Es wurden also sieben der zwolf instabilen Klone der Stabilisierung unterzogen, um

in gleichbleibender Qualitat fir weitere Tests zur Verfigung zu stehen.

4.2 Nach der Stabilisierung liegen methodenspezifische Antikdrper

vor

4.2.1 Untersuchungen der stabilisierten Klone bestatigen deren

unterschiedliche Eignung fur einzelne Methoden

Nach erfolgreicher Stabilisierung fluhrten wir erneut Western Blot- und durchfluss-
zytometrische Analysen der Klone durch, um Aufschluss tber eventuell aufgetretene
Anderungen im Reaktionsverhalten der Antikérper zu erhalten. AuRerdem erwei-
terten wir den Test um die Methoden Immunzytochemie (ICC), Immunhistochemie
(IHC) und Immunpréazipitation (IP). Besonders die Eignung fir die Immunprazipitation
war fir uns von grol3em Interesse, da der bisher von uns verwendete polyklonale
Antikorper aus dem Kaninchen in dieser Methode wiederholt nicht dazu in der Lage

gewesen war, equines Septin7 anzureichern.

4.2.1.1 Im Western Blot detektieren funf stabile Klone equines Septin7

Die stabilisierten anti-eqSeptin7-Antikdrper-Klone wurden im Western Blot auf ihre
Bindungseigenschaften an Septin7 getestet. Erfreulicherweise konnten finf der
sieben stabilisierten Klone equines Septin7 im Western Blot detektieren. Lediglich ein
Klon hatte durch den Vorgang der Stabilisierung seine Eignung fir die Detektion von
Septin7 im Western Blot eingebuf3t. Dabei handelte es sich um den Klon 17D7, der
vor der Stabilisierung eine schwache Reaktion auf Septin7 im Western Blot gezeigt
hatte (vgl. Abb. 4.1), sich nun aber, wie nach wie vor auch der Ratte-IgG1-Klon 20A2
(Abb. 4.3 20A2), negativ darstellte (Abb. 4.3 17D7). Die Klone des Isotyps Maus
I[gG2a und Ratte 1gG2c detektierten Septin7 deutlich, banden jedoch auch
verschieden stark unspezifisch an weitere Proteine (Abb 4.3 28A4, 26A4, 19A4,
12E10). Da bei keiner der unspezifischen Banden Verwechslungsgefahr mit der
spezifischen Septin7-Bande bestand, waren diese Klone fir die Detektion von
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Septin7 im Western Blot dennoch gut geeignet. Uberraschenderweise zeigte der
Klon 1H8 in allen nach der Stabilisierung durchgefiihrten Western Blots
ausgezeichnete Bindungseigenschaften an Septin7 und stellte es sehr spezifisch dar
(Abb. 4.3 1H8), obwohl der Klon in dem vor Stabilisierung angefertigten Western Blot
Septin7 nicht hatte nachweisen konnen (vgl. Abb. 4.1). Da eine Verbesserung der
Bindungseigenschaften im Zuge der Stabilisierung jedoch unwahrscheinlich ist,
handelte es sich hierbei aller Wahrscheinlichkeit nach um technische Unterschiede
zwischen den Western Blots vor und nach der Stabilisierung durch Reklonierung. Der
Klon 1H8 war nun sehr gut fir den Einsatz im Western Blot geeignet.
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Abb. 4.3: Reprasentativer Western Blot zum Bindungsverhalten der monoklonalen anti-eqSeptin7-
Antikorper-Klone an equine PBL. rablgG = Isotyp Kaninchen IgG; migG = Isotyp Maus IgG; rigG =
Isotyp Ratte 1gG; ITK = Isotypkontrolle; pAB = polyklonaler anti-Septin7-Antikérper aus dem
Kaninchen. Der Kasten markiert die Hohe von Septin7 (ca. 49 kDa).

Funf der sieben stabilisierten Klone detektierten equines Septin7 im Western Blot.

Zur eingehenderen Charakterisierung der stabilisierten Klone wurde auch ihre Kreuz-
reaktivitdt mit Septin7 anderer Spezies im Western Blot Gberprift. Der Klon 20A2, der
equines Septin7 nicht detektieren konnte, band auch bei keiner anderen der
getesteten Spezies (Abb. 4.4 20A2). Der Klon 17D7 hingegen, der nach der Stabili-
sierung equines Septin7 ebenfalls nicht detektierte, erkannte das humane Protein im
Western Blot (Abb. 4.4 17D7, Streifen 1). Jeweils beide Klone der Isotypen Maus
IgG2a (Abb. 4.4 28A4 und 26A4) und Ratte IgG2c (Abb. 4.4 19A4 und 12E10) sowie
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der Ratte IgG1-Klon 1H8 (Abb. 4.4 1H8) banden humanes Septin7 (jeweils Streifen I)
zusatzlich zum equinen Protein (Streifen 1V). Die Klone 26A4 und 19A4 detektierten
auRerdem schwach das Protein des Huhns und des Rindes (Abb. 4.4 26A4 und
19A4, Streifen Il und Ill). Ingesamt waren also sechs der sieben Klone kreuzreaktiv

mit humanem und zwei schwach mit gallinem und bovinem Septin?7.
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Abb. 4.4: Western Blots zum Bindungsverhalten der anti-eqSeptin7-Antikorper-Klone an humane (1),
galline (II), bovine (Ill) und equine (1V) PBL.

Der Kasten markiert die Hohe von Septin7 (ca. 49 kDa). Sechs von sieben Klonen reagieren mit
humanem, zwei auch mit gallinem und bovinem Septin7.

4.2.1.2 Ein Klon detektiert Septin7 sehr gut in der Durchflusszytometrie

Auch fir die Durchflusszytometrie konnte ein sehr gut zur Septin7-Detektion geeig-
neter Klon gefunden werden. Die Klone 28A2, 20A2 und 17D7 banden nach der
Stabilisierung nicht mehr an Septin7 (Abb. 4.5 28A2, 20A2 und 17D7; vgl. Abb. 4.2).
Auch der Klon 19A4 hatte durch die Stabilisierung an Qualitat hinsichtlich der
Septin7-Detektion in der Durchflusszytometrie verloren und band nun nur noch
mafiig. Der Klon 1H8 zeigte in diesem Experiment, wie auch 26A4, eine weiterhin
gute Bindungsaffinitat an Septin7 in der Durchflusszytometrie (Abb. 4.5 1H8 und
26A4). Der Klon 12E10 reagierte nach wie vor sehr gut (Abb. 4.5 12E10). Nach der
Stabilisierung eignete sich also ein Klon sehr gut und zwei weitere gut fur die Detek-
tion von Septin7 in der Durchflusszytometrie.
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Abb. 4.5: Reprasentative Uberlagerungshistogramme zum Bindungsverhalten der stabilen anti-
eqSeptin7-Antikdrper-Klone an Septin7 (schwarzer Graph) und entsprechender Isotypkontrollen
(grauer Graph) in der Durchflusszytometrie von equinen Lymphozyten (n = 4).

Die X-Achse beziechnet die Fluoreszenzintensitat von Septin7, auf der Y-Achse ist die Zahl der
gemessenen Events aufgetragen. Pop: Die Analyse der Bindungseigenschaften wurde an der
Lymphozytenpopulation durchgefiihrt; pAB: Positivkontrolle, Bindung von eqSeptin7 durch den
polyklonalen anti-Septin7-Antikérper aus dem Kaninchen. Vier stabile Klone detektieren Septin7 in der

Durchflusszytometrie, am besten der Klon 12E10.
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4.2.1.3 Drei der anti-Septin7-Antikdrper-Klone kénnen zur Detektion von

equinem Septin7 in der Immunzytochemie eingesetzt werden

Zur Uberprifung ihrer Eignung fir eine weitere Methode wurden die stabilisierten
Klone auf ihre Bindungseigenschaften an eqSeptin7 in der Immunzytochemie unter-
sucht. Drei der Klone reagierten hier deutlich positiv, drei weitere schwéacher.

Der Klon 17D7 war, wie seine Isotypkontrolle, negativ (Abb. 4.6 Panel rigG2a). Die
beiden Klone vom Isotyp Ratte IgG2c (19A4 und 12E10) zeigten zwar eine Reaktion,
diese beschrankte sich jedoch ausschlie3lich auf die peripheren Zellbereiche, die
wahrscheinlich nicht die gesamte Lokalisation von Septin7 widerspiegeln (Abb. 4.6,
Panel rlgG2c). Die Reaktion glich zudem der der entsprechenden Isotypkontrolle,
weshalb diese Klone nicht flir die Immunzytochemie verwendet werden sollten.
Bezogen auf ihre Isotypkontrolle reagierten die Klone des Isotyps Ratte IgGl
schwach (Abb. 4.6 Panel rigG1), der Klon 1H8 hob sich jedoch positiv ab, da er ein
starkeres Bindungsmuster aufwies als der Klon 20A2 und vermehrt zytoplasmatische
Strukturen anfarbte. Uberzeugen konnten hier vor allem die Klone des Isotyps Maus
lgG2a, 28A4 und 26A4 (Abb. 4.6, Panel mligG2a), die Septin7 auf equinen PBL sehr
gut bzw. gut anfarbten.
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Abb. 4.6: Reprasentative Immunzytochemie zum Bindungsverhalten der stabilisierten anti-eqSeptin7-

Antikdrper-Klone an equine PBL.

Dargestellt sind die Differentialinterferenzkontrast-Aufnahme (DK), Isotypkontrollen (ITK) sowie die
stabilisierten anti-eqSeptin7-Antikérper-Klone. Gebundener primarer Antikorper stellt sich griin dar, die
Zellkerne sind in blau angefarbt (DAPI). rablgG = Isotyp Kaninchen IgG; migG = Isotyp Maus IgG;
rlgG = Isotyp Ratte IgG; pAB = polyklonaler anti-Septin7-Antikérper aus dem Kaninchen. Drei der
sieben Antikdrperklone detektierten eqSeptin7 gut bis sehr gut, drei weitere maRig.
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4.2.1.4 Drei Klone detektieren equines Septin7 in der Immunhistochemie

Auch in der Immunhistochemie wurden die stabilisierten Klone auf ihre Septin7-
Bindungsaffinitat getestet. Weitgehend stimmten die Ergebnisse dieser Untersu-
chung mit der der Immunzytochemie Uberein, jedoch gab es einige Ausnahmen. Vor
allem war in der Immunhistochemie die ganzheitlichere Betrachtung eines Zellver-
bandes (hier Lymphknoten) mdglich, wodurch, anders als in der Immunzytochemie,
eine Differenzierung unspezifischer und spezifischer Reaktionen der anti-Septin7-
Antikorper getroffen werden konnte. Drei der Antikorper-Klone waren geeignet,
Septin7 in der Immunhistochemie zu detektieren.

Einer der Klone des Isotyps Ratte IgG1, 20A2, war in der Immunhistochemie ganzlich
negativ, der zweite Ratte 1gG1-Klon 1H8 zeigte sich jedoch als fur die Immunhisto-
chemie gut geeignet (Abb. 4.7 Panel rigG1). Der Klon 17D7 vom Isotyp Ratte IgG2a
zeigte das gleiche Bindungsmuster an Zellen des equinen Lymphknotens wie seine
Isotypkontrolle (Abb. 4.7 Panel rlgG2a) und sollte deshalb nicht fur immunhisto-
chemische Studien zu Septin7 herangezogen werden. Das Reaktionsmuster der
Ratte 1gG2c-Klone 19A4 und 12E10 glich dem der entsprechenden Isotypkontrolle
(Abb. 4.7 Panel rigG2c). Auch diese eignen sich also nicht zur Detektion von Septin7
mittels der Immunhistochemie. Die besten Bindungseigenschaften zeigten auch hier
die Klone 28A4 und 26A4, die beide eine deutliche Farbung des ubiquitar vorkom-
menden Septin7 in equinen Lymphknoten bewirkten (Abb. 4.7 Panel migG2a).

91



Ergebnisse

DK/rablgG

mlgG2a

rigG1l

rigG2a

rigG2c

Abb. 4.7: Immunhistochemie zum Bindungsverhalten der stabilisierten anti-eqSeptin7-Antikdrper-
Klone an equine Mandibularlymphknoten.

Dargestellt sind die Differentialinterferenzkontrast-Aufnahme (DK), Positiv- (pAB) und Isotypkontrollen
(ITK), sowie die stabilisierten anti-eqSeptin7-Antikdrper-Klone. Gebundener primarer Antikdrper stellt
sich griin dar, die Zellkerne sind in blau angefarbt (DAPI). rablgG = Isotyp Kaninchen IgG; migG =
Isotyp Maus IgG; rlgG = Isotyp Ratte IgG; pAB = polyklonaler anti-Septin7-Antikdrper aus dem
Kaninchen. Drei der sieben monoklonalen Antikérperklone detektierten eqSeptin7 in der

Immunzytochemie.
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4.2.1.5 Sechs der sieben Klone reichern Septin7 in der Immunprazipitation an

Von Interesse war auf3erdem die Eignung der Klone fir die Immunprazipitation als
Methode zur spateren Identifikation von Septin7-Interaktorproteinen. Deshalb wurden
alle stabilisierten Klone und entsprechende Isotypkontrollen fur eine
Immunprazipitation von Septin7 aus equinen PBL verwendet und die in diesem
Experiment gewonnenen Prazipitate mittels Western Blot auf die erfolgte Septin7-
Anreicherung untersucht (Abb. 4.8).

Im Lysat von equinen PBL, das als Proteinquelle fur die Immunprazipitation
verwendet und hier als Positivkontrolle fir den Western Blot aufgetragen wurde, war
die Septin7-Bande auf ca. 49 kDa deutlich erkennbar (Abb. 4.8 Input). Eine
ebensolche Bande zeigte sich auch im Western Blot der Prazipitate aller Klone, mit
Ausnahme von 20A2 (Ratte IgG1; Abb. 4.8 20A2). Die Klone 28A4, 26A4, 1H8, 19A4
und 12E20 (Abb. 4.8, gleichnamige Streifen) zeigten sehr starke, deutliche Banden
um die erwartete Ho6he und konnten somit als gut geeignet fur die Immunprazipitation
von Septin7 betrachtet werden. Am eindeutigsten war jedoch die Immunprazipitation
von Septin7 durch den Klon 17D7, dessen Prazipitat im Western Blot eine scharf
begrenzte Bande auf der erwarteten HOhe zeigte (Abb. 4.8 17D7). Alle
Isotypkontrollen der anti-eqSeptin7-Klone waren auf der Hohe von Septin7 negativ
(Abb. 4.8 ITK). Lediglich die Isotypkontrolle des polyklonalen anti-Septin7-Antikérpers
zeigte eine Bande, die aber schwacher war als die im Préazipitat des polyklonalen
Antikorpers selbst (Abb. 4.8 rablgG). Insgesamt kdnnen also sechs der sieben anti-
Septin7-Antikdrper Septin7 aus equinen PBL mittels Immunprézipitation anreichern,

davon liefert der Klon 17D7 das spezifischste Ergebnis.

93



Ergebnisse

IP: Septin7-Klone
rigGl rigG2a rigG2c

rablgG mlgG2a

E oy B S 8wu By 2D

o v v v v L

| o0 W o L ™~ gy N

kDa £ @aF S FEFQR8ERITENEZSY
135 =
100 w—
75 m—
63 m—

P - ==l ws: septin7

35 -

25 w— .

Abb. 4.8: Anreicherung von Septin7 in Immunprazipitaten (IP) der anti-eqSeptin7-Antikdrper nach
Stabilisierung aus equinen PBL.

Der Kasten markiert die Héhe von Septin7 im Western Blot (WB) (ca. 49 kDa). rablgG = Isotyp Kanin-
chen IgG; mlgG = Isotyp Maus 1gG; rlgG = Isotyp Ratte 1gG; Input = Positivkontrolle; BL = Negativ-
kontrolle, ITK = Isotypkontrolle; pAB = polyklonaler anti-Septin7-Antikbrper aus dem Kaninchen. Sechs

der sieben Antikérperklone prazipitierten Septin7 aus equinen PBL.

4.2.2 Funf der acht stabilisierten Klone haben hervorragende Bindungs-

eigenschaften an Septin7 des Pferdes

Durch die vorangegangen Versuche konnte gezeigt werden, dass die stabilisierten
anti-eqSeptin7-Antikorper-Klone unterschiedlich gut fir den Nachweis von Septin7 in
verschiedenen Methoden geeignet waren. Zur Zusammenfassung der Ergebnisse
der in den Kapiteln 4.2.1.1 bis 4.2.1.5 dargelegten Versuche dient Tab. 4.2. Der Klon
20A2 konnte in keiner der getesteten Methoden Uberzeugen. Hingegen waren alle
anderen Klone in mindestens einer dieser wichtigen proteinanalytischen Methoden
gut oder sehr gut zum Nachweis von Septin7 geeignet.

Im Western Blot reagierte der Ratte IgG1-Klon 1H8 (Tab. 4.2, Nr. 4) am spezifischs-
ten auf Septin7, aber auch die Klone der Isotypen Maus IgG2a und Ratte 1gG2c
konnen kinftig vorbehaltlos verwendet werden. In der Durchflusszytometrie
uberzeugte vor allem der Klon 12E10 (Tab. 4.2, Nr. 7). Immunhisto- und immunzyto-
chemische Studien sollten kinftig bevorzugt mit einem der Klone des Isotyps Maus
IgG2a, 28A4 oder 26A4 (Tab. 4.2, Nr. 1 und 2) durchgefuihrt werden. Sollte jedoch,

beispielsweise flr Doppelfarbungen, ein anderer Isotyp bendtigt werden, bietet sich
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dafir vor allem der Klon 1H8 (Ratte IgG1; Tab. 4.2, Nr. 4) an. Bei der Immunprazi-
pitation reicherten alle Klone auf3er 20A2 Septin7 zufriedenstellend an, wobei der
Klon 17D7 fur diese Methode hoch spezifisch ist.

Funf der sieben Klone, die zur Stabilisierung ausgewahlt wurden, konnten also in
mindestens einer der getesteten Methoden mit sehr guten Ergebnissen Uberzeugen.
Damit konnten erstmals monoklonale Antikérper gegen equines Septin7 charak-
terisiert werden, die teilweise im Western Blot eine Kreuzreaktivitdt mit anderen
Spezies, vor allem mit dem Menschen, zeigen. Besonders erfreulich ist dabei, dass
nun fir jede proteinanalytisch relevante Methode mindestens ein spezifischer
Antikdrper mit herausragender Eignung zum Septin7-Nachweis zur Verfiigung steht.
Zusatzlich konnten wir aul3erdem einen Antikérper erzeugen, den Klon 26A4, der fur
jede getestete Methode herangezogen werden kann und dabei gute bis sehr gute

Ergebnisse erwarten l&sst.

Nr. | Kion Isotyp Ergi/\e/kénis Eré]:ggis Erg?ékénis Erg?flkénis ErgIeFt;)nis
1 | 28A4 | Maus IgG2a ++ ; T+ Tt t

2 26A4 | Maus IgG2a ++ ++ ++ +++ ++

3 20A2 | Ratte IgG1 - - + - -

4 1H8 Ratte IgG1 +++ ++ ++ ++ ++

5 17D7 | Ratte IgG2a - - - - +++

6 19A4 | Ratte IgG2c ++ + + - ++

7 12E10 | Ratte IgG2c ++ +++ + - ++

Tab. 4.2: Screening-Ergebnisse der stabilisierten anti-eqSeptin7-Antikérper-Klone in Western Blot

(WB),

Durchflusszytometrie (FACS),

Immunpréazipitation (1P).

- : keine Bindung von Septin7.

+ : méRige Bindung von Septin7.

++ : gute Bindung von Septin7.

+++ : sehr gute Bindung von Septin7.

Immunzytochemie (ICC),

Funf der sieben Klone detektierten Septin7 in mindestens einer Methode sehr gut.
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4.3 Septin7 ist zwischen Blut- und intraokuldren Lymphozyten bei

der ERU differentiell reguliert

4.3.1 Die Septin7-Expression ist in VL erhdht

Wie vorherige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, ist Septin7 in
peripheren Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden geringer exprimiert als bei
augengesunden Kontrollen (Degroote et al. 2014). Die Regulation von Septin7 in
Zellen, die wahrend der wiederkehrenden Entziindungsschibe bei der ERU Uber die
BRS ins Auge transmigrieren (VL), im Vergleich zu peripheren Lymphozyten von
ERU-Patienten sollte im Zuge dieser Arbeit naher untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurde eine durchflusszytometrische Analyse von peripheren Lymphozyten
und VL ERU-kranker Tiere durchgefihrt. Die bereits aus der Vorarbeit bekannte
Expressionsminderung in peripheren Lymphozyten der ERU-Tiere im Vergleich zu
denen gesunder Pferde (Degroote et al. 2014) bestatigte sich in diesem Versuch
(Abb. 4.9, vgl. weil3e und hellgraue Saule). In intraokularen Lymphozyten stieg
Septin7 Uberraschenderweise wiederum stark an und wurde 4,7-mal so stark
exprimiert wie in den peripheren Lymphozyten derselben Tiere (Abb. 4.9, vgl.
hellgraue und dunkelgraue Saule).

MFI-Faktor Septin7
F<Y
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Abb. 4.9: Anderung der Expressionsstarke von Septin7 in peripheren Lymphozyten gesunder Pferde
(Ly gsd; weil3e Saule; n = 5) und intraokularen Lymphozyten von ERU-Patienten (Ly VL, dunkelgrau;
n =5) gegenlber peripheren Lymphozyten der gleichen ERU-Patienten (Ly ERU; hellgraue Saule;
n = 5).Der Mittelwert der mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) von Septin7 der Ly ERU wurde
gleich 1 gesetzt (+ 0,4). Im Vergleich dazu stieg die MFI in Ly VL der gleichen Tiere um den Faktor
4,7 £ 2,1. Als Positivkontrolle untersuchte Ly gsd exprimierten 1,4-mal (+ 0,2) so viel Septin7 wie Ly

ERU. Diese Veranderungen waren nicht statistisch signifikant.
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Interessant war nach der Entdeckung dieser deutlichen Regulation auf Lymphozyten
aus VL, inwieweit sich diese auf Expressionsdnderungen in den einzelnen
Subpopulationen von peripheren und intraokuldren Lymphozyten zurlckflhren
lieRen. Zum Zweck, dazu Informationen zu erhalten, wurden diese Subpopulationen
in peripheren und intraokularen Lymphozyten eines weiteren ERU-Pferdes
durchflusszytometrisch auf ihre Septin7-Expression untersucht. Dabei zeigten sich
deutliche Veranderungen der Septin7-Expressionen zwischen diesen Zellen. So sank
die Septin7-Expression in intraokularen B-Zellen auf 78% des Wertes der peripheren
B-Zellen des gleichen Tieres (vgl. Abb. 4.10 L und K), wéhrend sie in beiden T-Zell-
Subpopulationen, Cluster of Differenciation (CD) 4" und CD8" Zellen, in VL jeweils
deutlich um den Faktor 6,4 anstieg (vgl. Abb. 4.10 E und F, H und I). Die Expression
von Septin7 in intraokularen Lymphozyten Uuberstieg auch die in peripheren

Lymphozyten des gesunden Tieres bei weitem.
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Abb. 4.10: Veranderung der Septin7-Expression auf CD4*, CD8" und B-Zellen (CD79a") zwischen
Lymphozyten aus gesunden PBL (PBL gsd) PBL eines ERU-Tieres (PBL ERU) und VL des ERU-

Tieres (VL).

Im obersten Panel (A-C) ist die zur Analyse gegatete Lymphozytenpopulation gezeigt. Die folgenden
drei Panele sind Darstellungen der Doppelfarbungen von Septin7 und dem entsprechenden
Populationsmarker (D-F: CD4; G-I: CD8; J-L: CD790a) und beziehen sich auf die Zellen innerhalb der
roten Markierung in A, B oder C. Pro Panel sind jeweils Lymphozyten des gesunden Tieres (A, D, G
und J), des an ERU erkrankten Tieres (B, E, H und K) und VL desselben an ERU erkrankten Tieres
(C, F, I und L) vergleichend angeordnet. In A-C bezeichnet die Y-Achse den Sideward Scatter (SSC),
die X-Achse den Forward Scatter (FSC). In D-L ist auf der Y-Achse die Expression von CD4 (T-
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Helferzellen), CD8 (zytotoxische T-Zellen) und CD79a (B-Zellen), auf der X-Achse die Expression von
Septin7 aufgetragen. Alle dargestellten Zellen sind positiv fir Septin7. Die blaue Linie bezeichnet die
Grenze zwischen fur den entsprechenden Marker (CD4, CD8, CD79a) positiven und negativen Zellen.
Zusétzlich befindet sich in jeder Teilabbildung der Wert der MFI von Septin7 fir die Marker-positive
Population. Septin7 ist in CD4" und CD8" VL jeweils 6,4-mal so stark, in B-Zellen hingegen schwécher

exprimiert als in den entsprechenden Subpopulationen peripherer Lymphozyten des ERU-Tieres.

Die differentielle Regulation zwischen peripheren und intraokularen Lymphozyten bei
der ERU wurde mittels Immunzytochemie an diesen Zellen eines weiteren ERU-
Patienten bestatigt (Abb. 4.11). Auch dieser Versuch ergab eine etwa
gleichbleibende Expression von Septin7 in B-Zellen aus VL (vgl. Abb. 4.11 E und F),
wahrend Septin7 in CD4" und CD8" VL deutlich starker exprimiert war als in den
entsprechenden Subpopulationen der peripheren Lymphozyten desselben ERU-
Tieres (vgl. Abb. 4.11 A und B, C und D).

Ly ERU Ly VL

¢
F

cD4 i
Y

CD8

B-Zellen

Abb. 4.11: Expressionsmuster von Septin7 auf CD4', CD8" und B-Zell-Subpopulationen von
peripheren (Ly ERU; A, C, E) und intraokularen Lymphozyten (Ly VL; B, D, F) von an ERU erkrankten
Pferden in der Immunzytochemie. In griin ist jeweils Septin7 zu sehen, in rot ist der entsprechende
Populationsmarker (A-B: CD4; C-D: CD8; E-F: IgM) dargestellt. Die Zellkerne sind blau (DAPI)
angefarbt. Die Uberlagerung des Zellkerns mit Septin7 stellt sich hellblau dar .Die Septin7-Expression
steigt in CD4" und CD8" VL an und bleibt zwischen peripheren und intraokuldren B-Zellen

unverandert.
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4.3.2 Septin7-defiziente Zellen migrieren vermehrt durch equines RPE

Die Transmigration von Leukozyten dber immunologische Barrieren stellt ein
Schlusselereignis bei der Pathogenese der ERU dar (Degroote et al. 2013). In
murinen T-Zellklonen konnte nachgewiesen werden, dass die Transmigrationsrate
Septin7-defizienter Zellen gegentber der von Kontrollzellen signifikant erhoht ist
(Tooley et al. 2009). Zu einer moglichen Bedeutung der differentiellen Regulation von
Septin7 bei der ERU fur die Transmigration der Effektorzellen wurden bisher jedoch
keine Studien durchgefuhrt. Deshalb wurde fir den nachsten Versuch als erstes
mittels spezifischer small interfering (si) RNA die Septin7-Expression in equinen PBL
signifikant (p < 0,05) um 50% verringert (Silencing) (Abb. 4.12 A). Die so Septin7-
gesilencten Zellen wurden in einem Transmigrationsassay Uber equine retinale
Pigmentepithel (RPE)-Zellen auf ihre Transmigrationseigenschaften untersucht. Die
Zahl der gewanderten PBL nach drei Stunden betrug fur die mit Kontroll-siRNA
behandelten Zellen 53.000 + 9.000, fur die Septin7-gesilencten Zellen 68.000 £
23.000. Es zeigte sich also, dass die Septin7-defizienten PBL eine durchschnittlich
um 28% gesteigerte Transmigrationsrate gegeniber den mit Kontroll-siRNA
behandelten Zellen aufwiesen (Abb. 4.12 B). Die Verringerung der Septin7-
Expression in equinen PBL verbesserte in diesem Versuch somit deren Fahigkeit,

immunologische Barrieren, wie das RPE, zu tGberwinden.
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Abb. 4.12: Einfluss des Silencings von Septin7 auf die Transmigrationsfahigkeit equiner PBL.

A: Verifizierung der reduzierten Septin7-Expression Septin7-gesilencter PBL im Western Blot (n = 4).
Die Septin7-Expression war nach Silencing (siSep7; graue Saule) verglichen mit Kontroll-gesilencten
PBL (siKtr; weiRe Saule) signifikant (p = 0,02) auf 52% (+13%) reduziert (n = 4).

B: Zahl transmigrierter Kontroll- (siKtr; weiRe Séaule) und Septin7-gesilencter PBL (siSep7; graue
Saule) (n=4). PBL mit verringerter Septin7-Expression durch Septin7-Silencing (siehe A)
transmigrieren 28% starker (graue Saule) als mit Kontroll-siRNA behandelte PBL (weil3e Saule).
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4.4 Identifikation von Septin7-Interaktoren

Der vorangegangene Versuch zur Transmigrationsrate Septin7-defizienter Zellen
zeigte, dass die Expressionsstarke von Septin7 Einfluss auf das
Wanderungsverhalten von equinen PBL Uber die Blut-Retina-Schranke und damit auf
die Entwicklung der Symptomatik der ERU nehmen koénnte (Abb. 4.12). Die
differentielle Regulation von Septin7, sowohl zwischen gesunden peripheren
Lymphozyten und solchen von an ERU erkrankten Pferden (Degroote et al. 2014) als
auch zwischen peripheren und intraokularen Lymphozyten ein und desselben ERU-
Patienten (siehe Kap. 4.3.1), deutete auf eine mogliche Schlisselrolle dieses
Proteins in der Pathogenese der ERU hin.

Als zytoskelettale Proteine (Dolat et al. 2014) stehen Septine funktionell mit einer
Vielzahl weiterer Proteine in Verbindung (Rosenbaum et al. 2009). Durch die Suche
nach Interaktoren von Septin7 sollten also weitere Informationen Uber das
Zusammenspiel von Septin7 mit anderen, moglicherweise fur die Entstehung der
ERU relevanten Proteinen gewonnen werden, um dadurch die fur die gesteigerten
Transmigrationszahlen nach Septin7-Silencing (Abb. 4.12 B) verantwortlichen

Mechanismen aufzuklaren.

4.4.1 Mittels Immunprazipitation und Massenspektrometrie konnten

potentielle Septin7-Interaktoren bestimmt werden

Frihere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass sich die Analyse
massenspektrometrisch  generierter Daten hervorragend eignet, um die
Proteinzusammensetzung zweier Proben vergleichend zu untersuchen und
beispielsweise zwischen zwei Konditionen differentiell regulierte (Szober et al. 2012,
Uhl et al. 2014) oder technisch speziell angereicherte Proteine (Degroote et al. 2013)
ausfindig zu machen.

Da unser Augenmerk in dieser Arbeit insbesondere auf den mit Septin7 in engem
Kontakt stehenden Proteinen des Lymphozytenproteoms lag, fuhrten wir eine
Immunpréazipitation von Septin7 aus mittels Dichtegradientenzentrifugation
préaparierten equinen PBL durch. Proteine, die im als Proteinquelle verwendeten
Zelllysat in strukturellem Zusammenhang mit Septin7 standen, wurden so mit diesem
gemeinsam angereichert. Die massenspektrometrische Untersuchung des Préazipitats

ergab eine 1189-fache Anreicherung von Septin7 im Eluat des monoklonalen anti-
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egSeptin7-Antikorpers (Tab. 4.3, Nr. 13), was das Gelingen dieses Experiments und
damit auch erneut die erfolgreiche Herstellung von Antikérpern, die fir die
Immunprazipitation von Septin7 des Pferdes geeignet sind, untermauerte. Weitere 47
Proteine, die nie zuvor als Septin7-Interaktoren beim Pferd beschrieben worden
waren, wurden mit Septin7 ko-préazipitiert und waren im Prézipitat des anti-Septin7-
Antikbrpers mindestens 25-fach starker angereichert als in dem des
Kontrollantikdrpers (Tab. 4.3).

Nr. * | Proteinname B Accession Nummer € Ratio °
1 Actin related protein 2/3 complex, subunit 2 ENSECAP00000009522 114376
2 Histone H2A ENSECAP00000001117 3346
3 Cell division cycle 42 ENSECAP00000003324 2529
4 Capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1 ENSECAP00000014750 2355
5 Myosin, light chain 6, alkali, smooth muscle and non-muscle ENSECAP00000016002 2283
6 Actin, cytoplasmic 2 ENSECAP00000016124 1710
7 Septin 6 ENSECAP00000021088 1602
8 Histone cluster 1, H2bj ENSECAP00000001004 1546
9 Vimentin ENSECAP00000004638 1365
10 Fibrinogen alpha chain ENSECAP00000008007 1348
11 C-reactive protein, pentraxin-related ENSECAP00000022415 1343
12 Actinin, alpha 1 ENSECAP00000017987 1331
13 | Septin 7 ENSECAP00000020433 1189
14 | Dedicator of cytokinesis 8 ENSECAP00000010583 1063
15 | Myosin IG ENSECAP00000016084 930
16 Flotillin 2 ENSECAP00000010141 776
17 Protein S100-A8 ENSECAP00000007199 750
18 | Tropomodulin 3 (ubiquitous) ENSECAP00000018986 686
19 | Cathepsin G ENSECAP00000003203 673
20 | Septin2 ENSECAP00000015383 622
21 Stomatin ENSECAP00000010841 560
22 | S100 calcium binding protein A12 ENSECAP00000007652 488
23 | Histone H4 ENSECAP00000001598 482
24 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 ENSECAP00000020855 458
25 Tropomyosin 4 ENSECAP00000019820 374
26 | S100 calcium binding protein A9 ENSECAP00000008026 316
27 | Tropomyosin 3 ENSECAP00000009031 306
28 Eosinophil peroxidase ENSECAP00000015423 233
29 | Galectin-9B ENSECAP00000020301 208
30 Myeloperoxidase ENSECAP00000005617 177
31 Tubulin, beta class | ENSECAP00000017687 147
32 Myosin, heavy chain 9, non-muscle ENSECAP00000019288 142
33 Pyruvate kinase, muscle ENSECAP00000006544 134
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34 Granulin ENSECAP00000016040 92
35 | Gelsolin ENSECAP00000017333 84
36 | Septin 11 ENSECAP00000005055 76
37 Rho GTPase activating protein 4 ENSECAP00000021106 66
38 | Capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta ENSECAP00000007282 64
39 Myosin IF ENSECAP00000014940 57
40 Fibrinogen beta chain ENSECAP00000008406 48
41 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 ENSECAP00000012462 a7
42 Laktotransferrin ENSECAP00000019516 46
43 Keratin 16 ENSECAP00000004544 43
44 Bactericidal/permeability-increasing protein ENSECAP00000019804 43
45 Myosin XVIIIA ENSECAP00000018749 41
46 | Keratin 5 ENSECAP00000018010 33
a7 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 3, X-linked ENSECAP00000008443 31
48 Profilin ENSECAP00000001190 25

Tab. 4.3: Massenspektometrisch aus dem Septin7-Immunpréazipitat identifizierte Proteine.

A: Fortlaufende Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C: Identifikationsnummer des Proteins
aus Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index); D: Ratio (Verhaltnis der
Expression des Proteins im Prazipitat des anti-Septin7-Antikérpers zu der im Prazipitat der
Isotypkontrolle). 47 Proteine wurden bei der Immunprézipitation von Septin7 aus equinen PBL ko-
angereichert.

4.4.2 Vimentin und Laktotransferrin kénnen als Interaktoren von Septin 7

des Pferdes verifiziert werden

Aus dieser Vielzahl von Proteinen wurden zwei ausgewahlt, die funktionell von
besonderem Interesse waren. Eines davon, Vimentin (Tab 4.3 Nr. 9), ist ein Protein
zytoskelettaler Intermediarfilamente (Dave and Bayless 2014), das die Flexibilitat des
Zytoskeletts beeinflusst (David et al. 2014), was fur die Transmigration von
Leukozyten Uber immunologische Barrieren hoch interessant ist. Das Protein
Laktotransferrin (Tab 4.3 Nr. 42) hat umfassende Funktionen beim angeborenen und
erworbenen Immunsystem (de la Rosa et al. 2008). So begunstigt es beispielsweise
die Differenzierung von CD4" Zellen (Dhennin-Duthille et al. 2000) und nimmt damit
Ausbildung der Tpl-

proinflammatorischen Bedingungen (Hwang et al. 2014).

auch Einfluss auf die und Tpl7-Antwort unter

Als Verifikationsexperiment fir die ausgewdahlten Kandidaten diente eine zweite

Immunprazipitation, bei der zur wissenschaftlichen Bestatigung der Interaktion

zwischen Septin7 und den Kandidaten Antikorper gegen die potentiellen

Interaktorproteine eingesetzt wurden. Ein Western Blot von den Prazipitaten dieser
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Antikorper wurde anschlielend mit einem anti-eqSeptin7-Antikdrper-Klon inkubiert
um nun umgekehrt auf das Vorhandensein von Septin7 in diesen Proben zu
untersuchen (Ruckwaérts-IP).

Das Prazipitat des Proteins Laktotransferrin, welches mit Septin7 46-fach ko-
angereichert war (Tab 4.3 Nr. 42), enthielt deutlich nachweisbar Septin7 (Abb. 4.13
aLTF). Allerdings befand sich auch im Eluat der entsprechenden Isotypkontrolle
Septin7 in groRen Mengen (Abb. 4.13 zIgG ITK), so dass es zur endgultigen
Bestatigung weiterer Versuche bedarf.

Im Prazipitat des anti-Vimentin-Antikorpers gelang der Nachweis von Septin7 nicht
(Abb. 4.13 aVimentin).
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Abb. 4.13: Anreicherung von Septin7 in den Immunprazipitaten (IP) des anti (a)-Vimentin- und des a-
Laktotransferrin (LTF)-Antikdrpers. Der Kasten markiert die Hohe von Septin7 im Western Blot (WB)
(ca. 49 kDa).

rigG = Isotyp Ratte IgG; mlgG = Isotyp Maus IgG; zIgG = Isotyp Ziege IgG; Input = Positivkontrolle;
BL = Negativkontrolle; ITK = Isotypkontrolle. Die Interaktion von Septin7 mit LTF und Vimentin kann
nicht zweifelsfrei bestatigt werden.

Da die Ruckwarts-IP von Vimentin ohne Erfolg verlaufen war, wurde die Interaktion
von Septin7 und Vimentin mittels eines mit anti-Vimentin-Antikérper inkubierten
Western Blots der Préazipitate untersucht (Abb. 4.14). Hier zeigte sich, dass der
Misserfolg der Rickwarts-IP mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die fehlende Eignung
des anti-Vimentin-Antikbrpers  fuir die Immunprézipitation von Vimentin
zuruckzufihren gewesen war (Abb 4.14 aVimentin), da trotz Nachweis des Proteins
in der Proteinquelle (Abb. 4.14 Input) keine Detektion im anti-Vimentin-Antikdrper-
Prazipitat erfolgte (Abb. 4.14 aVimentin). Vimentin fand sich jedoch im Prazipitat des
anti-Septin7-Antikorpers (Abb. 4.14 aSeptin7), wodurch die Interaktion zwischen
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Septin7 und Vimentin neben der Massenspektrometrie (siehe Tab. 4.3 Nr. 9) noch
mittels einer weiteren Methode bestatigt werden konnte und somit als wahrscheinlich

galt.
IP: Septin7/Vimentin
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Abb. 4.14: Anreicherung von Vimentin in den Immunprazipitaten (IP) des a-Septin7- und des a-
Vimentin-Antikorpers.

Der Kasten markiert die Hohe von Vimentin im Western Blot (WB) (58 kDa).

mligG = Isotyp Maus IgG; rlgG = Isotyp Ratte IgG; Input = Positivkontrolle; BL = Negativkontrolle, ITK
= Isotypkontrolle. Septin7 interagiert hdchst wahrscheinlich mit Vimentin. Der anti-Vimentin-Antikdrper

ist fur die Immunprazipitation nicht geeignet.

4.4.3 Die bestatigten Septin7-Interaktoren sind auf peripheren und

intraokul&ren Lymphozyten bei der ERU differentiell reguliert

Im Folgenden wurden nun durchflusszytometrische Untersuchungen zur
differentiellen Regulation von Vimentin und Laktotransferrin zwischen peripheren und
intraokularen Lymphozyten von ERU-Pferden sowie peripheren Blutlymphozyten
gesunder Spendertiere durchgefiihrt, um Hinweise auf eine Beteiligung der beiden
Septin7-Interaktoren an Regulationsmechanismen bei der Entstehung der ERU zu

erhalten.

4.4.3.1 Vimentin ist in VL niedriger exprimiert als in peripheren Lymphozyten

Vimentin war in VL des ERU-Patienten auf weitaus weniger Zellen exprimiert (12%)
als in seinen peripheren Lymphozyten und Lymphozyten des gesunden Kontrolltieres
(Abb. 4.15 A). Auch die mittlere Expression pro Zelle sank deutlich, jedoch weniger
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stark. Die Vimentin-Expression in peripheren Vimentin® Lymphozyten des ERU-
Patienten sank auf 69% des Wertes bei den entsprechenden Zellen des gesunden
Tieres (vgl. Abb. 4.15 B weil3e und hellgraue Saule). In vitrealen Lymphozyten sank
die Expression weiter und belief sich nur noch auf 51% der Expressionsstarke in
gesunden peripheren Lymphozyten (vgl. Abb. 4.15 B weil3e und dunkelgraue Saule).

100- A 1000- B
a8
T 80 . 800-
> =
Y 60 S 500
£ E
= =
S 40 ~ 400

L

£ :
S 201 200
(-]

oLl , e oLl |

c;;b {3\} %&’ g}’ &5 *4\’
W 3D v ) ) v

Abb. 4.15: Anteil Vimentin-positiver Zellen an Gesamtlymphozyten (A) und Expressionsstarke von
Vimentin in Vimentin® peripheren Lymphozyten eines gesunden (weiRe S&ule) und eines an ERU-
erkrankten Tieres (hellgraue Saule) sowie in intraokuldaren Lymphozyten desselben ERU-kranken
Tieres (dunkelgraue Saule) (B). A: 75% der peripheren Lymphozyten des gesunden Tieres
exprimieren Vimentin, 71% der peripheren Lymphozyten des an ERU erkrankten Tieres und 12% der
intraokuldren Lymphozyten des kranken Tieres. B: Die Expressionsstirke sinkt in Lymphozyten bei
ERU gegenuber den gesunden PBL auf 69% und in intraokularen Lymphozyten weiter auf 51% des

Wertes gesunder Zellen.

Zur genaueren Charakterisierung dieser Expressionsminderung in ERU-
Lymphozyten wurde eine weitere durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt. Die
Expression von Vimentin wurde dabei in Subpopulationen von peripheren
Lymphozyten gesunder und ERU-kranker Pferde sowie in intraokularen Lymphozyten
bei der ERU untersucht (Abb. 4.16). Dabei wurde deutlich, dass die Senkung der
Vimentin-Gesamtexpression in ERU-Lymphozyten verglichen mit denen gesunder
Pferde vor allem die B-Zell-Subpopulation betraf (vgl. Abb. 4.16 J und K). Hingegen
war die weiter reduzierte Gesamtexpression in intraokularen bezogen auf periphere
Lymphozyten desselben ERU-Tieres vor allem auf die starke Absenkung in CD4"
Zellen zurlckzufuhren ist (vgl. Abb. 4.16 E und F).

Die differentielle Regulation von Vimentin zwischen peripheren und intraokulé&ren
Lymphozyten bei der ERU vollzieht sich also vorrangig auf der T-Helferzell-

Subpopulation.
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Abb. 4.16: Veranderung der Vimentin-Expression auf CD4", CD8" und B-Zellen (CD79a") zwischen
Lymphozyten aus gesunden PBL (PBL gsd), PBL eines ERU-Tieres (PBL ERU) und VL des ERU-
Tieres (VL).

Im obersten Panel (A-C) ist die zur Analyse gegatete Lymphozytenpopulation gezeigt. Die folgenden
drei Panele sind Darstellungen der Doppelfarbungen von Vimentin mit einem Populationsmarker (D-F:
CD4; G-I: CD8; J-L: CD79a) und beziehen sich auf die Zellen innerhalb der roten Markierung in A, B
oder C. Pro Panel sind jeweils Lymphozyten des gesunden Tieres (A, D, G und J), des an ERU
erkrankten Tieres (B, E, H und K) und VL desselben an ERU erkrankten Tieres (C, F, | und L)
vergleichend angeordnet. In A-C bezeichnet die Y-Achse den Sideward Scatter (SSC), die X-Achse
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den Forward Scatter (FSC). In D-L ist auf der Y-Achse die Expression von CD4 (T-Helferzellen), CD8
(zytotoxische T-Zellen) oder CD79a (B-Zellen), auf der X-Achse die Expression von Vimentin
aufgetragen. Im oberen linken Quadranten finden sich die einfach Marker-positiven, im unteren
rechten die einfach Vimentin-positiven Events. Der untere linke Quadrant enthalt die negativen Events
und der obere rechte die fir beide entsprechenden Proteine positiven. Zusétzlich befindet sich in
jedem oberen rechten Quadranten der Wert der mittleren Fluoreszenzintensitat von Vimentin fir die
Marker-positive Population. Vimentin ist in CD4" und CD8" VL jeweils weniger stark, in den

intraokularen B-Zellen hingegen starker exprimiert als in peripheren Lymphozyten des ERU-Tieres.

4.4.3.1 Die Laktotransferrin-Expression steigt in VL gegentber peripheren

Lymphozyten

Auch die Laktotransferrin-Expression auf Lymphozyten aus dem Blut von gesunden
und an ERU-erkrankten Pferden sowie intraokularer Lymphozyten bei der ERU
wurde durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil der Laktotransferrin-
exprimierenden Zellen an der Gesamtlymphozytenzahl stieg von durchschnittlich
54% (+ 9%) in peripheren Lymphozyten gesunder Tiere auf 68% (= 4%) bei denen
der ERU-Pferde (vgl. Abb. 4.17 A, weil3e und hellgraue Saule). Auf intraokuléaren
Lymphozyten der ERU-Tiere erfolgte ein weiterer Anstieg, von diesen exprimierten
75% (x 7%) Laktotransferrin (vgl. Abb. 4.17 A, hell- und dunkelgraue S&ule). Noch
deutlicher war die Expressionssteigerung allerdings bei Betrachtung der mittleren
Laktotransferrin-Expression pro Zelle. Hierbei kam es zwischen peripheren
Lymphozyten gesunder und erkrankter Tiere zu keiner nennenswerten Regulation
(vgl. Abb. 4.17 B, weille und hellgraue Sé&ule), wahrend die intraokularen
Lymphozyten erkrankter Pferde Laktotransferrin signifikant (p < 0,05) um den Faktor
8,8 (£ 5,1) hoher exprimierten als die peripheren Blutlymphozyten der gleichen Tiere
(vgl. Abb. 4.18 B, hell- und dunkelgraue Saule).
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Abb. 4.17: Anteil Laktotransferrin (LTF)-positiver Zellen an Gesamtlymphozyten (A) und
Expressionsstérke von LTF (B) in LTF" peripheren Lymphozyten von gesunden (Ly gsd; n = 10; weiRe
Saule) und ERU-kranken Tieren (Ly ERU; n = 23; hellgraue Séule) sowie intraokulérer Lymphozyten
einiger derselben ERU-kranken Tiere (Ly VL; n = 11; dunkelgraue Saule).

A: 54 + 9% der Ly gsd exprimieren LTF, 68 + 6% der Ly ERU und 75 + 7% der Ly VL.

B: Die Expressionsstarke verandert sich in Ly ERU gegeniiber den Ly gsd nicht (Ly gsd = 96 = 16%
von Ly ERU) und steigt in Ly VL gegentber Ly ERU signifikant (p = 0,03) um den Faktor 8,8 (+ 5,1)

an. Lymphozyten in VL exprimierten LTF signifikant starker als periphere Lymphozyten.

Auch diese Veranderungen wurden in einer weiteren durchflusszytometrischen
Analyse beziglich ihrer Verteilung auf die Lymphozyten-Subpopulationen untersucht.
Die erhohte Gesamtexpression von Laktotransferrin in intraokularen Lymphozyten
ergab sich aus einer Expressionssteigerung in allen drei Lymphozyten-
Subpopulationen, wobei auch hier die deutlichste Regulation die CD4" Zellen betraf.
Die Unterschiede in der Fluoreszenzintensitdt von Laktotransferrin zwischen
peripheren Lymphozyten des gesunden und des erkrankten Pferdes waren in allen
Subpopulationen dieser Zellen, wie auch bereits bei der Gesamtexpression zu sehen
gewesen war (Abb. 4.17), gering (vgl. Abb. 4.18 Panel Ly gsd und Panel Ly ERU).
Hier war lediglich eine Steigerung der Expression in CD8" peripheren Lymphozyten
des ERU-Pferdes verglichen mit den Zellen der augengesunden Kontrolle um 32%
zu erkennen (vgl. Abb. 4.18 G und H). Der Unterschied zwischen peripheren und
intraokularen Lymphozyten des untersuchten ERU-Pferdes war hingegen eindeutig.
Verglichen mit den entsprechenden peripheren Lymphozyten-Subpopulationen bei
der ERU stieg die Laktotransferrin-Expression in CD8" VL um den Faktor 2,2 (vgl.
Abb. 4.18 Hund I), in B-Zellen um den Faktor 3,2 (vgl. Abb. 4.18 Kund L) und in
CD4" intraokularen Lymphozyten sogar um den Faktor 6,3 an (vgl. Abb. 4.18
E und F).

109




Ergebnisse

PBL gsd PBL ERU
; A ] B
o |3 5
v | ] ; .
v ]
L R
FSC
D E F
< |1
el
Q| i
A g 931,41 \ﬁ 1049,59 6588,89
e
G . H |
00 3 E
(] . ]
(] ]
1174,73 |§ 1553,35 |3 3441,21
e { :
-i-- ™ (rwr iy T
J K L
o]
a
M~
[}
(=
74,24 _ 77,00 . 232,52

=TT

Abb. 4.18: Veranderung der Laktotransferrin (LTF)-Expression auf CD4', CD8" und B-Zellen
(CD79a") zwischen Lymphozyten aus gesunden PBL (PBL gsd), PBL eines ERU-Tieres (PBL ERU)
und VL des ERU-Tieres (VL).

Im obersten Panel (A-C) ist die zur Analyse gegatete Lymphozytenpopulation gezeigt. Die folgenden
drei Panele sind Darstellungen der Doppelfarbungen von LTF mit einem Populationsmarker (D-F:
CD4; G-I: CD8; J-L: CD79a) und beziehen sich auf die Zellen innerhalb der roten Markierung in A, B
oder C. Pro Panel sind jeweils Lymphozyten des gesunden Tieres (A, D, G und J), des an ERU
erkrankten Tieres (B, E, H und K) und VL desselben an ERU erkrankten Tieres (C, F, | und L)
vergleichend angeordnet. In A-C bezeichnet die Y-Achse den Sideward Scatter (SSC), die X-Achse

Laktotransferrin
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den Forward Scatter (FSC). In D-L ist auf der Y-Achse die Expression von CD4 (T-Helferzellen), CD8
(zytotoxische T-Zellen) oder CD79a (B-Zellen), auf der X-Achse die Expression von LTF aufgetragen.
Im oberen linken Quadranten finden sich die einfach Marker-positiven, im unteren rechten die einfach
LTF-positiven Events. Der untere linke Quadrant enthalt die negativen Events und der obere rechte
die fur beide entsprechenden Proteine positiven. Zusatzlich befindet sich in jedem oberen rechten
Quadranten der Wert der mittleren Fluoreszenzintensitat von LTF fur die Marker-positive Population.

LTF ist in allen Lymphozyten-Subpopulationen von VL starker exprimiert als in denen der peripheren

Lymphozyten bei ERU.

4.5 ldentifikation differentiell exprimierter Proteine auf der
Zelloberflache peripherer und intraokularer Lymphozyten bei an
ERU erkrankten Pferden

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Degroote et al. 2013) und die hier bereits
beschriebenen Experimente zur Regulation von Vimentin und Laktotransferrin
deuteten darauf hin, dass zwischen den Proteomen peripherer und intraokulérer
Lymphozyten grol3e Unterschiede bestehen kénnten. Deshalb legten wir im nachsten
Experiment unser Augenmerk auf die Untersuchung von Proteinen, die zwischen
diesen beiden Zellpopulationen differentiell exprimiert sind. Von besonderem
Interesse war dabei die Identifikation differentiell regulierter Oberflachenproteine, da
diese im Immungeschehen von herausragender Bedeutung sind, zum Beispiel fir die
T-Zell-Aktivierung (Rocha-Perugini et al. 2014) und die Transmigration von

Leukozyten tber Endothelien (Devine et al. 1996).

4.5.1 Die vergleichende Untersuchung der Proteome von peripheren
Blut- und intraokuléren Lymphozyten von ERU-Patienten ergab 146

differentiell regulierte Proteine

Durch die massenspektrometrische Untersuchung der durch Oberflachen-
biotinylierung von peripheren und intraokularen Lymphozyten eines ERU-Pferdes
gewonnenen Zelloberflachenmembranproteinfraktion konnten 146 mindestens
zweifach differentiell abundante Proteine identifiziert werden. Der Anteil von
Oberflachenproteinen an diesen betrug 75%, was fiur eine ausgezeichnete
Anreicherung dieser Proteinfraktion durch die Oberflachenbiotinylierung spricht.

Keines der hier identifizierten Proteine wurde bislang auf ins Auge transmigrierten
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Zellen bei der ERU beschrieben. Von den 146 differentiell regulierten Proteinen

waren 70 auf der Oberflache peripherer Blutlymphozyten starker exprimiert als auf

intraokularen Lymphozyten. Darunter befand sich beispielsweise CD90 (Tab. 4.4 Nr.

57),

ein Oberflachenprotein,

das von unserer Arbeitsgruppe bereits als in

Blutleukozyten verglichen mit VL starker exprimiert beschrieben wurde, jedoch auf

Granulozyten (Degroote et al. 2013).

Nr.* | Proteinname ® Accession Nummer © Ratio °
1 CD66 ENSECAP00000008127 56593,3
2 CD100 ENSECAP00000008174 4442
3 T-cell receptor beta chain ENSECAP00000011995 33,4
4 _Saoe class | histocompatibility antigen, A alpha chain-like ENSECAP00000010079 195

isoform X1
5 Interferon receptor 1 ENSECAP00000008392 15,9
6 Solute carrier family 25, member 3 ENSECAP00000012953 11,4
7 Phosphate regulating endopeptidase homolog, X-linked ENSECAP00000009684 11,0
8 Laktotransferrin ENSECAPO00000019516 9,9
9 Desmoplakin ENSECAP00000001665 7,2
10 Sialic acid-binding Ig-like lectin 5 ENSECAP00000022556 6,8
11 TNF receptor superfamily, member 6 ENSECAP00000011566 6,2
12 15 kDa protein B ENSECAP00000022058 6,1
13 Nicastrin ENSECAP00000007678 5,9
14 Desmoplakin ENSECAP00000023013 5,6
15 Stomatin ENSECAP00000010841 5,6
16 Keratin, type Il cytoskeletal 6A ENSECAP00000012631 53
17 ;Ztri(\)/zlt?gnSprrr;?;ﬂ(’)g?aenase/tryptophan 5-monooxygenase ENSECAP00000019551 47
18 Elongation factor 1-alpha ENSECAP00000003695 4,6
19 CD116 ENSECAP00000014118 4,6
20 Keratin 16 ENSECAP00000004544 45
21 Solute carrier family 30, member 1 ENSECAP00000002068 4,4
22 Keratin 24 ENSECAP00000013915 4,4
23 Sialic acid-binding Ig-like lectin 14 ENSECAP00000000401 4,4
24 Keratin 75 ENSECAP00000008235 4,3
25 Cofilin 1 ENSECAP00000017389 4,2
26 Desmoglein 1 ENSECAP00000015847 4,1
27 CD6 ENSECAP00000009210 4,1
28 Chromosome 6 open reading frame 25 ENSECAP00000019809 4,0
29 Lambda-immunoglobulin ENSECAP00000012711 3,9
30 Albumin ENSECAP00000009171 3,8
31 CD14 ENSECAP00000001239 3,6
32 Keratin 17 ENSECAP00000014186 3,4
33 Keratin 14 ENSECAP00000009507 3,3
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34 Voltage-dependent anion channel 3 ENSECAP00000000534 3,3
35 Junction plakoglobin ENSECAP00000018374 3,3
36 CD177 ENSECAP00000012772 3,0
37 Haptoglobin ENSECAP00000019071 3,0
38 C-X-C chemokine receptor type 2-like isoformX1 ENSECAP00000004791 3,0
39 Keratin 1 ENSECAP00000019935 3,0
40 Keratin 5 ENSECAP00000018010 2,9
41 CD163 ENSECAP00000016725 29
42 C-type lectin domain family 5, member A ENSECAPO00000006732 2,8
43 Annexin A2 ENSECAP00000011087 2,8
44 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 isoform M2 ENSECAPO00000006544 2,8
45 CD79a ENSECAP00000005291 2,8
46 Triggering receptor expressed on myeloid cells-like 1 ENSECAP00000010371 2,8
47 Plakophilin 1 ENSECAP00000012989 2,7
48 Keratin 13 ENSECAP00000015063 2,7
49 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 ENSECAP00000004686 2,6
50 I_EGF-IiI_<e module-containing mucin-like hormone receptor- ENSECAP00000008674 26
like 2-like isoform X1
51 Keratin 80 ENSECAP00000016750 2,6
52 MHC class | heavy chain ENSECAP00000021590 2,6
53 Profilin ENSECAP00000001190 2,5
54 Tubulin, beta 4A class Iva ENSECAP00000011439 2,5
55 Keratin 10 ENSECAP00000018005 2,4
56 Complement C4-A isoform X1 ENSECAP00000007506 2,4
57 CD90 ENSECAP00000007841 2,4
58 Fatty acid binding protein 5 ENSECAP00000006891 2,3
59 CD226 ENSECAP00000005615 2,2
60 CD148 ENSECAP00000022309 2,2
61 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, A ENSECAP00000009347 2,2
62 STEAP family member 4 ENSECAP00000016477 2,2
63 ﬁﬁﬁf&'&% r;téct:ilvei?;igilsgnedgggeprzotein (G protein), alpha ENSECAP00000000530 2,1
64 MHC class | heavy chain ENSECAP00000009264 2,1
65 CD45 ENSECAP00000006018 2,1
66 CD87 ENSECAP00000019648 2,0
67 CD3g ENSECAP00000003947 2,0
68 Peroxiredoxin-1 ENSECAP00000006859 2,0
69 CD29 ENSECAP00000020201 2,0
70 Solute carrier family 44, member 2 ENSECAP00000009162 2,0

Tab. 4.4: Massenspektometrisch identifizierte Proteine des Oberflachenproteoms von peripheren und
intraokularen Lymphozyten bei der ERU, die peripher mindestens zweifach stérker exprimiert waren

als intraokular. A: Fortlaufende Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C:

Identifikationshnummer  des  Proteins aus  Ensembl-Datenbank  (http://www.ensembl.org/
Equus_caballus/Info/Index); D: Ratio (Verhéltnis der Expression des Proteins auf peripheren

Lymphozyten zu der auf VL).
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In intraokularen Lymphozyten waren, verglichen mit peripheren Lymphozyten, 76

Proteine mindestens um den Faktor zwei hochreguliert. Zahlreiche Proteine dieser

Liste besitzen in anderen Spezies interessante Funktionen bei der Immunregulation,

wie beispielsweise CD150 (Tab 4.5 Nr. 46), das eine wichtige Rolle bei der Infiltration

von murinen Leukozyten in entziindetes Gewebe spielt (van Driel et al. 2012) und
CD166 (Tab 4.5 Nr. 31), welches beim Menschen an der Aktivierung und
Differenzierung von Lymphozyten beteiligt ist (Cayrol et al. 2008).

Nr.* | Proteinname ® Accession Nummer © Ratio °
1 Sushi domain containing 2 ENSECAP00000022647 Unendlich
2 Chromosome 16 open reading frame 54 ENSECAP00000002365 Unendlich
3 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like isoform 1 ENSECAP00000014221 Unendlich
4 Cell adhesion molecule 1 ENSECAP00000013033 Unendlich
5 Transmembrane protein 30A ENSECAP00000011887 Unendlich
6 Immunoglobulin gamma 1 heavy chain constant region ENSECAP00000002609 Unendlich
7 MHC class | antigen 2.5 ENSECAP00000002720 Unendlich
8 tsrg'nustgocrf‘;')errgzm)ﬁf? (sodium-coupled nucleoside ENSECAP00000006390 | Unendlich
9 Phosphoglycerate mutase ENSECAP00000004158 Unendlich
10 CD51 ENSECAP00000020829 Unendlich
11 Integrin alpha FG-GAP repeat containing 3 ENSECAP00000022543 Unendlich
12 Unc-13 homolog D ENSECAP00000014911 Unendlich
13 Glycoprotein VI ENSECAP00000019992 Unendlich
14 $)ro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C moatif) ligand ENSECAP00000010413 Unendlich
15 Filamin A, alpha ENSECAP00000009429 Unendlich
16 dS(l)lj{c]]‘laeinlmmunoglobulln and toll-interleukin 1 receptor (TIR) ENSECAP00000019699 Unendlich
17 N-formyl peptide receptor 2-like isoform X1 ENSECAP00000004429 363776,1
18 CD120b ENSECAP00000010485 326801,5
19 Mannose-6-phosphate receptor (cation dependent) ENSECAP00000019515 243,4
20 Glycoprotein Ib, alpha polypeptide ENSECAP00000001701 41,0
21 P2X purinoceptor ENSECAP00000008383 24,1
22 S100 calcium binding protein P ENSECAP00000021450 23,4
23 CD182 ENSECAP00000004745 18,5
24 Acetyl-CoA carboxylase alpha ENSECAP00000010805 15,1
25 Interleukin 1 receptor accessory protein ENSECAP00000004063 8,7
26 Matrix metallopeptidase 25 ENSECAP00000009007 7,5
27 Keratin, type | cuticular Ha4 ENSECAP00000002307 7,3
28 Transportin 2 ENSECAP00000012020 7,3
29 Methylcrotonoyl-CoA carboxylase 1 (alpha) ENSECAP00000006747 6,5
30 MHC class | ENSECAP00000017390 6,4
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31 CD166 ENSECAP00000016606 5,7
32 Purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 10 ENSECAP00000002198 55
33 Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial ENSECAP00000007030 4,6
34 Immunoglobulin superfamily, member 6 ENSECAP00000015774 4,5
35 CD28 ENSECAP00000020326 4,3
36 Hemoglobin subunit zeta ENSECAP00000014183 4,3
37 Hemoglobin subunit beta ENSECAP00000008056 4,2
38 Endoplasmic reticulum protein 44 ENSECAP00000014717 4,0
39 CD63 ENSECAP00000017837 3,9
40 CD85a ENSECAP00000020461 3,9
41 Transmembrane protein 154 ENSECAP00000019976 3,9
42 | MHC class Il DQ-alpha chain ENEEE%/:\';%%%%%%%%%%E 3.8
43 Immunoglobulin-like transcript 11 A ENSECAP00000014089 3,8
44 CD16a ENSECAP00000005110 3,7
45 Anoctamin 6 ENSECAP00000010736 3,5
46 CD150 ENSECAP00000012154 3,5
47 Sialic acid-binding Ig-like lectin 11-like isoform X2 ENSECAP00000021673 3,3
48 Voltage-dependent anion channel 2 ENSECAP00000013147 3,2
49 Triggering receptor expressed on myeloid cells-like 2 ENSECAP00000013925 3,2
50 Leukocyte elastase inhibitor ENSECAP00000008115 3,0
51 CD80 ENSECAP00000001529 3,0
52 MHC class Il DR-beta chain ENSECAP00000018340 29
53 CD268 ENSECAP00000018087 29
54 Cytochrome b-245, beta polypeptide ENSECAP00000015910 2,8
55 ilZ?f:)ﬁl;\S)(SJ histocompatibility antigen, A-2 alpha chain-like ENSECAP00000008796 27
56 ATP synthase subunit alpha ENSECAP00000019276 2,7
57 Galectin-9C-like isoform X9 ENSECAP00000018064 2,7
58 Tetraspanin 14 ENSECAP00000005872 2,6
59 CD3e ENSECAP00000012382 2,6
60 CD300c ENSECAP00000007689 2,5
61 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 ENSECAP00000022397 25
62 CD49%e ENSECAP00000022617 2,4
63 CD147 ENSECAP00000010130 24
64 Sushi domain containing 3 ENSECAP00000013090 2,4
65 CD151 ENSECAP00000010349 2,3
66 G protein-coupled receptor 183 ENSECAP00000020878 2,3
67 ﬁﬁfgl‘t';eg r;%(t:ilvei?;ig§|$;)ned;iggep;0tein (G protein), alpha ENSECAP00000007976 2,2
68 STEAP family member 3, metalloreductase ENSECAP00000004746 2,2
69 Transient receptor potential cation channel, subfamily V, ENSECAP00000004157 22
member 2
70 Dystroglycan 1 ENSECAP00000007588 2,2
71 Aquaporin 3 ENSECAP00000018712 2,2
72 CSEL1 chromosome segregation 1-like (yeast) ENSECAP00000013844 2,2
73 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 14 ENSECAP00000006763 21
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74 CD8a ENSECAP00000011123 2,1
75 CD82 ENSECAPO00000017893 2,0
76 Actin, beta ENSECAPO00000013637 2,0

Tab. 4.5: Massenspektometrisch identifizierte Proteine des Oberflachenproteoms von peripheren und
intraokuldren Lymphozyten bei der ERU, die intraokuldr mindestens zweifach starker exprimiert waren
als peripher. A: Fortlaufende Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C: Identifikationsnummer
des Proteins aus Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index); D: Ratio

(Verhaltnis der Expression des Proteins in VL zu der in PBL).

4.5.2 Bestatigung der differentiellen Expression von CD150 und CD166

auf peripheren und intraokularen Lymphozyten von ERU-Patienten

Zu den Proteinen CD150 und CD166, die in VL hoher reguliert waren, wurden im
Folgenden durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Die Expression
beider auf peripheren und intraokularen Lymphozyten von ERU-Pferden konnte
mittels dieser Methode nachgewiesen werden. Die auf Grund der
massenspektrometrischen Daten angenommene Regulation von CD150 und CD166
bestatigte sich in der Durchflusszytometrie. CD150 war auf intraokularen
Lymphozyten hochst signifikant (p <0,001) um den Faktor 4,8 (x1,1) starker
exprimiert als auf peripheren Lymphozyten (Abb. 4.20 A und B). Die CD166-
Expression war auf Lymphozyten aus VL ebenfalls signifikant (p <0,05) um den
Faktor 1,8 (x 0,4) gesteigert (Abb. 4.20 C und D).
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Abb. 4.19: Verifizierung der Regulation von CD150 und CD166 auf peripheren (Ly ERU; weil3) und
intraokularen Lymphozyten (Ly VL; grau) bei der ERU.

In A und C sind Uberlagerungshistogramme einer reprasentativen durchflusszytometrischen Analyse
von Ly ERU und Ly VL dargestellt. Hellgrauer, ungefiillter Graph = Isotypkontrollfarbung auf Ly ERU;
schwarzer, ungefiillter Graph =Ly ERU gefarbt mit; grau gefillter Graph =Ly VL gefarbt mit anti-
CD150- (A) oder anti-CD166-Antikdrper (C). Die X-Achse bezeichnet hier die Expressionsstéarke des
jeweiligen Proteins (A: CD150; C: CD166), auf der Y-Achse ist die Zahl der gemessenen Events
aufgetragen.

B und D stellen die Expressionsunterschiede von CD150 (B) und CD166 (D) zwischen Ly ERU und Ly
VL im Séaulendiagramm dar (n = 14). Die Y-Achse gibt den Faktor wieder, um den das entsprechende
Protein auf Ly VL (graue Saule) im Vergleich zu Ly ERU (wei3e Saule) differentiell reguliert ist. Mann-
Whitney-Test: *** = p < 0,001, * = p < 0,05.

CD150 ist auf Ly VL hochst signifikant um den Faktor 4,8 (+ 1,1) stéarker exprimiert als auf Ly ERU,
CD166 ist ebenfalls auf Ly VL starker exprimiert. Die Regulation um den Faktor 1,8 (+0,4) ist

signifikant.
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4.5.3 CD166 fordert die Migrationsfahigkeit equiner Lymphozyten

Nach der Bestatigung der Hochregulation von CD166 in VL interessierte uns nun
besonders, ob die differentielle Expression mit der Transmigrationsfahigkeit equiner
PBL bei der ERU im Zusammenhang stehen konnte. Dazu fihrten wir einen
Transmigrationassay mit PBL eines gesunden Pferdes durch, die mit anti-CD166-
Antikorper prainkubiert worden waren, um so das Antigen zu blockieren.

Die Blockade von CD166 verursachte interessanterweise eine im Vergleich zur
Mediumkontrolle auf 50% und im Vergleich zu mit Isotypkontrollantikbrper
prainkubierten PBL sogar auf 41% verringerte Migrationsrate equiner PBL durch im
Monolayer angeordnete RPE-Zellen (Abb. 4.20). Dieses Ergebnis weist auf eine
Bedeutung der erhohten CD166-Expression auf VL fur die vermehrte Transmigration
von Leukozyten bei der ERU hin.
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Abb. 4.20: Einfluss der Blockade von -CD166 auf das Transmigrationsverhalten equiner PBL durch
eine konfluente Zellschicht von equinem RPE.

Die Y-Achse zeigt die Zahl gewanderter Zellen nach drei Stunden. Die Zahl der gewanderten Zellen
sinkt nach Blockade von CD166 (CD166-blockiert; dunkelgraue Saule) auf 50% der der
Mediumkontrolle (MK; weiRe Saule) und 41% der mit ITK prainkubierten, gewanderten Zellen (ITK-
blockiert; hellgraue Saule).
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5 DISKUSSION

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine haufig auftretende Erkrankung in der
Pferdepopulation (Swadzba et al. 2012b). Im Verlauf der Krankheit infiltrieren
autoreaktive T-Zellen das Auge (Deeg et al. 2001) und die Blut-Retina-Schranke geht
zugrunde (Uhl et al. 2014), was schliel3lich zu retinaler Degeneration und in letzter
Konsequenz zur Erblindung des betroffenen Auges fiuhrt (Fritz et al. 2014). Aus
Tierschutzgrinden ist ein beidseitig erblindetes Pferd zu euthanasieren.

Die ERU ist eine Autoimmunerkrankung, die durch ihren rezidivierenden Verlauf
gekennzeichnet ist (Uhl et al. 2014). Die Entstehung dieser Rezidive lasst sich auf
mehrere molekulare Mechanismen zurlckfihren (Caspi et al. 1993, Deeg et al.
2006a, Wildner and Diedrichs-Moehring 2005). Dabei spielen wahrscheinlich vor
allem das Epitop Spreading (Deeg et al. 2006a) und die molekulare Mimikry (Wildner
and Diedrichs-Moehring 2005) eine Rolle. Beim Epitop Spreading geht die
Immunreaktion von einem urspringlich targetierten, kdrpereigenen Antigen auf ein
Epitop dessen im gleichen (intramolekulares Epitop Spreading) oder einem anderen
Protein (intermolekulares Epitop Spreading) (Deeg et al. 2006a) uber. Durch
molekulare Mimikry verlagert sich die Immunreaktion auf ein kdrpereigenes Protein,
welches dem meist korperfremden Ausléser der Immunreaktion auf molekularer
Ebene ahnlich ist (Wildner and Diedrichs-Moehring 2005). Ein weiterer Mechanismus
ist die Aktivierung nicht-Autoantigen-spezifischer T-Zellen und anderer Leukozyten
(Caspi et al. 1993), sogenannter Bystander-Zellen, welche die Art der Immunantwort
modulieren kénnen (Nian et al. 2012) und so mdglicherweise ebenfalls Einfluss auf
das rezidivierende Bild der ERU nehmen. Die klinischen und pathophysiologischen
Charakteristika der ERU ahneln weitestgehend denen der humanen autoimmunen
Uveitis (Deeg et al. 2011). Untersuchungsmaterial von an ERU leidenden Pferden ist
im Vergleich zu menschlichen Zellen und Geweben verhaltnismalig einfach zu
beschaffen (Deeg et al. 2002a) und steht durch das spontane Auftreten der
Erkrankung in der gesamten Pferdepopulation (Gilger and Michau 2004) in grol3er
biologischer Vielfalt zur Verfigung. Durch diese hohe biologische Variabilitdt haben
statistisch signifikante Daten aus Experimenten mit biologischen Replikaten bei der
ERU groRere Aussagekraft als bei experimentellen Nagermodellen (Caspi 2014,
Degroote et al. 2014). AuBerdem gibt uns die ERU die einzigartige Mdglichkeit, eine

spontan auftretende Form der Uveitis mit der experimentell induzierten Erkrankung
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innerhalb ein und derselben Spezies zu vergleichen, was uns wertvolle Informationen
hinsichtlich der Anwendbarkeit von Tiermodellen auf das humane Leiden gibt (Deeg
et al. 2002b). Dadurch qualifiziert sich die ERU als ein ideales Tiermodell fir die
humane autoimmune Uvetitis.

Da es sich bei der ERU um eine T-Zell-mediierte Erkrankung handelt, spielen
Lymphozyten fur ihre Pathogenese eine herausragende Rolle (Regan et al. 2012).
Diese Zellen exprimieren eine Vielzahl von Molekilen, die in Mausen beispielsweise
in Mechanismen der Chemotaxis, Signaltransduktion, Adhasion an Gewebebarrieren
und Transmigration tUber diese im Rahmen von Entzindungen mitwirken (Doucette et
al. 2015, Hwang et al. 2015, Nishikimi et al. 2014). Ein solches Protein ist Septin7, fur
welches in dieser Arbeit eine differentielle Regulation bei der ERU festgestellt werden
konnte. Septin7 ist eine aus der Familie der Septine stammende zytoskelettale
GTPase, die mit anderen Septinen Heteromere bildet (Degroote et al. 2014). Die so
entstehenden Septin-Filamente ordnen sich korsettartig im Zytoplasma an und
stabilisieren die aulRere Form der Zellmembran (Tooley et al. 2009). Ist der Vorgang
der Septin-Polymerisierung gestort, ergibt sich aus der mangelnden Stabilisierung
des Zytoskeletts eine verminderte Formstabilitat der Zelle (Tooley et al. 2009). In
einer Studie von Tooley et al. konnte eine gesteigerte Transmigrationsrate Septin7-
defizienter muriner T-Zellklone durch bis zu 3 um kleine Poren beobachtet werden,
was sogar die GrolRe ihrer Zellkerne unterschreitet (Tooley et al. 2009).
Paradoxerweise waren diese Zellen jedoch weniger dazu in der Lage, gerichtete
Bewegungen auszufiihren und besal’en insgesamt eine niedrigere Motilitat als
solche mit physiologischer Septin7-Expression (Tooley et al. 2009). Septin7 ist der
bedeutendste Vertreter der Septin-Familie (Tooley et al. 2009). Es wurde
nachgewiesen, dass der Knock-Out von Septin7 in T-Zellen von Mausen eine
Defizienz aller Septine bewirkt, wahrend der Knock-Out eines beliebigen anderen
Mitgliedes der Familie nur auf die Expression dieses einen Septins Auswirkungen hat
(Tooley et al. 2009).

In einer Studie unserer Arbeitsgruppe zum Lymphozytenproteom wurde Septin7 in
Lymphozyten von gesunden und an ERU erkrankten Pferden nachgewiesen und war
mit einem Expressionsrickgang auf 62% in Lymphozyten der ERU-Patienten
differentiell reguliert (Degroote et al. 2014). Dieses Protein und seine Rolle bei der

Pathogenese der ERU war fur uns durch seine wichtigen Funktionen fur Motilitat und
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Migrationsfahigkeit von grof3em Interesse und sollte im Zuge der vorliegenden Arbeit
eingehend untersucht werden.

Bei unseren Experimenten zur ERU stehen wir immer wieder technischen
Herausforderungen gegenuber, da spezifische Antikrper gegen Proteine der
Spezies Pferd, anders als beispielsweise fur Mensch oder Maus, haufig nicht zur
Verfigung stehen. Ein Antikdrper gegen humanes Septin7 bot sich fir unsere
Versuche zu diesem Protein an, da laut Herstellerangaben eine Kreuzreaktivitat mit
equinem Septin7 vorlag (Santa Cruz Biotechnology) (http://datasheets.scbt.com/sc-
20620.pdf.). In den Tests konnte er auch durchaus in vielen Methoden Uberzeugen,
problematisch war fiir uns allerdings, dass es sich bei diesem Antikérper um einen in
Kaninchen erzeugten polyklonalen Antikorper handelt. Das von uns als
Isotypkontrolle daflr herangezogene Kaninchenserum zeigte in vielen Methoden
eine sehr starke unspezifische Immunreaktion auf die getesteten Zellen, was die
Spezifitat des Antikorpers in  Zweifel stellte. AuRerdem ergab die
massenspektrometrische Analyse von Prazipitaten aus mehreren, im Vorfeld zur
vorliegenden Arbeit durchgefuhrten, technisch unabhéangigen Experimenten zur
Immunprazipitation von Septin7 unter Verwendung dieses Antikdrpers keine
Anreicherung des Proteins im Vergleich zur Isotypkontrolle. Die Immunpréazipitation
war allerdings ein zentraler Punkt in unserer Bestrebung, Septin7-Interaktoren zu
identifizieren, weshalb wir uns entschlossen, selbst pferdespezifische monoklonale
Antikorper gegen Septin7 zu erzeugen. Die Immunisierung von Ratten und M&usen
mit zwei verschiedenen Peptiden von Septin7 ergab zunachst insgesamt zwolf anti-
Septin7-Antikorper-Klone. Diese waren jeweils von einem der Isotypen Maus IgG2a,
Ratte 1gG1, Ratte IgG2a oder Ratte IgG2c. Die zwolf Antikorper wiesen in den
Screeningtests Western Blot und Durchflusszytometrie sehr unterschiedliche
Eignungen fur den Nachweis von Septin7 mit diesen Techniken auf und so
entschieden wir uns letztendlich zur Stabilisierung von sieben der zwdlf Klone
(Kap. 4.1.2) durch wiederholte Reklonierung. Dabei handelte es sich um jeweils zwel
Klone der Isotypen Maus 1gG2a (28A4 und 26A4), Ratte IgG1 (20A2 und 1H8) und
Ratte IgG2c (19A4 und 12E10) sowie um einen Ratte IgG2a-Klon (17D7), die in den
Testversuchen besonders gut an Septin7 des Pferdes gebunden hatten (Tab. 4.1).
Nach der Reklonierung wurden die stabilisierten monoklonalen Antikorper in weiteren
Methoden genauer charakterisiert (Kap.4.2). Wir testeten ihre Bindungs-

eigenschaften an equines Septin7 in Western Blot, Durchflusszytometrie, Immunzyto-
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und —histochemie und schliel3lich auch in der Immunprézipitation und erhielten
erfreulicherweise fir jede dieser Methoden einen sehr gut geeigneten,
monoklonalen, pferdespezifischen Antikorper (Kap. 4.2.2). Fiur den Western Blot
erwies sich ein Ratte IgG1-Klon (1H8) als besonders empfehlenswert (Abb. 4.3 1H8).
Auch fur vier andere Klone konnte eine gute Eignung zur Detektion von equinem
Septin7 in diese Methode nachgewiesen werden (Abb. 4.3 und Tab. 4.2). Diese funf
Klone waren aul3erdem kreuzreaktiv mit humanem Septin7 und einige auch mit dem
entsprechenden Protein von Rind und Huhn (Abb. 4.4). Interessanterweise reagierte
ein sechster Klon, der dem Isotyp Ratte IgG2a angehdrt, im Western Blot nicht mit
equinem, dafir aber mit humanem Septin7 (Abb. 4.4 17D7). Da die
Sequenzhomologie des Proteins bei Pferd, Mensch, Rind und Huhn mit jedem der
beiden zur Immunisierung verwendeten equinen Septin7-Peptide 100% betragt, ist
die hohe Kreuzreaktivitat nicht verwunderlich. Vermutlich bewirken posttranslationale
Veranderungen bei den jeweiligen Spezies die unterschiedlichen Bindungsaffinitaten
der Antikorper-Klone an Septin7 dieser Tierarten.

In der Durchflusszytometrie eigneten sich zwei Klone besonders gut fiir die Detektion
von Septin7 im Pferd, je einer der Isotypen Maus IgG2a (26A4) und Ratte IgG2c
(12E10) (Abb. 4.5 und Tab. 4.2).

In der Immunzytochemie von equinen peripheren Blutleukozyten (PBL) waren sechs
der sieben Klone in der Lage, Septin7 zu binden (Abb. 4.6 und Tab. 4.2). Nur nach
der Inkubation mit einem Klon des Isotyps Ratte IgG2a (17D7) zeigte sich keine
Farbung. FUr weitere immunzytochemische Studien sollten bevorzugt die beiden
Maus lgG2a-Klone verwendet werden, da die entsprechende lIsotypkontrolle wie
erwinscht keine Bindung an equine PBL zeigte. Die Isotypkontrollen der aus Ratten
gewonnenen anti-Septin7-Antikorper bewirkten hingegen eine mit dem jeweiligen
Antikorper-Klon vergleichbare Farbung der Zellen, was diese als ungeeignet fir die
Darstellung von equinem Septin7 mittels Immunzytochemie kennzeichnet.

Die Immunhistochemie von Lymphknoten des Pferdes gab ein ganzheitliches Bild der
Antikorperbindung an Septin7 der verschiedenen Zellpopulationen innerhalb dieses
Organs wider. Da es sich bei Septin7 um ein in allen Lymphozytenpopulationen des
Pferdes hochabundant exprimiertes Protein handelt (Degroote et al. 2014), war im
Lymphknoten eine Farbung anndhernd aller Zellen zu erwarten. Dieses Bild zeigte
sich bei den Klonen des Isotyps Maus IgG2a, die erneut, wie auch bereits in der

Immunzytochemie, vollends tUberzeugen konnten (Abb. 4.7 Panel migG2a). Zudem
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zeigte sich hier nun auch einer der Ratte 1gG1-Klone (1H8) deutlich positiv (Abb. 4.7
1H8). Die beiden Klone des Isotyps Ratte IgG2c induzierten eine Farbung in einigen
wenigen Zellen, die aber ebenso von ihrer Isotypkontrolle angefarbt wurden (Abb. 4.7
Panel rigG2c). Somit sind diese Klone nicht fur die Immunhistochemie geeignet.

Die Schwierigkeit bei der Immunzytochemie im Vergleich zur Immunhistochemie liegt
darin, dass einzelne Zellen betrachtet werden, die ohne zusatzliche Farbung mit
einem Populationsmarker, wie zum Beispiel Cluster of Differenciation (CD) 4 oder
CD8, keiner Subpopulation zugeordnet werden konnen. Die Subpopulation der
angefarbten Zellen ist selbstverstandlich auch bei der immunhistochemischen
Einfachfarbung nicht einwandfrei feststellbar, doch zeigen sich die Zellen hier in
einem Verband und die Verteilung der angefarbten Zellen zueinander kann beurteilt
werden. Dadurch konnte in diesem Versuch den Ratte IgG2c-anti-Septin7-
Antikorper-Klonen eindeutig die Eignung fur die Immunhistochemie abgesprochen
werden, da die Farbemuster sich hier sowohl fur die Klone, als auch fir deren
Isotypkontrolle auf ein und dieselbe Weise im Lymphknoten verteilten und die in allen
Zellen erwartete Anfarbung von Septin7 nicht erreicht wurde (Abb. 4.7 Panel rigG2c).
Hingegen ist es schwierig, die Eignung der beiden Antikorper fur die
Immunzytochemie grundsatzlich auszuschliel3en, da hier die Zellen solitéar vorlagen
und eine Zuordnung dieser zu bestimmten Subpopulationen nur mittels
Doppelfarbung mit einem Populationsmarker wie zum Beispiel CD4 mdglich gewesen
ware. Wie der Antikoérperklon 1H8 vom Isotyp Ratte IgGl zeigte, dessen
Isotypkontrolle in der Immunzytochemie ein dhnliches Bild ergab wie der Klon selbst
(vgl. Abb. 4.6 1H8 und Abb 4.6 ITK Panel rigG1l), in der Immunhistochemie aber klar
Zellen anfarbte wahrend die Isotypkontrolle sich negativ darstellte (vgl. Abb. 4.7 1H8
mit Abb 4.7 ITK Panel rigG1l), sind die immunzytochemischen Ergebnisse bei
fraglicher Reaktivitat der Isotypkontrollen weiterer Prifung zu unterziehen.
Uberraschenderweise konnten alle Klone bis auf einen des Isotyps Ratte IgG1l
(20A2) Septin7 aus einem Lysat von equinen PBL prazipitieren (Abb. 4.8). Als
besonders geeignet zeigte sich der Klon vom Isotyp Ratte IgG2a (17D7), der in allen
sonstigen Methoden Septin7 des Pferdes nicht detektieren konnte (Abb. 4.8 und
Tab. 4.2).

Zusammengefasst lasst sich also sagen, dass die Produktion von spezifischen
monoklonalen Antikdrpern gegen equines Septin7 aul3erst erfolgreich verlief. Die

Immunisierung mit dem C-terminalen Peptid von Septin7 (Septin7-1) erzeugte sechs
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der sieben zur Stabilisierung ausgewéhlten Klone. Diese sechs konnten nach der
Stabilisierung durch Reklonierung weiterhin Uberzeugen, wahrend der Klon 20A2,
der auf das Peptid Septin7-2 reagieren sollte, sich nach der Stabilisierung fir keine
der in dieser Arbeit getesteten Methoden mehr eignete (Tab. 4.2). Im Western Blot
bindet der Klon 1H8 des Isotyps Ratte IgG1 besonders gut und ohne unspezifische
Hintergrundsignale an equines Septin7. Fir die Detektion des Proteins in der
Durchflusszytometrie eignet sich vor allem der Ratte 1gG2c-Klon 12E10. Die Maus
IgG2a-Klone 28A4 und 26A4 sind hervorragend fur die Septin7-Farbung in der
Immunzytochemie einsetzbar, der Klon 28A4 aufRerdem fiir die Immunhistochemie.
Der Klon 17D7 des Isotyps Ratte IgG2a ist besonders gut fur die Immunprazipitation
von Septin7 geeignet.

Nach der erfolgreichen Synthese und Charakterisierung der monoklonalen anti-
equines Septin7-Antikorper konnten die Versuche zur differentiellen Expression von
Septin7 in Lymphozyten aus PBL und aus vitrealen Leukozyten (VL) von ERU-
Pferden beginnen. Septin7 konnte dabei erstmals in VL des Pferdes nachgewiesen
und quantifiziert werden (Abb. 4.9 und 4.10). In einer friheren Studie unserer
Arbeitsgruppe war die Expression von Septin7, wie bereits erwahnt, in peripheren
Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu augengesunden
Kontrollen auf 62% zurtiickgegangen (Degroote et al. 2014). Umso Uberraschender
war es, dass die Septin7-Expression im aktuellen Versuch in den intraokularen Zellen
von ERU-Patienten um das 4,7-fache im Vergleich zu peripheren Lymphozyten der
gleichen Tiere anstieg (Abb. 4.9). Dieser Expressionsanstieg vollzog sich sowohl in
CD4", als auch in CD8" T-Zellen, wahrend Septin7 in intraokularen B-Zellen sogar
weniger stark exprimiert war als in peripheren B-Zellen des gleichen ERU-Tieres
(Abb. 4.10 und 4.11).

Eine differentielle Regulation von Septin7 wurde bisher aul3er durch unsere
Arbeitsgruppe (Degroote et al. 2014) weder im Zusammenhang mit Uveitiden, noch
mit Autoimmunerkrankungen beschrieben (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015).
Wichtige Funktionen dieses Proteins wurden bislang bei der Proliferation und
Migration von Tumorzellen, vor allem in Gliomen, identifiziert (Jia et al. 2010, Xu et
al. 2010). So konnte gezeigt werden, dass in den humanen Gliomzelllinien TJ905,
TJ899, TJ862 und U251, in nativen Gliomzellen des Menschen und auch im
Mausmodell subkutan induzierter Gliome eine geringere Septin7-Expression mit

schnellerem Tumorwachstum und hoherer Proliferationsrate der Gliomzellen
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assoziiert war (Jia et al. 2010). Die Transfektion von Septin7 in humane
Gliomzelllinien minderte hingegen die Zellteilungsrate durch Inhibition positiver und
Induktion negativer Regulatoren des Ubergangs vom inaktiven Zellstadium in den
Teilungszyklus (G1/S-Phase) (Jia et al. 2010). Zudem war eine erhOhte Septin7-
Expression in vitro auch mit einer gesteigerten Apoptoserate von U251-Tumorzellen
assoziiert (Jia et al. 2010). Eine Beteiligung von Septin7 an Apoptose und
Proliferation ist bisher in Lymphozyten nicht beschrieben (PubMed-Recherche Stand
16.3.2015), konnte aber im Rahmen der ERU auch in diesen Zellen von grol3er
Relevanz sein. So konnte eine durch Septin7-Defizienz bedingte erhdhte
Proliferations- und verringerte Apoptoserate ins Auge transmigrierter, autoreaktiver
T-Zellen zur Pathogenese der ERU beitragen. Durch Silencing- und
Transfektionsversuche zu Septin7 in equinen Lymphozyten und anschliel3ende
Proliferationsassays konnte der Einfluss der Septin7-Expression auf die Teilungs-
und Apoptoserate dieser Zellen tberprift werden.

Aul3er der Septin7-abhangigen Veranderung der Teilungs- und Apoptoserate konnte
in einer anderen Studie durch Transfektion von Septin7 in zwei humane
Gliomzelllinien, die Septin7 konstitutionell nicht (TJ899) oder nur in geringem Mal3e
exprimieren (U251) (Jia et al. 2010), die Migration dieser Zellen gehemmt werden
(Xu et al. 2010). Daraus leiteten die Autoren eine Rolle der verminderten Septin7-
Expression bei der Invasion von Tumorzellen in gesundes Gewebe ab (Xu et al.
2010). Diese Schlussfolgerung beziglich der Bedeutung einer veréanderten Septin7-
Expression fur die Migrationsfahigkeit motiler Zellen wurde auch in einer anderen
Studie gezogen. In einer murinen T-Zelllinie, deren Septin7-Expression durch short
hairpin (sh) RNA verringert worden war, zeigte sich eine deutliche Steigerung der
Migrationsrate (Tooley et al. 2009), was die Beobachtungen von Xu und Kollegen an
Gliomzellen (Xu et al. 2010) unterstrich. Frihere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe
(Degroote et al. 2014) zeigten eine in peripheren Lymphozyten von ERU-Patienten
geringere Septin7-Expression als in gesunden Kontrollzellen, was auch in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte (vgl. Abb. 4.9 weil3e und hellgraue
Saule, Abb. 4.10 Panel Ly gsd und Ly ERU). In Verbindung mit der Erkenntnis, dass
T-Lymphozyten in den meisten ERU-Fallen die vorrangig in uveitische Augen
transmigrierenden Zellen sind (Deeg et al. 2001, Regan et al. 2012), konnte daraus
also geschlussfolgert werden, dass mdglicherweise auch bei ERU-kranken Pferden

eine verringerte lymphozytare Septin7-Expression fur die starke Infiltration der Zellen

125



Diskussion

ins Auge verantwortlich ist. Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
festgestellt, dass aus dem ERU-Auge isolierte Lymphozyten eine deutliche, wenn
auch nicht signifikante, Mehrexpression von Septin7 im Vergleich zu peripheren
Lymphozyten von ERU-Pferden aufwiesen (vgl. Abb. 4.9 hell- und dunkelgraue
Saule). Es stellte sich also die Frage, inwiefern sich die Septin7-Expression in
Pferdelymphozyten auf die Migrationseigenschaften dieser Zellen durch die Blut-
Retina-Schranke (BRS) des Pferdes auswirken.

Um dies zu untersuchen wurde die Septin7-Expression equiner Kontroll-PBL durch
RNA-Interferenz um 50% reduziert (Abb. 4.12 A) und mit diesen Zellen ein
Transmigrationsassay uber konfluent gewachsene, gesunde equine retinale
Pigmentepithel (RPE)-Zellen durchgefuhrt. Da das Pferd eine weitestgehend
avaskulare Retina besitzt (Uhl et al. 2014), spielen retinale Endothelzellen fur die
Integritat der BRS in dieser Spezies nur eine untergeordnete Rolle. Durch ihren
einschichtigen Aufbau eignet sich die BRS des Pferdes deshalb sehr gut fur die
Untersuchung von mit ihr zusammenhé&ngenden pathophysiologischen Vorgangen in
vitro. Es zeigte sich, dass, wie auf Grundlage der Ergebnisse der Studie an murinen
T-Zellen (Tooley et al. 2009) erwartet, die Septin7-defizienten Zellen starker
transmigrierten als die mit Kontroll-siRNA behandelten PBL (Abb. 4.12 B). Allerdings
war dieser Anstieg nicht statistisch signifikant und fiel im Vergleich zur murinen
Studie, bei der je nach Porengr6é3e der zu transmigrierenden Membran zwei- bis
funfmal so viele Septin7-defiziente wie unbeeintrachtigte Zellen wanderten (Tooley et
al. 2009), mit einer Steigerung der Transmigrationsrate um 28% im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen insgesamt geringer aus. In der genannten Studie von
Tooley konnte allerdings ein Knock-Down von Septin7 auf 25% erreicht werden
(Tooley et al. 2009), wahrend die Septin7-Expression in unserem Experiment nur auf
50% gesenkt werden konnte. Zudem transmigrierten die murinen T-Zellklone nicht
uber eine zellulare Barriere, wie in unserem Versuch das RPE, sondern durch
kunstliche Poren (Tooley et al. 2009), welche mdglicherweise einen geringeren
Widerstand boten. Letztendlich ist zu bedenken, dass die biologische Variabilitat, die
in unserem Versuch mit PBL von vier verschiedenen gesunden Pferden hoch und in
Tooleys Versuch an Klonen einer einzigen T-Zelllinie gering war, das Ergebnis
beeinflusst haben konnen. Die Durchfuhrung weiterer Transmigrationsexperimente
an einer groReren Tierzahl, beispielsweise auch mit nativen PBL von ERU-Tieren im

Vergleich zu in vitro gesilencten Zellen gesunder Tiere, kdnnte zukinftig beleuchten,
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ob die hier beobachtete vermehrte Wanderung von Septin7-defizienten equinen PBL
fur die Zellen aller Mitglieder der Pferdepopulation reprasentativ und dann auch von
statistischer ~ Signifikanz ist. Auch Unterschiede und Ahnlichkeiten im
Transmigrationsverhalten von Zellen, deren Septin7-Expression, wie in den
vorliegenden Versuchen, durch small interfering (si) RNA verringert wurde, nativen
PBL von ERU-Patienten und solchen mit beispielsweise durch Transfektion weiter
erhohter Septin7-Expression, wie sie in vivo in VL auftritt (Abb. 4.9), stellen einen
interessanten Ansatz fur zukinftige Forschung dar. Durch derartige Untersuchungen
konnte der Ursprung der erhfhten Septin7-Expression in VL und eine Beteiligung
anderer Proteine an der gesteigerten Migrationsrate beleuchtet und somit die Rolle
von Septin7 genauer charakterisiert werden.

Die Ergebnisse des Transmigrationsversuchs an Septin7-gesilencten nativen
equinen PBL (Abb. 4.12 B) deuten darauf hin, dass eine verringerte Septin7-
Expression in PBL von an ERU erkrankten Pferden genauso wie in murinen T-
Zelllinien (Tooley et al. 2009) und humanen Gliomzellklonen (Xu et al. 2010) eine
erhohte Migrationsrate bewirkt. Welche Rolle die unerwarteter Weise erhohte
Expression von Septin7 auf VL von ERU-Pferden in diesem Zusammenhang spielt,
ist bislang ungeklart. Es konnte sich dabei um das Ergebnis regulatorischer
Mechanismen im Zuge der Remission nach einem Entztindungsschub handeln, denn
alle in dieser Arbeit verwendeten Proben vitrealer Leukozyten wurden in der Phase
der Remission gewonnen, da die therapeutischen Pars plana Vitrektomien zur
Gewabhrleistung einer optimalen Wundheilung in der Regel nicht wahrend der akuten
Uveitis durchgefiihrt werden (Werry and Gerhards 1992). Zum Ende eines
Entzindungsschubes beim experimentellen Uveitismodell, der EAU, verschiebt sich
das Gleichgewicht zwischen aggressiven und regulatorischen T-Zellen zunehmend,
bis schliel3lich die regulatorische Komponente die Oberhand gewinnt (Kerr et al.
2008). Sollte die klinische Besserung auch bei der ERU mit solchen Verschiebungen
der T-Zell-Antworten einhergehen, ist es wahrscheinlich, dass ein erheblicher Teil der
hier untersuchten intraokularen T-Zellen regulatorischer Natur ist und deshalb das
Apoptose-fordernde und Proliferations- und Migrations-hemmende Septin7 starker
exprimiert. Um Uber die hier untersuchten T-Helferzell-Subtypen Aufschluss zu
erlangen, sollte in Zukunft eine eingehende Untersuchung der VL bei ERU-Pferden,
vor allem bezuglich ihrer Expression von FoxP3, einem Marker fur regulatorische T-
Zellen (Tweg), und IFNy/IL-17, den Markerzytokinen der Tpl- und Thl7-Antworten,
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erfolgen. Auf diese Weise ware es moglich, diese Zellen hinsichtlich ihrer Funktion
genauer zu charakterisieren und tieferen Einblick in die Pathomechanismen der ERU
zu erlangen. Da die hier generierten Daten keine statistische Signifikanz aufwiesen,
bleibt weiterhin zu bedenken, dass die Funktionen von Septin7 sich keineswegs auf
die Beeinflussung der Transmigrationsfahigkeit beschranken. In zukunftigen Studien
sollite also, neben einem maoglichen Einfluss von Septin7 auf die Transmigration, vor
allem auch seine Beteiligung am Zellzyklus infiltrierter T-Zellen untersucht werden,
da die starkere Abundanz in VL auch auf eine Funktion von Septin7 bei der ERU
hindeuten konnte, durch die es Einfluss auf das Uberleben autoreaktiver T-Zellen
nimmt. Auch im Hinblick auf diese Moglichkeit ist es wichtig, in Zukunft durch
Transmigrations- und Proliferationsassays den Einfluss erhdhter und verringerter
Septin7-Expressionen in Lymphozyten des Pferdes eingehend zu untersuchen.

Der Mechanismus, Uber den die Septin7-Expression in Lymphozyten des Pferdes bei
der ERU reguliert wird, ist bislang ungeklart. Um Einblick in das molekulare
Zusammenspiel von Septin7 mit anderen Proteinen zu erhalten und so die Funktion
von Septin7 bei der ERU genauer zu charakterisieren, fuhrten wir daher im n&chsten
Schritt eine Immunprazipitation von Septin7 mit Hilfe eines unserer neu entwickelten
monoklonalen Antikérper durch und konnten nach der differentiellen Proteomanalyse
und massenspektrometrischen Untersuchung des Prézipitats erstmals Interaktoren
von Septin7 in equinen PBL identifizieren. Neben Septin7 selbst (Tab. 4.3, Nr. 13)
waren noch 47 weitere Proteine im Prazipitat des anti-Septin7-Antikorpers
mindestens 25-fach starker angereichert als in dem der Negativkontrolle (Tab. 4.3).
Keines dieser Proteine wurde bisher als Septin7-Interaktor beim Pferd beschrieben
(PubMed-Recherche Stand 16.3.15). Interessanterweise ergab sich allerdings bei der
Analyse der humanen Orthologe der angereicherten Proteine mittels STRING
(www.string-db.org) ein Netzwerk, in dem 31 dieser Proteine in funktionellem
Zusammenhang mit humanem Septin7 dargestellt wurden.

Am nachsten assoziiert mit Septin7 waren dabei drei weitere Septine, Septin2, 6 und
11 (Tab. 4.3, Nr. 7, 20 und 36), welche durch variable Di- und Heteromerbildung
gemeinsam mit Septin7 unter anderem in caninen Nierenzellen (MDCK) (Dolat et al.
2014), humanen Epitheloidzellen (HelLa) (Volceanov et al. 2014) und nach
Transfektion der Septin-Gene in E. coli-Bakterien (Sheffield et al. 2003) stabile
Filamente ausbildeten. Durch Dimerisierung von Septin7 mit Septin6 entsteht, wie in

humanen embryonalen Nierenzellen (HEK)-293 (Tokhtaeva et al. 2015) und auch in
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der E. coli-Transfektionsstudie (Sheffield et al. 2003) nachgewiesen werden konnte,
die stabilste Verbindung. Die so aufgebauten Septin-Filamente stellen das Bindeglied
zwischen zytoskelettalen Stressfasern und fokalen Adhésionszonen an der
Plasmamembran dar, welche die Verankerung der Stressfasern bei der
Formverénderung der Zelle durch Actin-Polymerisierung gewdhrleisten (Dolat et al.
2014).

Stressfasern bilden das wichtigste Element der Migrationsfahigkeit verschiedenster
Zellen, wie Fibroblasten im Rahmen der Wundheilung (Buonomo et al. 2012),
Thrombozyten beim Verschluss von Gefal3lecks (Bauer et al. 2000) oder
Immunzellen bei der Transmigration (ber Endothelien (Konrad et al. 2012).
Stressfasern formen einen Zusammenschluss verschiedener Proteine, welche am
Auf- und Abbau von Actin-Filamenten sowie deren Kontraktilitat beteiligt sind
(Vallenius 2013). Erstaunlicherweise wurden sieben solche Proteine, darunter flnf
Myosine (Myosin, light chain 6, alkali, smooth muscle and non-muscle; Myosin IG;
Myosin, heavy chain 9, non-muscle; Myosin IF; Myosin XVIIIA), mit Septin7 ko-
prazipitiert (Tab. 4.3, Nr. 5, 15, 32, 39 und 45), was auf eine enge Assoziation
zwischen Septin-Heteromeren und Stressfasern auch in equinen Lymphozyten
hindeutet. Neben dem kontraktionsvermittelnden Myosin wurden aufRerdem beta-
Actin (Actin, cytoplasmic 2; Tab. 4.3, Nr. 6), das wichtigste zytoskelettale Protein in
nicht-Muskelzellen (Tojkander et al. 2012), Tropomyosin (TPM) 3 und TPM4 (Tab.
4.3, Nr. 25 und 27), kalziumbindende Proteine, welche in die Actin-Filamente
integriert sind, und a-Actinin (Tab. 4.3, Nr. 12), welches Actinpolymere von MDCK-
Zellen durch Bundelung und Kreuzvernetzung noch zusatzlich stabilisierte (Dolat et
al. 2014), mit Septin7 ko-préazipitiert. Auf Grund der Anreicherung von Proteinen des
Zytoskeletts in diesem Versuch ist eine Beteiligung von Septin7 an der Regulation
der Stabilitat und Migrationsfahigkeit von Lymphozyten des Pferdes und damit der
Pathogenese der ERU sehr wahrscheinlich.

Mit dem Vorgang der Migration geht die Bildung von Pseudopodien, vor allem
Lamellipodien, einher (Krause and Gautreau 2014). Lamellipodien sind sehr flache,
breit angelegte Ausstilpungen am vorderen Rand der Plasmamembran, welche ein
Gerlst aus verzweigten Actin-Filamenten enthalten (Krause and Gautreau 2014). Die
Verzweigung dieser Filamente erfolgt in menschlichen Thrombozyten nach
Dissoziation von sogenannten Actin-capping-Proteinen vom bestehenden Actin-
Polymer, wodurch die Bindungsstelle fir den Actin-related Protein 2/3 (Arp2/3)-
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Komplex freigelegt wird (Barkalow et al. 2003). Dieser Komplex initiiert nach seiner
Bindung an das Mutterfilament die Y-férmige Aussprossung von Tochterfilamenten
(Mullins et al. 1998), was die Ausbreitung des Lamellipodiums und somit die
Fortbewegung der Zelle initiiert (Krause and Gautreau 2014). Die Validitat des
vorliegenden Datensatzes wird durch die Ko-Préazipitation von Septin7 mit den Actin-
capping Proteinen Gelsolin, Capping protein (actin flament) muscle Z-line, alpha 1
(CAPZAl) und CAPZB (Tab. 4.3, Nr. 4, 35 und 38) sowie der Untereinheit 2 des
Arp2/3-Komplexes (ARPC2; Tab. 4.3, Nr. 1) weiter unterstrichen.

Der Arp2/3-Komplex wurde in einer Studie an caninen glatten Muskelzellen durch ein
Protein mit Namen Cell division cycle (Cdc) 42 induziert (Tang and Gunst 2004),
dessen Aktivierung in MDCK-Zellen indirekt tGber Inhibition von Borg3, einem Rho-
GTPase-bindenden Protein und Interaktor von Cdc42, auch zur Verminderung der
Septin7-Heteromerisierung fuhrte (Joberty et al. 2001) und das ebenfalls mit Septin7
ko-préazipitiert wurde (Tab. 4.3, Nr. 3). Sollte die Regulierung von Arp2/3 und Septin7
durch Cdc42 in Lymphozyten des Pferdes auf &hnliche Weise stattfinden wie in den
Hundezellen, kénnten dadurch die von Tooley et al. beobachteten und oben bereits
erwdhnten Bewegungsmuster Septin7-defizienter muriner T-Zellklone (Tooley et al.
2009) erklart werden. In dieser Studie wurde festgestellt, dass sich T-Zellen bei einer
Verringerung der Septin7-Expression weniger gerichtet und langsamer fortbewegten
als unbeeintrachtigte Zellen und vermehrtes Blebbing zeigten (Tooley et al. 2009).
Diese Beobachtungen konnten auf zwei mit Cdc42 assoziierte Mechanismen
zuruckzufihren sein. Zum einen kdnnte durch starkere Arp2/3-Aktivierung eine
vermehrte Auspragung von Lamellipodien stattfinden. Zum anderen verringert sich in
Septin7-defizienten Zellen mdglicherweise die Kontraktilitat der Stressfasern durch
Beeintrachtigung der Verbindung dieser zu fokalen Adh&sionszonen. Sollten Tooleys
Beobachtungen auf solchen Cdc42-mediierten Pfaden basieren, wirde dies einen
Feedbackmechanismus zwischen der Septin7-Expression und Cdc42-Aktivierung
implizieren, bei dem letztere kompensatorisch zunimmt wenn Septin7 niedriger
abundant exprimiert wird. In diesem Fall kame es zu den von Tooley et al.
beschriebenen Bewegungsmustern (Tooley et al. 2009), ausgeldst durch vermehrte
Actin-Verzweigung und Lamellipodienausbildung, jedoch ohne ausreichende
Kontraktilitat. Die Untersuchung eines solchen Feedbackmechanismus kénnte zum
Beispiel mittels durchflusszytometrischer Bestimmung der Cdc42-Expression in

nativen Septin7-defizienten ERU-Lymphozyten, in vitro Septin7-gesilencten und
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unbehandelten gesunden Lymphozyten erfolgen. Sollte sich die Feedback-
Hypothese zwischen Septin7 und Cdc42 bestéatigen, wirden in einem solchen
Versuch die Septin7-defizienten und gesilencten Zellen mehr Cdc42 exprimieren als
die unbehandelten Lymphozyten. Zudem wére ein Transmigrationsassay interessant,
in welchem mogliche Unterschiede in der Transmigrationsfahigkeit von in vitro
Septin7-gesilencten Lymphozyten mit und ohne Cdc42-Gen-Knock-out beleuchtet
wird. Dadurch konnte gezeigt werden, welche Rolle Cdc42 bei der vermehrten
Transmigration Septin7-defizienter Lymphozyten bei der ERU spielt. Bei Cdc42™
Zellen muisste im Fall der Bestatigung der Hypothese die feedbackgesteuerte
Regulation von Arp2/3 durch ein Silencing von Septin7 ausbleiben, was die
Migrationsrate bei Septin7-gesilencten Zellen erneut verdndern kénnte.

Die String-Netzwerkanalyse der mit Septin7 ko-prazipitierten Proteine ergab einen
zusétzlichen Hinweis auf die Rolle von Cdc42. Uber die Aktivierung von p21-
activated Kinase (PAK) 1 induzierte es in caninen Trachealmuskelzellen die
Phosphorylierung eines weiteren zytoskelettalen und mit Septin7 ko-prazipitierten
Proteins, Vimentin (Li et al. 2009). Vimentin (Tab. 4.3, Nr. 9), konnte in einer nach
der Auswertung der massenspektrometrischen  Daten  durchgefihrten
Immunpréazipitation zunachst nicht als Septin7-Interaktor bestatigt werden, da
Septin7 im Prazipitat des dabei verwendeten anti-Vimentin-Antikérpers nicht
detektierbar war (Abb.4.13 aVimentin). In den Herstellerangaben des verwendeten
anti-Vimentin-Antikorpers ist die Immunprazipitation nicht als Methode, fir die sich
der Antikorper eignet, aufgefuhrt. Da sich Antikérper gelegentlich jedoch auch fur
Methoden eignen, die der Hersteller im Datenblatt nicht spezifiziert, bezogen wir den
anti-Vimentin-Antikorper dennoch in den Versuch mit ein, konnten allerdings keine
Immunprazipitation von Vimentin erzielen. Der Antikdrper kann jedoch nach Daten
des Herstellers zur Detektion von Vimentin mehrerer Spezies, eingeschlossen dem
des Pferdes, im Western Blot herangezogen werden und der Nachweis von Vimentin
im Septin7-Prazipitat dieses Versuchs gelang mit dieser Methode (Abb. 4.14
aSeptin7), wodurch Vimentin als Interaktor von Septin7 charakterisiert werden
konnte. Bei Vimentin handelt sich um ein Typ lll-Intermediarfilament (Dave and
Bayless 2014), welches in seiner phosphorylierten Form die Flexibilitat des
Zytoskeletts verschiedener humaner Lymphozytenlinien erhdhte (David et al. 2014).
In der durchflusszytometrischen Analyse der Vimentin-Expression ins Auge

transmigrierter Lymphozyten von ERU-Pferden zeigte sich eine niedrigere Abundanz
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als in den peripheren Lymphozyten des gleichen Tieres und augengesunder
Kontrolltiere (Abb. 4.15). Der groRte Unterschied konnte dabei zwischen CD4" T-
Lymphozyten festgestellt werden, wo er zwischen peripheren und intraokularen
Lymphozyten des ERU-Patienten etwa 35% betrug (vgl. Abb. 4.16 E und F). Auch in
CD8" VL sank die Vimentin-Expression, wahrend sie in B-Zellen im Vergleich zu
peripheren B-Lymphozyten sogar leicht anstieg (vgl. Abb. 4.16 H und I, K und L).
Diese Daten sind als pralimindr zu betrachten und mussen mittels einer gréf3eren
Tierzahl bestétigt werden, da sie anhand nur eines ERU-Patienten erhoben wurden
und unsere Proben von grof3er biologischer Variabilitdt sind. Trotzdem sind sie hoch
interessant in Bezug auf die Ubergeordneten Regulationsmechanismen, die
maoglichweise von Cdc42 gesteuert werden. Nach Phosphorylierung durch Cdc42
weist Vimentin eine andere Konformation auf als die nicht phosphorylierte Form
(Jeong et al. 2013), wodurch das phosphorylierte Protein mittels des hier
verwendeten Antikdrpers maoglicherweise nicht mehr detektiert werden konnte. Die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse kdonnten in diesem Fall nicht als
Senkung der Vimentin-Expression in VL von ERU-Patienten, sondern
moglicherweise als Veranderung des Verhéltnisses zwischen nicht-phosphoryliertem
und phosphoryliertem Vimentin zu Gunsten des Letzteren zu deuten sein. Eine
vermehrte Aktivierung von Cdc42 mit der daraus resultierenden Flexibilitats-
steigerung des Zytoskeletts durch Vimentin-Phosphorylierung und Inhibition der
Septin7-Polymerisation sowie die vermehrte Verzweigung von F-Actin durch Arp2/3
konnten also erklaren, welche Mechanismen der gesteigerten Transmigrationsrate
Septin7-defizienter T-Zellen in der vorliegenden und anderen Studien (Tooley et al.
2009) zu Grunde liegen.

Vimentin konnte bereits mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen assoziiert
werden (Kinloch et al. 2014, Tesija-Kuna et al. 2010). So konnten in neun von zehn
Patienten mit tubulointerstitieller Entziindung im Rahmen des Lupus nephritis hohe
anti-Vimentin-Antikorper-Titer festgestellt werden (Kinloch et al. 2014), welche auch
bereits in 63% der Patienten mit Rheumatoider Arthritis aufgetreten waren (Tesija-
Kuna et al. 2010). Die hier gewonnenen Erkenntnisse uUber die differentielle
Expression von Vimentin in peripheren und intraokuléaren Lymphozyten bei der ERU
liefern also eine interessante Grundlage fur die weitere Forschung zur Pathogenese
dieser Autoimmunerkrankung des Pferdes. Um zu untersuchen, ob die

Phosphorylierung von Vimentin in Lymphozyten bei der ERU zur beglnstigten
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Transmigration beitragt und inwieweit eine solche Phosphorylierung hier vorlag,
sollten kunftig, neben der Untersuchung einer gréReren Tierzahl auf ihre
lymphozytare Vimentin-Expression, auch durchflusszytometrische Versuche mit anti-
phosphoryliertes Vimentin-Antikdrpern durchgefuhrt werden.

In humanen Leukozyten ko-lokalisierte Vimentin mit zwei weiteren, mit Septin7 ko-
prazipitierten Proteinen, S100A8 und S100A9 (Tab. 4.3, Nr. 17 und 26) (Roth et al.
1993). Beim Menschen bildeten S100A8 und S100A9 bei einem Anstieg von
intrazellularem Kalzium ein Heterodimer, genannt Calprotectin, das dazu in der Lage
war, die Phagozytenmigration durch Kalzium-abhangige Polymerisierung und
Stabilisierung von Tubulinfilamenten zu unterstiitzen (Schiopu and Cotoi 2013).
Homodimere von S100A8 und S100A9 sowie deren Heterodimer waren in humanen
Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC), abhéngig von der Kalzium-
bereitstellung, an der Desorganisation von ZO-1, einem Tight Junction-Protein, und
F-Actin beteiligt, was den transepithelialen elektrischen Widerstand der
Endothelschicht signifikant senkte (Wang et al. 2014). S100A8 und S100A9 wurden
beim Menschen im Proteom vieler verschiedener Zellen, wie Keratinozyten
(Sakaguchi et al. 2014), Fibroblasten (Carrion et al. 2013) und fast allen Leukozyten,
mit Ausnahme von T-Lymphozyten, in denen sie bisher nicht gefunden werden
konnten, zytosolisch oder auf der Zelloberflache nachgewiesen (Lood et al. 2011).
Durch Stimulation ihrer Rezeptoren Toll-like Receptor (TLR) 4 und Receptor for
Advanced Glycation Endproducts (RAGE) stimulieren die beiden S100-Proteine
Zellen des angeborenen Immunsystems zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine
(Jin et al. 2014). Der Komplex Calprotectin wurde bisher nicht als
Lymphozytenprotein beschrieben (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015), kdnnte
jedoch auch in der ERU eine wichtige Rolle bei der Aktivierung autoreaktiver T-Zellen
und deren Ubertritt Gber die zellulare Barriere, das RPE, spielen. Calprotectin arbeitet
in Abhangigkeit von Kalzium (Wang et al. 2014), welches in Lymphozyten des
Menschen durch die Aktivierung von Integrinen wie Leukocyte Function-associated
Antigen (LFA)-1 und Very Late Antigen (VLA)-4 bei der Adhasion an Endothelzellen
intrazellular anstieg (Gerli et al. 1998, Ricard et al. 1997).

Ein weiteres immunregulatorisch aktives Protein, welches mit Septin7 ko-prazipitiert
wurde, ist Laktotransferrin (Tab. 4.3, Nr. 42). Durch Detektion von Septin7 im
Préazipitat eines anti-Laktotransferrin-Antikdrpers ist eine Interaktion der beiden

Proteine wahrscheinlich, jedoch prazipitierte auch die Isotypkontrolle ein Protein mit

133



Diskussion

dem Molekulargewicht von Septin7 (Abb. 4.13 ITK zIgG), weshalb zuktinftig weitere
Untersuchungen zur endgultigen Bestatigung der Interaktion durchgefiihrt werden
missen. Da Laktotransferrin in frilheren Studien unserer Arbeitsgruppe bereits
wiederholt in den Datensatzen zum Proteom von equinen Leukozyten vertreten
(Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2012), jedoch noch nie einer eingehenderen
Untersuchung unterzogen worden war, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit in
durchflusszytometrischen Studien an equinen peripheren und intraokularen
Lymphozyten eine Charakterisierung des Laktotransferrin-Expressionsmusters in
diesen Zellen an einer Kohorte ERU-kranker Pferde sowie an peripheren
Lymphozyten augengesunder Kontrolltiere durchgefihrt (Abb. 4.17). Der Anteil der
Zellen, welche Laktotransferrin exprimierten, an der Gesamtzahl untersuchter
Lymphozyten war in VL von ERU-Pferden mit 75% am hochsten und in peripheren
Lymphozyten augengesunder Tiere mit 54% am niedrigsten (Abb. 4.17 A). Diese
Veranderungen waren nicht signifikant, deuteten jedoch auf einen Anstieg der
Laktotransferrin-Expression bei der ERU hin, weshalb folgend die Unterschiede in
der Expressionsstéarke pro Zelle, der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI), analysiert
wurden (Abb. 4.17 B). Dabei konnte eine signifikante 8,8-fache Steigerung der
Laktotransferrin-Expression in der Lymphozytenfraktion von VL gegenlber
peripheren Lymphozyten in der ERU detektiert werden. In einem weiteren
durchflusszytometrischen Experiment wurde nun bestimmt, auf welchen
Lymphozytensubpopulationen sich die Laktotransferrin-Expressionssteigerung in VL
vollzieht (Abb. 4.18). Eine solche Untersuchung zu Subpopulationen Laktotransferrin-
exprimierender Lymphozyten war unseres Wissens bis dahin noch nie durchgefihrt
worden (PubMed-Recherche Stand 16.3.15). Dabei zeigte sich die starkste
Regulation in CD4" Zellen, in denen in VL 6,3-mal so viel Laktotransferrin detektiert
werden konnte wie in peripheren Lymphozyten des gleichen Tieres (vgl. Abb. 4.18
E und F). Aber auch die CD8" und B-Zellen exprimierten in VL Laktotransferrin
starker als in den peripheren Zellen des ERU-kranken Tieres (vgl. Abb. 4.18 H und I,
K und L), wobei insgesamt nur wenig Laktotransferrin durch B-Zellen exprimiert
wurde (Abb. 4.18 J-L). Der starke Anstieg der Laktotransferrin-Expression in ins
Auge transmigrierten CD4" T-Zellen unterstreicht erneut die herausragende
Wichtigkeit dieser Zellpopulation fur die Pathogenese der ERU, bei der vorrangig
CD4" Lymphozyten ins Auge transmigrieren (Regan et al. 2012). Laktotransferrin ist

ein vor allem von mucosalen Epithelzellen sekretiertes Protein, welches auch in den
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Granula neutrophiler Granulozyten vorkommt (Actor et al. 2009). Es besitzt eine
bakterizide Wirkung, indem es direkt an Lipopolysaccharid (LPS), einen Bestandteil
bakterieller Membranen, bindet (Actor et al. 2009). In septischen Méausen, bei denen
unter Therapie mit Laktotransferrin eine 100-fache Reduktion zirkulierender E. coli-
Bakterien gegeniber unbehandelten septischen Kontrollen festzustellen war, zeigte
sich dieser bakterizide Effekt deutlich (Actor et al. 2009). Zum anderen wirkt
Laktotransferrin bakteriostatisch, da es das sowohl fir ein- als auch fur mehrzellige
Organismen lebenswichtige Eisen bindet und so fir pathogene Mikroorganismen, wie
beispielsweise Staphylococcus aureus, unzuganglich machen kann (Pieracci and
Barie 2005, Williams and Griffths 1992). Des Weiteren reduzierte die
Eisensequestration durch Laktotransferrin in in vitro-Modellen die Bildung reaktiver
O,-Spezies, was die Zytokinantwort auf den eigentlichen Initiator des
Entziindungsreizes spezifizierte, und die Reaktion auf Gewebeschéaden, die lediglich
unspezifisch aus diesem Reiz resultierten, geringer ausfallen lief3 (Kruzel et al. 2010,
Kruzel et al. 2006). Zudem konnte in humanen Jurkat-T-Zellen gezeigt werden, dass
Laktotransferrin bei Mitogenstimulation von CD4 CD8" T-Zellen die Differenzierung zu
CD4" T-Zellen begiinstigt (Dhennin-Duthille et al. 2000) und deren Aktivierung
induziert, die beispielsweise durch verstarkte Expression von Integrinen wie LFA-1
gekennzeichnet ist (Zimecki et al. 1999). Laktotransferrin war also in diesen Studien,
wie auch in einem Versuch an Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-
infizierten Mausen, in denen sich durch Laktotransferrin-Applikation die Produktion
von Interleukin (IL)-17 und IL-6 verringerte und die von Interferon (IFN) y und IL-2
gesteigert wurde (Hwang et al. 2014), dazu in der Lage, Antigen-induzierte
Entzindung zu limitieren ohne dabei die Immunantwort vollig auszuschalten. Die
stark erhdhte Expression von Laktotransferrin in VL von ERU-Patienten deutet also
maoglicherweise wie schon die ebenso regulierte Septin7-Expression darauf hin, dass
es sich bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zellen um T,y handeln
konnte. Da bisher eine Expression von Laktotransferrin durch Lymphozyten nicht
beschrieben wurde (PubMed-Recherche Stand 16.3.15), und in anderen Studien nur
Endothelzellen und neutrophile Granulozyten mit der Laktotransferrin-Synthese
assoziiert werden konnten (Actor et al. 2009, Kruzel et al. 2010), ist es mdglich, wenn
auch nicht sonderlich wahrscheinlich, dass das in unseren Versuchen im Proteom
von Lymphozyten des Pferdes festgestellte Laktotransferrin an Rezeptoren auf der

Oberflache der untersuchten Zellen gekoppelt war und nicht primar von diesen
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synthetisiert wurde. Mdglicherweise erfolgte durch die Bindung von Laktotransferrin
an spezifische Rezeptoren auf der T-Zell-Oberflache, wie sie in Jurkat-Zellen
nachgewiesen werden konnten (Tanaka et al. 2004), eine Umwandlung
autoaggressiver Tpl- und Th17-Zellen in Tyeg, Wodurch der Entziindungsschub in die
chronische, klinisch weniger auffallige oder inapparente Phase Uberging. Die
Untersuchung der Expression von Laktotransferrin in Lymphozyten des Pferdes auf
RNA-Ebene mittels PCR kdnnte dariber Aufschluss geben, ob das Protein in diesem
Versuch als primares Syntheseprodukt der Lymphozyten oder als Bindungspartner
von Laktotransferrin-Rezeptoren auf deren Oberflache identifiziert wurde. Weitere
Einblicke in die Rolle von Laktotransferrin bei der Entstehung der ERU und deren
Ubergang von der akuten in die chronische Phase konnten Kkinftig durch
Doppelfarbungen von ins Auge transmigrierten Lymphozyten mit einem Antikorper
gegen Laktotransferrin und einem gegen Forkhead Box P3 (FoxP3), einem Tieg-
Marker; sowie gegen Laktotransferrin und die Marker der verschiedenen Ty-
Antworten, vorrangig IFNy und IL-17, und anschlieRende Durchflusszytometrie
gewonnen werden. Zudem ware es von grol3er Relevanz, auch intraokulare Zellen
wahrend akuter Entziindungsschiibe, zum Beispiel aus enukleierten uveitischen
Augen oder aus solchen von im Uveitis-Schub gettteten Pferden, zu gewinnen und
vergleichende Untersuchungen zu dort auftretenden Tn-Antworten durchzufthren.

Septin7 und seine Interaktoren, die in dieser Arbeit einer eingehenderen
Untersuchung unterzogen worden sind, stellen mdglicherweise Schliisselelemente in
der Erforschung der Pathogenese der ERU dar. Die Identifikation von Septin7 als bei
der ERU differentiell reguliertes Protein erfolgte in einer friheren Studie unserer
Arbeitsgruppe mittels der 2D-DIGE-Technik mit anschlieBender massen-
spektrometrischer Analyse einzelner Gelspots (Degroote et al. 2014). Diese Technik
eignete sich allerdings nicht fur die spezifische Untersuchung von
Membranproteinen, da diese auf Grund verschiedener Eigenschaften, die sie von
zytosolischen Proteinen abgrenzen, darunter vor allem ihrer schlechten Loslichkeit in
bei der Gelelektrophorese verwendeten Puffern, nicht zufriedenstellend in SDS-
Gelen aufgetrennt werden (Santoni et al. 2000). Membranproteine stellen jedoch
eine immunologisch hoch interessante Gruppe dar, zu der wichtige
Immunregulatoren, wie Integrine und Zytokinrezeptoren zahlen. Diese Arbeit war
deshalb insbesondere auch der Untersuchung differentiell  regulierter

Oberflachenproteine auf peripheren und intraokularen Lymphozyten bei der ERU

136



Diskussion

gewidmet. Als néchstes wurde also nach Extraktion dieser Fraktion mittels
Oberflachenbiotinylierung der Zellen das differentielle Plasmamembranproteom
peripherer und intraokuldrer Lymphozyten des Pferdes bei der ERU mittels
differentieller Proteomanalyse und Massenspektrometrie untersucht. Unseres
Wissens handelt es sich hierbei um die Erstbeschreibung eines Vergleichs des
Plasmamembranproteoms peripherer und zum Zielorgan transmigrierter Zellen des
gleichen Individuums (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015). Wir konnten insgesamt
146 Proteine identifizieren, die zwischen peripheren Lymphozyten und ins Auge
transmigrierten Zellen mindestens um den Faktor 2 differentiell reguliert waren (Tab.
4.4 und 4.5). Davon waren 109 Plasmamembranproteine, was einem Anteil von 75%
entspricht und die ausgezeichnete Anreicherung dieser Proteine durch die hier
verwendete Extraktion nach Oberflachenbiotinylierung zeigt.

Von den 146 differentiell regulierten Proteinen waren 70 in peripheren Lymphozyten
und 76 in intraokularen Zellen des ERU-Tieres starker exprimiert. Bei der Genomatix-
Analyse der wichtigsten Signalwege, an denen die humanen Orthologe der
differentiell regulierten Pferdeproteine jeweils beteiligt sind, fiel auf, dass sowohl in
peripheren als auch in intraokularen Lymphozyten beispielsweise Proteine der
Signalwege ,Immune Response®, ,Leukocyte Activation“ und ,Response to Stress®
hochreguliert waren. Da das Spendertier an einer chronisch-entziindlichen
Autoimmunerkrankung litt, war dies zu erwarten. Interessanterweise gab es jedoch
auch gravierende Unterschiede bei den Signalwegen der differentiell regulierten
Proteine. So exprimierten periphere Zellen auRerdem vermehrt Proteine von
Signalwegen wie ,Activation of Immune Response®, ,Intermediate Filament
Cytoskeleton Organization“ und ,Cell Junction Assembly“, was auf die Vorbereitung
der Invasion des entziindeten Gewebes hindeutete. In vitrealen Leukozyten waren
hingegen vor allem Proteine T-Zell-spezifischer Signalwege hochreguliert, wie
beispielsweise ,T Cell Proliferation, ,T Cell Costimulation® und ,Cytokine
Biosynthetic Process”. Diese Signalwege kénnten darauf hinweisen, dass die bereits
transmigrierten Leukozyten einen starkeren Differenzierungsgrad aufgewiesen und
spezifisch Zytokine produziert haben kdnnten.

Zu den in peripheren Lymphozyten starker exprimierten Proteinen gehorte
beispielsweise die Integrin-Untereinheit 1 (CD29; Tab. 4.4, Nr. 69), welche sich
unter anderem fur die Adh&asion humaner, unstimulierter T-Lymphozyten an

Endothelzellen unverzichtbar zeigte (Fiorini et al. 2000). Integrine spielen eine
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uberaus wichtige Rolle bei der Adhéasion von Leukozyten an Endothelzellen und
Mitglieder der verschiedenen Subfamilien interagieren miteinander bei der
Transduktion inflammatorischer Signale (Uotila et al. 2014). So ist das Integrin VLA-
4, welches aus den Untereinheiten a4 und (1 besteht, gemeinsam mit seinem
Liganden auf Endothelzellen, Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM)-1, fir das in
Blutstromrichtung gerichtete Rolling zustéandig (Dominguez and Hammer 2014). LFA-
4, das sich aus einer a1- und einer B2-Untereinheit zusammensetzt, vermittelt
hingegen durch seine Interaktion mit Intercellular Adhesion Molecule (ICAM)-1 das
Rolling gegen den Strom (Dominguez and Hammer 2014). Nur das Zusammenspiel
dieser beiden und weiterer Integrine gewahrleistet also die erfolgreiche Suche nach
einer adaquaten Transmigrationsstelle am Endothel (Dominguez and Hammer 2014).
Die vermehrte Expression von CD29 in peripheren Blutzellen gegenuber
intraokularen Leukozyten spricht also dafir, dass bereits transmigrierte Zellen die
Synthese von Proteinen, die Funktionen bei der Initiation der Transmigration haben,
zu Gunsten anderer Signalwege verringern.

Ein weiteres Protein, welches Blutlymphozyten starker exprimierten als ins Auge
gewanderte Zellen, ist CD226 (Tab. 4.4, Nr. 59). CD226 zeigte sich als wichtiger
Regulator der Balance zwischen T,1-/Ty17- und Th2-Zellen in menschlichen priméaren
T-Zellen, in denen eine Blockade von CD226 durch monoklonale Antikorper zur
Inhibition der T-Zell-Aktivierung und —Proliferation, sowie zu signifikant verringerter
Sekretion von IFNy und IL-17 fuhrte (Lozano et al. 2013). In einer Studie an M&usen
konnte des Weiteren gezeigt werden, dass der Effekt der T1-/Th17-Induktion durch
erhohte Expression von CD226 eng mit einer damit verbundenen Suppression
regulatorischer T-Zellen zusammenhing (Koyama et al. 2013). Der Knock-out von
CD226 in Tieg von an Leukamie erkrankten Mausen verbesserte deren regulatorische
Kapazitat beziiglich der IFNy-Produktion durch CD4" Effektorzellen. Die im
vorliegenden Proteomics-Experimient zu differentiell regulierten Proteinen auf der
Oberflache equiner peripherer und intraokuldrer Lymphozyten bei der ERU
festgestellte, vergleichsweise hthere CD226-Expression in peripheren Lymphozyten
konnte im Umkehrschluss wiederum auf eine gesteigerte intraokulare Teq-Aktivitat
schlieRen lassen.

CD90, ein Oberflachenprotein, das von unserer Arbeitsgruppe bereits als Interaktor
eines wichtigen Integrinaktivators, Talinl, auf peripheren und intraokuléaren

Granulozyten identifiziert worden war (Degroote et al. 2013), konnte in diesem
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Experiment auch auf Lymphozyten nachgewiesen werden und war auf diesen Zellen
ebenfalls in peripheren Zellen starker exprimiert (Tab. 4.4, Nr. 57). Die Rolle von
CD90 bei der Aktivierung von T-Lymphozyten wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten entweder einen stimulierenden oder
einen inhibitorischen Effekt der Bindung von gegen CD90 gerichteten Antikdrpern an
T-Zellen feststellen (Conrad et al. 2009, Nishida et al. 2011). Die CD90-vermittelten
Mechanismen zur Regulation der Aktivitat von T-Zellen laufen jedoch in beiden
Fallen unter Beteiligung des T-Zell-Rezeptor (TCR)/CD3-Komplexes ab (Conrad et
al. 2009, Nishida et al. 2011). Dieser wird bei der naturlichen Aktivierung von T-
Zellen von deren Oberflache ins Zellinnere endozytiert und damit funktionell
deaktiviert (Valitutti et al. 1995). In einer klinischen Studie an Menschen mit Diabetes
mellitus Typ | wurde jedoch gezeigt, dass eine kunstliche Deaktivierung des
TCR/CD3-Komplexes mittels monoklonaler anti-CD3-Antikdrper, im Gegensatz zur
natirlichen Endozytose des TCR/CD3-Komplexes, die Aktivierung der Zelle sogar
verhindern kann (Keymeulen et al. 2005). Die Beteiligung von CD90 an der T-Zell-
Aktivierung ist also offenbar von komplexen Mechanismen reguliert, die bisher nicht
aufgeklart werden konnten. Seine Rolle bei der Extravasation von Leukozyten ist
hingegen weniger kontrovers. An CD90-defizienten Mausen mit verschiedenen
entzundlichen Erkrankungen, wie Peritonitis, akuten oder chronischen Pneumonien,
konnte festgestellt werden, dass CD90 die Extravasation von Entziindungszellen und
deren Invasion in entziindetes Gewebe unterstitzt (Schubert et al. 2011). Die Zahl
der transmigrierten Granulozyten und Monozyten nahm in CD90-Knock-out-Mausen
deutlich ab (Schubert et al. 2011). Allerdings hatte diese Manipulation der CD90-
Expression keine Auswirkungen auf das Transmigrationsverhalten von T-Zellen, die
nicht vermehrt wanderten, wenn sie als einzige Leukozytenpopulation noch CD90
exprimierten (Schubert et al. 2011). Welche Rolle die in Granulozyten (Degroote et
al. 2013) und Lymphozyten festgestellte differentielle Regulation von CD90 bei der
Pathogenese der ERU spielt, sollte in zukinftigen Studien evaluiert werden. Hierzu
waren zuerst Versuche zur Wirkung einer Bindung von anti-CD90-Antikoérpern auf die
Aktivierung von T-Zellen des Pferdes notwendig, mit deren Hilfe beleuchtet werden
konnte, ob die CD90-Bindung beim Pferd die Expression von Aktivierungsmarkern,
wie CD69 oder CD70, verringert oder erhoht, ob es also eine Aktivierungs-
hemmende oder —stimulierende Wirkung auf T-Lymphozyten dieser Spezies hat. Auf

Grundlage dieser neuen Informationen kdnnten im Anschluss Silencing- oder Knock-
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Out-Versuche in Verbindung mit Transmigrationsassays mit stimulierten T-Zellen
durchgefiihrt werden, um die Rolle von CD90 fur die Transmigration von
Lymphozyten bei der ERU eingehender zu charakterisieren.

Interessanterweise waren in den beiden Zellproben des untersuchten ERU-Patienten
aul3erdem drei desmosomale Proteine, Desmoplakin, Desmogleinl und Plakophilinl,
differentiell reguliert (Tab. 4.4, Nr. 9, 14, 26 und 47). Desmosomen sind starke
interzellulare Verbindungen, die vor allem im Herzmuskel und in der Haut
vorkommen. Sie bestehen aus desmosomalen Cadherinen, zu denen unter anderem
Desmogleinl (Tab 4.4, Nr. 26) zahlt, sowie aus Plakophilin (Tab 4.4, Nr. 47),
Plakoglobin und Desmoplakin (Tab 4.4, Nr. 9 und 14), welche die Verbindung
zwischen den Cadherinen und zytoskelettalen Intermedidrflamenten herstellen
(Broussard et al. 2015). Unseres Wissens gibt es bisher keine Untersuchungen, die
Desmosomen bei Lymphozyten oder anderen Blutzellen charakterisieren (PubMed-
Recherche Stand 16.3.15), so dass die Identifikation dieser Proteine in den equinen
Lymphozytenproben hochst Uberraschend ist und weiterer Analyse bedarf. Sie
unterstreicht jedoch erneut die ausgezeichnete Anreicherung von Membranproteinen
durch die Oberflachenbiotinylierung, da am Beispiel der drei desmosomalen Proteine
deutlich wird, dass hier identifizierte intrazellulare Proteine, wie Plakophilinl und
Desmoplakin, in physischem Zusammenhang mit Membranproteinen stehen, die
durch diese Methode angereichert wurden, so hier zu Desmogleinl. Dadurch
konnten wir in  Zukunft moglicherweise schon auf Grund der Protein-
zusammensetzung der Probe nach Oberflachenanreicherung wichtige Hinweise auf
maogliche Protein-Protein-Interaktionen erhalten.

Zu den in vitrealen Zellen starker exprimierten Proteinen gehorten die T-Zell-Ko-
Stimulatoren CD28 (Tab. 4.5, Nr. 35) und CD80 (Tab. 4.5, Nr. 51). CD80 ist ein
Rezeptor fur verschiedene Liganden, darunter CD28 und Cytotoxic T Lymphocyte-
associated Antigen (CTLA)-4, welche jeweils unterschiedliche Signale ausldsen
konnen (Dilek et al. 2013, Haanstra et al. 2015, Poirier et al. 2010). Die selektive
Antagonisierung von CD28, das somit nicht mehr an CD80 binden konnte,
verursachte beispielsweise in humanen T-Zellen in vitro (Dilek et al. 2013), in
Transplantationsmodellen (Poirier et al. 2010) sowie bei experimenteller
autoimmuner Enzephalomyelitis, dem Modell fur Multiple Sklerose, bei nicht-
humanen Primaten (Haanstra et al. 2015) eine Verstarkung der Teg- und

Abschwachung der Effektor-T-Zellaktivierung. Im Gegensatz dazu unterstitzte die
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Bindung von CTLA-4 an CD80 die Induktion von T.q im Transplantationsmodell und
schaffte so die Voraussetzungen fiir ein verlangertes Uberleben des Transplantats im
Empfangertier (Poirier et al. 2010). Die Interaktion von CD80 und CD28 wurde bei
der Spezies Pferd bisher nicht untersucht (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015). Da
die Aktivierung von CD80 in anderen Spezies je nach bindendem Liganden die
Balance zwischen Ty und Effektor-T-Zellen in beide Richtungen modulieren kann
(Dilek et al. 2013, Poirier et al. 2010), deutet sein Auftauchen in Verbindung mit dem
Effektorzell-assoziierten Liganden CD28 in der untersuchten Probe moglicherweise
auf eine Verschiebung dieser Balance hin zur vermehrten Differenzierung von
Effektorzellen zum Zeitpunkt der Pars plana Vitrektomie bei diesem Pferd hin. Dies
konnte ein Hinweis auf einen sich anbahnenden neuen Uveitis-Schub sein. In
kinftigen Untersuchungen sollte die CD28/CD80-Expression auf VL an einer
groReren Zahl von Pferden mit ERU untersucht werden, um daraus eventuell eine
Assoziation dieser mit dem klinischen Stadium der Erkrankung ableiten zu kdnnen,
was maoglicherweise auch prognostischen Wert besitzt.

Das ebenso auf vitrealen Leukozyten bei der ERU vermehrt exprimierte Protein P2X-
Purinorezeptor (Tab. 4.5, Nr. 21), das hier ebenfalls erstmals in equinen
Lymphozyten beschrieben wurde, stimulierte die Aktivierung des Proteins NOD-like
Receptor Family, Pyrin Domain Containing (NLRP) 3 sowohl in Mausen, bei denen
Cisplatin-induzierte Nierenschadigungen aufgetreten waren (Zhang et al. 2014), als
auch in solchen mit degenerativen Veranderungen am RPE (Kerur et al. 2013).
NLRP3, ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems, aktiviert das Enzym
Caspasel und vermittelt so die Sekretion verschiedener Zytokine, vor allem IL-1(3
(Rathinam et al. 2012). Auf diese Weise kann NLRP3 die Reaktion auf viele
verschiedene intrazellulare Noxen beeinflussen (Rathinam et al. 2012). IL-1B ist
auBerdem ein wichtiges Signalmolekil bei der Entstehung einer Reihe
immunmediierter Erkrankungen, vor allem von Autoimmunkrankheiten des Menschen
(Abderrazak et al. 2015). Bestimmte Mutationen von humanem NLRP3 fuhrten zu
Hyperaktivitat des Proteins und zu konstitutiver IL-1B-Sekretion, die je nach
Lokalisation der Mutation unterschiedliche Formen des erblichen periodischen
Fiebers, einer humanen Autoimmunerkrankung, verursachten (Masters et al. 2006).
Da es sich unseres Wissens bei der vorliegenden Arbeit um die Erstbeschreibung
des P2X-Purinorezeptors beim Pferd handelt (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015),

sind die bei der ERU ablaufenden Mechanismen, an denen der P2X-Purinorezeptor
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beteiligt sein konnte, trotz ihrer moglichen hohen Relevanz fir die Pathogenese
dieser Autoimmunerkrankung, noch géanzlich unerforscht. Die Identifikation des P2X-
Purinorezeptors als in VL starker exprimiertes Protein ist ein interessanter erster
Befund. In zukilnftigen Untersuchungen sollte nun zunachst betrachtet werden, ob
sich diese differentielle Regulation in peripheren und intraokuléren Lymphozyten von
anderen ERU-Pferden bestatigen lasst und welche funktionelle Bedeutung diese
haben konnte. Dies ware beispielsweise durch Transfektionsversuche maoglich.

Ein weiteres auf VL starker exprimiertes Protein, Single Immunoglobulin and Toll-
Interleukin 1 Receptor (SIGIRR) (Tab. 4.5, Nr. 16), ist ein negativer Regulator TLR2-
mediierter Entzindungen, wie beispielsweise bei der Meningitis im Mausmodell
nachgewiesen wurde (Costello et al. 2015). Der TLR2-Agonist Peptidoglycan
stimulierte bei Mausen mit experimentell induzierter Autoimmunuveitis dendritische
Zellen zur Induktion der Tp17-Antwort, und trug so einschlagig zur Pathogenese der
EAU bei (Wei et al. 2014). Die negative Regulation der TLR2-Kaskade wurde in
einem Mausmodell der invasiven Lungenaspergillose durch die Bindung von IL-37 an
SIGIRR vermittelt (Moretti et al. 2014). IL-37 reduzierte dort auf diesem Weg die
Sekretion von IL-17 und die Aktivierung von T,17-Zellen, nahm also Einfluss auf das
erworbene Immunsystem, dampfte aber ebenfalls die NLRP3-Inflammasom-
aktivierung, die Teil des angeborenen Immunsystems ist (Moretti et al. 2014). Der
Rezeptor SIGIRR konnte also auch bei der ERU wichtige Funktionen bei der
Interaktion von angeborenem und erworbenem Immunsystem haben und seine
starkere Expression auf VL weist erneut auf eine vorrangig regulatorische Funktion
dieser Zellen im hier untersuchten Stadium der ERU hin.

Ein funktionell besonders interessantes Protein, das im proteomischen Experiment
auf VL des untersuchten ERU-Tieres starker exprimiert war, ist CD150 (Tab. 4.5, Nr.
46). Die durchflusszytometrische Analyse der CD150-Expression auf peripheren Blut-
und intraokul&ren Lymphozyten von 14 ERU-Pferden bestéatigte den Anstieg von
CD150 in VL (Abb. 4.19 A und B). Die Expression war in diesen Zellen gegentber
peripheren Lymphozyten der gleichen Tiere hochst signifikant um etwa das
Funffache gesteigert (Abb. 4.19 B). Diese Uberaus deutliche differentielle Regulation
konnte ein Hinweis auf eine wichtige Rolle von CD150 bei der ERU sein. Eine
vermehrte Expression von CD150 wurde auch in T-Zellen im Mausmodell des
systemischen Lupus erythematosus (Shai et al. 1999) und in solchen von MS-

Patienten (Ferrante et al. 1998) festgestellt, was eine Bedeutung von CD150 auch fur
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die Pathogenese anderer Autoimmunerkrankungen als der ERU impliziert. CD150,
auch als Signaling Lymphocyte Activation Molecule (SLAM) bezeichnet, erflllt
gemeinsam mit seinen Effektormolekilen, unter anderem SLAM-associated Protein
(SAP) und der Protein Tyrosin Kinase FynT, zahlreiche Funktionen bei der
Regulation des angeborenen und des erworbenen Immunsystems (Calpe et al. 2008,
Veillette et al. 2007). CD150 gehort einer Gruppe von Rezeptoren an, die in die
Immunglobulin-Superfamilie eingeordnet werden (Vilar et al. 2011). Diese Familie
reguliert die Funktion von B- und T-Lymphozyten, sowie Zellen des angeborenen
Immunsystems (Vilar et al. 2011). An einer Mause-T-Zelllinie konnte der Nachweis
erbracht werden, dass die zytoplasmatische Doméne von CD150 konstitutiv mit SAP
assoziiert ist (Chen et al. 2006). SAP erfuhr bei Ligandenbindung durch die
extrazellulare Bindungsstelle von CD150 eine Konformationsdnderung und band
daraufhin die Kinase FynT, welche so aktiviert wurde (Chen et al. 2006). Initiiert
durch FynT konnten verschiedene Phosphorylierungsprozesse im weiteren Verlauf
die Induktion des Tp2-Transkriptionsfaktors GATA-3 und in Folge dessen die
vermehrte Expression von IL-4 und die Dampfung der IFNy-Sekretion bewirken, was
im Mausmodell zur X-Chromsom assoziierten, lymphoproliferativen Krankheit von
Menschen mit Mutationen im Gen fiir SAP gezeigt werden konnte (Cannons et al.
2004). GATA-3 unterdrickte dabei die Tpl-Antwort, reprasentiert durch die
verringerte IFNy-Produktion, auf mehreren Wegen. Zum einen konnte in primaren
humanen T-Zellen bestatigt werden, dass eine gesteigerte GATA-3-Expression direkt
mit der Verringerung der Transkription des Gens fur IFNy einhergeht (Jenner et al.
2009). Zum anderen reduzierte sich in solchen Zellen durch die
Expressionssteigerung von IL-13, eines Zytokins der Th2-Antwort, das ebenfalls
durch GATA-3 induziert wird, die IL-12-Ausschuttung (Bourreau et al. 2001). Die IL-
12-mediierte Ty1-Differenzierung wurde dadurch gedampft (Bourreau et al. 2001).
Der CD150/SAP/FynT-Pfad zur Aktivierung des Th2-Transkriptionsfaktors GATA-3
spielt also in anderen Spezies eine zentrale Rolle bei der Unterdrickung der Tyl-
Antwort (Davidson et al. 2004, Ma et al. 2007), was auch in VL von ERU-Pferden in
der Klinisch unauffalligen Phase der Erkrankung eine Rolle spielen koénnte.
Interessanterweise wurde in einer Studie an primaren humanen T-Zellen festgestellt,
dass die Expression der CD150-Verwandten SLAMF3 und SLAMF6 beim
systemischen Lupus erythematosus mit der Schwere des Krankheitsgeschehen

korreliert und eine Ko-Stimulation von TCR/CD3-aktivierten T-Zellen durch eines
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oder beide dieser Proteine einen Anstieg der IL-17-Expression induziert (Chatterjee
et al. 2012). Diese beiden Mitglieder der SLAM-Familie sind fur die Spezies Pferd
bisher nicht beschrieben (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015) und auch die Rolle
der erhohten Expression von CD150, die in dieser Arbeit auf intraokularen
Lymphozyten von ERU-Pferden festgestellt werden konnte, ist bisher ungeklart. Da
IL-17-sekretierende Tp17-Zellen aber bei der ERU, wie auch bei einer Reihe anderer
Autoimmunerkrankungen (Cua et al. 2003, Kim et al. 2010), mdéglicherweise eine
tragende Rolle spielen, kénnte die Charakterisierung der Funktionen von CD150 und
weiterer Mitglieder der SLAM-Familie beim Pferd mal3geblich zur Aufklarung
beteiligter = Pathomechanismen  beitragen. Dazu kdnnten  beispielsweise
Transmigrationsassays mit CD150-gesilencten oder CD150-Knock-Out-Zellen
durchgefithrt werden. Auch die Untersuchung von CD150"-Zellen hinsichtlich der
Expression der Transkriptionsfaktoren fir die Tp2- und Tpl7-Antwort, GATA-3 (Li et
al. 2015) und RORyt (Solt et al. 2015) kénnte wertvolle Einblicke in die tatsachlichen
CD150-assoziierten Mechanismen bei der ERU-geben.

Die proteomische Untersuchung peripherer und intraokularer Lymphozyten bei der
ERU ergab noch ein weiteres Protein von méglicher grof3er funktioneller Relevanz fir
diese Krankheit. Es handelte sich dabei um CD166 (Tab. 4.5, Nr. 31), das
sogenannte Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM). CD166 wurde
bisher auf equinen Lymphozyten nicht beschrieben (PubMed-Recherche Stand
16.3.2015). Die durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen von 14 weiteren
ERU-Pferden bestétigte jedoch die vermehrte Expression in vitrealen Lymphozyten
der ERU-Tiere im Vergleich zu peripheren Lymphozyten (Abb. 4.19 C und D). Die
MFI von CD166 war in VL signifikant um den Faktor 1,8 gegeniber peripheren Zellen
erhoht (Abb. 4.19 D). Auf Grund sehr geringer Zellzahlen in den hier untersuchten
VL-Proben konnte eine genaue Untersuchung der CD166-Expression in
Subpopulationen intraokulérer Lymphozyten bislang allerdings noch nicht
vorgenommen werden. Beim Menschen war die CD166-Expression auf CD4"
peripheren Lymphozyten weitaus geringer als auf B-Zellen (Cayrol et al. 2008). Sollte
dies auch beim Pferd der Fall sein, ware eine mdogliche Erklarung fur die erhdhte
Gesamtexpression auf Lymphozyten im Auge von ERU-Pferden, dass die
gewanderten CD4" Zellen CD166 starker exprimieren als die peripheren CD4"
Lymphozyten, da der Anteil an CD4" Zellen im Auge von ERU-Patienten im
Verhéltnis zu dem der B-Zellen hdher ist als peripher (Deeg et al. 2001, Gilger et al.
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1999, Regan et al. 2012, Romeike et al. 1998). Jedoch sind zur Bestéatigung dieser
Hypothese dringend Untersuchungen an weiteren VL-Proben mit gré3erer Zellzahl
erforderlich, die eine Bestimmung der CD166-exprimierenden Subpopulationen
zulassen. Funktionell stellt CD166 als Rezeptor fur das ko-stimulatorisch auf die
TCR/CD3-mediierte T-Zellaktivierung wirkende Molekil CD6 (Nair et al. 2010) einen
hoch interessanten Kandidaten dar. Es konnte gezeigt werden, dass CD166 sowohl
homotypische Bindungen zu anderen CD166-Molekllen als auch heterotypische
Bindungen mit seinem Liganden CD6 eingeht (Cayrol et al. 2008, Zimmerman et al.
2006). Die Blockade von CD6 durch einen nicht stimulatorisch wirkenden
monoklonalen Antikdrper reduzierte in primdren humanen Lymphozyten die
Expression von Zellaktivierungsmarkern, wie CD25, und verringerte die Sekretion
proinflammatorischer, mit der T,1-Antwort assoziierter Zytokine (Nair et al. 2010). Im
umgekehrten Fall nahm die Transkription von IFNy und IL-2, den Markerzytokinen
der Tpl-Antwort, bei gleichzeitiger Stimulation von CD3 und CD6 gegeniber der
reinen CD3-Stimulation zu (Nair et al. 2010). Sowohl auf primaren humanen
Lymphozyten als auch auf Jurkat-T-Zellen wurde auf diese Weise bestatigt, dass die
Bindung von CD166 an seinen Liganden CD6 bei der Bildung immunologischer
Synapsen zwischen APC und T-Zellen eine Verstarkung der T,1-Antwort zur Folge
hat (Nair et al. 2010, Zimmerman et al. 2006). Interessanterweise war auch CD6
unter den proteomisch auf peripheren und intraokularen Zellen identifizierten
Proteinen, jedoch war seine Expression bei dem hier untersuchten Tier auf
peripheren Lymphozyten starker als auf den transmigrierten Zellen (Tab. 4.4, Nr. 27).
Die Bindungspartner CD166 und CD6 waren also auf der Oberflache der peripheren
und intraokularen Lymphozyten dieses ERU-Pferdes unterschiedlich reguliert. Eine
voneinander abweichende Regulation der beiden Proteine zwischen verschiedenen
Zellen eines Patienten bei anderen Erkrankungen ist in der Literatur bisher nicht
beschrieben (PubMed-Recherche Stand 16.3.2015). lhre Feststellung bei Zellen
eines ERU-Patienten ist allerdings hdchst interessant, da die erhdhte Expression von
CD166 auf VL ohne gleichzeitigen Anstieg der CD6-Expression ein Hinweis darauf
sein konnte, dass homotypische Bindungen zwischen zwei CD166-Molekillen in ins
Auge transmigrierten Zellen groBere Relevanz besitzen als in peripheren
Lymphozyten. Diese Interaktion und der sich daraus ergebende Signalweg ist jedoch
bisher nur unzureichend charakterisiert; es ist lediglich bekannt, dass solche

homotypischen Bindungen zwischen menschlichen Zellen méglich sind (Cayrol et al.
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2008) und dort weniger stabile Verknupfungen bilden als die Bindung von CD166 an
CD6 (Zzimmerman et al. 2006). Die Bedeutung solcher Affinitatsunterschiede ist beim
Pferd allerdings noch ungeklart. Méglicherweise werden durch homotypische CD166-
Interaktionen zwischen Lymphozyten beim Pferd Signalwege initiiert, die an der
Auspragung eines neuen ERU-Schubes beteiligt sind. Andererseits kdnnte diese
Interaktion in der untersuchten Spezies jedoch auch antiinflammatorische Wirkung
haben und zur Unterdriickung der Tn1l- und/oder Ty17-Antwort der intraokularen
Zellen beitragen. Zur Aufklarung der molekularen Mechanismen sind weitere
Versuche zu den Auswirkungen homo- und heterotypischer CD166-Bindungen beim
Pferd erforderlich. Die heterotypische Interaktion von CD166 und CD6 ist beim
Menschen jedoch bereits weitreichender charakterisiert (Nair et al. 2010, Zimmerman
et al. 2006). Neben ihren Funktionen bei der Kommunikation zwischen Zellen des
Immunsystems, wie der Ko-Stimulation von in Aktivierung begriffenen T-
Lymphozyten durch APC (Nair et al. 2010, Zimmerman et al. 2006), ist sie auch an
der Transmigration von CD4+ T-Zellen Uber die Blut-Hirn-Schranke bei der Multiplen
Sklerose Dbeteiligt (Cayrol et al. 2008). Um die Rolle von CD166 bei der
Transmigration der BRS durch Lymphozyten bei ERU-Patienten zu charakterisieren,
inkubierten wir also im nachsten Versuch periphere Blutlymphozyten eines gesunden
Pferdes mit einem monoklonalen anti-CD166-Antikdrper oder entsprechendem
Kontrollantikdrper. Die Transmigrationseigenschaften der so préainkubierten
Lymphozyten Uber gesunde, kultivierte equine RPE-Zellen wurden anschlieend mit
denen unbehandelter Lymphozyten des gleichen Tieres verglichen. Dabei wurde
deutlich, dass die Bindung des anti-CD166-Antikorpers eine Reduktion der
Transmigrationsfahigkeit der Zellen dieses Tieres um 50% bewirkte (Abb. 4.20).
Damit konnte erstmals belegt werden, dass CD166 Einfluss auf die Interaktion von
Lymphozyten des Pferdes mit Zellen der equinen BRS nimmt. Die genauen
Mechanismen dessen und eine eventuelle Beteiligung von CD6 daran mussen in
Zukunft weiter charakterisiert werden, da auch denkbar wére, dass der hier
verwendete Antikdrper CD166 auf equinen Lymphozyten nicht blockierte, sondern
aktivierte. Zur Uberprifung dessen kénnte CD166 mittels RNA-Interferenz gesilenct
und der Transmigrationsversuch mit den so behandelten Zellen wiederholt werden.
Da dieses pralimindre Experiment auf3erdem lediglich an Zellen eines Pferdes
durchgefuhrt wurde, kann noch keine endgultige Aussage zur biologischen Relevanz

des Ergebnisses getroffen werden. Es bildet allerdings die Grundlage fir weitere
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Studien zur Rolle von CD166 bei der Pathogenese der ERU. Beispielsweise kdnnte
im Hinblick auf die komplexen pathophysiologischen Vorgange bei der ERU ein
Transfektionsversuch von CD166 auf gesunde Lymphozyten oder solche von ERU-
Patienten mit anschlielRendem erneutem Transmigrationsassay uber RPE-Zellen aus
gesunden und uveitischen Augen weiteren Einblick in die Bedeutung der erhdhten
CD166-Expression auf intraokuldren Lymphozyten von ERU-Patienten geben. Diese
und weitere Untersuchungen sollten in Zukunft durchgefihrt werden, um die
funktionelle Bedeutung der differentiellen Regulation von CD166 und CD6 sowie
deren Rolle bei der Entstehung der autoimmunmediierten Uveitis des Pferdes
aufzuklaren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mittels eigens daflr hergestellter monoklonaler,
pferdespezifischer Antikdrper wertvolle Erkenntnisse Uber die differentielle
Regulation von Septin7 auf Lymphozyten von ERU-Patienten und augengesunden
Kontrollpferden gesammelt werden. Es wurde gezeigt, dass Septin7 ein Teil eines
komplexen Netzwerks interagierender Proteine ist, von denen vielen eine
Schlusselrolle bei der Pathogenese dieser wichtigen Pferdekrankheit zukommen
konnte. Des Weiteren wurden in einer proteomischen Studie insgesamt 146
Oberflachenproteine mit differentieller Regulation zwischen peripheren und
intraokularen Lymphozyten bei ERU-Pferden identifiziert und teilweise naher
charakterisiert, wobei interessante und pathophysiologisch méglicherweise hoch
relevante Einsichten gewonnen werden konnten. Die durch diese Arbeit
gesammelten Erkenntnisse sind ein wichtiger Schritt hin zur Aufklarung der
Pathomechanismen der ERU, welche mit einer Pravalenz von etwa 10% (Schwink
1992) die haufigste Ursache fur Erblindung beim Pferd darstellt (Gilger et al. 2010)
und sich aul3erdem als einzige spontan auftretende autoimmune Uveitis im Tierreich

als auRRerordentlich gutes Modell fir die humane Autoimmunuveitis eignet.
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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine haufig in der Pferdepopulation auf-
tretende Autoimmunerkrankung, bei der schubweise autoaggressive T-Lymphozyten
das Auge infiltrieren. Dort fihren sie zu entzindlichen Verdnderungen an der Netz-
haut, die in letzter Konsequenz eine Erblindung des betroffenen Auges verursachen.
Das Ziel dieser Arbeit war es, Proteine, die auf ins Auge transmigrierten Lympho-
zyten im Vergleich zu peripheren Lymphozyten differentiell exprimiert sind, zu
charakterisieren um dadurch zur Aufklarung der Pathogenese der ERU beizutragen.
Dabei war das Protein Septin7, welches auf peripheren Blutlymphozyten von an ERU
erkrankten Pferden geringer exprimiert ist als auf denen augengesunder
Kontrollpferde, von besonderem Interesse, da es eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Zytoskeletts spielt und so mal3geblich an der Pathogenese der
ERU beteiligt sein kdnnte.

Zunachst wurden sieben monoklonale Antikdrper gegen equines Septin7 hergestellt
und in verschiedenen Methoden eingehend auf ihre Eignung zur Detektion dieses
wichtigen zytoskelettalen Proteins untersucht. Dabei konnte fir die proteinanalytisch
relevanten Methoden Western Blot, Durchflusszytometrie, Immunzyto- und -histo-
chemie sowie Immunprazipitation jeweils mindestens ein sehr gut an equines Septin7
bindender Antikorper identifiziert werden.

Im Anschluss erfolgte die Untersuchung der Expression von Septin7 in Lymphozyten
des peripheren Blutes und in aus dem Vitreus gewonnenen Lymphozyten von ERU-
Patienten. Dabei ergab sich interessanterweise eine um den Faktor 4,7 verstarkte
Expression von Septin7 in intraokularen Zellen gegentber peripheren Lymphozyten.
Die funktionelle Relevanz von Septin7 fir die ERU wurde mittels eines
Transmigrationsversuchs an Septin7-gesilencten peripheren Blutleukozyten (PBL)
Uberpruft. Dabei zeigte sich eine Steigerung der Transmigrationsrate Septin7-
gesilencter Zellen gegenuber Kontrollen um 28%, was auf eine Funktion von Septin7
bei der Transmigration hinweist.

Zum Zweck der weiteren Charakterisierung der Funktion von Septin 7 in Pferde-PBL
wurde eine Immunprazipitation von Septin7 aus diesen Zellen durchgefiihrt. Die
anschlieBende massenspektrometrische Analyse des Prazipitats ergab 47 Septin7-
Interaktoren, die erstmals in Verbindung mit Septin7 in equinen PBL identifiziert

werden konnten. Von besonderem funktionellem Interesse darunter waren Vimentin,
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ebenfalls ein Protein des Zytoskeletts, und Laktotransferrin, ein vielseitiger
Immunmodulator. Die Expression dieser Proteine wurde dann durchflusszytometrisch
in peripheren und intraokuldren Lymphozyten analysiert. Vimentin war in nur 12 %
der Lymphozyten im Auge im Vergleich zu 71% der peripheren Lymphozyten des
ERU Pferdes exprimiert, die Expressionsstarke von Laktotransferrin war hingegen
signifikant 8,8-fach héher in intraokularen als in peripheren Lymphozyten. Diese
Expressionsanderungen vollzogen sich bei beiden Proteinen vorrangig auf CD4"
Zellen.

Zusatzlich zur ndheren Charakterisierung von Septin7 bei Lymphozyten von an ERU
erkrankten Pferden lag besonderes Interesse auf der Identifikation differentiell
regulierter Oberflachenmembranproteine zwischen peripheren und intraokulé&ren
Lymphozyten im Rahmen der ERU. In durch Oberflachenbiotinylierung von peri-
pheren und intraokularen Lymphozyten gewonnenen Proben konnten in einem
proteomischen Experiment insgesamt 146 differentiell exprimierte Proteine
identifiziert werden, die nie zuvor auf ihre Rolle bei der ERU untersucht worden
waren. Die Regulation zweier besonders interessanter Proteine, die auf intraokularen
Lymphozyten starker exprimiert waren, konnte durchflusszytometrisch bestétigt
werden. Dabei handelte es sich um CD150, einen Stimulator der TCR-mediierten
Signalkaskade, und CD166, ein an der T-Zellaktivierung und Leukozytenmigration
beteiligtes Rezeptormolekil. Ein Transmigrationsversuch mit CD166-blockierten
Zellen bestéatigte auch fir CD166, wie schon fur Septin7, eine mogliche funktionelle
Relevanz bei der Pathogenese der ERU.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ergaben eine Vielzahl
interessanter differenziell regulierter Kandidaten bei Lymphozyten von an ERU
erkrankten Pferden. Die hier bereits bezuglich ihrer Regulation bei der ERU
untersuchten Proteine Vimentin, Laktotransferrin, CD150 und CD166 sollten in
Zukunft weiter auf ihre funktionelle Beteiligung an der Pathogenese der ERU
untersucht werden. Zusatzlich kénnten besonders der Septin7-Interaktor Cdc42,
sowie die Oberflachenproteine P2X-Purinorezeptor, SIGIRR und CD6 grolie
funktionellen Bedeutung bei der ERU haben und sollten Gegenstand kunftiger
Forschung sein, um die Pathogenese der haufigen und schwerwiegenden

Erkrankung ERU weiter aufzuklaren.
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7 SUMMARY

Equine recurrent uveitis (ERU) is a frequently occurring autoimmune disease of
horses. During recurring inflammatory attacks autoaggressive T-cells infiltrate the eye
and subsequently cause neuro-retinal damage and, ultimately, blindness of the
affected eye.

This study aimed at characterizing proteins of lymphocytes obtained from ERU-
affected eyes, and thereby contributing to elucidation of ERU pathogenesis. Septin7,
a protein which was previously shown to be down-regulated in peripheral blood-
derived lymphocytes of ERU cases compared to control horses, was of special
interest. Due to its important role in stabilizing cytoskeletal structures, it possibly is of
crucial importance for ERU pathomechanisms.

To gain suitable tools for this attempt, seven monoclonal antibodies directed against
equine septin7 were established and subsequently analyzed for their capability of
detecting this important cytoskeletal protein in analytically relevant methods. For
each of these methods, Western Blot, flow cytometry, immunocyto- and immuno-
histochemistry and immunoprecipitation, at least one highly appropriate antibody for
septin7 detection in cells of horses could be identified.

After antibodies were established, expression analyses of septin7 in peripheral and
intravitreal lymphocytes of ERU patients were performed. Interestingly, septin7 was
4.7 fold up-regulated in intravitreal lymphocytes compared to blood-derived
lymphocytes. A subsequently applied transmigration assay with septin7-silenced
lymphocytes versus lymphocytes with physiological septin7 expression revealed
increased cell migration through RPE cells by 28% upon silencing and indicated
functional relevance of septin7 for lymphocyte transmigration during ERU.

To further characterize its functions in horse lymphocytes, immunoprecipitation of
septin7 was performed from these cells. Analyzing the immunoprecipitate by mass
spectrometry, 47 interactors of septin7 were detected, which were not identified to be
associated with septin7 in equine lymphocytes before. Among these, vimentin,
another cytoskeletal protein, and lactotransferrin, a versatile modulator of immune
responses, were of superior functional interest to us. Flow cytometric expression
analyses were conducted for both proteins and revealed differential regulation
between blood- and vitreus-derived lymphocytes. Vimentin was only expressed by

12% of intraocular cells, whereby its peripheral expression rate was 71% for ERU
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lymphocytes. In contrast, LTF fluorescent intensity was significantly up-regulated by a
factor of 8.8 in intraocular lymphocytes compared to peripheral cells. Both those
changes arose preferentially in CD4" cells.

Additional to further characterization of septin7 in lymphocytes from horses suffering
from ERU, we focused on identification of differentially regulated surface membrane
proteins between peripheral and intraocular ERU lymphocytes. Surface biotinylation
of these cells and subsequent analysis of cell surface membrane protein-enriched
samples through a proteomic approach yielded a total of 146 differentially expressed
proteins, of which none had ever been investigated for participation in ERU pathology
before. Up-regulation in intraocular lymphocytes was confirmed by flow cytometry for
two especially interesting proteins, CD150, a stimulator of TCR-mediated signaling,
and CD166, which associates with T-cell activation and leukocyte migration. A
transmigration assay of cells, in which CD166 signaling was blocked with monoclonal
anti-CD166 antibody, showed potential functional relevance for this protein in ERU
pathogenesis, as was shown likewise for septin7.

By experiments carried out in this study, a variety of interesting differentially regu-
lated candidates were found in lymphocytes of ERU cases. Changed expression was
verified for vimentin, LTF, CD155 and CD166. Their functional contribution to ERU
pathogenesis remains largely undetermined and should be targeted in further
studies. Furthermore, septin7 interacting protein cdc42 as well as differentially
regulated cell surface proteins P2X purinoreceptor, SIGIRR and CD6 might be of
particular functional relevance for ERU pathophysiology. These proteins’ involvement
in ERU should also be objected in future experiments to elucidate pathogenesis of

this frequently occurring and severe disease in horses.
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