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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die equine rezidivierende Uveitits (ERU) ist eine durch wiederkehrende
Entziindungsschibe gekennzeichnete Augenerkrankung des Pferdes, die mit einer
hohen Pravalenz von etwa 10 % auftritt (Spiess, 2010). Sie ist weltweit die haufigste
Ursache fur die Erblindung des Pferdes und geht mit erheblichen wirtschaftlichen und
ideellen Verlusten einher (Gilger and Michau, 2004, Schwink, 1992).

Die Atiologie der ERU ist bislang ungeklart, jedoch wurde in unterschiedlichen
Studien gezeigt, dass es sich um eine immunmediierte Erkrankung handelt, bei der
autoreaktive T-Zellen die Blut-Retina-Schranke passieren und intraokulare Strukturen
infiltrieren (Deeg et al., 2006b). Eine mogliche Ursache fir die Einwanderung
autoreaktiver Lymphozyten ist eine Anderung ihres Proteinexpressionsmusters
(Degroote et al., 2014).

Bisherige vergleichende proteomische Analysen des Lymphozytenproteoms
gesunder und an ERU erkrankter Pferde zeigten Pathogenese-assoziierte
Expressionsanderungen unterschiedlicher Proteine (Degroote et al., 2014, Degroote
et al., 2017). Bei einem dieser differentiell exprimierten Proteine, der zytoskelettalen
GTPase Septin7, wurde eine signifikante Expressionsminderung in den
Lymphozyten an ERU erkrankter Pferde festgestellt (Degroote et al., 2014). Septin 7
gehort zur Familie der Septine, die an zahlreichen zellularen Funktionen, wie
Apoptose, Zellteilung und Organisation des Zytoskeletts, beteiligt sind (Abbey et al.,
2016). Die Auswirkungen einer differentiellen Expression von Septinen wurden
aufgrund vermehrter Assoziationen mit neurodegenerativen Erkrankungen und
Krebserkrankungen eingehend untersucht (Rozenkrantz et al., 2016, Zhang et al.,
2016), aber bisher nicht in Autoimmunerkrankungen.

Da Septin 7 auch in der Pathogenese der ERU eine potentielle Schlisselrolle
einnimmt, konnte die funktionelle Charakterisierung des Proteins im Rahmen dieser
Autoimmunerkrankung neue Hinweise fir die Aufklarung Pathogenese-assoziierter
Mechanismen liefern. Die Funktionen von Proteinen wie Septin7 hangen
entscheidend von den Interaktionsnetzwerken ab, in denen sie agieren (Wasik et al.,
2017). Um mehr Uber die Rolle von Septin 7 im Verlauf der ERU zu erfahren, ist es
das Ziel dieser Arbeit, Septin 7-Interaktoren in equinen Blutleukozyten zu

identifizieren und in weiteren Expressionsanalysen zu charakterisieren.
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2 LITERATUR

2.1 Equine rezidivierende Uveitis

2.1.1 Definition und Bedeutung der equinen rezidivierenden Uveitis

Die Uveitis wird als eine Entzindung der mittleren Augenhaut, der Uvea, definiert.
Sie betrifft damit die stark vaskularisierten Strukturen des Augeninnern, die
Choroidea, den Ziliarkorper und die Iris (Wang et al., 2016b). Bei einer Beteiligung
der Retina spricht man von einer Uveoretinitis. Die Uveitis kann nach den Richtlinien
der International Uveitis Study Group (IUSG) je nach anatomischer Lokalisation in
eine anteriore, intermediare, posteriore Uveitis oder Panuveitis unterteilt werden
(Bloch-Michel  and Nussenblatt, 1987). Die  durch  wiederkehrende
Entzindungsschibe des Pferdeauges gekennzeichnete equine rezidivierende
Uveitis (ERU) tritt spontan mit einer hohen Pravalenz von etwa 10% in der
europaischen Pferdepopulation (Spiess, 2010) und bis zu 25% in den USA (Gilger,
2010) auf. Rasseabhéangig konnen Unterschiede verzeichnet werden. Besonders
haufig von der ERU betroffen sind unter anderem Appaloosas und deutsche
Warmblutpferde. Eine genetische Pradisposition konnte bei diesen Rassen
nachgewiesen werden (Fritz et al., 2014, Kulbrock et al., 2013, Deeg et al., 2004a).
Sie betrifft Pferde jeden Alters und stellt weltweit die h&ufigste Ursache fur die
Erblindung beim Pferd dar (Gilger and Michau, 2004, Schwink, 1992, Rebhun, 1979).
Das Pferd gehoért zu den Fluchttieren und reagiert bei dem Verlust der Sehfahigkeit
mit unvorhersehbarem Verhalten. Bei der vollstdndigen Erblindung des Pferdes ist
eine Euthanasie aus tierschutzrechtlichen und sicherheitsrelevanten Grinden
unerlasslich (Gerding and Gilger, 2016, Degroote et al., 2014). Damit geht die
Erkrankung mit erheblichen wirtschaftlichen und ideellen Verlusten einher und es
bedarf weiterer Aufklarungsarbeit zur langfristigen Prévention und erfolgreichen

kausalen Therapie der ERU.
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2.1.2 Klinisches Erscheinungsbild und Therapie der ERU

Die Symptomatik der equinen rezidivierenden Uveitis aul3ert sich vielfaltig. Durch den
rezidivierenden Verlauf wechseln sich Phasen der akuten Entzindung mit
symptomlosen Phasen ab (Gilger and Michau, 2004). Charakteristisch ist ein
progressiver Verlauf, bei dem sich die entzindungsfreien Intervalle verkirzen,
wohingegen die Haufigkeit der akuten Phasen steigt (Rebhun, 1979, Schwink, 1992).
Die Entziindungsschiibe selbst zeichnen sich durch variierende Schweregrade aus.
Je nach anatomischer Lokalisation auf3ern sich die Symptome klinisch unauffallig bis
hin zu einer hohen Schmerzhaftigkeit (Spiess, 1997, Schwink, 1992). Bei einer
Beteiligung des Ziliarkérpers und der Iris kdnnen bei der ERU klassisch auftretende
Symptome wie Miosis, Photophobie, Epiphora und Blepharospasmus des
betroffenen Auges beobachtet werden (Schwink, 1992). Es treten diffuse
Hornhautédeme und stark gerdtete Konjunktiven auf. Des Weiteren kénnen ventral
im vorderen Augensegment Exsudatansammlungen in Form eines Hyphamas oder
Hypopyons auftreten (Rebhun, 1979, Schwink, 1992, Spiess, 1997). Nach dem
Abklingen der Symptome kénnen Spéatfolgen in Form zerstorter Augenstrukturen
beobachtet werden. Neben fokalen Katarakten treten auch Synechien auf, die im
weiteren Verlauf durch die bindegewebige Fixierung nur noch unter Substanzverlust
gelost werden konnen (Gilger et al., 1999). Die Entzindung des hinteren
Augensegments geht zunachst mit unauffalligen Symptomen einher, au3ert sich im
weiteren Verlauf aber dramatisch. Es kommt vorerst nur zu einer geringen bis
vollstandig ausbleibenden Schmerzaul3erung (Gilger and Michau, 2004). Als
Spéatfolge kann es jedoch zu peripapillaren Netzhautnarben und einer daraus
resultierenden Netzhautablésung kommen (Strobel et al., 2007). Schlief3lich fihren
die wiederkehrenden Entzindungsschibe zu irreversiblen Schadigungen der
Augenstrukturen, einer Verkleinerung des Bulbus (Phtisis bulbi) und der damit
einhergehenden Erblindung des Auges (Deeg et al., 2002a, Gilger et al., 1999). Die
konservative Therapie der Erkrankung strebt eine antiinflammatorische, analgetische
Wirkung an. Zum Einsatz kommen daher zunéchst lokale Kortikosteroide und
systemische nichtsteroidale Antiphlogistika (Gilger and Michau, 2004). Die
Anwendung von Mydriatika und Zykloplegika kann die Schmerzhaftigkeit verringern
und einer hinteren Synechie vorbeugen (Gerding and Gilger, 2016, Gilger and

Michau, 2004). Zum Einsatz von systemischen Antiinfektiva zur Behandlung einer
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equinen rezidivierenden Uveitis sind bisher nur wenige Studien veroéffentlicht worden.
Die kontrovers diskutierte Hypothese, dass es sich bei der ERU um eine durch
Leptospiren ausgeloste Erkrankung handelt, war Anlass fur Untersuchungen
intraokularer Wirkstoffkonzentrationen nach systemischer Antibiotikagabe (Divers et
al., 2008). In unterschiedlichen Studien wurde die Anwendung von Fluorchinolonen
wie Enrofloxazin (Divers et al., 2008) beziehungsweise Tetracyklinen wie Doxycyclin
oder Minocyclin (Schnabel et al., 2012, Gilmour et al., 2005) getestet. Eine
bedeutende Fragestellung in bisherigen Studien war die Untersuchung der
intraokularen Wirkstoffkonzentration nach systemischer Antibiotikaapplikation (Divers
et al., 2008). Fur eine optimale Bioverfugbarkeit sollte der angewandte Wirkstoff die
Blut-Retina-Schranke Uberwinden und in einer ausreichenden Konzentration im
Glaskorper vorliegen, die Uber die MIC der Leptospiren hinausgeht (Divers et al.,
2008). Bei systemisch angewandten Antiinfektiva wie Doxycyclin und Monocyclin
gelang es nicht, einen ausreichenden intraokularen Wirkstoffspiegel zu erreichen, der
fur die erfolgreiche Elimination der Erreger notwendig gewesen wére (Gilmour et al.,
2005, Schnabel et al, 2012). Als Grunde wurden die nicht ausreichende
Bioverfuigbarkeit des Wirkstoffes und eine nicht erfolgte Penetration der Blut-Retina-
Schranke vermutet (Gilmour et al., 2005). Nach intraventser Gabe von Enrofloxazin
konnte in einer Studie jedoch gezeigt werden, dass eine Wirkstoffkonzentration im
Glaskorper messbar war, die Uber der MIC der Leptospiren lag (Divers et al., 2008).
Insgesamt sechs gesunden Pferden wurde fur diese Untersuchung viermalig
Enrofloxazin (Baytril 100) in der Konzentration 7,5 mg/kg verabreicht und die
Konzentration des Wirkstoffs an Tag 3 und Tag 4 im Plasma und im Glaskérper
gemessen. Zusatzlich wurde in jeweils einem Auge an zwei Tagen eine Parazentese
durchgefiihrt, um eine Stoérung der Blut-Retina-Schranke zu simulieren. Diese
Stérung war nur geringgradig im Vergleich zu dem im Verlauf der ERU auftretenden
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke. Dennoch konnte eine ausreichende
Wirkstoffkonzentration im Augeninneren gemessen werden (Divers et al., 2008).
Trotz dieser Studie wird die Anwendung von Enrofloxazin als Standardbehandlung
bei an ERU erkrankten Pferden nicht empfohlen (Divers et al., 2008). Als Grund
hierfir wird aufgefuihrt, dass in den USA ein gehauftes Auftreten von equiner
rezidivierender Uveitis ohne eine Beteiligung von Leptospiren beschrieben wurde
(Gilger et al., 2008) und eine Assoziation somit nicht bewiesen ist (Divers et al.,

2008). Zusatzlich konnte eine kurzlich vertffentlichte Studie zeigen, dass die
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Anwendung von Antiinfektiva nur eine minimale Wirkung auf die Erhaltung der
Sehfahigkeit bei an einer Uveitis erkrankten Pferden hat (Gerding and Gilger, 2016).
Die Tatsache, dass die zur Behandlung ausgewahlten Antibiotika von der World
Health Organisation (WHO) als Reserveantibiotika fir die Anwendung in der
Humanmedizin klassifiziert wurden (Gerding and Gilger, 2016), stellt neben dem
nicht erwiesenen Therapieerfolg eine bedeutende Kontraindikation bei der
Behandlung der ERU dar. Bei schweren Verlaufen mit haufig wiederkehrenden
Entzindungsschiiben hat sich der Einsatz von suprachoroidalen Ciclosporin A
Implantaten bewahrt (Gilger et al., 2010). Ciclosporin A wirkt immunsuppressiv durch
die Hemmung der T-Zellproliferation und Zytokinproduktion (Schewitz-Bowers et al.,
2015). Die Erhaltung der Sehfahigkeit bei etwa 70 % der behandelten Pferde tber
einen Zeitraum von 5 Jahren nach der Behandlung macht diese Methode zu einer
erfolgreichen Therapie (Gilger et al., 2010). Wéahrend diese Methode vorrangig in den
USA Anwendung findet, hat sich in Europa, vorrangig in Deutschland eine operative
Behandlung bei schweren Krankheitsverlaufen etabliert (Spiess, 2010). Mit der
Einfuhrung dieser Methode, der Pars plana Vitrektomie beim Pferd, war es méglich
die Entzindungsprodukte und -mediatoren gezielt mit dem getribten Glaskérper zu
entfernen und eine Abnahme der entzindlichen Aktivitat im Auge zu induzieren
(Werry and Gerhards, 1992). Durch diese Behandlung wurde in vielen Féllen die
Rezidivrate gesenkt und die Erhaltung der Sehfahigkeit gewahrleistet (Fruhauf et al.,
1998, Werry and Gerhards, 1992). Dennoch kommt es bei dieser Therapie zu
Komplikationen, wie intraokulare Hamorrhagien und schwere traumatisch bedingte
Katarakt (Fruhauf et al., 1998). Des Weiteren kann es im spateren Verlauf
postoperativ zum vollstandigen Visusverlust des operierten Auges kommen (von
Borstel et al., 2005).

2.1.3 Atiologie der ERU

Die Atiologie der equinen rezidivierenden Uveitis bleibt bislang ungeklart (Degroote
et al., 2017, Gerding and Gilger, 2016). Jedoch wurde in den letzten Jahren Klar,
dass es sich bei der equinen rezidivierenden Uveitis um eine immunmediierte
Erkrankung handelt (Deeg et al., 2002a, Deeg et al., 2006b, Deeg et al., 2004b). Vor
allem die wiederkehrenden Inflammationen, der erfolgreiche Einsatz von Ciclosporin

A und Kortikosteroiden und der ausbleibende Therapieerfolg bei Antibiotikagabe
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sprachen fur ein immunmediiertes Geschehen (Romeike et al., 1998, Gilger et al.,
2000). Zusatzlich wurde diese Tatsache durch die Immunreaktion autoreaktiver
T-Zellen gegen die retinalen Autoantigene Interphotorezeptor Retinoid-bindendes
Protein (IRBP), S-Antigen (S-Ag) (Deeg et al, 2001) und das zellulare
Retinin-Aldehyd-bindende Protein (CRALBP) (Deeg et al., 2006b) belegt. Es konnte
gezeigt werden, dass diese autoreaktiven T-Lymphozyten in der Peripherie aktiviert
werden, die Blut-Retina-Schranke passieren und intraokulare Strukturen wie den
Ziliarkorper, die Choroidea und die Retina infiltrieren (Deeg et al., 2002a, Gilger et
al., 1999). Im Rahmen immunhistologischer Untersuchungen von Augen an ERU
erkrankter Pferde konnten zudem Lymphfollikelaggregate detektiert werden, die
vorrangig im Stroma der Iris, der Ora serrata und im Ziliarkorper lokalisiert waren
(Kleinwort et al.,, 2016, Deeg et al., 2002b). Die Charakterisierung der Zellen
innerhalb der Lymphfollikelaggregate identifizierte T-Zellen, hauptsachlich
CD4*-T-Helferzellen (Th), als vorherrschenden Zelltyp (Kleinwort et al., 2016, Deeg
et al.,, 2002b). Th-Zellen kénnen sich nach ihrer Aktivierung zu unterschiedlichen
Effektorzellen differenzieren. Beim Pferd wurde bisher eine Differenzierung zu
Thl-, Th2-, Thl7-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Treg) festgestellt (Wagner et
al., 2010, Regan et al., 2012). Welche Th-Zellantwort bei der ERU vorrangig beteiligt
ist, konnte noch nicht vollstandig geklart werden. Jedoch konnten bisherige
Untersuchungen bestéatigen, dass sowohl Thl-Zellen als auch Thl7-Zellen in
intraokularen Zellinfiltraten vertreten waren (Gilger et al., 1999, Regan et al., 2012).
Durch die Detektion einer erhohten Interferon y (IFNy)- und
Interleukin (IL)-2-Produktion konnte die ERU zunachst als eine T-Zell-mediierte
Erkrankung mit vorherrschender Thl-Immunantwort charakterisiert werden (Gilger et
al., 1999). Auch der Nachweis einer erhdhten Expression von IFNy in retinalen
Muller-Glia-Zellen bei an ERU erkrankten Pferden bestatigte das Vorliegen eines
Thl-mediierten Geschehens (Hauck et al., 2007). Weitere Untersuchungen des
Zytokinprofils in den Augen von an ERU erkrankten Pferden konnten neben dem
Nachweis einer Thl-Immunantwort die Beteiligung von Th17-Zellen belegen (Regan
et al.,, 2012, Simeonova et al., 2016). Auch im Mausmodell konnte gezeigt werden,
dass entweder die Thl- oder die Thl7-Immunantwort unabhangig voneinander im
Verlauf der experimentell induzierbaren autoimmunen Uveitis (EAU) eine Rolle
spielen kann (Luger et al., 2008). Durch IFNy-Knock-Out-Mause, bei denen eine

Uveitis durch die Injektion von IRBP induziert wurde, konnte gezeigt werden, dass



Literatur

die Th17-Immunantwort ohne eine Beteiligung der Thl-Effektorzellen ausgel6st wird
(Luger et al., 2008). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auch eine Thl-
Immunantwort ohne die Beteiligung von Th17-Effektorzellen eine Uveitis induzierte
(Luger et al., 2008). Aus diesem Befund wurde postuliert, dass die Thl7-
Immunantwort gegentber der Thl-Immunantwort in der Pathogenese der EAU nicht
zwangslaufig eine Schlusselrolle einnimmt (Luger et al., 2008). Das von Th17-Zellen
produzierte Zytokin IL-17 wirkt im Mausmodell pro-inflammatorisch, indem es unter
anderem die lokale Produktion von Chemokinen sowie die Rekrutierung von
Monozyten und Granulozyten initiiert. Dieser proinflammatorische Effekt des Zytokins
konnte auch im Rahmen der EAU im Mausmodell nachgewiesen werden (Peng et al.,
2007). IRBP-spezifische IL-17*CD4*- T-Zellen und IL-17*CD8*-T-Zellen (Peng et al.,
2007), die in vitro mit IL-23 stimuliert wurden, wurden in ein naives Empfangertier
injiziert und l6sten dort eine EAU aus (Peng et al., 2007). Allerdings konnte sowohl
bei Lewis-Ratten als auch im Mausmodell auch ein protektiver Effekt des Zytokins
gegen eine experimentell induzierte Uveitis gezeigt werden (Ke et al., 2009). Lewis-
Ratten und B1ORIII-M&ausen wurden im Laufe einer durch adoptiven Transfer
induzierten EAU Uber mehrere Tage hinweg IL-17 Injektionen verabreicht, woraufhin
ein Ruckgang der autoreaktiven Immunantwort beobachtet wurde (Ke et al., 2009).
Das Prinzip dieser gegensatzlichen, protektiven Funktion wurde mit der Bystander-
Aktivitat von Th17-Zellen erklart (Nian et al., 2012). Mit IRBP immunisierte Mause
wurden T-Zellen aus Milz und Lymphknoten enthommen, die mit
Antigen-prasentierenden Milzzellen unter Thl17-Zell-polarisierenden Bedingungen
kultiviert wurden (Nian et al., 2012). Diese zu Thl7-Zellen differenzierten T-Zellen
wurden in ein naives Empfangertier injiziert und induzierten eine EAU (Nian et al.,
2012). Es konnten neben den uveitogen wirkenden IL-17* Th17- Zellen auch
Bystander-IL-17* Th17-Zellen identifiziert werden, die auf das retinale Autoantigen
IRBP nicht reagierten (Nian et al., 2012). Die Mausmodelle kénnen nur bedingt zur
Aufklarung der Pathogenese der ERU beitragen, da die Komplexitat der spontanen

Erkrankung durch die EAU-Forschung nicht vollstandig reprasentiert werden kann.
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2.2. Auge und Immunreaktion

2.2.1 Immunsystem und Mechanismen immunologischer Toleranz

Das Immunsystem schitzt den Koérper vor schadlichen Einflissen, wie
Infektionserregern, Toxinen und degenerierten Zellen (Soares et al., 2017). Dabei
greift es auf zwei essentielle Mechanismen zurlick, auf die angeborene und die
erworbene Immunabwehr (Coughlin et al., 2016). Urspringlich erfolgte eine strikte
Trennung beider Formen. Jedoch stellte sich in den letzten Jahren heraus, dass
angeborenes und erworbenes Immunsytem funktionell ineinander greifen und
miteinander interagieren (Wu and Chen, 2016, Newson et al., 2014). Die angeborene
Immunabwehr hat von Geburt an die Aufgabe, eingedrungene Erreger durch die
Aktivierung des Komplementsystems sowie durch die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten, dendritischen Zellen, Makrophagen und naturlichen Killerzellen
unmittelbar zu bekampfen (Kouwaki et al., 2016, Mortensen et al., 2017, lwasaki and
Medzhitov, 2015). Das erworbene Immunsystem entwickelt sich erst langsam nach
der Geburt und steigert seine Effektivitat GUber das gesamte Leben. Die wichtigsten
Komponenten des erworbenen Immunsystems sind B- und T-Lymphozyten (Coughlin
et al., 2016). Damit sind gerade diese Zellen fur die Erforschung samtlicher
Immunmechanismen auferst interessant (Mangino et al., 2017). Die Induktion der
erworbenen Immunantwort erfolgt durch den Zell-Zell-Kontakt
Antigen-prasentierender dendritischer Zellen (DZ) mit naiven T-Zellen (Moura Rosa
et al., 2016). Durch Studien konnte gezeigt werden, dass reife DZ Uber einen
langeren Zeitraum in der Lage waren, stabile Zell-Zell-Kontakte mit naiven CD4*-T-
Zellen und CD8*-T-Zellen zu initiieren (Benvenuti et al., 2004, Hugues et al., 2004).
CD4*-T-Zellen kobnnen sich nach ihrer Aktivierung zu unterschiedlichen
T-Helfer-Zellpopulationen differenzieren. In Abhéngigkeit ihres Zytokinmilieus erfolgt
bei Maus und Mensch eine Differenzierung zu Thl-, Th2-, Th9-, Thl7-, Th22- oder
regulatorischen T Zellen (Treg) (Gorenec et al., 2016, Schmidt et al., 2016). Den
unterschiedlichen Effektorzellen ist ein charakteristisches Zytokinprofil zugeordnet.
Waéhrend Thl-Zellen vorrangig IL-2 und IFNy produzieren (Zytokine, die an
autoimmunen Prozessen beteiligt sind), sekretieren Th2-Effektorzellen unter
anderem IL-4 (Lu et al., 2016), das vor allem bei allergischen Reaktionen, wie
Asthmaerkrankungen und allergischer Rhinitis des Menschen, vermehrt produziert
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wird (Seumois et al., 2016). Die Thl7-Immunantwort, die bei der Maus mit einer
Produktion von IL-17A, IL-17F, IL-26 und IL-22 einhergeht (Ronchi et al., 2016,
Coutaz et al.,, 2016), ist wie auch die Thl-Immunantwort an unterschiedlichen
Autoimmunerkrankungen wie der multiplen Sklerose (MS) (Alvarenga-Filho et al.,
2017) oder Morbus Behcget (Emmi et al.,, 2016) beteiligt. Unter physiologischen
Bedingungen wirkt sich die Induktion der T-Zellantwort nicht schadigend auf
korpereigene Strukturen aus (Thompson et al., 2016). Dieser Mechanismus, die
immunologische Toleranz, wird durch Treg induziert und Uber zahlreiche Faktoren
reguliert (Malhotra et al., 2016, Cruz et al., 2017). Es wird zwischen einer zentralen
Toleranz, die im Thymus induziert wird, und einer peripheren Toleranz differenziert
(Griesemer et al., 2010). Unter der zentralen Toleranz versteht man die Kontrolle der
Rezeptorspezifitaten bei der Lymphozytenreifung (Malhotra et al., 2016). Bei der
Induktion der zentralen Toleranz spielen Antigen-prasentierende Zellen, némlich
medullére epitheliale Thymuszellen (mTEC) und dendritische Thymuszellen, die
Hauptrolle (Ustarroz-Cano et al., 2017, Mouri et al., 2014). Durch das funktionelle
Zusammenspiel dieser Zellen im Thymus wird die T-Zellantwort durch die Elimination
autoreaktiver T-Zellen und durch die Produktion regulatorischer T-Zellen (Treg)
reguliert (Herbin et al.,, 2016). Diese CD4*CD25"-Treg inhibieren die Funktionen
autoaggressiver T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass ein funktioneller Defekt
bei regulatorischen T-Zellen Auswirkungen auf die Erhaltung der immunologischen
Toleranz hat (Mukhopadhyay et al., 2016, Cruz et al., 2017). Die Prasentation des
Antigens in epithelialen Thymuszellen spielt sowohl fir die zentrale, als auch fir die
periphere immunologische Toleranz eine bedeutende Rolle. Im Thymus werden
Thymozyten durch mTEC Antigene prasentiert (Wang et al., 2016a). Dieser Prozess
ist von der Aire (Autoimmun-Regulator)-regulierten  Expression  peripherer
Gewebsantigene (periphery tissue antigens (PTA)) auf mTEC abhangig (Meredith et
al., 2015). Uber Haupthistokompatibilitatskomplexe (engl. major histocompatibility
complex (MHC)) werden Autoantigene auf der Zelloberflache prasentiert und daran
bindende Thymozyten anhand ihrer Bindungsaffinitat selektiert (Malhotra et al.,
2016). Thymozyten mit einer sehr starken Bindungsaffinitat zu den MHCII Molektlen
oder solche, die nur eine sehr schwache Affinitdt aufweisen, l6sen eine negative
Selektion mit nachfolgender Apoptose aus (Malhotra et al., 2016). Die Thymozyten,
die durch den Kontakt mit mTEC nicht entfernt werden, gelangen in die Peripherie

und reifen zu T-Lymphozyten aus (Xing et al.,, 2016). In der Peripherie werden
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weitere Mechanismen in Gang gesetzt, um die korpereigenen Strukturen vor der
Autoaggressivitat reaktiver T-Zellen zu schitzen und damit einhergehende
Autoimmunreaktionen zu verhindern. Zum einen erfolgt eine Elimination autoreaktiver
T-Zellen durch intrinsische Signale, wie beispielsweise die klonale Deletion (Hirai et
al., 2016). AuBerdem kann die immunologische Toleranz in der Peripherie durch
tolerogene dendritische Zellen (tDC) induziert werden. Diese Zellen kontrollieren die
durch reaktive T-Zellen ausgeléste Autoaggressivitdt, indem sie die
Unempfindlichkeit von T-Zellen Antigenen gegeniber steigern und die Produktion
regulatorischer T-Zellen induzieren (Adnan et al., 2016). Das Zusammenspiel
zentraler und peripherer immunologischer Toleranz ist fur die Erhaltung von

korpereigenen Strukturen von erheblicher Bedeutung.

2.2.2 Autoimmunitat

Bei der Autoimmunitat sind die Mechanismen der Immuntoleranz gestort und es
kommt zur Immunreaktion gegen koérpereigene Strukturen. Weltweit sind etwa
7,6 - 9,4 % der Menschen von einer Autoimmunerkrankung betroffen (Cooper et al.,
2009). Durch die steigende Pravalenz und die teilweise schweren Krankheitsverlaufe,
die zu einer hohen Morbiditat fihren, gewinnen Autoimmunerkrankungen in den
letzten Jahren an Bedeutung (Liang et al., 2017b). Dabei kann ein bestimmtes Organ
betroffen sein (organspezifische Autoimmunerkrankung) oder das gesamte System
(systemische Autoimmunerkrankung), wobei Uberschneidungen in der Symptomatik
auftreten konnen (Koszarny et al., 2015). In den meisten Fallen ist die
Pathophysiologie von Autoimmunerkrankungen ungeklart und die Therapie richtet
sich unspezifisch gegen die Symptomatik. Bei einer Dampfung der Immunreaktion
durch die dauerhafte Anwendung immunsuppressiv wirkender Medikamente kommt
es zu erheblichen Nebenwirkungen und Einschréankungen (Lizotti Ciliao et al., 2016,
Fujio et al., 2016). Daher ist es von Bedeutung, die Pathomechanismen der
Autoimmunerkrankungen néher zu untersuchen und préaventive Mal3nahmen sowie
kausale Therapien zu entwickeln (Liang et al., 2017b). Bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen werden zahlreiche initierende Faktoren vermutet. In den
meisten Fallen liegt eine genetische Pradisposition vor, die in einem Zusammenspiel

mit zusatzlichen aul3eren Einflissen als Ausldser in Betracht gezogen wird. Solche
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extrinsischen Faktoren, wie beispielsweise virale oder bakterielle Infektionen, sind in
der Lage durch molekulare Mimikry und Bystander-Effekte eine autoreaktive T-Zell-
Antwort zu induzieren (Sanderson et al., 2017). Die molekulare Mimikry beruht auf
dem Phanomen, dass durch korpereigene Strukturen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu
Strukturen in Mikroorganismen eine autoreaktive T-Zell Antwort ausgeloést wird
(Oldstone, 1998). Es entsteht eine Kreuzreaktion zwischen einem Mikroorganismus
und einem Autoantigen, die zu einer Autoimmunitatsreaktion fuhren kann (Chodisetti
et al., 2012). Diese T-Zell-Aktivierung wird auch nach der Elimination des Erregers
durch Autoantigene aufrechterhalten (Oldstone, 1987). Die Bystander-Aktivierung
hingegen beschreibt einen Prozess, bei dem es durch die primare Immunantwort auf
korperfremde Antigene zur Schéadigung korpereigener Strukturen und einer damit
einhergehenden Autoimmunreaktion kommt (Moore and Adler, 2016). Die zerstorten
Zellen exponieren korpereigene Antigene, die eine autoreaktive T-Zell-Antwort
induzieren (Moore and Adler, 2016). Wahrend der Immunantwort kann es zu einem
Wechsel der Immunspezifitat von T-Lymphozyten kommen. Als Folge richtet sich die
Autoreaktivitat der reaktiven T-Zellen nicht mehr gegen das urspriingliche Epitop des
Autoantigens, sondern gegen ein anderes Epitop (Vanderlugt and Miller, 1996).
Diese Ausbreitung der Autoreaktivitat wird als Epitop Spreading bezeichnet und dient
als Erklarung fur die wiederkehrenden Inflammationen wahrend einer
Autoimmunerkrankung. Bei Erkrankungen wie Multipler Sklerose (Quintana et al.,
2014), Pemphigus (Hayakawa et al., 2016) und experimentell induzierter Uveitis
(EAU) (Boldison et al., 2015) wird das Epitop Spreading als Ursache fir die
chronisch rezidivierenden Krankheitsverlaufe diskutiert. Zudem konnte das Epitop
Spreading auch eine Schlusselrolle in der Pathophysiologie der ERU einnehmen. In
einer Langzeitstudie gelang der Nachweis von inter- und intramolekularem Spreading
bei an ERU erkrankten Pferden (Deeg et al., 2006a). Sowohl die Verschiebung der
Reaktivitat von T-Zellen gegen S-Antigen auf IRBP (intermolekulares Spreading) als
auch die Verschiebung der Immunantwort von T-Zellen auf ein anderes Epitop
desselben urspriinglichen Autoantigens (intramolekulares Spreading), konnten bei an
ERU erkrankten Pferden nachgewiesen werden (Deeg et al., 2006a). Die Beteiligung
des Epitop Spreadings an der Pathogenese der ERU koénnte die fir diese
Erkrankung charakteristischen, periodisch auftretenden Entziindungsschiibe erklaren
(Deeg et al., 2006a).
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2.2.3 Das Auge als immunpriviligiertes Organ

Der Biologe Peter Medawar flhrte im Jahr 1948 den Begriff ,,Immunprivileg flr das
Phé&nomen ein, das er im Zuge seiner Transplantationsversuche beobachten konnte.
Er zeigte, dass Hautstlicke, die in die vordere Augenkammer transplantiert wurden,
langer dort verweilen konnten als in anderen Bereichen des Koérpers, ohne eine
Abstol3ungsreaktion zu induzieren. Aus diesen Beobachtungen schlussfolgerte er,
dass das Immunprivileg im Auge durch das Fehlen eines lymphatischen Abflusses in
diesen Organen ausgelést wird. Die damit verbundene Sequestration von
Fremdgewebe hatte den Verlust einer Immunantwort zur Folge (Medawar, 1948).
Jedoch konnten Untersuchungen zum Immunprivileg in den letzten Jahren diese
Theorie widerlegen. Nach heutigem Verstandnis entsteht das Immunprivileg nicht
durch die immunologische Ignoranz, sondern vielmehr durch Mechanismen, die eine
Immunantwort unterdriicken oder limitieren (Niederkorn and Streilein, 1982). Diese
Mechanismen sind durch ein dynamisches Wechselspiel zwischen anatomischen
Schutzvorkehrungen wie der Blut-Retina-Schranke, der Expression von I6slichen und
membrangebundenen immunsuppressiven Faktoren im Auge und der Induktion einer
einzigartigen Antigen-spezifischen Immuntoleranz gekennzeichnet (Coburn et al.,
2016, Maslanka et al., 2017). Dieser als anterior chamber-associated immune
deviation (ACAID) bezeichneter Mechanismus beschreibt die verzdgerte
Immunantwort auf ein in der vorderen Augenkammer platziertes Antigen (Streilein
and Niederkorn, 1981). Diese verzdgerte Immunantwort auf ein Fremdprotein in der
vorderen Augenkammer ist fir die Erhaltung der Sehféahigkeit unerlasslich.
Untersuchungen im Mausmodell zeigten, dass ein in die vordere Augenkammer
eingebrachtes Fremdprotein von gewebestammigen Antigen-prasentierenden Zellen
(APZ) erkannt und prozessiert werden. So konnte anhand eines
F4/807- Mausmodells demonstriert werden, dass die Prasentation des Antigens Uber
F4/80* Makrophagen erfolgt (Lin et al., 2005), die in der Milz unter anderem mit
naturlichen Killerzellen (NK) und CD8*-Zellen interagieren. Weitere Untersuchungen
mit C57BL/6 Mausen zeigten eine darauf folgende Differenzierung zu regulatorischen
CD8*-T-Zellen (Faunce and Stein-Streilein, 2002), die die Immunreaktion auf das
Antigen veradndern. Auf diese Weise erfolgte eine CD4*- T-Zell-vermittelte Hemmung
der DTH-Immunantwort (delayed-type hypersensitivity), die einen wesentlichen

Einfluss auf die Erhaltung des okularen Immunprivilegs hat (Streilein and Niederkorn,
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1985). Diese Mechanismen sind essentiell fir die Erhaltung der Sehfahigkeit, indem
sie die intraokularen Strukturen vor inflammatorischen Einflissen schitzen. Im Fall
einer Infiltration von autoreaktiven T-Zellen jedoch wird dieses Immunprivileg zum
Verhangnis (Caspi, 2006). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass durch die
Induktion einer peripheren Toleranz gegeniber retinaler Autoantigene, autoreaktive
T-Zellen zunachst ungehindert die Blut-Retina-Schranke Uberwinden kénnen, ohne
inaktiviert oder zu regulatorischen T-Zellen konvertiert zu werden (Zhou and Caspi,
2010). Stattdessen kommt es zu einem vollstandigen Zusammenbruch des
intraokularen Immunprivilegs, der mit der Zerstérung retinaler Strukturen einhergeht
(Horai et al., 2013).

2.3. Immunologie von Uveitiden

2.3.1 Autoimmune Uveitis des Menschen

Die humane autoimmune Uveitis (HAU) stellt unter den Uveitiden beim Menschen die
haufigste Form dar (Chen et al., 2016, Luca et al., 2017). Sie tritt sowohl idiopathisch
als auch als Begleitsymptom systemischer Autoimmunerkrankungen wie Morbus
Behcet (Diwo et al.,, 2016), dem Vogt-Koyani-Harada-Syndrom (Veerappan et al.,
2016) oder der multiplen Sklerose (Jouve et al., 2016) auf. Die genauen
Pathomechanismen konnten bisher nicht aufgeklart werden. Jedoch zeigen die
bisherigen Erkenntnisse, dass es sich bei der HAU um eine T-Zell mediierte
Erkrankung handelt (Jiang et al., 2015). Aufgrund Fehlfunktionen des Immunsystems
kommt es bei der autoimmunen Uveitis zur Zerstbrung retinaler Strukturen durch
autoreaktive T-Lymphozyten. Neben den Netzhautschaden treten weitere
Komplikationen wie die Katarakt, das Sekundarglaukom oder das zystoide
Makuladdem auf (Gritz et al., 2017). Die Therapie der Erkrankung beschrankt sich
vor allem auf die immunsuppressive Behandlung und ist mit Nebenwirkungen und
Einschrankungen fur den Patienten verbunden (Henderson et al., 2016). Daher ist
die Aufklarung pathophysiologischer Mechanismen dieser Erkrankung fur die
Entwicklung einer zielgerichteten Therapie von groRer Bedeutung. Fur die Aufklarung
der Pathogenese der HAU wird Probenmaterial von erkrankten Menschen bendétigt,
welches allerdings begrenzt und oft nur im Endstadium der Erkrankung zur
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Verfiigung gestellt werden kann (Caspi, 2014). Daher wird aufgrund einer Limitation
geeigneten Probenmaterials grof3tenteils auf Tiermodelle zurtickgegriffen (Caspi,
2010).

2.3.2 Experimentell induzierbare autoimmune Uveitis

Die experimentell induzierte autoimmune Uveitis wurde im 20. Jahrhundert zur
Einflhrung eines Tiermodells der autoimmunen Uveitis des Menschen entwickelt.
Zunachst gelang es in tierexperimentellen Versuchen, durch eine subkutane Injektion
in Freund’s Adjuvanz geldster Uvea oder Retina eine Uveitis beim Meerschweinchen
auszulésen (Wacker and Lipton, 1965). Auf dieser Forschungsarbeit bauten in den
darauffolgenden Jahren weitere Untersuchungen auf, die die Entdeckung des
retinalen Autoantigens S-Antigen (S-Ag) ermdglichten (Wacker et al.,, 1977).
Zahlreiche Versuche zu der Rolle von Autoantigenen in der experimentellen
autoimmunen Uveitis folgten und es gelang die Etablierung weiterer Tiermodelle. Von
besonderer Bedeutung waren das retinale Autoantigen S-Ag und das
Interphotorezeptor Retinoid bindende Protein (IRBP) bei der Induktion einer Uveitis
im Tiermodell (Caspi et al.,, 1988). Wahrend S-Ag vor allem bei Meerschweinchen
(Wacker et al., 1977) und Ratten (Fox et al., 1987) als potentes Uveitogen wirkt, lasst
sich eine Uveitis durch die Applikation von IRBP bei Ratten (Chan et al., 1987),
Mausen (Caspi et al., 1988), Kaninchen (Eisenfeld et al., 1987), Pferden (Deeg et al.,
2002b) und Primaten (Hirose et al., 1986) induzieren. Fir die Uveitisforschung war
die erfolgreiche Etablierung eines Mausmodells (Caspi et al., 1988) von besonderer
Bedeutung. Die vielseitigen Moglichkeiten, die sich im Mausmodell ergeben, basieren
unter anderem auf dem Einsatz transgener Stdmme, die umfassende
Untersuchungen zu unterschiedlichen Pathogenese-assoziierten Mechanismen
erlauben (Chen et al., 2013). Aufgrund der Tatsache, dass eine Uveitis bei der Maus
durch die Applikation von S-Ag nicht induziert werden konnte, war es das Ziel ein
uveitogen wirkenden retinales Autoantigen in der Maus zu identifizieren (Caspi et al.,
1988). Durch die Immunisierung von Mausen mit dem retinalen Autoantigen IRBP
war es erstmalig moglich eine Uveitis im Mausmodell zu induzieren (Caspi et al.,
1988). Von diesem Zeitpunkt an war es mdglich die Pathophysiologie der

autoimmunen Uveitis an transgenen und Knock-out Mausen zu untersuchen (Liang
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et al., 2017a). Neben weiterfihrenden Untersuchungen zur Immunisierung mit IRBP
(Mattapallil et al.,, 2015) wurde der adoptive Transfer von sensibilisierten
Retina-Autoantigen-spezifischen  T-Lymphozyten zur Induktion einer EAU
herangezogen. Zunachst wurde dieser Mechanismus ausschlie3lich bei Ratten
angewendet (Caspi, 2003). Dabei wurden Lymphknoten- oder Milzzellen eines mit
S-Ag immunisierten Donortieres durch intraperitoneale Injektion in ein naives
Empfangertier transferiert, das daraufhin eine Uveitis entwickelte (Mochizuki et al.,
1985). Durch die Immunisierung des Donortieres mit dem Retina-spezifischen
Antigen werden die Zellen zunachst in vivo sensibilisiert und nach der Entnahme
durch die in vitro Behandlung mit demselben Antigen aktiviert (Mochizuki et al.,
1985). Durch eine radioaktive Markierung dieser Zellen vor dem Transfer in das
Empfangertier konnte die Zellverteilung im Organismus nach der intraperitonealen
Injektion sichtbar gemacht werden (Palestine et al., 1986). Der Grof3teil der Zellen
war in Leber, Thymus, Milz und Hoden verteilt und nur ein geringer Anteil konnte im
Auge detektiert werden. Dennoch wurde auf diese Weise eine Uveitis im
Empfangertier induziert (Palestine et al., 1986). Durch den Transfer von
IRBP-spezifischen T-Zellen konnte eine Uveitis sowohl in der Lewis-Ratte als auch
im Mausmodell induziert werden (Shao et al.,, 2006). Dafir wurden Milz- und
Lymphknotenzellen von mit IRBP immunisierten B10.RIll oder C57BL/6 Mausen in
vitro kultiviert und in ein Empfangertier transferiert (Shao et al., 2006, Agarwal et al.,
2012). Dabei wurden gezielt die Effektorzellen eingesetzt, die von besonderem
Interesse waren, wie beispielsweise T-Lymphozyten (Jiang et al., 2015) oder auch zu
Thl7-Zellen (Eskandarpour et al., 2017) differenzierte Zellen. Die transferierten
Effektorzellen induzierten bei dem Empfangertier eine EAU (Eskandarpour et al.,
2017). Damit gibt der adoptive Transfer einen interessanten Aufschluss Uber die
Bedeutung der gegen uveale Antigene sensibilisierten T-Lymphozyten bei der

autoimmunen Uveitis.

2.3.3 ERU als spontanes Tiermodell fur die autoimmune Uveitis

Die Etablierung von Tiermodellen zur Untersuchung der autoimmunen Uveitis war ein
entscheidender Schritt fur die Aufklarung der Pathogenese und neue

Therapieansatze (Caspi et al., 1988). Bei der Untersuchung der Pathomechanismen,
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die der HAU zu Grunde liegen, ist der Einsatz von Tiermodellen obligatorisch. Jedoch
kann keines dieser Tiermodelle die autoimmune Uveitis des Menschen vollstandig
widerspiegeln (Caspi, 2010). Die Defizite der experimentell induzierten Uveitis in den
eingesetzten Tiermodellen liegen in der mangelnden Ubertragbarkeit auf die
Pathogenese der HAU. Durch den Einsatz homogener Inzuchtstiamme wird die
Komplexitat der Erkrankung nur unzureichend reprasentiert (Agarwal et al., 2012).
Des Weiteren sind initiierende Faktoren bei der EAU bereits bekannt, wodurch die
Untersuchung auslosender Agenzien der autoimmunen Uveitis des Menschen nur
eingeschrankt maoglich ist (Horai et al., 2013). Auch die Etablierung von transgenen
R161H und Aire 7 Mausmodellen, bei denen eine chronische Uveitis mit
Rezidiventstehung spontan auftritt, dient nur zur Untersuchung von Teilaspekten der
autoimmunen Uveitis des Menschen (Chen et al.,, 2013). In der Uveitisforschung
weist die ERU einen entscheidenden Vorteil gegenuber der EAU auf. Die
Vergleichbarkeit mit der humanen Autoimmunuveitis wird durch den spontanen
Charakter der Erkrankung gewébhrleistet und macht die ERU damit zu einem idealen
Tiermodell (Deeg, 2008). Die Gemeinsamkeiten in der Pathogenese &ufRern sich vor
allem in dem chronisch-rezidivierenden Verlauf und den klinischen
Ubereinstimmungen beider Erkrankungen (Deeg et al., 2008). Wie auch in anderen
Tiermodellen konnten beim Pferd S-Ag und IRBP als Uveitis induzierende retinale
Autoantigene identifiziert werden (Deeg et al., 2001, Deeg et al., 2002b). Weitere
Untersuchungen ermdglichten die Identifikation eines neuen, noch nie vorher
beschriebenen Autoantigens, dem zellularen Retinaaldehyd-bindenden Protein
(CRALBP) (Deeg et al., 2006b). CRALBP wird in Muller-Glia Zellen und in Zellen des
retinalen Pigmentepithels exprimiert und spielt eine bedeutende Rolle im Sehzyklus
(Sato and Kefalov, 2016). Durch dieses Autoantigen konnte eine Uveitis nicht nur im
Pferd, sondern auch in der Lewis Ratte induziert werden (Deeg et al., 2006b). Wenig
spater wurde CRALBP auch als humanes retinales Autoantigen identifiziert und stellt
damit eine Gemeinsamkeit zwischen der ERU und der HAU her (Deeg et al., 2007).
Somit dient das Pferd als tGiberaus geeignetes Modell fir die autoimmune Uveitits des

Menschen.
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2.4 Proteomik

2.4.1 Protein-Protein-Interaktionen

Protein-Protein-Interaktionen (PPI) bilden die Grundlage essentieller zellularer
Funktionen, wie Zellproliferation, Zellteilung, Apoptose und Signaltransduktion
(Cunningham et al., 2017). Um die Funktion eines Proteins vollstandig zu begreifen,
ist die ldentifikation seiner Interaktionspartner von entscheidender Bedeutung. Auch
wenn das Human-Genom-Projekt, das 1990 in den USA gegrindet wurde, einen
bedeutenden Fortschritt mit der Entschlusselung des humanen Genoms im Jahr
2001 erzielte, so sind viele zellulare Funktionen und Mechanismen der identifizierten
Gene bis heute ungeklart. Wahrend das Genom einen statischen Zustand aller
Informationen in einer Zelle beschreibt, ist das Proteom durch einen dynamischen
Wechsel aller Abundanzen und Konformationen vorliegender Proteine einer Zelle
gekennzeichnet, die zellulare Funktionen maf3geblich beeinflussen (Breker et al.,
2013). Um diese Funktionen endgiltig zu begreifen, ist die Analyse des Proteoms
unerlasslich (Lander et al., 2001). Das Ziel der Proteomik umfasst auch die Analyse
der zellularen Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke, die einen bedeutenden
Aufschluss sowonhl tiber die physiologischen Mechanismen in der Zelle als auch tber
pathophysiologische Ereignisse bieten kbnnen (Hosp et al., 2015). PPI zeichnen sich
zum einen durch die Bildung stabiler Komplexe und zum anderen durch dynamische
Interaktionen aus, die auf extrinsische und intrinsische Stimuli reagieren (Nudelman
et al.,, 2016, Perkins et al., 2010). Dabei beruhen Protein-Protein-Interaktionen
tberwiegend auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen, wie van der Waals Kraften,
hydrophoben Effekten und elektrostatischen Effekten (Calero-Rubio et al., 2016).
Wahrend des Kontakts der Proteine mit ihren Interaktionspartnern treten
Konformationsanderungen oder posttranslationale Modifikationen (PTM) in ihrer
Struktur und damit auch eine Anderung ihrer Aktivitat und Funktion auf (Hsu et al.,
2013). Die Interaktion zwischen Proteinen, die eine Rolle in der zellularen
Signaliibertragung spielen, ist dabei oft nur vorribergehend. Diese Anderungen
mussen bei der Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen bericksichtigt
werden (Cunningham et al., 2017). In der Interaktionsproteomik galt die Kombination
einer Immunprazipitation und der anschliel3enden Darstellung im Western Blot lange

als Goldstandard (Bridgeman et al., 2010). Jedoch konnten sich in den letzten
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Jahren weitere effiziente Methoden zur Identifikation von Protein-Protein-
Interaktionen bewahren (Zhang et al.,, 2017, Bridgeman et al., 2010). Die
Immunpréazipitation ist eine sehr effektive Methode, die es ermdoglicht in einem
Pulldown-Assay das Zielprotein mitsamt seiner Interaktionspartner aus einem
Zelllysat zu isolieren (Zhang et al., 2017). Dabei werden Antigene aus einer Probe
mitsamt ihrer Interaktionspartner an Antikérper gebunden, die an eine stationare
Phase, beispielsweise Sepharose G Beads gekoppelt sind (Antrobus and Borner,
2011). Auf  diese  Weise ermaglicht es die Immunprézipitation,
Protein-Protein-Interaktion unter in vivo ahnlichen Verhaltnissen zu detektieren (Ren
et al., 2003). Die anschlieBende Darstellung von Protein-Protein-Interaktionen im
Western Blot ist allerdings mit Einschrankungen verbunden. Um interagierende
Proteine im Western Blot zu detektieren sind spezifische Antikorper notwendig,
welche haufig nicht zur Verfigung stehen. So werden beispielsweise neben dem
Zielprotein auch leichte und schwere Ketten des bei der Immunprazipitation
eingesetzten Antikorpers auf der gleichen Hohe detektiert (Bridgeman et al., 2010).
Ein ausschlaggebender Nachteil dieser Methode ergibt sich in der gezielten Analyse
einzelner Protein-Protein-Interaktionen, statt eines breit gefacherten Screenings zur
Detektion samtlicher Interaktionspartner eines Proteins (Aslam et al., 2017). Des
Weiteren kdnnen mittels Western Blot nur statische qualitative Informationen Uber die
Protein-Protein-Interaktionen gewonnen werden, ohne eine zuverlassige quantitative
Analyse dieser Interaktionen zu ermdglichen (Lee et al., 2013). Um die gesamten
Protein-Protein-Interaktionen eines Proteins umfassender zu identifizieren, hat sich
die massenspektrometrische Analyse von Protein-Protein-Interaktionen  mit
vorangegangener Immunprazipitation bewahrt (Zhang et al., 2017). Die
Massenspektrometrie hat in den letzten Jahren enorme Bedeutung in der Proteomik
erlangt und wurde im Jahr 2012 von der Zeitschrift Nature Methods sogar zur
.,method of the year“ gekurt (vgl. Nature Methods, 2013 Vol. 10, Nr.1). Die Anfange
dieser auRRerst prazisen Technologie entstanden bereits vor Uber 100 Jahren, als der
Physiker J.J. Thomson gemeinsam mit F.W. Aston die Masse elementarer Isotope
bestimmte. Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf der Bestimmung der
molekularen Masse von geladenen Partikeln. Dies erfolgt durch die Messung ihres
Masse-Ladungs-Verhdltnisses (m/z), dessen Einheit nach seinem Entdecker
Thomson (th) benannt wurde (Lossl et al., 2016). Das Massenspektrum stellt dabei

eine Auftragung der lonenhaufigkeit gegen m/z dar (Paul et al., 2013). Seit der
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Entdeckung dieser Technologie wurde die Massenspektrometrie stets weiter
entwickelt und ist heute eine effektive und &aul3erst sensitive Methode in der
Proteinanalytik (Grosche et al., 2016). Die massenspektrometrische Analyse
ermoglicht eine eindeutige Identifikation und Quantifizierung von Peptiden durch die
Bestimmung ihrer exakten molekularen Masse anhand ihres Masse-
Ladungsverhdltnisses (m/z) (Paul et al., 2013). Die Peptide durchlaufen das
Massenspektrometer, das aus drei grundlegenden Komponenten besteht: der
lonenquelle, dem Analysator, in dem lonen nach ihrem m/z aufgetrennt werden
konnen und dem Detektor, der die Anzahl der lonen eines bestimmten m/z
Verhaltnisses erfasst (Paul et al., 2013). Durch eine zuséatzliche Fragmentierung der
Peptide erstellt die Massenspektrometrie einen ,molekularen Fingerabdruck®, der es
ermdglicht, Proteine auf ihrer molekularen Ebene zu charakterisieren (Brandtzaeg et
al.,, 2016). Diese Fragmentierung der Peptide wird durch Elektrostofionisation
erreicht und erhoht die Selektivitat der Proteinidentifikation bedeutend. Das dann als
Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) bezeichnete Verfahren kann durch eine
vorangeschaltete Flussigkeitschromatografie (LC) zusatzlich fur die Analyse
komplexer Peptidgemische optimiert werden (Brandtzaeg et al., 2016). Vor der
Flissigkeitschromatografie werden die Proteine zunachst enzymatisch verdaut und
dann in einem Hochleistungsflussigkeitschromatographen (HPLC) aufgetrennt (Wang
et al., 2015). Die eluierten Peptide werden dabei direkt tGber einen Sprihkopf und
mittels Electrospray-lonisation in das Massenspektrometer eingeleitet und dort
alternierend entweder genau Massen-analysiert (MS) oder fragmentiert (MS/MS)
(Wang et al.,, 2015). Um Protein-Protein-Interaktionen massenspektrometrisch zu
analysieren, haben sich neben der Co-Immunprazipitation noch weitere Methoden
etabliert. Eine dieser Methoden, um Protein-Protein-Interaktionen zu detektieren ist
das Cross-Linking mit nachfolgender LC-MS/MS Massenspektrometrie. Dieses
Verfahren basiert auf einer durch Quervernetzungsreagenzien geschaffenen
kovalenten Bindung zwischen Aminosauren (Kita et al.,, 2016). Durch diese
kovalenten Bindungen koénnen auch transiente Protein-Protein-Interaktionen
identifiziert werden. Cross-Linking ist eine sehr effektive und sensitive Methode, um
Proteine und Proteinkomplexe strukturell zu charakterisieren (Wu et al., 2016).
Jedoch ist die Auswertung, der in diesem Verfahren gewonnen Daten, mit
erheblichem Aufwand verbunden, der die Identifikation von Protein-Protein-

Interaktionen erschwert (Liu et al., 2015). Aus diesem Grund ist auch heute noch die
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Immunpréazipitation der Goldstandard zur Untersuchung des Interaktoms. Die Vorteile
dieser Methode liegen in ihrer relativ einfachen Anwendung, die die Standardisierung
umfassender Untersuchungen ermdglicht. Zwar werden spezifische Antikorper fur die
Durchfihrung der Immunprazipitation bendtigt, um unspezifische unerwiinschte
Antikérperbindungen zu verhindern. Trotzdem ergibt sich mit der Immunpréazipitation
in Kombination mit weiteren Verifikationstechniken eine sehr effektive Methode fir
die Untersuchungen der Protein-Protein-Interaktionen. In Kombination mit der LC-
MS/MS basierten Massenspektrometrie stellt dieses Verfahren eine effektive

Methode zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen dar (Zhang et al., 2017).

2.4.2 Quantitative Proteinanalyse

Neben Untersuchungen zum Interaktom sind in der Proteomik auch quantitative
Proteinanalysen von Bedeutung. Das Proteom spiegelt die Gesamtheit aller
vorliegenden Proteine zu einem definierten Zeitpunkt wider (Wilkins et al., 1996a,
Wilkins et al., 1996b). Im Gegensatz zum Genom zeichnet sich das Proteom durch
einen dynamischen Zustand aus, der sich durch extrinsische und intrinsische
Faktoren qualitativ und quantitativ verandert. Diese quantitativen Veranderungen im
Proteom koénnen mittels differentieller Proteinanalytik erfasst werden. Damit
ermdglichen unterschiedliche Technologien auch den Vergleich physiologischer
Proteinexpression mit Pathogenese-assoziierten Veranderungen im Proteom (Hauck
et al., 2010, Uhl et al., 2014). Eine dieser Methoden ist die quantitative Proteomik
mittels massenspektrometrischer Analyse. Die Massenspektrometrie bietet nicht nur
die Mdglichkeiten einer qualitativen Proteinbestimmung, sondern ermdglicht auch
eine genaue Proteinquantifizierung (Grosche et al., 2016). Hierbei kénnen die
Peptide mit einem Label markiert werden oder mit einer Label-freien Methode
bestimmt werden. Eine der Labelling-Methoden, die bei der Quantifizierung von
Proteinen angewendet werden, ist iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute
Quantification)(Jiang et al., 2017). iTRAQ-Reagenzien, die in unterschiedlichen
Molmassen verflugbar sind, werden den zu untersuchenden, bereits einem Trypsin-
Verdau unterzogenen Proben zugefuhrt (Casey et al., 2017). Die markierten Proben
werden anschlieRend chromatographisch fraktioniert und massenspektrometrisch
analysiert (Jiang et al., 2017, Casey et al., 2017). Des Weiteren wird SILAC (Stable
Isotope Labelling by Amino Acids in Cell Culture) als Labelling-Methode zur
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guantitativen Proteinanalyse verwendet (Li et al., 2016). Hierbei werden kultivierten
Zellen in vivo isotopenmarkierte Aminosauren, wie Lysin und Arginin, Uber mehrere
Passagen hinweg in die Zelle eingebaut (Li et al., 2016). Neben den beschriebenen
Label-Methoden gibt es noch weitere Mdglichkeiten Proteine mittels Labelling zu
guantifizieren. Bedeutende Nachteile ergeben sich allerdings in der aufwéndigen
Probenvorbereitung und teils unvollstandigem Labelling (Sandberg et al., 2014).
Aufgrund der einfachen und effektiven Anwendung wird in der Proteomik daher
hauptsachlich eine Label-freie Quantifizierung angewandt (Navarro et al., 2016).

2.5 Septin 7 als differentiell exprimiertes Protein bei der ERU

Bisherige proteomische Untersuchungen zu der equinen rezidivierenden Uveitis
konnten wichtige Erkenntnisse Uber Pathogenese-assoziierten Verdnderungen im
Leukozytenproteom von an ERU erkrankten Pferden liefern (Degroote et al., 2014,
Degroote et al., 2017, Degroote et al., 2012). Vor allem das Expressionsmuster eines
bestimmten differentiell exprimierten Proteins, Septin 7, war fir die n&here
Charakterisierung von besonderem Interesse (Degroote et al., 2014). Die
zytoskelettale GTPase Septin 7 wurde in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe als ein
in Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden niedriger exprimiertes Protein
identifiziert (Degroote et al., 2014). Septin 7 gehdrt mit 13 anderen Mitgliedern zu der
Familie der Septine, die mit einer Reihe von bedeutenden zellularen Funktionen
assoziiert werden (Abbey et al., 2016). Neben bedeutender strukturgebender
Funktionen von Septinen im Zytoskelett konnte eine Beteiligung der Proteine bei
Zellteilung, Chromosomensegregation, Migration und Apoptose gezeigt werden (Hou
et al., 2016, Torii et al., 2016, Spiliotis et al., 2005). In den letzten Jahren wurden die
Auswirkungen einer differentiellen Expression von Septinen aufgrund vermehrter
Assoziationen mit zahlreichen Erkrankungen eingehend untersucht. So konnte
gezeigt werden, dass Septine sowohl in neurodegenerativen Erkrankungen wie
Morbus Alzheimer (Kinoshita et al., 1998) oder Morbus Parkinson (Rozenkrantz et
al., 2016), als auch in Krebserkrankungen eine bedeutende Rolle spielen (Zhang et
al.,, 2016). Im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen, wie Brustkrebs, dem
malignen Gliom und papillaren Thyroidkarzinom, wurde eine verminderte Expression

von Septin 7 festgestellt (Zhang et al., 2016, Jia et al., 2010). Septin 7 spielt in der
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Familie der Septine eine Schlisselrolle, indem es in der Lage ist, die Expression
anderer Septine zu kontrollieren (Zhang et al., 2016). Welche Mechanismen bei
diesem Prozess genau in Kraft treten, konnte bisher nicht vollstandig geklart werden.
Jedoch wurde aufgrund einer kirzlich veréffentlichten Studie vermutet, dass Septin 7
eine protektive und stabilisierende Wirkung auf andere Septine ausibt (Zhang et al.,
2016). Eine ausbleibende Septin 7-Expression fuhrt somit auch zu verminderter
Expression anderer Septine, wie Septin 2 (Zhang et al., 2016). Eine uberaus
interessante Rolle von Septinen ist die Stabilisation des Zytoskeletts. Die Folgen
einer verminderten Septin 7-Expression auf die Regulation von T-Zell-Form und
-Maotilitat spiegeln sich in einer erhéhten Migrationsbereitschaft dieser Zellen durch
kleine Poren wider (Tooley et al., 2009). Septin 7-defiziente T-Zellen verlieren an
Stabilitat und weisen eine veranderte Zellmorphologie auf (Tooley et al., 2009). Diese
Erkenntnis ist im Hinblick auf die Pathogenese der ERU besonders interessant, da
bei dieser Erkrankung autoreaktive T-Zellen die Blut-Retina-Schranke passieren,
eine Barriere, die normalerweise eine Infiltration von Zellen in das Augeninnere
verhindert (Uhl et al., 2014, Szober et al., 2012). Die Funktion von Septin 7 hangt
entscheidend von den Interaktionsnetzwerken dieses Proteins ab (Wasik et al.,
2017). Beim Menschen wurden bereits Analysen zum Interaktionsnetzwerk von
Septin 7 beschrieben (Nakahira et al., 2010). Bisher lag der Schwerpunkt
hauptséchlich auf den Protein-Protein-Interaktionen von aus humanen cDNA-
Bibliotheken gewonnenem Septin 7 mit anderen Septinen (Nagata et al., 2004,
Serrao et al., 2011). Des Weiteren wurden Diabetes-Studien zu Protein-Protein-
Interaktionen von Septin7 in den Podozyten von Ma&ausen und Menschen
durchgefiihrt (Wasik et al., 2012, Wasik et al., 2017). Es konnte gezeigt werden, dass
Septin 7 mit anderen Septinen grof3e Polymere bildet, die sich wiederum zu
Filamenten zusammenschlieBen (Kinoshita et al., 2002, Serrao et al., 2011). Diese
Filamente bilden ein zellulares Gerist, das mit weiteren Proteinen, wie
beispielsweise Komponenten des SNARE-Komplexes (Wasik et al., 2017) in
Interaktion tritt. Es wird angenommen, dass interagierende Proteine anhand dieser
Filamente zu ihrem Bestimmungsort gelangen und zellulare Funktionen erfillen (Kim
et al., 2012). Damit erfillen Septine bedeutende zellulare Funktionen und die
Aufklarung der Interaktionsnetzwerke der Proteine ist von unerlasslicher Bedeutung
(Kim et al.,, 2012). Zur Protein-Protein-Interaktion von Septin 7 mit Proteinen, die

nicht zur Familie der Septine gehdren, wurden bisher nur wenige Untersuchungen

22



Literatur

durchgefiihrt (Nakahira et al., 2010, Wasik et al., 2017). Des Weiteren sind die
Information Uber Septin 7-Interaktionen in den Zellen geeigneter Modelle fur die
autoimmune Uveitis des Menschen nicht ausreichend. Da das Pferd ein
hervorragendes Modell fur die Erforschung dieser Erkrankung darstellt und bisher
keine Analyse der Septin 7-Interaktoren in Pferdezellen beschrieben wurde, stellt die
Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 einen interessanten
Forschungsansatz dar. Ausgangspunkt dieser Arbeit war es deshalb, die
Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 zu untersuchen, um die Funktion des

Proteins in Pferdezellen ndher zu charakterisieren.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probenmaterial

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden die Proben von insgesamt
19 gesunden und 49 an ERU erkrankten Pferden gewonnen. Die Diagnose der
equinen rezidivierenden Uveitis wurde in der Klinik fur Pferde der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen (Vorstand Prof. Dr. H. Gerhards) anhand klinischer
Kriterien wie Blepharospasmus und vermehrter Lakrimation gestellt (Gilger and
Michau, 2004, Schwink, 1992). Bei den betroffenen Tieren erfolgte eine
Blutentnahme. Die Blutprobenentnahme von Pferden wurde bei der Regierung von
Oberbayern unter der Genehmigungsnummer 55.2-1-54-2532.3-22-12 angezeigt.
Die augengesunden Kontrolltiere wurden entsprechend in Alter, Geschlecht und
Rasse passend zu den an ERU erkrankten Pferden ausgesucht. Die Blutproben
dieser Tiere wurden uns unter anderem von der Abteilung Innere Medizin und
Gynékologie der Klinik fur Pferde unter der Leitung von Prof. Dr. Lutz G6éhring zur
Verfigung gestellt. Die Blutproben wurden in unterschiedlichen Versuchen
eingesetzt. Insgesamt wurde bei den einzelnen Experimenten die folgende Anzahl

equiner Blutproben untersucht.

Immunpréazipitation mit Septin 7:

e PBL eines augengesunden Pferdes

Phanotypisierung und Expressionsanalyse von HCLS1 in Pferdelymphozyten:
e Durchflusszytometrie (Phanotypisierung): PBL von flinf Kontrollpferden
e Durchflusszytometrie (differentielle Proteinanalyse): PBL von funf gesunden
und funf ERU-Pferden
e Immunzytochemischen Untersuchung: PBL eines Kontrollpferdes und eines

an ERU erkrankten Pferdes

24



Material und Methoden

Verifikationsexperiment zur Interaktion von Septin 7 und DOCKS:
e PBL eines gesunden Pferdes
Phanotypisierung und Expressionsanalyse von DOCKS8 in Pferdelymphozyten:
e Durchflusszytometrie (Phanotypisierung): PBL von 13 Kontrollpferden
e Western Blot: PBL von 16 Kontrollpferden und 36 an ERU erkrankten Pferden
e Durchflusszytometrie (differentielle Proteinanalyse): PBL von 13

Kontrollpferden und 12 an ERU erkrankten Pferden

Immunprazipitation mit DOCK8 und Septin 7 (vgl. Kap.4.2; 4.3):
¢ Identifikation Interaktionspartner DOCKS8: PBL von drei gesunden Pferden
¢ |dentifikation interagierender Signaltransduktionmolektle: PBL von drei

gesunden und drei an ERU erkrankten Pferden

Verifikation Interaktion mit STAT1 und ILK:

e PBL eines gesunden Pferdes

Expressionsanalyse von STAT1 und pSTAT1 in Pferdelymphozyten:
e Durchflusszytometrie: PBL drei gesunder Pferde
e Western Blot: PBL 12 gesunder und 18 an ERU erkrankter Pferde

Expressionsanalyse von ILK in Pferdelymphozyten:

e Western Blot: PBL von 16 Kontrollpferden und von 28 an ERU erkrankten
Pferden
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3.1.1 Puffer und Lésungen zur Gewinnung und Aufbereitung von PBL

Heparinlésung zur Gerinnungshemmung (2.500 I.E./ml)
Heparin-Natrium?! (25.000 I.E./ml) 1,00 mi
RPMI 1640 Medium mit Glutamin? 9,00 mi

Trennl6sung zur Isolierung von PBL mittels Dichtegradientenzentrifugation
Pancoll Trennlésung?® (Dichte 1,077g/ml), gebrauchsfertig

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,2

NaCl* (136,9 mM) 8,00 g
KCI (2,6 mM) 0,20 g
KH2POa (1,4 mM) 0,20 g
NazHPO4 x 2H20 (8,1 mM) 1,45 g

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.

! Ratiopharm, Ulm

2 ThermoFisher Scientific, Frankfurt am Main

3 Pan Biotech, Aidenbach

4 Alle nicht extra markierten Chemikalien: AppliChem, Darmstadt

26



Material und Methoden

Lysepuffer Western Blot

Harnstoff> (9 M) 27,00 g
Thioharnstoff® (2 M) 7,609
CHAPS® (4 %) 2,00 g
DTT? (65 mM) 0,50 g

ad 50 ml Aqua bidest.
Bei Raumtemperatur (RT) mindestens finf Stunden rihren. Anschlieend zu je 1 ml
aliquotieren und bei -20°C lagern. Direkt vor Gebrauch 100 pl Aqua bidest. pro 1 mi

Lysepuffer zusetzen.

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

Tris’ (50 mM) 121g
NaCl® (150 mM) 8,76 ¢
in 1000 ml Aqua bidest. l6sen.

pH auf 7,3 einstellen.

Lysepuffer Immunprazipitation (IP)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate (CHAPS)® (2 %) 0,29
in 10 ml TBS lésen.
Kurz vor Gebrauch mit 200 pl Proteaseinhibitor (50 x Complete, EDTA-frei®)

versetzen.

5 GE Healthcare, Freiburg

6 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
7 Serva, Heidelberg

8 Applichem, Darmstadt

% Roche, Unterhaching
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3.1.2 Gewinnung der Blutproben

Bei den Pferden erfolgte nach vorangegangener Desinfektion der Injektionsstelle
eine Blutentnahme von je nach Bedarf 20-200 ml Blut aus der Vena jugularis, das zu
jeweils 15 ml in Réhrcheni® mit 200 pl einer Heparin-Losung (2.500 |.E./ml) abgefullt

wurde.

3.1.3 Gewinnung von peripheren Blutleukozyten (PBL) mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Die mit dem Vollblut befillten R6hrchen wurden zur Sedimentierung 10-20 Minuten
bei Raumtemperatur aufgestellt. Mit einer sterilen Pipette konnte das Uberstehende
Plasma-PBL-Gemisch vorsichtig aufgenommen und separat in 15 ml Réhrchen zu
gleichen Teilen auf 3 ml Pancoll** Trennlosung geschichtet werden. Nach der im
Anschluss erfolgten Dichtegradientenzentrifugation (23°C, 290 rcf, 25 Minuten,
Bremse ausgeschaltet) wurde die zwischen Plasma und Pancoll befindliche
Interphase unter minimaler Aspiration vollstandig abgenommen und in kaltes PBS
uberfuhrt. In zwei nachfolgenden Waschschritten (4°C, 415 rcf, 10 Min) wurde der
nach der Zentrifugation entstandene Uberstand dekantiert und das gewonnene Pellet
mit frischem PBS resuspendiert. Nach Ermittlung der Zellzahl wurden die

gewonnenen PBL entweder direkt verwendet oder zur Aufbewahrung bearbeitet.

10 sarstedt, Niirnbrecht
11 pan Biotech, Aidenbach
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3.1.4 Z&hlung der gewonnenen Zellen

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte manuell mittels einer Neubauer-improved-
Zahlkammer'?. Hierfir wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau'®
versetzt. Diese Mischung konnte anschlielend in der Zahlkammer ausgezahlt
werden. Waren in finf diagonal angeordneten Gruppenquadranten mehr als 100
Zellen zu verzeichnen, wurden diese zur Berechnung der Gesamtzellzahl
herangezogen. Waren weniger als 100 Zellen vorhanden, wurden die gesamten

25 Gruppenquadrate ausgezabhilt.

Die Gesamtzellzahl wurde mit folgender Formel ermittelt:

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

Zellen pro ul Suspension =

3.1.5 Aufbewahrung von lebenden PBL

Fur die spéatere Verwendung lebender PBL wurden die Zellen bei -80°C gelagert. Zur
Aufbereitung wurde die Zellsuspension nach der Zellzdhlung bei 415 rcf
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend erfolgte die
Resuspendierung von 2 x 107 Zellen in 1,5 ml Einfriermedium und die Uberfiihrung
der Zellen in Einfrierréhrchen'4. Die Zellsuspension wurde schonend auf -80°C
heruntergekihlt. Direkt vor deren Verwendung erfolgte das Auftauen der Zellen unter
vorsichtigem Resuspendieren mit eiskaltem PBS. Die zwei nachfolgenden
Waschschritte bei 4°C (415 rcf, 10 Min) dienten der Entfernung des DMSO.

12 NeoLab, Heidelberg
13 sigma-Aldrich, Taufkirchen
14 sarstedt, Nurnbrecht
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3.1.6 Aufbereitung der PBL fur Western Blots

Nach Bestimmung der Zellzahl erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C (415 rcf, 10 Min).
Der Uberstand der Leukozytenpellets wurde verworfen und die Zellstrukturen der
PBL durch Zugabe von 200-1000 pl Lysepuffer zerstort.

3.1.7 Aufbereitung der PBL fir die Immunprazipitation

Wie auch bei der, in Kap. 3.1.6 beschriebenen Aufbereitung der PBL flr Western
Blots, erfolgte die Aufbereitung der Zellsuspension fur die Immunprazipitation
zunachst durch Zentrifugation bei 415 rcf. Der Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert
und verworfen. Die PBL wurden anschlieBend in 100 pl Chaps-Lysepuffer pro
1 x 107 Zellen resuspendiert und bei Raumtemperatur finf Minuten lang inkubiert.
Zwischenzeitlich wurde die Zellldsung sorgféltig gevortext, bis das Lysat eine flliissige
Form uberfiihrt werden konnte. Durch Ubertragen des Zelllysats in den QlAshredder
Homogenisator und anschlielender zehnminutiger Zentrifugation bei 16100 rcf
erfolgte  eine  Trennung des proteinhaltigen Uberstands von zellularen
Restkomponenten. AbschlieRend folgte eine Proteinbestimmung des Uberstands fiir

die weitere Verwendung.
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3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate

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.*®

15 Serva, Heidelberg
16 Applichem, Darmstadt
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3.2.2 Durchfuhrung der Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der im Kap. 3.1.6 beschriebenen PBL-
Lysate fur Western Blots sowie der im Kap. 3.1.7 beschriebenen Lysate fir die
Immunprazipitation erfolgte nach der von Bradford etablierten Methode (Bradford,
1976). Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 bildet mit den im
Lysat vorkommenden Proteinen Komplexe. Auf diese Weise verschiebt sich das
Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm. Die Proteinmenge der Proben kann

somit anhand der hierzu proportionalen Absorption bestimmt werden.

Zur Kalibrierung der Eichgerade wurde eine Standardreihe mit bovinen
Serumalbumin (BSA) erstellt. In den Konzentrationen O (Leerwert); 0,125; 0,25; 0,5;
1 und 2mg/ml wurde das Protein im verwendeten Lysepuffer gelost und
photometrisch gemessen. Je 5 ul jedes Standards und jeder zu bestimmenden Probe
wurden in einem Doppelansatz in eine 96-Loch-Platte pipettiert und anschlie3end mit
250 pl der Bradford-Losung versetzt. Nach einer zehnminutigen Inkubation bei RT
wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm in einem ELISA Reader
(SUNRISE) photometrisch bestimmt. Die Absorption der doppelbestimmten
Leerwerte wurde von jedem Mittelwert der doppelbestimmten Proben abgezogen und

die Proteinkonzentration entsprechend an der Eichgerade abgelesen.
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3.3 Immunprazipitation

3.3.1 Puffer und Losungen fur die Immunprazipitation

TBS
TBS (Kap 3.1.1).

Lysepuffer Immunprazipitation (IP)
Chaps LP (Kap. 3.1.1)

Waschpuffer
Lysepuffer IP 2,50 ml
ad 10 ml TBS.

Blockierlésung
BSA (4 %) 400,00 mg

in 10 ml TBS Idsen.

5 x Lammli-Puffer (reduzierend)

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

ad 50 ml Agqua bidest. und eine Spatelspitze Bromphenolblau!’-Pulver hinzufiigen.
Ldsung aliquotieren und bei -20°C lagern.
Vor der Verwendung bei der Immunprézipitation:

Herstellung eines 2 x Lammli-Puffers durch Verdinnung in Aqua bidest.

17 Sigma-Adrich, Taufkirchen
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3.3.2 Antikorper fur die Immunprazipitation

Fur die Durchfiihrung der Immunprazipitation fanden folgende Antikorper

Verwendung:

Antikorper Produziert in Herkunft Menge
i-Sentin 7 Ratte Dr. E. Kremmer, Helmholtz 1ml

anti->eptin Zentrum, Miinchen?®

Anti-Mensch-DOCK8 Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg 15 pl

Anti-Mensch-STAT1 Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg 15 pl

Anti-Mensch-ILK Maus Santa Cruz, Heidelberg 15 pl

3.3.3 Durchfiihrung der Immunpréazipitation

3.3.3.1 Immunprazipitation zur ldentifikation von Septin 7 Interaktoren

Frisch préparierte, pelletierte Blutleukozyten eines Kontrollpferdes wurden in 100 pl
Chaps-Lysepuffer je 3 x 10° Zellen aufgeldst und die Proteinkonzentration der Lysate
bestimmt (Kap. 3.2). Fur alle Waschschritte wurde Waschpuffer mit
Chaps-Lysepuffer verwendet. Fur den eingesetzten anti-Septin 7-Antikdrper
Klon 19A4 und die Isotypkontrolle Ratte IgG2c wurden 40 pl 50 % Protein G
Sepharose 4 Fast Flow Beads-Slurry!® in 1,5 ml Reaktionsgefae?® abgefillt und
dreimal mit je 250 pl Waschpuffer gewaschen (1800 rcf, 30 sec, RT). AnschlieRend
erfolgte die Zugabe der eingesetzten Antikorper beziehungsweise von TBS
(Negativkontrolle (Blank)) zu den gewaschenen Beads. Nach der darauf folgenden
einstindigen Inkubation auf einem Rotationsrad bei 4°C wurden ungebundene
Antikorper durch eine Zentrifugation (1000 rcf, 30 sec, 4°C) und zweimaliges
Waschen mit je 500 pl Waschpuffer entfernt. Daraufhin erfolgte eine einstindige
Inkubation mit 500 pl Blockierlésung bei 4°C auf dem Rotationsrad, um freie

Bindungsstellen der Beads zu blockieren. Nach der Blockade, Zentrifugation

18 Standort GroRhadern
19 GE Healthcare, Freiburg
20 Eppendorf, Wessling-Berzdorf
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(1000 rcf, 30 sec, 4°C) und zwei Waschschritten mit je 250 ul Waschpuffer wurde
das einem Milligramm Protein entsprechende Zelllysatvolumen 1:4 mit TBS verdinnt,
zu den Beads gegeben und Uber Nacht mit diesen bei 4°C auf dem Rotationsrad
inkubiert. Der durch die anschlieBende Zentrifugation (1000 rcf, 2 min, 4°C)
entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die Beads erneut in drei
Waschschritten mit je 150 ul Waschpuffer gewaschen. Danach folgten zwei weitere
Waschschritte, bei denen je 250 ul TBS verwendet wurde. Nach einem
abschlielBenden Zentrifugationsschritt (1000 rcf, 2 min, 4°C) erfolgte die Elution des
Préazipitats durch Zugabe von 60 pl reduzierendem 2 x Lammli-Puffer und Inkubation
auf dem Schdattler ftr 15 min bei Raumtemperatur (600 rpm) und fur finf Minuten bei
70°C. Die anschlieBende Zentrifugation bei 1000 rcf fur zwei Minuten erlaubte das
Abnehmen des eluierten Prazipitats, ohne die Beads dabei aufzuwirbeln. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR Gberfiihrt und die Beads erneut
fur zehn Minuten bei Raumtemperatur mit weiteren 40 pl des reduzierenden
2 x Lammli-Puffers geschuttelt (600 rpm). Nach der abschlieRenden Zentrifugation
(1000 rcf, 2 min, 4°C), wurde der Uberstand mit dem, im vorherigen Schritt
gewonnenen, Prazipitat gepoolt. Im Anschluss an die Elution wurden die
gewonnenen Prazipitate mittels FASP-Verdau (Kap. 3.4.1) fur die Analyse im

Massenspektrometer vorbereitet.

3.3.3.2 Immunprazipitation zur Verifikation der Septin 7 Interaktion mit
DOCKS8

Analog zu der im Kap. 3.3.3.1 beschriebenen Methode wurde eine weitere
Immunprazipitation zur Bestatigung der Protein-Protein-Interaktion zwischen Septin 7
und DOCKS8 durchgefuhrt (vgl. Kap. 4.1.). Zusatzlich zu dem anti-Septin-7-Antikdrper
und der Isotypkontrolle Ratte IgG2c wurden anti-DOCKS8-Antikdrper und die
Isotypkontrolle Kaninchenserum fir weitere Ansatze verwendet. Im Anschluss an die

Elution erfolgte statt eines FASP-Verdaus die weitere Analyse im Western Blot.
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3.3.3.3 Immunprazipitation zur Untersuchung von DOCKS8 Interaktoren

Auch hier fand, mit geringen Abweichungen, das in Kap. 3.3.3.1 beschriebene
Protokoll Anwendung. Zusatzlich, zu dem im Kap. 3.3.3.1 verwendeten Ansatz,
erfolgte wie im Kap. 3.3.3.2  beschrieben, die Verwendung des
anti-DOCKS8-Antikorpers und der Isotypkontrolle Kaninchenserum. Abschlielend
wurden die Eluate mittels FASP-Verdau auf die massenspektrometrische Analyse

vorbereitet.

3.3.3.4 Immunprazipitation zur Untersuchung von Protein-Protein-
Interaktionen mit Signaltransduktionsmolekiilen bei gesunden und an
ERU erkrankten Pferden

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 und DOCKS8
erfolgte wie im Kapitel 3.3.3.1 und im Kapitel 3.3.3.2 die Verwendung des anti-
Septin 7- und des anti-DOCKS8-Antikorpers. Die weitere Vorgehensweise erfolgte wie

im Kapitel 3.3.3.1 beschrieben.

3.3.3.5 Immunpréazipitation zur Verifikation der Interaktionspartner ILK
und STAT1

Zur Verifikation der Interaktionen von Septin7 und DOCK8 mit den
Signaltransduktionsmolekilen  ILK  und  STAT1, diente eine weitere
Immunprazipitation mit sieben verschiedenen Ansatzen, bei denen anti-Septin 7-,
anti-DOCKS8-, anti-ILK-, anti-STAT1-Antikdrper und die Isotypkontrollen Ratte IgG2c,
Kaninchen IgG und Maus IgG3 eingesetzt wurden. Die Immunprézipitation erfolgte
wie in Kapitel 3.3.3.1 beschrieben. Im Anschluss an die Elution wurden die Proben im

Western Blot analysiert.
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3.4 Massenspektrometrische Identifikation von Proteinen

Zur Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 (siehe Kap. 4.1)
und DOCK8 (siehe Kap.4.2) sowie zur Identifikation interagierender
Signaltransduktionmolekile (siehe Kap.4.3) wurde, im Anschluss an die im
Kap. 3.3.3 beschriebene Immunprazipitation, eine Analyse mittels LC-MS/MS

Massenspektrometrie durchgefihrt.

3.4.1 FASP-Verdau der Immunpréazipitate

3.4.1.1 Puffer und Lésungen fur den FASP-Verdau

TBS
TBS (Kap. 3.1.1).

100 mM DTT
DTT2 (100 mM) 15,42 mg

direkt vor Gebrauch in 1 ml HPLC-Wasser?? [6sen.

Urea A (UA)-Puffer

Harnstoff?3 (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?? losen.

21 serva, Heidelberg
22 Merck Millipore, Darmstadt
23 GE Healthcare, Freiburg
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Ammoniumbicarbonat (ABC)-Puffer
NH4HCO3 (50 mM) 19,75 mg

in 5 ml HPLC-Wasser?* lgsen.

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

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

ABC-Puffer mit 2 % Acetonitril (ACN)
Acetonitril>” (2%) 1,00 pl
ad 50 pl ABC-Puffer.

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

24 Merck Milipore, Darmstadt
25 Wako, Neuss

26 promega, Mannheim

27 sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.4.1.2 Durchfuhrung des FASP-Verdaus

Die Eluate aus der Immunprazipitation zur Identifikation von Septin 7- und DOCKS8-
Interaktoren (Kap. 3.3.2) wurden, zur Vorbereitung auf ihnre massenspektrometrische
Analyse, einem Filter-aided Sample Preparation (FASP)-Verdau unterzogen.
Zunachst wurden die Proben im Verhaltnis 1:4 mit TBS verdinnt. Es folgten die
Zugabe von 10 pl 100 mM DTT? und eine 30-minUtige Inkubation bei 60°C auf dem
Schuttler (600 rpm). AnschlieRend wurden die Proben auf RT abgekihlt und mit je
100 pl UA-Puffer und 10 pl 300 mM lodacetamid fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Wahrenddessen wurden 30 kDa Cut-off-Filter?® mit ABC-Puffer
vorgewaschen (14000 rcf, 5 min, RT). Die Proben wurden auf die angefeuchteten
Filter gegeben und abzentrifugiert (14000 rcf, 15 min, RT). Die Durchlaufe wurden
verworfen und die Filter anschliel3end dreimal mit 200 pl UA-Puffer und zweimal mit
100 pl ABC-Puffer gewaschen, wobei die Durchlaufe ebenfalls verworfen wurden.
Danach erfolgte die Zugabe von je 50 ul ABC-Puffer und 5 pl Lys-C sowie, nach
zweistuindiger Inkubation bei RT, 4 pl Trypsin. Damit wurden die Filter bei 37°C uber
Nacht inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation der Proben fur 15 Minuten
bei RT und 14000 rcf. Die Durchlaufe, die nun die Peptide enthielten, wurden
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 zusammengefihrt. Die so gewonnenen Eluate wurden mit 0,5 % TFA

angesauert und direkt fur die LC-MS/MS verwendet.

28 serva, Heidelberg
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3.4.2 LC-MS/MS

3.4.2.1 Puffer und Lésungen fur die massenspektrometrische Analyse

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

ad 1000 ml HPLC-Wasser3°,

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

ad 1000 ml HPLC-Wasser3°,

3.4.1.2 Durchfuhrung der massenspektrometrischen Untersuchung

Die Liquid-Chromatographie Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-Analyse
wurde in Zusammenarbeit mit der Research Unit Protein Science des Deutschen
Forschungszentrums fur Gesundheit und Umwelt in den Raumen des Helmholtz
Zentrums Munchen durchgeftihrt. Die Analyse erfolgte mit einem Ultimate3000 nano
HPLC System3!, welches mittels einer Nano Spray lonenquelle online an ein LTQ
OrbitrapXL3? Massenspektrometer gekoppelt ist. Das HPLC System ist mit einer
Nano Trap Saule3! (100 um i.d. x 2 cm, gepackt mit Acclaim PepMap 100 C18, 5 um,
100A Material) und einer analytischen Saule3! (75 um i.d. x 15 cm, Acclaim PepMap
100 C18, 3 um, 100A Material) ausgestattet. Die Proben aus den Experimenten zu
Septin 7-Interaktoren (vgl. Kap. 4.1.1) und den weiteren Untersuchungen zu
DOCKS8- und Septin 7-Interaktionen (Kap. 4. 2.; Kap. 4.3) wurden in getrennten
Durchlaufen analysiert. Zuerst erfolgte automatisch die Injektion der Proben und

Ladung auf die Nano Trap Saule®! mit einer FlieBgeschwindigkeit von 30 pl/min in

29 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
30 Merck Millipore, Darmstadt
31 Dionex, Idstein

32 Thermo Scientific, Bonn
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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/min in einem Zeitraum von 140 Minuten statt. Restliche auf der Saule
verbliebene Peptide wurden durch einen kurzen Gradienten von 50 — 100 % Puffer B
innerhalb von funf Minuten eluiert. Die Analyse der eluierten Peptide erfolgte direkt
nach der Nano Spray lonisierung in einem LTQ OrbitrapXL3* 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 fur 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 hochauflésendes
MS-Spektrum mit einer Halbwertsbreite (engl. full width half maximum) von 60.000
und einer Massenbandbreite von 200 - 2000 Da wurde in der Orbitrap wahrend 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).

33 Dionex, Idstein
34 Thermo Scientific, Bonn
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3.4.2 Quantitative Auswertung mit Progenesis

Die quantitative 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
aufgenommenen Fragmentspektren (MS/MS-Spektren) wurden in die Progenesis-
Software3® (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 ausgewahlt 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
ausgeschlossen. Nachdem die Proben Uber alle detektierten Peptide zueinander
normalisiert waren, konnten die Spektren fir die Datenbanksuche aus der
Progenesis-Software® als Mascot Generic File (mgf) exportiert werden. Nachdem die
Identifizierung der Peptide in Mascot®® (Kap. 3.4.4) erfolgt war, wurden die Daten
wieder in die Progenesis-Software® reimportiert. AbschlieBend wurden die
identifizierten Peptide Proteinen zugeordnet und deren jeweilige Abundanz

berechnet.

35 Nonlinear Dynamics
36 http://www.matrixscience.com
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3.4.3 Datenbanksuche fur die mittels LC-MS/MS identifizierten Peptide

Die aufgenommenen MS/MS-Spektren wurden zur ldentifikation der Peptide Uber
Mascot®” (Matrix Science, Version 2.4.1) mit der Ensembl-Pferd-Datenbank38
(Version 78, 2014) abgeglichen. Dabei wurde die Peptidtoleranz auf maximal 10 ppm
und die Fragmentionentoleranz auf 0,6 Da festgesetzt. Fir die Analyse der
Fragmentspektren wurde eine Cystein-Carbamidomethylierung als feste
beziehungsweise eine Oxidierung von Methionin und Deamidierung von Asparagin
und Glutamin als variable Modifikationen angegeben. Hier wurde maximal eine nicht
geschnittene Spaltstelle toleriert. Anhand der in Mascot3® integrierten Decoy-
Datenbanksuche erfolgte die Abschéatzung der Falschpositivrate ((engl. False
discovery rate, FDR) minimale lonen-Punktzanl von 13 im Percolator
Suchalgorithmus, p < 0,01)), die kleiner als 1 % gehalten wurde.

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

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

4 N 7 N\ 7 ™~ N\ 7 N 7 ~N N
. Mascot Reimport der
Ps"gftf\:’;i'_‘:’ Datenbank- Peptidiiste in
Normalisi ertjn suche: Liste Progenesis Ergebnis:
LC- und 9 Identifizie- identifi- Software: Liste
Rohdaten A rung der - Peptide identifi-
MS/MS \?gra qg}g}:vd‘gr Peptide aus Fz)‘leertti%re werden zu zierter
d et%kti orten den P Proteinen Proteine
Spektren detektierten Zusammenge
P Spektren fasst
\ J J AN AN J / \ J

Abb. 3.1: Schema LC-MS/MS Datenauswertung; aus Lutterberg (2017).

37 http:/Awww.matrixscience.com
38 http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index
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3.4.5 Suche und funktionelle Analyse von Orthologen und Paralogen

Identifizierte equine Proteine, fir die noch keine Namen oder Gensymbole
vorhanden waren, wurden in der frei verfugbaren Ensembl-Pferd-Datenbank3®
(Version 78, 2014) entsprechenden Orthologen oder Paralogen zugeordnet. Falls
dort keine passenden Eintrage gefunden werden konnten, wurden fur das Protein
anhand der Proteinsequenz mit Hilfe des NCBI BLAST Algorithmus*® homologe
equine Sequenzen ausgewabhilt.

Bereits bekannte Interaktionen zwischen den humanen Orthologen von Genen der
hier als Septin7-Interaktoren identifizierten Pferdeproteine wurden mittels der frei
zuganglichen Software String 9.1%! identifiziert. Die identifizierten Proteine HCLS1

und DOCKS8 waren nicht unter bereits bekannten Interaktionspartnern von Septin 7.

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

String: http://string-db.org/

39 http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index
40 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
4L http://string-db.org/
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3.4.6 Auswertung der Proteinabundanzen

Zur Bewertung des Erfolgs der Septin7- und DOCKS-Interaktorenanreicherung
mittels Immunprazipitation, wurde fur jedes identifizierte Protein der Quotient aus der
Abundanz im jeweiligen Prazipitat zu der entsprechenden Abundanz im Prazipitat der
Isotypkontrolle berechnet (Ratio). Erst ab einer Ratio = 2 wurde die Anreicherung im
Prazipitat des anti-Septin7 bzw. des anti-DOCKS8-Antikdrpers als ausreichend
gewertet und das entsprechende Protein fur weitere Untersuchungen in Betracht

gezogen.

3.4.7 Einteilung der massenspektrometrisch identifizierten Protein in

funktionelle Gruppen

Nachdem eine Selektion der Identifikationspartner durch die Auswertung der
Proteinabundanzen (siehe Kap. 3.4.6) erfolgt war, wurden die interagierenden
Proteine von DOCKS8 (siehe Kap. 4.3.2) und Septin 7 (siehe Kap. 4.3.1) mit einer
Ratio =2 anhand ihrer biologischen Funktionen in Gruppen eingeteilt. Diese
Einteilung erfolgte mittels der frei zuganglichen Datenbank PANTHER classification

system*? des GeneOntology Konsortiums*3.

42 http://pantherdb.org/
43 http://geneontology.org/
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3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Puffer und Lésungen fur die Durchflusszytometrie

Fluoreszenzpuffer (Fluo-Puffer)

BSA% 5,00 g
Natriumazid 0,50 ml
ad 500 ml PBS.

bei 4°C lagern.

Permeabilisierungspuffer

BD Cytofix/Cytoperm?®, gebrauchsfertig

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

PFA-Fixierldsung 4%

Paraformaldehyd*® 40,0 g
ad 800 ml 1 x PBS

Eine Stunde bei 60°C ruhren

Im Eisbad abkuhlen lassen

ad 160 ml 1 x PBS, pH-Wert auf 7,4 einstellen

44 Serva, Heidelberg
45 Becton Dickinson, Heidelberg
46 Merck, Darmstadt
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3.5.2 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Equine PBL wurden, wie in Kapitel 3.1.5 beschrieben, aufgetaut und mittels
Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) phanotypisiert.

Folgende primére Antikoérper fanden dabei Verwendung:

Antikdrper Produziert in Herkunft Verdinnung
Anti-Pferd-CD4 Maus Serotec, Puchheim 1:100
. . Dr. L. GOhring, Pferdeklinik .

Anti-Pferd-B-Zell leichte Kette Maus der LMU Miinchen 1:10
Anti-Pferd-CD8 PE Maus Serotec, Puchheim 1:10
Anti-Mensch-DOCK8 Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg 1:10
Anti-Mensch-LckBP (HCLS1) Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:10
Anti-Mensch-STAT1 Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg 1:200
Folgende sekundare Antikérper wurden eingesetzt:

Antikorper + Farbstoff Produziert in Herkunft Verdinnung
Anti-Maus 1gG1 PE Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:200
Anti-Maus 1gG (H+L) PE Ziege Santa Cruz, Heidelberg 1:200
Anti-Kaninchen IgG (H+L) Alexa 488 Ziege Invitrogen 1:400
Anti-Ziege 1gG (H+L) Alexa 488 Esel Invitrogen 1:400

Die Antikorper wurden in Fluopuffer beziehungsweise nach der Permeabilisierung in

Waschpuffer fir permeabilisierte Zellen verdinnt.
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3.5.3 Fluoreszenzfarbung von equinen PBL fir die Durchflusszytometrie

3.5.3.1 Einfachfarbung der PBL mit anti-DOCKS8-, anti-HCLS1- und anti-
STAT1-Antikorpern

Die mittels Dichtegradzentrifugation gewonnenen PBL wurden zu je 2 x 10° Zellen in
100 pl PBS suspendiert und in die Dellen einer 96-Loch-Rundbodenplatte*’ pipettiert.
Anschliel3end erfolgten ein Zentrifugationsschritt (4°C, 800 rcf, 10 sec) und ein
kraftiges Dekantieren der Platte. Auf Eis wurden die verbleibenden Zellpelletts mit
100 pl Permeabilisierungspuffer versetzt und nach einer 20-minttigen Inkubation in
zwei Waschschritten mit je 200 pl Waschpuffer flr permeabilisierte Zellen gewaschen
(800 rcf, 10 sec, 4°C). Daraufthin wurden die Zellpelletts fiir 30 Minuten mit 30 pl der
jeweiligen Antikdrperlésung inkubiert. Es erfolgten zwei weitere Waschschritte mit
200 pl des Waschpuffers fur permeabilisierte Zellen und eine 30-minttige Inkubation
mit 30 pl des jeweiligen sekundaren Antikdrpers (siehe Liste sekundéare Antikorper
Kap. 3.5.2) auf Eis. Ab dem Einsatz fluoreszenzmarkierter Antikbrper wurden die
Inkubationsschritte abgedunkelt durchgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
folgten zwei weitere Waschschritte (800 rcf, 10 sec, 4°C) mit 200 ul Waschpuffer ftr
permeabilisierte Zellen. Abschlielend wurden die verbliebenen Zellpelletts zur
Fixation in 200 pl 1 % PFA in Fluopuffer suspendiert und bis zur Messung im FACS
Canto 1148 gekihlt und abgedunkelt gelagert.

47 sarstedt, Nirnbrecht
48 Becton Dickinson, Heidelberg
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3.5.3.2 Doppelfarbung der PBL mit anti-DOCK8-, anti-STAT1-, anti-
HCLS1-Antik6rpern und den Lymphozytensubpopulationsmarkern

Auch bei der Durchfiihrung der Doppelfarbungen wurden je 2 x 10° Zellen in PBS
suspendiert und in die Dellen einer 96-Loch-Rundbodenplatte*® tberfihrt. Nach dem
ersten Zentrifugationsschritt erfolgte allerdings zunachst keine Permeabilisierung der
Zellen, sondern die Farbung der Lymphozytensubpopulationsmarker. Daflr erfolgte
eine 30-mindtige Inkubation der Zellpellets mit jeweils 30 pl der anti-CD4-,
anti-CD8 PE- und anti B-Zell-Antikdrper auf Eis. AnschlieRend folgten zwei
Waschschritte mit 200 pl Fluopuffer und die 30-minitige Inkubation mit den
jeweiligen sekundéren Antikérpern. Auch hier wurden ab dem Einsatz
fluoreszenzmarkierter Antikdrper alle weiteren Schritte abgedunkelt durchgefihrt.
Nach Zentrifugation (800 rcf, 10 sec, 4°C) und zwei weiteren Waschschritten mit
Fluopuffer wurden die Zellen mit je 100 pl Permeabilisierungspuffer versetzt. Es
folgten zwei Waschschritte mit 200 pl Waschpuffer fir permeabilisierte Zellen. Analog
zu der im Kapitel 3.5.3.1 beschriebenen Durchfihrung wurden die Zellen
anschlieBend mit den anti-DOCKS8-, anti-STAT1- und anti-HCLS1-Antikdrpern
inkubiert und abschliel3end mit den jeweiligen sekundaren Antikorpern gefarbt. Auch
hier erfolgte abschliel3end eine Fixation der Zellen mit 200 pl 1 % PFA in Fluopuffer.

Fur alle Farbungen wurden entsprechend Isotypkontrollen erstellt.

49 sarstedt, Niirnbrecht
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3.5.4 Detektion geféarbter Zellen mit dem Durchflusszytometer

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, die Proteinexpression von
einzelnen Zellen und Zellpopulationen feststellen, die vorher mit einem
Fluorochrom-markierten Antigen-spezifischen Antikorper gefarbt wurden. Der
Prozentsatz der Zellen, die dieses Antigen exprimieren, bzw. die Expressionsstarke
dieses Antigens kann somit fir die getesteten Zellen ermittelt werden. In einer
komplexen Probe wie Leukozyten kdnnen durch eine Doppelfarbung mit einem
anders Fluorochrom-markierten Zellmarker auch einzelne
Lymphozytensubpopulationen, wie zum Beispiel CD4*- oder CD8*-T-Helferzellen,
analysiert werden.

Mit dem FACSCanto 11°° Immunzytometrie System konnen Tausende von 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. Der Grund dafir ergibt sich daraus, dass die zur
Zellmarkierung genutzten Fluorochrome sich durch die gleiche Wellenlange anregen
lassen, jedoch unterschiedliche, Farbstoff-spezifische Emissionsspektren haben. Die
fluoreszenzmarkierten PBL werden hierzu aus den Dellen in das
Durchflusszytometer  eingespeist und passieren durch  hydrodynamische
Fokussierung den geblindelten Argonlaserstrahl. Bei passender Wellenlange werden
die Elektronen der Fluorochrome auf ein hdheres Energieniveau gehoben und fallen
nach Beendigung der Anregung unter Abgabe von Energie in Form von Photonen
wieder auf ihr urspriingliches Energieniveau zuriick. Diese Fluorochrom-spezifische
Emission wird Uber einen Photodetektor (photomultiplier tube, PMT) mit optischem
Filter registriert und in elektrische Impulse umgewandelt. Anschlie3end erfolgt eine
graphische Darstellung der Impulse uber einen Analog-Digital-Wandler, die zur

weiteren Auswertung dient.

50 Becton Dickinson, Heidelberg
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3.5.5 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

In der FACSDiva Software®! wurden die detektierte Lymphozytenpopulation gegatet
und die Bindung der eingesetzten Antikorper im Histogramm und im Dotplot
dargestellt. Anhand des Histogramms, in dem eine Trennlinie den Graphen in zwei
Bereiche teilt, lasst sich eine positive Fluorochrom-gekoppelte auf der rechten Seite
von einer nicht-Fluorochrom-gekoppelten Population auf der linken Seite
unterscheiden. Fir die positive Population wurden die Werte des prozentualen
Anteils (parent) aller Zellen, bei der eine Antikorper-Bindung detektiert wurde, im
Verhaltnis zur Gesamtzellzahl ermittelt. Zusatzlich gab der geo Mean-Wert an, wie
stark das getestete Antigen von den vorhandenen Zellen exprimiert wurde. In dieser
Arbeit wurden zur Phanotypisierung der Lymphozytensubpopulationen zunachst die
parent-Werte verwendet. Anschlie3end wurden Expressionsanalysen der getesteten
Proteine mit Hilfe des geo Means durchgefuhrt. Dafir wurden die jeweiligen
geo Mean-Werte der Isotypkontrollen von den geo Mean-Werten der positiven
Population abgezogen (=geo MFI), die das jeweilige Protein exprimiert. Alle Proben,
die mit der FACSDiva Software®? nicht einheitlich gegatet werden konnten, wurden
mithilfe der frei zuganglichen Flowing-Software® einzeln nachgegatet und

anschlie3end wie beschrieben ausgewertet.

51 Becton Dickinson, Heidelberg

52 perttu Terho, Turku Centre for Biotechnology, Finnland;
http://flowingsoftware.com/index.php?page=33
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3.5.6 Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Fur die Auswertung der in der Durchflusszytometrie gewonnen Daten wurden die
geo MFI  der Antigen-exprimierenden  Populationen  ermittelt.  Fur die
Phanotypisierung von HCLS1 (n=5) und DOCKS8 (n=13) in den Lymphozyten
gesunder Pferde wurden die ermittelten geo MFI der jeweiligen Subpopulationen
verglichen. Dabei diente auch hier ein vorangegangener KS-Test zur Feststellung
der Normalverteilung. In beiden Féllen lag eine Normalverteilung vor, die eine
weitere Anwendung des Student’s t-Test implizierte. Fiur die Expressionsanalysen
von HCLS1 in den PBL funf gesunder und funf an ERU erkrankter Pferde
(vgl. Kap. 4.1.1.3) wurden die geo MFI der HCLS1 Expression in den getesteten
CD4*- und CD8*- T-Zellen und in B-Zellen beider Gruppen verglichen. Dabei diente
ein erneuter KS-Test zur Uberprifung der Normalverteilung. Da eine
Normalverteilung vorlag, folgte die weitere Analyse mit dem Student’s t-Test. Auch
die Daten zur DOCK8 Expression in den PBL 13 gesunder und 12an ERU
erkrankten Pferden (vgl. Kap. 4.1.2.3), wurden auf diese Weise ausgewertet. Hier lag
allerdings keine Normalverteilung vor, daher erfolgte die weitere Auswertung mit dem

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test.

52



Material und Methoden

3.6 Immunzytochemie

3.6.1 Puffer und Lésungen fur die Immunzytochemie

Waschpuffer

PBS-Tween Lésung (PBS-T)

Tween-20 (0,05 %) 0,50 ml
ad 1000 ml PBS.

Inkubationspuffer
BSA (1%) 05¢9
ad 50 ml PBS-T

Blockade-Puffer 1
Ziegenserum (5%) 50 ul

ad 1 ml Inkubationspuffer

Blockade-Puffer 2
Eselserum (5 %) 50 ul

ad 1 ml Inkubationspuffer

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
DAPI®3, gebrauchsfertig.

53 |nvitrogen, Karlsruhe
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3.6.2 Antikorper fur die Immunzytochemie

Fur die Immunzytochemie wurden folgende kommerziell erhéltliche primare

Antikorper eingesetzt:

Antikorper Produziert in | Klonalitat Firma/Herkunft Verdlinnung
Dr. E. Kremmer,

Anti-CD3¢ Ratte monoklonal Helmholtz Zentrum, pur
Minchen

Anti-Mensch-DOCKS8 Kaninchen polyklonal Sa’?‘a Cruz, 1:100
Heidelberg

. . Santa Cruz, )

Anti-Mensch-HCLS1 Ziege polyklonal Heidelberg 1:100

AulRerdem wurden folgende sekundare Antikérper verwendet:

Antikoérper Produziert in | Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung

Anti-Ratte 19G (H+L) . . )

Alexa 568 Ziege polyklonal Invitrogen, Karlsruhe 1:500

Anti-Kaninchen IgG (H+L) . . .

Alexa 488 Ziege polyklonal Invitrogen, Karlsruhe 1:500

Anti-Ziege 1gG (H+L) . ]

Alexa 488 Esel polyklonal Invitrogen, Karlsruhe 1:500

3.6.3 Immunzytochemische Farbung

Um das Expressionsmuster von DOCK8 und HCLS1 in equinen PBL von
Kontrollpferden und an ERU erkrankten Pferden zu analysieren, wurden je circa
5x 10* PBL auf einem Objekttrager> ausgestrichen. Nach Fixierung fir zehn
Minuten in eiskaltem Aceton wurden die gut getrockneten Zellen in PBS-T rehydriert
und die Ausstriche anschlieBend mit einer Lésung aus 5 % Ziegenserum und
1 % BSA in PBS-T bei RT fur 40 min blockiert. Daraufhin folgte eine Inkubation mit
dem primaren unverdiinnten Ratte-anti-CD3¢-Antikorper (Kleinwort et al., 2016) tber
Nacht in der feuchten Kammer bei 4°C. Nicht gebundener Antikérper wurde durch
drei Waschschritte mit PBS-T entfernt. Im n&chsten Schritt wurden die Zellen in der
feuchten Kammer Uber 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem sekundaren

Antikorper Ziege-anti-Ratte I1gG inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS-T

54 Medite, Burgdorf
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erfolgte eine Inkubation der Zellen mit anti-Mensch-DOCKB8-Antikdrper in der
Verdinnung 1:100 Uber Nacht in der feuchten Kammer bei 4°C. Zur Doppelfarbung
von CD3e mit HCLS1 wurde vor Antikorper-Inkubation eine 40-minutige Blockade mit
5% Eselserum in 1 % BSA in PBS-T durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem anti-Mensch-HCLS1-Antikorper bei 4°C in der feuchten Kammer
Uber Nacht. Die primaren Antikérper anti-DOCK8 und anti-HCLS1 wurden in drei
Waschschritten mit PBS-T entfernt und die Zellen Uber 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit den sekundaren Antikbrpern inkubiert. Fur die
DOCKS8-gefarbten Zellen erfolgte die Inkubation mit dem 1:500 in 1 % BSA in PBS-T
verdinnten Ziege-anti-Kaninchen IgG -Antikdrper. Die HCLS1-gefarbten Zellen
wurden mit dem, 1:500 in 1% BSA in PBS-T, verdinnten Esel-anti-Ziege IgG-
Antikorper inkubiert. Auch hier wurden in drei folgenden Waschschritten mit PBS-T
nicht gebundener Antikdrper entfernt. Zur Kenntlichmachung der Zellkerne wurden
die Zellen anschlieBend mit DAPI®® (1:1000 in PBS-T mit 1 % BSA verdinnt) fir
30 Minuten bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die
Ausstriche mit Fluorescent Mounting Medium®® eingedeckelt. Die Auswertung und
Dokumentation des Bindungsmusters der Antikdrper an PBL erfolgte mit dem
Mikroskop Axio Imager M31%7 und der Software AxioVision®’ (Version 4.8.2).

55 Invitrogen, Karlsruhe
5% DAKO, Hamburg
57 Carl Zeiss, Oberkochen

55



Material und Methoden

3.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

3.7.1 Puffer und Lésungen

3.7.1.1 Puffer und Lésungen fur die SDS-PAGE

Acrylamid-L6sung

Acrylamide-Bis Losung 33 %°® , gebrauchsfertig.

Bromphenolblau-Lésung

Eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver® in Aqua bidest. lI6sen.

Ammoniumpersulfat (APS)-Losung 10 %
APS (10 %) 0,10g
in 1 ml Aqua bidest. I6sen.

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

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Losung 10 %
SDS (35 mM) 10,00 g
in 100 ml Aqua bidest. I6sen. Losung bei RT lagern.

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Losung 20 %
SDS (70 mM) 20,00 g

in 100 ml Aqua bidest. l6sen. Losung bei RT lagern.

58 Serva, Heidelberg
%9 Sigma-Adrich, Taufkirchen
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Gelpuffer, pH 8,8
Tris (1,5 M) 18,159
in 100 ml Aqua bidest. |I6sen und pH 8,8 auf einstellen.

Sammelgelpuffer, pH 6,8
Tris (0,5 M) 6,00 g

in 100 ml Aqua bidest. |I6sen und pH auf 6,8 einstellen.

5x Elektrophoresepuffer-Stammlésung, pH 8,3

Tris (120 mM) 15,00 g
Glycin®® (960 mM) 72,00 g
SDS (0,05 %) 5009

in 1000 ml Aqua dest. I6sen und pH auf 8,3 einstellen.

Die Stammldsung wird fur die Elektrophorese 1:5 mit Aqua dest. verdunnt.

5x Laemmlipuffer (reduzierend)

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

ad 50 ml Agua bidest. und eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver®! hinzufiigen.

LAsung aliquotieren und bei -20°C lagern.

80 Biomol, Hamburg
61 Sigma-Adrich, Taufkirchen
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Abdichtgel
Aqua bidest.

33 % Acrylamid-Losung®?

10 % APS-Losung
TEMED-LGOsung

400,00 Pl
200,00
20,00 pl
2,00 pl

APS- und TEMED-L6sung erst unmittelbar vor dem Giel3en der Gele zugeben.

Laufgel (10 % SDS Gel)

Aqua bidest.
Gelpuffer, pH 8,8

33 % Acrylamid-L6sung®?

10 % SDS-Losung
10 % APS-L6sung
TEMED-LGsung

4,20 ml
2,50 ml
3,30 ml
100,00 pl
50,00 pl
20,00 pl

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

Sammelgel (4 % SDS Gel)

Aqua bidest. 6,17 mi
Sammelgelpuffer, pH 6,8 2,50 ml
33 % Acrylamid-L6sung®? 1,33 ml
10 % SDS-L6sung 100,00 pl
Bromphenolblau-Lésung 100,00 pl
10 % APS-Lo6sung 90,00 pl
TEMED-LGsung 30,00 pl

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

2-Propanol

2-Propanol (Isopropanol), gebrauchsfertig.

62 Serva, Heidelberg
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3.7.1.2 Puffer und Losungen fir den Western Blot

Anodenpuffer 10,3 M, pH 10,4

Tris 36,33 9
Methanol, reinst 200,00 ml
ad 1000 ml Agqua bidest.

Anodenpuffer I 25 mM, pH 10,4

Tris 3,039
Methanol, reinst 200,00 ml
ad 1000 ml Aqua bidest.

Kathodenpuffer, pH 9,4

Tris 3,03¢g
e-Aminocapronsaure 525¢g
Methanol, reinst 200,00 ml

ad 1000 ml Agqua bidest.

Ponceau-Farbel6sung
Ponceau-S (0,2 %)% 0,20 g
Trichloressigséaure (3 %) 3,009

in 100 ml Aqua bidest. l6sen.

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

53 Sigma-Adrich, Taufkirchen
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1 % Polyvinylpyrrolidone-Tween Lésung (PVP-T), pH 7,2
Polyvinylpyrrolidone (PVP40)% (1 %) 1,009
in 100 ml PBS-T losen.

ECL (Enhanced-Chemilumineszenz)-Lésung A

Tris (0,1 M) 2,42 ¢
Luminol®* 50,00 mg
in 200 ml Aqua bidest. l6sen, pH auf 8,6 einstellen.

Lagerung bei 4°C.

ECL-LOsung B

Para-Hydroxycoumarinsaure®® 0,119
in 100 ml DMSO losen.

Dunkel und bei RT lagern.

H20:2
H202 30 %% , gebrauchsfertig.

Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Losungen in folgendem Verhéltnis gemischt:

Losung A 1,00 ml
Lésung B 0,10 ml
30 % H202 3,00 pl

64 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
8 Merck Millipore, Darmstadt
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3.7.2 Durchfiuhrung der 1D-Gelelektrophorese

Die eindimensionale Auftrennung der Proteine in PBL-Lysaten von Kontroll- und
ERU-Pferden nach ihrem Molekulargewicht, erfolgte nach der von Laemmli
beschriebenen Methode durch Anlegen einer elektrischen Spannung in der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970). Dabei laufen Proteine in einem
elektrischen Feld ihrer Grol3e entsprechend unterschiedlich weit in ein SDS-Gel ein,
wobei die grél3eren Proteine weiter oben im Gel abgefangen werden und kleinere
Proteine tiefer in das Gel einlaufen. Die verwendeten Gele wurden in einer Mini
Protean Tetra System GieBkammer®® in einer GroRRe von 8 x 7 cm und einer Dicke
von 1 mm gegossen. Um ein Auslaufen der Laufgele zu verhindern, wurden in die
Kammern zuerst schnell hartende Abdichtgele gegossen. Darauf wurde dann das
Laufgel eingefillt und sofort mit Isopropanol Gberschichtet. Nach Auspolymerisierung
des Laufgels wurde das Isopropanol sorgfaltig abgenommen und das Sammelgel
darauf geschichtet. Um die Proben spéter auf das Sammelgel auftragen zu kdnnen
und zudem mehrere Proben in einem Gel gleichzeitig aufzutrennen, wurde ein
entsprechender Kamm zur Herstellung der Probentaschen in das noch fllssige
Sammelgel eingeflgt. Die aufzutrennenden Proben wurden im Verhdltnis 1:3 mit
reduzierendem Lammlipuffer verdiinnt und im Thermomixer®’ (750 rpm) finf Minuten
bei 95°C erhitzt. Um spéater die BandenhOhe ablesen zu kdnnen, wurden in eine der
vorgeformten Geltaschen 4 ul einer Markerprotein-Mischung (Serva Triple Color
Protein Ladder®®) gegeben und in die restlichen Geltaschen jeweils die
aufzutrennenden Proteine. Nach dem Uberfilhren der ausgeharteten Gele in die
Elektrophoresekammern und Befullen 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 Ampeérezahl schrittweise auf 25 mA pro Gel erhoht. Die
Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront am unteren Gelrand

angekommen war.

% BioRad, Miinchen
57 Eppendorf, Wessling-Berzdorf
%8 Serva, Heidelberg
69 Bio-Rad, Miinchen
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3.7.3 Durchfihrung des Western Blot

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit einem
diskontinuierlichen Puffersystem in einem Semi-dry-Elektroblotter
(PERFECTBLUE)® vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran™
tberfuhrt. Die Blot-Papiere’? und die PVDF-Membran’* wurden auf die GréRe des
Gels zugeschnitten und Ubereinander geschichtet. Auf die anodische Platte des
Elektroblotters wurden zwei in Anodenpuffer | getrankte Blot-Papiere und ein in
Anodenpuffer Il getranktes Blot-Papier gelegt. Dann wurde die zuvor in Methanol und
Aqua bidest. getrankte PVDF-Membran und anschlie3end das SDS-Gel aufgelegt.
Zuletzt wurden drei in Kathodenpuffer getrankte Blot-Papiere auf dem Gel platziert.
Mit einer Glaspipette wurden vorsichtig samtliche die Elektrophorese stérenden
Luftblasen ausgestrichen und anschlieBend die kathodische Platte des
Elektroblotters aufgesetzt. Der Transfer der Proteine erfolgte mit Hilfe eines
BP 500 Plus Power Supply’® bei einer Stromstarke von 2,5mA/cm? und einer

Transferzeit von 40 Minuten.

3.7.4 Uberpriifung des Proteintransfers mittels Ponceau-Farbung

Um den Proteintransfer auf die PVDF-Membran zu Uberprifen, wurde die Membran
zehn Minuten in Ponceau S-Farbelésung inkubiert. Die Ponceau S-Farbung weist
eine Sensitivitdt von 250 — 500 ng Protein auf (Salinovich and Montelaro, 1986).
Durch anschlieendes Waschen in Aqua bidest. wurden die Proteinbanden durch
Entfernen der Hintergrundfarbung sichtbar gemacht. AbschlieRend erfolgte die

komplette Entfarbung der Membran durch Waschen in PBS-T.

0 Serva, Heidelberg
"t GE Healthcare, Freiburg
2 Roth, Karlsruhe
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3.7.5 Immunoblot

Im Anschluss an die Ponceau-Farbung wurden die Membranen fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 4 % BSA in PBS-T blockiert. Nach dreimaligem Waschen der
Membranen in zehn Minuten-Intervallen mit PBS-T wurden die Membranen mit
Antigen-spezifischen primaren Antikdrpern in passender Verdinnung inkubiert.
Sollten mehrere Antikorper auf einer Membran getestet werden, wurden die
Membranen entsprechend zugeschnitten. Die priméren Antikorper verblieben tber
Nacht bei 4°C zur Inkubation auf den Membranen. Nach erneutem Waschen fur
dreimal 10 min mit PBS-T erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase (POD)-
konjugierten sekundaren Antikorper in PBS-T fir 60 min bei RT. Uberschissiger,
nicht spezifisch an den primaren Antikorper gebundener sekundarer Antikérper
wurde durch sechs Waschschritte in 10-Minuten-Intervallen mit PBS-T entfernt. Die
Lumineszenz der POD-markierten Proteine wurde anhand von ECL detektiert. Dafur
wurden die Membranen fur 2 min bei RT in der frisch angesetzten ECL-LOsung
(siehe Kapitel 3.7.1.2) inkubiert und in eine Roéntgenkassette eingelegt. Die
Rontgenfilme (Euromed Plus green sensitive’3) wurden je nach Intensitat der Signale
zwischen 15 Sekunden und 15 Minuten belichtet und anschliel3end entwickelt. Die
Blotmembranen wurden zum Entfernen der ECL-L6sung in Aqua bidest. gewaschen

und konnten zur Reinkubation bei 4°C in PBS-T aufbewahrt werden.

3 Christiansen, Planegg
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Als primare Antikérper wurden in dieser Arbeit fur den Immunoblot folgende

kommerziell erhaltliche primére Antikdrper verwendet:

Antikoérper Produziert in | Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung
Anti-Mensch-DOCK8 Kaninchen polyklonal Saf?ta Cruz, 1:1000
Heidelberg
Anti-Mensch-STAT1 Kaninchen polyklonal Sama Cruz, 1:1000
Heidelberg
Anti-Mensch-pSTAT1 . Cell Signaling, .
(Tyr701) Kaninchen polyklonal Darmstadt 1:500
. Santa Cruz, .
Anti-Mensch-ILK Maus polyklonal Heidelberg 1:1000
Dr. E. Kremmer,
Anti-Septin 7 Maus monoklonal Helmholtz Zentrum, pur

Minchen

Als sekundare Antikorper fanden folgende POD-gelabelte Antikdrper Verwendung:

Antikorper Produziert in | Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung
Anti-Kaninchen IgG POD Ziege polyklonal Cell Signaling, 1:5000
Darmstadt '
. . Sigma-Aldrich, )
Anti-Maus IgG POD Ziege polyklonal Taufkirchen 1:5000
Dr. E. Kremmer,
Anti-Maus IgG 2a POD Ratte monoklonal Helmholtz Zentrum, 1:1000

Minchen
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3.7.5 Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurden die Western Blots zur Expressionsbestimmung von DOCK8
(vgl. Kap. 4.1.2.3), STAT1 (vgl.Kap.4.5.1), pSTAT1 (vgl.Kap.4.5.2) und ILK
(vgl. Kap. 4.5.3) in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde statistisch
ausgewertet. FUr die Auswertung der im Western Blot detektierten Intensitaten
wurden die Schwarzungsgrade der Banden mit Hilfe der frei zuganglichen
ImageJ 1.4774Software quantifiziert. Eine intensivere Schwarzung entsprach dabei
einer starkeren Expression des detektieren Proteins in der jeweiligen Probe. Die
ermittelten Werte der beta-Aktin-Expression wurden mit den Intensitaten der
jeweiligen Proteinexpressionen ins Verhéaltnis gesetzt. Anschlieend wurden alle
ermittelten Faktoren der Kontroll-PBL und der ERU-PBL mittels eines Kolmogorov-
Smirnov Test (KS) auf ihre Normalverteilung Uberprift. Im Falle einer
Normalverteilung (KS:>0,05) wurde der Student'st-Test zur Auswertung
herangezogen. Bei nicht normalverteilten Werten (KS: <0,05) fand der Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test Verwendung. In beiden Tests wurden alle Werte mit p < 0,05 als
statistisch signifikant angesehen. Eine Signifikanz konnte in den Kap. 4.1.2.3 und

Kap. 4.5.3 festgestellt werden.

4 http://imagej.nih.gov/ijlindex.html
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4 ERGEBNISSE

4.1. Identifikation von Hematopoietic cell specific Lyn substrate 1

und Dedicator of cytokinesis 8 als potenzielle Septin 7-Interaktoren

Septin 7 gehort zur Familie der zytoskelettalen GTPasen und wird mit umfassenden
Funktionen in zellularen Prozessen beschrieben. So spielt das Protein eine
bedeutende Rolle bei der Organisation des Zytoskeletts und der Zellmembran
(Tooley et al., 2009). Die von uns bereits beschriebene Expressionsminderung von
Septin 7 bei an ERU erkrankten Pferden (Degroote et al., 2014) kénnte aufgrund der
zahlreichen wichtigen Funktionen des Proteins eine bedeutende Rolle fur die
Pathogenese der ERU spielen. Um die Funktion von Septin 7 in Pferdezellen néher
zu charakterisieren, war es Ziel dieser Arbeit, die Protein-Protein-Interaktionen von
Septin7 und anderen differentiell exprimierten Proteinen im equinen
Lymphozytenproteom zu untersuchen. Besonders interessant waren fir uns die
Interaktionen zwischen Septin 7 und anderen Struktur- und
Signaltransduktionproteinen. Koordinierte Protein-Protein-Interaktionen zwischen
Signaltransduktionsmolekilen spielen unter anderem bei der Immunreaktion eine
essentielle Rolle. Bisher wurden Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 vor allem
in Zelllinien untersucht, in die Plasmide mit humanem Septin 7 aus einer
cDNA-Bibliothek transfiziert wurden (Nakahira et al., 2010). AufRerdem sind im
Rahmen von Studien zur diabetischen Nephropathie Untersuchungen zur Interaktion
des Proteins in humanen und murinen Podozyten durchgeftihrt worden (Wasik et al.,
2012, Wasik et al., 2017). Da aber bisher keine Untersuchung von Protein-Protein-
Interaktionen mit Septin 7 in nativen Leukozyten beschrieben wurde, waren die hier
durchgefuhrten Untersuchungen bei Pferde-PBL die ersten (PubMed-Recherche,
Januar 2017). Es war zunachst das Ziel, die Interaktionen des Proteins in den
peripheren Blutleukozyten (PBL) gesunder Pferde zu analysieren. Mittels
Immunpréazipitation und nachfolgender Massenspektrometrie (LC-MS/MS) konnten
insgesamt 73 Septin 7-Interaktorproteine identifiziert werden. Neben aus anderen
Modellen und Spezies bereits bekannten Septin 7-Interaktoren, wie Septin 2,

Septin 6 oder Septin 11 (Nakahira et al., 2010), wurden 47 weitere, noch nie vorher
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beschriebene Septin 7-Interaktorproteine in equinen PBL detektiert. Unter den
identifizierten Interaktionspartnern waren interessante Struktur- und Signalproteine,
die bei anderen Spezies mit umfassenden Funktionen im Immunsystem assoziiert
werden. Darunter wurden Hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1 (HCLS1) und
Dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS8) zu einer naheren Charakterisierung ausgewahlt
(siehe Tab. 4.1).

Nr.~ | Proteinname B Accession Nummer € Ratio P
Dedicator of cytokinesis 8 ENSECAP00000010583 32,2
Hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1 ENSECAP00000013412 8,6

Tab. 4.1: Auswahl von signalibertragenden Kandidatenproteinen, die unter den 73
identifizierten Interaktionsproteinen von Septin 7 detektiert wurden und mit Funktionen im

Immunsystem assoziiert sind. A: Fortlaufende Nummerierung; B: Name des identifizierten Proteins;

C: Identifikationsnummer des identifizierten Proteins aus Ensembl-Datenbank

(http://wvww.ensembl.org/index.html); D: Verhéltnis der Abundanz des Proteins im Septin 7-Préazipitat

im Vergleich zum Prazipitat der entsprechenden Isotypkontrolle rat IgG 2c (Ratio).

Weder HCLS1 noch DOCKS8 wurden bisher bei Pferdelymphozyten beschrieben, so
dass ihre Verteilung und Funktion dort bislang unbekannt waren
(PubMed-Recherche: Stand 18. Januar 2017). Bei Maus und Mensch konnte aber
gezeigt werden, dass HCLS1 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von
Immunzellen spielt, indem es als Substrat bei der Phosphorylierung im Zuge der B-
und T-Zellaktivierung dient (Yamanashi et al., 1993, Carrizosa et al., 2009).
AuBBerdem spielt das F-Aktin-Bindungsprotein HCLS1 in der Maus als
Aktin-regulierendes Adaptorprotein an der immunologischen Synapse eine
bedeutende Rolle (Gomez et al., 2006). DOCKS8 gehort zur Familie der DOCK180
Proteine und fungiert als Guanin-Nukleotid-Exchange Faktor, der kleine GTPasen
wie CDc42 aktiviert (Harada et al., 2012). Es ist an wichtigen zellularen Prozessen,
wie der Organisation des Zytoskeletts (Janssen et al., 2016) und der Zellmigration
(Shiraishi et al., 2016), beteiligt. Zusatzlich wird das Protein seit einigen Jahren
aufgrund seiner Beteiligung an Immunprozessen intensiv erforscht. Beim Menschen
fuhrt eine ausbleibende DOCKS8-Expression zu einem kombinierten Immundefekt,
dem autosomal rezessiven Hyper-IgE-Syndrom (AD-HIES) (Engelhardt et al., 2009).
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Die Erkrankung ist unter anderem durch rezidivierende Haut- und
Atemwegsinfektionen gekennzeichnet (Zhang et al., 2009). Auf3erdem konnte bei
Maus und Mensch gezeigt werden, dass eine verminderte Expression dieses
Proteins zu morphologischen und funktionellen Defekten in Leukozyten fuhrt (Tangye
et al., 2016, Zhang et al., 2014). Aufgrund der zahlreichen interessanten Funktionen
von HCLS1 und DOCKS8 erfolgte im Zuge dieser Arbeit eine nahere
Charakterisierung beider Proteine in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde.

4.1.1 Charakterisierung des Interaktorproteins HCLS1 in equinen PBL

4.1.1.1 Phanotypisierung von HCLS1 in equinen PBL

Um die Expression von HCLS1 in equinen Blutzellen zu phanotypisieren, erfolgten
zunachst durchflusszytometrische Analysen zur HCLS1-Expression in Leukozyten
gesunder Pferde. Das Protein konnte in allen Zellen detektiert werden. Hinsichtlich
der Expressionsstarke von HCLS1 in Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten
ergaben sich Unterschiede zwischen den einzelnen Populationen. Die geo MFI in
den Monozyten fiel am hochsten aus, wahrend die Expression von HCLS1 in
Granulozyten und Lymphozyten &hnlich stark war. Da Lymphozyten fir die
Pathogenese der ERU eine bedeutende Rolle spielen, war fur uns die
HCLS1-Expression in den unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen von
besonderem Interesse. Durch eine Doppelfarbung mit den jeweiligen Zellmarkern
konnte die Expression von HCLS1 in CD4*-(vgl. Abb. 4.1 B) und CD8*- T-Zellen (vgl.
Abb.4.1 C) sowie in B-Zellen (vgl. Abb.4.1 D) analysiert werden. Das Protein wurde in
allen Lymphozyten exprimiert (siehe Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Expression von HCLS1 in unterschiedlichen Lymphoyztensubpopulationen.

Die Expressionsstarke von HCLS1 in den PBL gesunder Pferde wurde mittels Durchflusszytometrie
ermittelt und ist reprasentativ im Dotplot dargestellt. Dargestellt sind alle Zellen, die sich innerhalb des
Lymphozytengates befinden. Im unteren Abschnitt sind einfach positive Zellen dargestellt, im oberen
Abschnitt Zellen, die sowohl das jeweilige Markerantigen exprimieren als auch HCLS1. Die

Einfachfarbung (A) mit einem anti-HCLS1-Antikdrper bestétigt die Expression des Proteins in allen
Lymphozyten innerhalb des Gates. Die Dotplots B-D zeigen die Verteilung der HCLS1-Expression in
den CD4*- T-Zellen (B) und den CD8*- T-Zellen (C) sowie in B-Zellen (D).
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Hinsichtlich der Expressionsstarke im geometrischen Mittel (geo mean fluorescence
intensity (geo MFI)) konnten Unterschiede zwischen CD4*- T-Zellen, CD8"- T-Zellen
und B-Zellen festgestellt werden. Wahrend die Expressionsstarke von HCLSL1 in
CD4*-T-Zellen und in CD8*-T-Zellen vergleichbar war, gab es eine Abweichung zu
der Expressionsstarke in B-Zellen. Hier wurde HCLS1 1,5-fach starker als in den
CD4*-T-Zellen (nicht signifikant), beziehungsweise 1,7-fach starker als in den
CD8*-T-Zellen exprimiert (nicht signifikant) (Abb. 4.2).

2000+ HCLS1

1500
™ _ —
= 1000-
o
Q
o

500-
0 ; T

CD4 CDs8 B-Zellen

Abb. 4.2: Phanotypisierung der HCLS1 Expression bei Lymphozytensubpopulationen gesunder
Pferde. Mittels Durchflusszytometrie wurden Expressionsunterschiede bei CD4*-T-Zellen,
CD8*-T-Zellen und B-Zellen analysiert. Die geo MFI Werte der HCLS1 Expression auf den PBL von
gesunden (n=5) Tieren wurden statistisch ausgewertet. Wahrend zwischen der Expressionsstarke in
den CD4*-T-Zellen und den CD8"-T-Zellen kein Unterschied bestand, konnte eine Abweichung der
Expressionsstarke in B-Zellen festgestellt werden. Die geo MFI der B-Zellen war im Vergleich zu den
CD4*-T-Zellen 1,5-fach erhdht (nicht signifikant). Im Vergleich zu den CD8*-T-Zellen lag sie sogar
1,7-fach héher (nicht signifikant).
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4.1.1.2 Differentielle Expression von HCLS1 in den Lymphozyten an ERU

erkrankter Pferde

In friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnte eine Expressionsminderung
von Septin 7 in den PBL an ERU erkrankter Pferde im Vergleich zu gesunden PBL
festgestellt werden (Degroote et al., 2014). Die differentielle Expression dieses
Proteins konnte einen entscheidenden Faktor fir die Pathogenese der ERU
darstellen. Da HCLS1 ebenfalls mit wichtigen Funktionen fir die Immunantwort
assoziiert wird und mit Septin 7 interagiert, wollten wir wissen, ob HCLS1 auch bei
PBL von an ERU erkrankten Pferden differenziell exprimiert ist. Um
Expressionsunterschiede beider Phéanotypen feststellen zu kdnnen, wurden
Lymphozyten gesunder (n=5) und an ERU erkrankter (n=5) Pferde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Bei der Untersuchung der Expressionsstarke von
HCLS1 in den PBL gesunder und erkrankter Pferde ergab sich eine
signifikant 1,9-fach starkere Expression in den Lymphozyten erkrankter Pferde
(Abb. 4.3).

71



Ergebnisse

HCLS1
2.5+

2.0+

Faktor geo MFI

0.5

0.0 r
Kontrolle ERU

Abb. 4.3: Nachweis einer differentiellen Expression von HCLS1 in den Lymphozyten gesunder
und an ERU erkrankter Tiere mittels Durchflusszytometrie. Die geo MFI von HCLS1 in
Lymphozyten gesunder (n=5) und erkrankter (n=5) Tiere wurde in der Durchflusszytometrie detektiert
und statistisch ausgewertet. Die Werte der Kontrolltiere (weie S&éule) wurden gleich dem Faktor 1
gesetzt und die Werte der an ERU erkrankten Pferde (graue Saule) vergleichend aufgestellt. HCLS1
wird in den Lymphoyzten erkrankter Pferden signifikant (* p < 0,05) 1,9-fach starker exprimiert, als in

den PBL der gesunden Tiere.

Da nun vor allem von Interesse war, bei welchen Lymphoyztensubpopulationen
diese Unterschiede vorliegen, wurde die Expressionsstarke von HCLS1 erneut unter
zusatzlicher Verwendung von CD4*-T-Zell, CD8"-T-Zell- und B-Zellmarkern
bestimmt. Wahrend bei den CD4*-T-Zellen keine Expressionsunterschiede
feststellbar waren, konnten bei den CD8*-T-Zellen und B-Zellen erhebliche
Unterschiede zwischen den PBL gesunder und erkrankter Pferde detektiert werden.
In den B-Zellen zeigte sich die differentielle Regulation von HCLS1 am deutlichsten.
Hier wurde das Protein bei den erkrankten Tieren 2,1-fach stéarker exprimiert als bei

den getesteten Kontrolltieren (vgl. Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Darstellung der HCLS1-Expression bei den Lymphozytensubpopulationen gesunder
und an ERU erkrankter Pferde. Die Histogramme (A-C) veranschaulichen reprasentativ die
differentielle Regulation der Expression von HCLS1 in den Lymphozyten gesunder (weif3) und
erkrankter (dunkelgrau) Pferde. A: CD4*-T-Zellen; B: CD8*-T-Zellen; C: B-Zellen. Die jeweiligen

Isotypkontrollen sind vergleichend abgebildet (hellgrau). Die Auswertung (D) der geo MFI

gesunder (n=5) und erkrankter (n=5) Pferde ergab keine signifikanten Unterschiede.
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4.1.1.3 Charakterisierung des Verteilungsmusters von HCLS1 in den

peripheren Blutlymphozyten gesunder und an ERU erkrankter Pferde

Mittels Immunzytochemie erfolgte eine Analyse des Verteilungsmusters von HCLS1
in den T- und B- Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter Pferde. Die
Lokalisation von HCLS1 in Pferdelymphozyten war bisher unbekannt. Mit dem Ziel
das Expressionsmuster von HCLS1 n&aher zu charakterisieren und damit die Funktion
des Proteins in der Zelle weiter zu untersuchen, wurde die Verteilung von HCLS1 in
peripheren Blutlymphozyten gesunder Pferde immunzytochemisch dargestellt
(vgl. Abb. 4.5). Dabei wurden T- und B-Lymphozyten differenziert betrachtet. In
T-Lymphozyten lag ein intrazellulares Verteilungsmuster marginal um den Zellkern
vor. In B-Zellen war hingegen eine diffuse Verteilung des Proteins erkennbar. Das
physiologische Expressionsmuster des Proteins wurde mit dem von PBL an ERU
erkrankter Pferde verglichen. Interessant war fir uns, ob ein differentielles
Verteilungsmuster oder Unterschiede in der Expressionsstarke detektiert werden
konnen. Wie auch in den T-Zellen gesunder Pferde wurde HCLS1 in den T-Zellen
erkrankter Pferde randstdndig am Zellkern nachgewiesen. Hinsichtlich der
Expressionsstarke war kein Unterschied zur physiologischen Expression in den
T-Zellen erkennbar. Auch in den B-Zellen gab es im Verteilungsmuster keinen
Unterschied zwischen den PBL gesunder und erkrankter Pferde. In der
Expressionsstarke jedoch konnte eine Abweichung festgestellt werden. HCLS1

wurde in den B-Zellen der an ERU erkrankter Pferde verstarkt exprimiert.
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Abb. 4.5: Repréasentative Darstellung der HCLS1 Expression in den T- und B-Zellen gesunder
und an ERU erkrankter Pferde in der Immunzytochemie. HCLS1 (grin) wurde in allen
Lymphozyten exprimiert. Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) angefarbt. HCLS1 (griin) war in den
T-Zellen gesunder Pferde (A) marginal am Zellkern lokalisiert, die Verteilung in den B-Zellen war diffus
(B). Zwischen der physiologischen Expression in den T-Zellen und der Expression in den T-Zellen
erkrankter Pferde (C) lag kein Unterschied vor. In den B-Zellen an ERU erkrankter Pferde (D), lag
zwar das gleiche Verteilungsmuster vor wie in den B-Zellen gesunder Pferde, jedoch wurde das

Protein verstarkt exprimiert.
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4.1.2 Charakterisierung des Interaktionspartners DOCK8

DOCKS ist neben HCLS1 ein weiteres Protein, das bisher nicht in Pferdezellen
beschrieben wurde (PubMed-Recherche: Januar 2017). Durch die aus anderen
Modellen bekannten Funktionen von DOCK8 im Immunsystem, war eine nadhere
Charakterisierung des Proteins von besonderem Interesse. Da die ERU eine T-Zell-
mediierte Erkrankung ist und Lymphozyten bei der Pathogenese eine bedeutende
Rolle spielen (Degroote et al., 2017, Deeg et al., 2001) erfolgten weitere

Untersuchungen zur Expression von DOCKS8 in equinen PBL.

4.1.2.1 Verifikation der Interaktion zwischen Septin 7 und DOCK8

Zunachst sollte die massenspektrometrisch nachgewiesene Interaktion der beiden
Proteine Septin 7 und DOCK8 mittels einer erneuten Immunprazipitation verifiziert
werden. Neben der Detektion von DOCKS8 im Septin 7-Immunprazipitat war flr uns
von Interesse, ob auch ein umgekehrter Nachweis der Interaktion gelingt.
Dementsprechend erfolgte auch eine Untersuchung des Immunprazipitats mit einem
anti-DOCK8-Antikorper auf die Ko-Prazipitation von Septin 7 im Eluat. Mittels
Western Blot gelang die Verifikation der Protein-Protein-Interaktion zwischen
Septin 7 und DOCK8. DOCKS8 konnte eindeutig, sowohl im Immunprazipitat des
anti-Septin 7-Antikdrpers, als auch in einem nativen PBL-Lysat des gleichen Tieres,
detektiert werden (vgl. Abb. 4.6 A). Das bestatigte sowohl die Interaktion mit Septin 7
als auch die Expression des Proteins in den PBL gesunder Pferde. Als weitere
Kontrolle wurde getestet, ob diese Interaktion auch umgekehrt nachweisbar ist.
Deshalb erfolgte die Untersuchung der Ko-Prazipitation von Septin7 im
DOCKS8-Eluat. Es gelang ein eindeutiger Nachweis von Septin 7 im Immunpréazipitat
des anti-DOCKB8-Antikdrpers (Abb. 4.6 B). Die Protein-Protein-Interaktion beider

Molekile galt somit als bestatigt.

76



Ergebnisse

(&)
o
O
z B 2 % 2
s g & B T s 5 ¥
A 3 C 8 % B 3 & 8 %
= = 3 oM £ é 3 oD
kDa kDa
180 [ L
158 — DOCKS8 18—
100 — s 3 3 135—
75 — 100—1
63 — S
me o -
o 45 —| — £ — Septin 7
35 — 35 —
-_— wee w= amw —Beta Aktin Al s Wy s —Bctg Aktin

Abb. 4.6: Ruckwarts-IP Blot zur Verifikation der Interaktion zwischen Septin 7 und DOCKS.

Nach einer vorangegangenen Immunprézipitation (IP) konnte der mit DOCKS8 ko-prazipitierte

Interaktionspartner Septin 7 im Immunprazipitat des anti-DOCK8-Antikdrpers im Western Blot
detektiert werden (A). Auch der mit Septin 7 ko-préazipitierte Interaktionspartner DOCK8 wurde im
Immunprazipitat des anti-Septin 7-Antikdrpers nachgewiesen (B). Im PBL-Lysat (Input) des gleichen
gesunden Pferdes konnte sowohl Septin7 als auch DOCKS8 detektiert werden. In den
Immunprazipitaten der Isotypkontrollen (ITK rabbit IgG (ITK rb IgG) fur DOCKS; ITK rat IgG 2c fur

Septin 7) und im BLANK konnte keines der beiden Proteine nachgewiesen werden.
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4.1.2.2 Phanotypisierung von DOCK8" Lymphozyten mittels

Durchflusszytometrie

Eine Phanotypisierung von DOCKS8 bei PBL gesunder Pferde sollte klaren, von
welchen Zellen das Protein exprimiert wird. Mittels Durchflusszytometrie konnte das
Protein in den Leukozyten gesunder Pferde mit einer Expression von
100 % identifiziert werden. Sowohl in Monozyten, in Granulozyten und in den
Lymphozyten wurde DOCKS8 detektiert. Wahrend die Expressionsstarke in
Monozyten und Granulozyten &ahnlich stark ausfiel, wurde das Protein in den
Lymphozyten tendenziell schwacher exprimiert. Besonders interessant war fir uns
die Expression des Proteins in Lymphozyten, da T-Zellen in der Pathogenese der
ERU eine bedeutende Rolle spielen. Um feststellen zu koénnen, in welchen
Lymphozytensubpopulationen DOCK8 beim Pferd exprimiert wird, wurden PBL
gesunder Pferde mittels Durchflusszytometrie weiter phanotypisiert. Das Protein
konnte in allen CD4*-T-Zellen, CD8"-T-Zellen und B-Zellen detektiert werden
(Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Expression von DOCKS8 in unterschiedlichen Lymphoyztensubpopulationen

Die Expressionsstarke von DOCKS8 in den PBL gesunder Pferde wurde mittels Durchflusszytometrie
ermittelt und ist im Dotplot dargestellt. Dargestellt sind ausschlie3lich die Zellen innerhalb des
Lymphozytengates. Im unteren Abschnitt sind einfach positive Zellen dargestellt, im oberen Abschnitt
Zellen, die sowohl das jeweilige Markerantigen exprimieren, als auch DOCKS8. Die Einfachfarbung (A)
mit einem anti-DOCKS8-Antikdrper bestétigt die Expression des Proteins auf allen Lymphozyten
innerhalb des Gates. Die Dotplots B-D zeigen die Verteilung der DOCKS8-Expression in den
CD4*-T-Zellen (B) und den CD8*-T-Zellen (C) sowie in B-Zellen (D).
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Die Ermittlung der geo MFI der doppelt positiven Zellpopulation ergab, dass DOCKS8
in T- und B-Zellen unterschiedlich stark exprimiert wird. Zwischen der
Expressionsstarke von DOCK8 in CD4*- und CDS8*-T-Zellen bestand Kkein
signifikanter Unterschied, jedoch konnte eine geringgradig starkere Expression in
den CD8*-T-Zellen verzeichnet werden. In den B-Zellen wurde das Protein signifikant
starker exprimiert als in den CD4*-T-Zellen (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Durchflusszytometrische Bestimmung der geo MFI der DOCK8 Expression in

CD4*- und CD8*-T-Zellen und B-Zellen. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der
Expressionsstarke von DOCKS8 in CD4*-T-Zellen und CD8*-T-Zellen vor. Die Expressionsstarke in

diesen Subpopulationen liegt deutlich niedriger als in B-Zellen. Eine signifikante, 1,8-fache (* p< 0,05)
Erhdéhung der geo MFI von DOCKS ergibt sich bei den B-Zellen im Vergleich zu der geo MFI in den
CDA4*-T-Zellen. Im Vergleich zu den CD8*-T- Zellen ist die Expressionsstarke bei den B-Zellen um den

Faktor 1,6 erhoht.

80



Ergebnisse

4.1.2.3 Differentielle Expression von DOCK8 in PBL von an ERU

erkrankten Pferden

Im nachsten Schritt waren vor allem mogliche Unterschiede der DOCKB8-Expression
zwischen augengesunden und an ERU erkrankten Pferden von Interesse. Die
verminderte oder ausbleibende DOCKS8-Expression bei Menschen und Méausen hat
bedeutenden Einfluss auf die Funktionen von B- und T-Lymphozyten (Yamamura et
al.,, 2017, Randall et al., 2011, Randall et al., 2009). Aus diesem Grund kénnten
Untersuchungen zu Expressionsunterschieden von DOCKS8 in den Lymphozyten
gesunder und an ERU erkrankter Pferde einen entscheidenden Beitrag fur die
Aufklarung der Pathogenese der ERU darstellen. Im Western Blot gelang der
Nachweis von DOCKS in PBL gesunder Pferde. Anhand der Bandenintensitat konnte
eine hohe Expressionsstarke des Proteins im PBL-Lysat nachgewiesen werden.
Vergleichend dazu wurde die Expressionsstarke von DOCKS8 in PBL an ERU
erkrankter Pferde analysiert. Es ergab sich eine hochsignifikante (*** p<0,001)
Reduktion auf den Faktor 0,6 in den PBL der erkrankten Pferde (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Nachweis der differentiellen Expression von DOCK8 in Lymphozyten von
gesunden (weifl3) und an ERU erkrankten (grau) Tieren im Western Blot. Auf der y-Achse ist die

Expressionsstérke von DOCKS in den PBL der getesteten Tiere dargestellt. Die jeweiligen Banden im

Western Blot wurden quantifiziert und die Werte auf beta-Aktin normalisiert. Als BezugsgroRe diente
der Mittelwert der DOCK8 Expression (= Faktor 1) in den PBL der Kontrollgruppe (n=16). Die
Expression in den PBL der erkrankten Gruppe (n=36) wurde dazu in Relation gesetzt. Die

Expressionsstarke auf den Lymphozyten erkrankter Tiere war hochsignifikant (*** p < 0,001) auf den

Faktor 0,6 reduziert.

Um herauszufinden, von welcher Subpopulation der Lymphozyten diese Reduktion
der DOCKS8 Expression ausgeht, wurde in weiteren Experimenten die Expression von
DOCKS8 in den T- und B-Zellen augengesunder und erkrankter Tiere bestimmit.
Hierfir wurden Lymphozytenproben beider Phanotypen mittels Durchflusszytometrie
untersucht und die Expressionsstarke von DOCKS8 verglichen. Wahrend die
Expressionsstarke in den CD8*-T-Zellen zwischen gesunden und erkrankten Tieren
nahezu identisch war, zeigten sich bei den CD4*-T-Zellen und bei den B-Zellen
Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen. Die Expressionsstarke von DOCKS8 war
in den CD4*-T-Zellen bei erkrankten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe auf 83 %
reduziert (siehe Abb. 4.10). Signifikant niedriger exprimiert war das Protein in den
B-Zellen erkrankter Pferde. Die Expressionsstarke von DOCKS8 war hier auf 56 %

reduziert.
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Abb. 4.10: Repréasentative Darstellung der durchflusszytometrischen Analysen der DOCKS8-
Expression in den Lymphozytensubpopulationen gesunder und an ERU erkrankter Pferde. Die
drei Histogramme zeigen vergleichend die Expressionsstdrke von DOCK8 in CD4*-T-Zellen (A),
CD8*-T-Zellen (B) und B-Zellen (C) von gesunden (weil3) und erkrankten (dunkelgrau) Pferden. Das
hellgraue Histogramm zeigt reprasentativ die jeweilige Isotypkontrolle. D: Die geo MFI Werte der
DOCKS8-Expression von gesunden (n=13) und erkrankten (n=12) Pferden wurden unter Abzug der
jeweiligen Isotypkontrolle ausgewertet und statistisch analysiert. Die Expressionsstarke bei den
CD4*-T-Zellen erkrankter Pferde war im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auf 83 % reduziert.
Bei den CD8*-T-Zellen ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden und kranken
Pferden, die Expressionsstarke von DOCKS8 war bei den erkrankten Tieren auf 95 % reduziert. Ein

signifikanter Unterschied konnte bei den B-Zellen detektiert werden. Die geo MFI der DOCK8

Expression war bei den erkrankten Tieren auf 56 % reduziert (* p < 0,05).
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4.1.1.4 Nachweis der unterschiedlichen Abundanz von DOCKS8 in den
B- und T-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde mittels

Immunzytochemie

Mittels Immunzytochemie wurden PBL gesunder und erkrankter Pferde auf die
Expression von DOCKS8 analysiert. Auch hier bestatigte sich, dass das Protein bei
allen Lymphozytensubpopulationen exprimiert wird. Das Expressionsmuster von
DOCKS8 war in Pferdezellen bisher unbekannt. Uns interessierte vor allem das
Verteilungsmuster des Proteins in den T- und B-Lymphozyten. Das
Verteilungsmuster des Proteins war in T- und B-Lymphozyten &hnlich
(vgl. Abb. 4.11). Das intrazellular lokalisierte Protein war vor allem randstandig am
Zellkern verteilt. In den B-Zellen konnte ein leichter Ubergang zu einem diffusen
Verteilungsmuster beobachtet werden. Hinsichtlich der Expressionsstarke gab es
Unterschiede. In den B-Zellen wurde das Protein starker exprimiert als in den T-
Zellen. Von Interesse waren auch Unterschiede im Verteilungsmuster und der
Expressionsstarke zwischen den Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter
Pferde. Das Verteilungsmuster von DOCKS8 in den T-Zellen der erkrankten Pferde
ahnelte dem in den T-Zellen der gesunden Pferde. Das Protein war grof3tenteils am
Rand des Zellkerns angeordnet. Die Expressionsstarke war geringgradig erniedrigt.
In den B-Zellen an ERU erkrankter Pferde konnte das Protein, wie auch in den B-
Zellen gesunder Pferde, vor allem am Rand des Zellkerns detektiert werden. Eine
Tendenz zu einer diffusen Ausbreitung zeigte sich auch hier. Ein Unterschied zu den
B-Zellen der gesunden Pferde ergab sich in den B-Zellen der erkrankten Pferde
hinsichtlich der Expressionsstarke von DOCK8. Das Protein wurde von den B-
Lymphozyten der an ERU erkrankten Pferde deutlich geringer exprimiert als in den

B-Lymphozyten gesunder Pferde.
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Abb. 4.11: Repréasentative immunzytochemische Darstellung der unterschiedlichen Regulation

von DOCKS8 in den Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter Pferde. Dargestellt sind
jeweils T- und B-Zellen augengesunder Kontrolltiere (A, B) und erkrankter Tiere (C, D). Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) angeférbt. Die Expression von DOCKS8 (griin) kann bei allen Lymphozyten
dargestellt werden. Das Protein war in den T-Lymphozyten gesunder Pferde (A) intrazellular

hauptsachlich marginal um den Zellkern herum lokalisiert. In den B-Lymphozyten lag ein marginales

bis diffuses Verteilungsmuster vor. DOCK8 wurde in den B-Lymphozyten deutlich starker exprimiert,
als in den T-Zellen (B). Unterschiede in den Verteilungsmustern des Proteins ergaben sich bei den
T-Lymphozyten (C) und B-Lymphozyten (D) der an ERU erkrankten Pferde nicht. Die

Expressionsstarke in den B-Zellen der an ERU erkrankten Pferde war im Vergleich zu der

Expressionsstarke in B-Zellen gesunder Pferde deutlich vermindert.
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4.2 Identifikation potentieller DOCKS8-Interaktoren mittels

Immunprazipitation und Massenspektrometrie

Da DOCKS fir die Pathogenese der ERU ein hochinteressantes Protein darstellt,
waren fur uns die Protein-Protein-Interaktionen des Molekuls von besonderem
Interesse. Vor allem die Interaktion mit weiteren signaliibertragenden Molekilen

kdnnte neue Hinweise auf die Funktion von DOCKS liefern. Mit dem Ziel, die Rolle

von DOCK8 in der Zelle ndher zu charakterisieren, wurden mittels
Immunprazipitation und massenspektrometrischer Analyse insgesamt 592 Proteine
identifiziert. Anhand einer Vorauswahl, bei der die Proteine mit mindestens

2 Peptiden und einer Anreicherung von mindestens Faktor 2 bertcksichtigt wurden,
konnten 126 Interaktorproteine von DOCKS8 selektiert werden (siehe Tab. 4.2). Als
Positivkontrolle konnte DOCKS8 selbst mit einer 21-fachen Anreicherung und einem
Peptid Count von 43 nachgewiesen werden (siehe Tab. 4.2, Protein Nr. 6).

Nr.A | Proteinname B Accession Nummer € Ratio P
1 FAM161A ENSECAP00000022104 | Infinity
2 Keratin, type | cytoskeletal 42 ENSECAP00000013434 | Infinity
3 Complement component 1R ENSECAP00000019132 39,8
4 Poly [ADP-ribose] polymerase ENSECAP00000017400 36,6
5 Alpha-2-macroglobulin ENSECAP00000010822 26,4
6 Dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS8) ENSECAP00000010583 21,2
7 Transferrin ENSECAP00000016524 16,2
8 Prohibitin-2 ENSECAP00000015308 12,2
9 Alpha-centractin-like protein ENSECAP00000022084 11,4
10 | Complement C1ls subcomponent ENSECAP00000007898 10,0
11 | Tyrosine-protein kinase JAK3 ENSECAPO00000016316 9,9
12 Iéggtc;?nﬁhgcgrg?gaai and calponin homology domain- ENSECAP00000021983 9.9
13 Protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL1 ENSECAP00000017058 9,3
14 | Actinin alpha 3 ENSECAP00000017987 8,4
15 | Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 ENSECAP00000013519 8,3
16 Ic_gzt(:ail?nei;]gcgnr)etzgﬁ]a;rand calponin homology domain- ENSECAP00000020868 8.0
17 | Smoothelin ENSECAP00000015471 7.9
18 Unconventional myosin-Ic ENSECAP00000011103 6,9
19 | Hematopoietic lineage cell-specific protein 1(HCLS1) | ENSECAP00000013412 6,8
20 | Complement C1q subcomponent subunit C ENSECAPO00000017775 6,7
21 | Stomatin 2, mitochondrial isoform X2 ENSECAP00000015477 6,6
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Nr.A | Proteinname B Accession Nummer € Ratio P
22 | Hexokinase-1 isoform X3 ENSECAP00000009472 6,5
23 | Beta-parvin ENSECAPO00000007297 6,4
24 | Histone H4 ENSECAP00000001598 6,3
25 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 ENSECAP00000009522 6,0
26 | Complement C1q subcomponent subunit B ENSECAP00000017316 5,8
27 Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2 ENSECAP00000018956 57
28 | Unconventional myosin-Ig ENSECAP00000016084 5,6
29 Unconventional myosin-XVllla isoform X10 ENSECAP00000018749 5,6
30 | Actin, aortic smooth muscle ENSECAP00000000126 55
31 Nuclear pore membrane glycoprotein 210 ENSECAPO00000007749 55
32 Microsomal glutathione S-transferase 3 ENSECAP00000019728 5,3
33 | Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial ENSECAP00000013839 52
34 | Ras suppressor protein 1 ENSECAP00000014923 51
35 Protein flightless-1 homolog ENSECAP00000015165 51
36 | Tubulin beta 4A chain ENSECAP00000011439 51
37 | Tubulin beta 5 chain ENSECAP00000017687 50
38 | MICOS complex subunit MIC60 ENSECAP00000022179 4,9
39 | Gelsolin ENSECAP00000017333 4,8
40 Phosphate carrier protein, mitochondrial isoform X2 ENSECAP00000012953 4.8
41 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 ENSECAP00000010719 4,8
42 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 ENSECAP00000021701 4,8
43 | Actin-related-protein 3 ENSECAP00000018525 4,6
44 | 40S ribosomal protein S24 ENSECAP00000014536 4,6
45 | Myosin regulatory light polypeptide 9 ENSECAP00000005628 4,5
46 | Vinculin ENSECAP00000011640 4,5
47 | Nexilin isoform X2 ENSECAP00000012939 4,5
48 | Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 ENSECAP00000020229 4.4
49 | Rho GTPase-activating protein 26 ENSECAP00000010475 4.4
50 | Actin cytoplasmatic 1 ENSECAP00000016124 4,3
51 | Complement C1g subcomponent subunit A ENSECAP00000018479 4,3
52 | Histone H2A ENSECAP00000001117 4,2
53 | Tropomyosin alpha-3 chain ENSECAP00000009031 4,1
54 | Sideroflexin ENSECAP00000017081 4,1
55 gglacli\jg\_-i)inding mitochondrial carrier protein ENSECAP00000007174 40
56 | Tubulin beta 1 chain ENSECAP00000022663 3,9
57 erzjlgirinnlrepeat and zinc finger domain-containing ENSECAP00000014155 38
58 | Histone H2B ENSECAP00000001470 3,7
59 | Actin, cytoplasmic 1 ENSECAP00000013637 3,7
60 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 ENSECAP00000018000 3,6
61 | Enolase 1 ENSECAP00000004949 3,6
62 | Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 ENSECAP00000004957 3,6
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Nr.A | Proteinname B Accession Nummer © Ratio P
63 | SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein ENSECAP00000009685 3,5
64 | 60S Ribosomal Protein L10 ENSECAP00000014927 3,5
65 | Myosin regulatory light polypeptide 9 ENSECAPO00000007496 3,4
66 | Tubulin alpha 4A chain ENSECAP00000012261 3.4
67 | 60S ribosomal protein L23 ENSECAP00000011950 3,4
68 | Integrin-linked-kinase (ILK) ENSECAPO00000005609 3,2
69 | ATP synthase subunitd ENSECAP00000007497 3,2
70 | Nucleolar protein 56 ENSECAP00000018952 3,1
71 RAS guanyl-releasing protein 2 ENSECAP00000020811 31
72 Poly(rC)-binding protein 1 ENSECAP00000001771 3,1
73 | Tropomodulin-3 ENSECAP00000018986 3,0
74 | 60S ribosomal protein L30 ENSECAP00000019208 3,0
75 | 60S Ribosomal Protein L4 ENSECAP00000020849 3,0
76 | MICOS complex subunit ENSECAP00000000578 3,0
77 | Fibronectin ENSECAP00000005228 29
78 | Ribosomal protein L18 ENSECAP00000019435 29
79 | Tropomyosin alpha-4 chain ENSECAP00000019820 2,8
80 | Integrin beta ENSECAP00000016485 2,8
81 | 40S ribosomal protein S12 ENSECAP00000001730 2,8
82 | Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 | ENSECAP00000012086 2,8
83 ?g;\igg\t/z?olr?glﬁspolymerase Il transcriptional ENSECAP00000010133 28
84 Complement C3 ENSECAP00000005652 2,7
85 | Plastin-2 ENSECAP00000020814 2,7
86 | Myosin light polypeptide 6 ENSECAP00000016002 2,7
87 | Tropomyosin alpha-1 chain ENSECAP00000012696 2,7
88 | 40S ribosomal protein S17 ENSECAP00000004242 2,7
89 | Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein ENSECAP00000019786 2,6
90 | 40S ribosomal protein S7 ENSECAP00000017788 2,6
91 | 40S ribosomal protein S23 ENSECAP00000017944 2,6
92 40S ribosomal protein S3 ENSECAP00000011789 2,5
93 | Histone H1.2 ENSECAP00000022533 2,5
94 | 40S ribosomal protein S27 ENSECAP00000010955 2,4
95 | 60S acidic ribosomal protein PO ENSECAP00000013355 2,4
96 | 40S ribosomal protein S2 ENSECAP00000007241 2,4
97 | Filamin-A ENSECAP00000009429 2,4
98 | 40S ribosomal protein S19 ENSECAPO00000007757 2,4
99 | 40S ribosomal protein S20 ENSECAP00000010187 2,3
100 | Vimentin ENSECAP00000004638 2,3
101 | 40S ribosomal protein S15a ENSECAP00000016852 2,3
102 | Heat shock protein beta-1 ENSECAP00000017959 2,3
103 | Talin1 ENSECAP00000015561 2,3
104 | Isocitrate dehydrogenase ENSECAP00000005551 2,3
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Nr.A | Proteinname B Accession Nummer € Ratio P
105 532‘;2;"';?;ﬂ:?esrggzos"gg’jﬁﬁclha”de'pmte'” ENSECAP00000002798 | 2,3
106 | Prohibitin-2 ENSECAP00000014670 2,3
107 | Von Willebrand Faktor ENSECAP00000009178 2,2
108 | Heat shock cognate 71 kDa protein ENSECAP00000011500 2,2
109 | U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa ENSECAP00000011711 2,2
110 | Septin 2 ENSECAP00000015383 2,2
111 | Ribosomal protein L7A ENSECAPO00000006675 2,1
112 | Pleckstrin ENSECAP00000016719 2,1
113 | 40S ribosomal protein S16 ENSECAP00000003502 2,1
114 Eggilrjllridmg motif, single-stranded-interacting ENSECAPO0000017751 21
115 | Multimerin-1 ENSECAP00000009646 2,1
116 | 60S ribosomal protein L14 ENSECAP00000022995 2,1
117 | 60S Ribosomal Protein L26 ENSECAP00000000788 2,1
118 | ATP synthase subunit O, mitochondrial ENSECAP00000007141 2,0
119 | Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 | ENSECAP00000013147 2,0
120 | SUN domain-containing protein 2 ENSECAP00000001880 2,0
121 (S.Sigrr';\a%[ir)ansducer and activator of transcription 1 ENSECAP00000007853 2.0
122 | FH1/FH2 domain-containing protein 1 ENSECAP00000011496 2,0
123 | 40S ribosomal protein S3a ENSECAPO00000007656 2,0
124 | Myeloid cell nuclear differentiation antigen ENSECAP00000018381 2,0
125 | Ribosomal protein L7 ENSECAP00000003176 2,0
126 | 60S ribosomal protein L9 ENSECAP00000014172 2,0

Tab. 4.2: Auswahl

der

Interaktorproteine von DOCKS8. Mittels

Immunpréazipitation und

Massenspektrometrie konnten Interaktionspartner von DOCK8 aus PBL gesunder Pferde (n=3)
identifiziert werden. Berlicksichtigt wurden jene Proteine, die mindestens mit 2 Peptiden identifiziert

werden konnten und die im Verhdltnis zu den Préazipitaten der Isotypkontrollen mindestens 2-fach
starker angereichert waren (126 Proteine). A: Fortlaufende Nummer; B: Name des identifizierten
Proteins Ensembl-Datenbank

des identifizierten

D: Verhéaltnis der

Proteins; C: Identifikationsnummer aus

(http://www.ensembl.org/index.html); Abundanzen im Immunprazipitat des

anti-DOCK8-Antikdrpers zu denen im Préazipitat der Isotypkontrolle rabbit IgG (Ratio).

Mit der Identifikation der Interaktorproteine von DOCKS8 war es moglich, zahlreiche
noch nicht beschriebene Protein-Protein-Interaktionen des Molekils zu detektieren.
Diese Interaktionen zeigten neue Erkenntnisse Uber die Funktion von DOCKS in
Pferdezellen und kénnten damit auch allgemeine weitere Hinweise Uber die Rolle

des Proteins in der Zelle liefern. Unter der Vielzahl der identifizierten Proteine war
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auch das Interaktorprotein Talin 1 (siehe Tab. 4.2, Protein Nr. 103) (Degroote et al.,
2012, Degroote et al., 2013), das von uns bereits im Zusammenhang mit der
Immunreaktion bei ERU beschrieben wurden. Auch HCLS1 (siehe Tab. 4.2,

Protein Nr. 19) konnte als Interaktor von DOCKS identifiziert werden.

4.3. Massenspektrometrische ldentifikation von interagierenden
Signaltransduktionsmolekiilen bei gesunden und an ERU

erkrankten Pferden

Die differentiellen Expressionsanalysen von Septin 7 (Degroote et al., 2014) und
DOCKS8 (siehe Kap. 4.1.2) in den PBL gesunder und an ERU erkrankter Tiere,
ergaben einen interessanten  Ansatz  fur  weitere  Analysen. Da
Protein-Protein-Interaktionen essentiell sind fir zellulare Funktionen, wie
Zellmigration, Zellteilung und Immunreaktionen, ist das Interaktom fir die
Charakterisierung der Rolle bestimmter Proteine im Verlauf dieser Prozesse von
grof3em Interesse. Aus diesem Grund wurden Protein-Protein-Interaktionen der oben
genannten Proteine in den PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde mittels
Immunpréazipitation und nachfolgender Massenspektrometrie identifiziert. Von
besonderem Interesse waren fir uns dabei die Interaktionsnetzwerke der beiden
Proteine mit Signaltransduktionsmolekilen. Diese signalibertragenden Proteine sind
fur zellulare Funktionen essentiell, da sie die Weiterleitung von &ufReren oder inneren
Signalen initiieren, die von Rezeptoren in der Zellmembran und innerhalb der Zelle
aufgenommen werden. Uber bestimmte Transkriptionsfaktoren werden verschiedene
biologische Pfade und damit unterschiedliche zellulare Funktionen aktiviert. Welche
Signaltransduktionsmolekiile von Septin 7 und DOCK8 mittels IP préazipitiert werden,
geben folglich einen Aufschluss Uber ihr jeweiliges Funktionsspektrum und die
genaue Immunantwort im Rahmen der Pathogenese der von uns untersuchten

Autoimmunerkrankung.
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4.3.1 Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 und
Signaltransduktionsmolekilen bei gesunden und an ERU erkrankten
Pferden

Das Ziel weiterer Untersuchungen war es, interagierende Molekile von Septin 7 zu
identifizieren, die fur eine differentielle Signalibertragung in Pferdezellen gesunder
und an ERU erkrankter Tiere verantwortlich sind. Die Identifikation solcher mit
Septin 7 interagierenden Signaltransduktionsmolekile in peripheren Blutleukozyten
beider Phanotypen kdnnte einen weiteren Aufschluss tber die zellularen Prozesse
liefern, die bei gesunden und erkrankten Pferden unterschiedlich ablaufen. Zu
diesem Zweck wurden mittels einer weiteren Immunprazipitation die mit Septin 7
ko-exprimierten Proteine in den PBL gesunder und erkrankter Pferde
massenspektrometrisch analysiert. Insgesamt 707 Interaktionspartner von Septin 7
konnten bei diesem Experiment identifiziert werden. Die identifizierten Proteine
wurden anhand ihrer biologischen Funktionen in  Gruppen eingeteilt
(siehe Abb. 4.12, oberes Tortendiagramm). Dabei wurde der Fokus auf die
Interaktoren gelegt, die biologische Prozesse in der Zelle beeinflussen

(siehe Abb. 4.12., unteres Tortendiagramm).
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Abb. 4.12: Zuordnung massenspektrometrisch identifizierter Interaktionspartner von Septin 7

(vgl. Tab 4.2) zu Dbiologischen Funktionen (dargestellt im oberen Tortendiagramm).
Entsprechend ihrer zahlreichen Funktionen sind einige Proteine in mehreren Gruppen vertreten. Es
erfolgte eine Subgruppierung der Proteine, denen eine Funktion bei zelluldaren Prozessen zukommt

(unteres Tortendiagramm). Insgesamt 80 Proteine fielen in den Funktionsbereich Signaltransduktion.

92



Ergebnisse

Dazu gehorten Proteine, die mitotische Vorgange regulieren (28,1 %) und die fir
Zellteilung (10 %) zusténdig sind. Einen weiteren Anteil Gbernahmen Proteine, die fur
die Bewegung zellularer Komponenten (9,2 %), die Zellerkennung (5,6 %) oder die
Chromosomensegregation (3,5 %) verantwortlich sind. Dem grof3ten Anteil gehorten
aber Proteine an, die eine Funktion in der Signaltransduktion erftllen (35,9 %). Von
den 707 insgesamt identifizierten Proteinen, konnten 80 Proteine dieser Funktion
zugeordnet werden. Anhand von stringenten Auswahlverfahren wurde eine Selektion
dieser Interaktionspartner vorgenommen. Beriicksichtigt wurden ausschlief3lich die
Interaktionspartner, die in den Immunprazipitaten der Kontrolltiere (siehe Tab. 4.3)
beziehungsweise der an ERU erkrankten Pferde (siehe Tab. 4.4) mindestens mit
einer 2-fachen Anreicherung und 2 Peptiden nachgewiesen wurden. Die drei
identifizierten Signaltransduktionsmolekiile in PBL der Kontrolltiere (vgl. Tab. 4.3)
waren neue, noch nie in Pferdelymphozyten beschriebene Interaktorproteine von
Septin 7. Unter diesen Interaktionsproteinen waren zwei aufgrund ihrer in anderen
Modellen beschriebenen Funktionen im Immunsystem (Stumhofer et al., 2006, Liu et
al., 2005) von besonderem Interesse. Eines davon, Signal transducer
and activator of transcription 1 ((STAT1) siehe Tabelle 4.3, Protein Nr. 3, Ratio: 4), ist
ein zytokinregulierter Transkriptionsfaktor, dem bei der Maus bedeutende Funktionen
bei der Differenzierung von Thl-Effektorzellen und bei der Hemmung der
Th1l7-Immunantwort zugeordnet werden (Stumhofer et al.,, 2006). Da sowohl die
Beteiligung einer Thl-Immunantwort (Gilger et al., 1999) als auch die Ausbildung
einer Thl7-Immunantwort bei der ERU diskutiert wird (Regan et al., 2012), ist die
Identifikation von STAT1 als Interaktor von DOCKS8 in diesem Zusammenhang von
besonderem Interesse. Neben STAT1 konnte auch das Struktur- und Signalpeptid
ILK (siehe Tab. 4.3, Protein Nr. 1, Ratio: 7) als Interaktor von Septin 7 identifiziert
werden. Das Protein Gibernimmt eine bedeutende Aufgabe bei der Signaliibermittlung
von der extrazellularen Matrix in den Zellkern (Hannigan et al., 1996). ILK greift
auBerdem in wichtige zellulare Prozesse wie Proliferation (Teo et al.,, 2014),

Apoptose, Zellteilung (Morris et al., 2015) und Migration (Liu et al., 2005) ein.
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Nr.A | Proteinname B Accession Nummer ¢ | Ratio P
Integrin-linked-kinase (ILK) ENSECAP00000005609 7
Serine/threonine-protein kinase 24 ENSECAP00000005691 5

3 Signal transducer of transcription 1 (STAT1) ENSECAPO00000007853 4

Tab. 4.3: Mit Septin 7 interagierende Signaltransduktionsmolekiile in PBL gesunder Pferde.

Anhand von stringenten Auswabhlkriterien konnten, von insgesamt 707 identifizierten
Interaktionspartnern von Septin 7, drei Signaltransduktionsmolekiile selektiert werden. A: Fortlaufende

Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C: Identifikationsnummer des identifizierten Proteins

aus Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/index.html); D: Verhdltnis der Abundanzen im

Immunprazipitat des anti-Septin 7-Antikrpers zu denen im Prazipitat der Isotypkontrolle anti-

Ratte IgG 2c (Ratio).

Da Signaltransduktionsmolekuile fur die intra- und interzellulare Signalibertragung
verantwortlich sind, kann die Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen solcher
Proteine in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde einen Hinweis liefern,
welche Prozesse bei erkrankten Pferden anders ablaufen. Aus diesem Grund wurde
Im nachsten Schritt die Interaktion solcher Molekile mit Septin 7 nun auch in den
PBL an ERU erkrankter Pferde untersucht (vgl. Tab. 4.4). Auch in den PBL von an
ERU erkrankten Pferden konnten Protein-Protein-Interaktionen zwischen Septin 7
und den drei bereits bei den Kontrollpferden identifizierten Interaktionspartnern
festgestellt werden (siehe Tab. 4.3). AulBerdem wurden zwei weitere
Signaltransduktionsmolekiile detektiert, die in anderen Modellen mit interessanten
Funktionen assoziiert sind (siehe. Tab. 4.4). Zum einen das im Menschen bereits
beschriebene Septin 7-Interaktionsprotein CDc42 (siehe Tab. 4.4, Protein Nr. 5,
Ratio 2) und zum anderen das Ras Guanyl releasing protein 2 (siehe Tab. 4.4,
Protein Nr. 4, Ratio 2).
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Nr.~ | Proteinname B Accession Nummer € | Ratio P
1 Integrin-linked-kinase (LK) ENSECAP00000005609 11
2 Signal transducer of transcription 1 (STAT1) ENSECAPO00000007853 10
3 Serine/threonine-protein kinase 24 ENSECAP00000005691 7
4 Ras Guanyl releasing protein 2 ENSECAP00000020811
5 Cell division control protein 42 CDc42 ENSECAP00000003324 2

Tab. 4.4: Mit Septin 7 interagierende Signaltransduktionsmolektle in PBL an ERU erkrankter
Pferde. Anhand von stringenten Auswabhlkriterien konnten, von insgesamt 707 identifizierten
Interaktionspartnern von Septin 7, finf Signaltransduktionsmolekiile selektiert werden. A: Fortlaufende

Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C: Identifikationsnummer des identifizierten Proteins

aus Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/index.html); D: Verhaltnis der Abundanzen im

Immunprazipitat des anti-Septin 7-Antikdrpers zu denen im Prézipitat der Isotypkontrolle anti-

Ratte 1gG 2c (Ratio).

4.3.2 Protein-Protein-Interaktionen von DOCKS8 mit
Signaltransduktionsmolekiilen bei gesunden und an ERU erkrankten
Pferden

Die im Kapitel 4.3.1 beschriebenen Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7
erbrachten neue Hinweise Uber die Funktion des Proteins in PBL gesunder und an
ERU erkrankter Pferde. Im n&chsten Schritt sollten auch die Protein-Protein-
Interaktionen von DOCK8 mit Signaltransduktionsmolekulen in PBL gesunder und
erkrankter Pferde untersucht werden. Mittels Immunpréazipitation und
Massenspektrometrie wurden Interaktionspartner von DOCKS8 identifiziert und
anhand ihrer biologischen Funktionen verschiedenen Gruppen zugeordnet
(siehe Abb. 4.13, oberes Tortendiagramm). Ein Grof3teil der Proteine (28,6 %)
gehdrte Molekilen an, die fur zellulare Prozesse wie Zellproliferation, Mitose und
Signaltransduktion verantwortlich sind. Den nachstkleineren Anteil (23,2 %) wiesen
Proteine auf, die an metabolischen Prozessen beteiligt sind. AuRerdem umfassten
weitere Gruppen die Proteine, die an der Organisation oder Biogenese zellularer
Komponenten (14,2 %), Lokalisation (6,8 %) oder der Zelldifferenzierung (4,5 %)
beteiligt sind. Einer weiteren Gruppe von Proteinen werden Funktionen im

Immunsystem zugeordnet (5,6 %).
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Abb. 4.13: Zuordnung massenspektrometrisch identifizierter Interaktionspartner von DOCK8
(vgl. Tab 4.2) zu biologischen Funktionen (dargestellt im oberen Tortendiagramm).
Entsprechend ihrer zahlreichen Funktionen sind einige Proteine in mehreren Gruppen vertreten. Es
erfolgte eine Subgruppierung der Proteine, denen eine Funktion bei zellularen Prozessen zukommt

(unteres Tortendiagramm).

Wie auch im Kapitel 4.3.1 beschrieben, erfolgte eine Subgruppierung der Proteine,
die fur zellulare Prozesse zustandig sind (siehe Abb. 4.13, unteres Tortendiagramm).
Neben Proteinen mit Funktionen bei der Zellkommunikation und mitotischen
Prozessen (32,2 %) wurden Proteine identifiziert, die fur die Zellteilung (12,9 %),
Zellkomponentenbewegung (11,6 %), Chromosomensegregation (6,5 %) oder die
Zellproliferation (1,6 %) verantwortlich sind. Besonders relevant waren fur uns jedoch
die Proteine, denen eine Funktion bei der Signaltransduktion (25,8 %) zugeordnet

wird. Nach den im Kapitel 4.3.1 beschriebenen Auswabhlkriterien wurden auch mit
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DOCKS interagierende Signaltransduktionsmolekiile selektiert. Unter insgesamt 592
identifizierten Interaktionspartnern von DOCK8 in PBL gesunder Pferde befanden
sich funf Signaltransduktoren. Auch unter den mit DOCKS8 ko-prazipitierten
Signaltransduktionsmolekiilen waren Proteine, die in anderen Spezies mit
interessanten Immunfunktionen assoziiert werden. Darunter befand sich die
Tyrosin-Protein-Kinase JAK3 (vgl. Tab. 4.5, Protein Nr. 1, Ratio 5), die als
Interaktionspartner von DOCKS8 identifiziert wurde. Dieser Zytokin-Rezeptor-
assoziierten Tyrosinkinase werden im Mausmodell bedeutende Funktionen in der
intrazellularen SignalUbertragung von T-Zellen (aus Milz und Lymphknoten)
zugeordnet (Botbol et al., 2015). Indem sie den JAK-STAT-Signalweg aktivieren und
STAT-Proteine phosphorylieren, spielen sie eine wichtige Rolle bei zahlreichen
zellularen Prozessen, unter anderem bei der T-Zellproliferation und Differenzierung
(Smith et al., 2016). Als weiterer Interaktionspartner von DOCKS8 konnte ILK
identifiziert werden (siehe Tab. 4.5, Protein Nr. 3, Ratio: 2). Aufgrund der zahlreichen
interessanten Funktionen dieses Proteins (vgl. Kap. 4.3.1) konnte diese
Protein-Protein-Interaktion bedeutende Informationen Uber die Funktion von DOCKS8

liefern.
Nr.A | Proteinname B Accession Nummer ¢ | Ratio P
1 Tyrosin-protein kinase JAK3 ENSECAP00000016316 5
2 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 ENSECAPO00000004957 2
3 Integrin-linked kinase (ILK) ENSECAP00000005609 2
4 Pleckstrin ENSECAP00000016719 2
5 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 ENSECAP00000021701 2

Tab. 4.5: Mit DOCKS8 interagierende Signaltransduktionsmolekiile in PBL gesunder Pferde.
Anhand von stringenten  Auswahlkriterien konnten von insgesamt 595 identifizierten
Interaktionspartnern von DOCK8 5 Signaltransduktionsmolekile im Immunpréazipitat der gesunden
Pferde selektiert werden. A: Fortlaufende Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C:
Identifikationsnummer des identifizierten Proteins aus Ensembl-Datenbank
(http://www.ensembl.org/index.html); D: Verhéltnis der Abundanzen im Immunprazipitat des anti-
DOCKS8 Antikdrpers zu denen im Préazipitat der Isotypkontrolle rat IgG 2¢ (Ratio).
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Um weitere Hinweise zu Pathogenese-assoziierten Funktionen von DOCKS8 bei an
ERU erkrankten Pferden zu gewinnen, wurden die Protein-Protein-Interaktionen von
DOCKS8 mit Signaltransduktionsmolekilen auch in PBL an ERU erkrankter Pferde
analysiert. Auf diese Weise konnten 10 interagierende Signaltransduktionsmolekile
mittels massenspektrometrischer Analyse identifiziert werden. Unter diesen
Proteinen waren Tyrosin-Protein-Kinase JAK3 (vgl. Tab. 4.6, Protein Nr.4, Ratio: 3)
und ILK (vgl. Tab. 4.6, Protein Nr. 8, Ratio:2), die bereits als DOCKS-
Interaktionspartner in PBL gesunder Pferde detektiert wurden (siehe Tab. 4.5).
Neben den Proteinen, die bereits in den PBL gesunder Pferde als Interaktionspartner
von DOCKS8 detektiert ~ wurden, konnten  weitere hochinteressante
Signaltransduktionsmolekule identifiziert werden. Darunter war zum einen CDc42 als
interagierendes Signaltransduktionsmolekdil von DOCKS8 (vgl. Tab. 4.6,
Protein Nr. 13, Ratio: 2). Die in der Maus bereits bekannte Protein-Protein-Interaktion
zwischen CDc42 und DOCKS8 wurde in den letzten Jahren Gegenstand zahlreicher
Forschungsprojekte, die die Auswirkungen der DOCK8 abhéngigen CDc42-
Aktivierung auf das Immunsystem untersuchten (Xu et al., 2017, Shiraishi et al.,
2016). Die massenspektrometrische Analyse ergab eine 2-fache Anreicherung in den
PBL an ERU erkrankter Pferde, wahrend das Protein in den PBL gesunder Pferde
nicht angereichert wurde. Die unterschiedliche Anreicherung in den Prazipitaten
gesunder und an ERU erkrankter Pferde konnte Hinweise auf abweichende
Signalvorgédnge in den Zellen liefern. Besonders interessant war fur uns die
Identifikation von STAT1 (siehe Tab. 4.6, Protein Nr.10, Ratio?2) in den

Immunprézipitaten der an ERU erkrankten Pferde.
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Nr.A | Proteinname B Accession Nummer € | Ratio P
1 ;;ﬁgi;e nucleotide-binding protein G(I) subunit ENSECAP00000000530 5
2 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 ENSECAPO00000004957 3
3 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 ENSECAP00000021701 3
4 Tyrosin-protein kinase JAK3 ENSECAP00000016316 3
5 Ras-related protein RAP-1B ENSECAPO00000003835 3
6 Integrin-linked kinase (ILK) ENSECAP00000005609 2
7 Pleckstrin ENSECAP00000016719 2
8 Signal transducer of transcription 1 (STAT1) ENSECAP00000007853 2
9 Cell division control protein 42 ENSECAP00000003324 2
10 | Ras GTPase-activating protein 3 ENSECAP00000013060 2

Tab. 4.6: Mit DOCKS8 interagierende Signaltransduktionsmolekile in PBL an ERU erkrankter
Pferde. Anhand von stringenten Auswahlkriterien konnten von insgesamt 595 identifizierten
Interaktionspartnern von DOCK8 10 Signaltransduktionsmolekile selektiert werden. A: Fortlaufende
Nummer; B: Name des identifizierten Proteins; C: Identifikationsnummer des identifizierten Proteins
aus Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/index.html); D: Verhdltnis der Abundanzen im
Immunprazipitat des anti DOCK8 Antikdrpers zu denen im Prazipitat der Isotypkontrolle rat 1IgG 2c
(Ratio).

Der Transkriptionsfaktor STAT1 wurde bereits als Interaktorprotein von Septin 7
identifiziert (siehe Kap. 4.3.1). Eine differentielle Expression des Proteins fuhrt bei
der Maus zu bedeutenden Verdnderungen der Immunantwort (Fang et al., 2015). Die
umfassenden Immunfunktionen von STAT1 war Anlass, die Expression des Proteins
in Pferdelymphozyten ndher zu charakterisieren. Neben STAT1 wurde ein weiteres
Signaltransduktionsmolekil zu Untersuchungen in Pferdezellen ausgewahlt. ILK
wurde, wie auch STAT1 bereits als Interaktorprotein von Septin 7 identifiziert
(siehe Kap. 4.3.1). Die in anderen Modellen beschriebenen Funktionen von ILK
waren fur uns von besonderem Interesse. Vor allem der Einfluss des Proteins auf die
zellulare Signalubermittlung bei Entziindungsprozessen (Ahmed et al., 2014) und die
T-Zell-mediierten Funktionen, wie T-Zell Ausbreitung, Migration und Zytotoxitéat
(Boutet et al., 2016) war fur eine nahere Charakterisierung des Proteins in
Pferdezellen ausschlaggebend. Somit war die Interaktion der
Signaltransduktionsmolekile STAT1 und ILK mit Septin7 und DOCKS8 der

Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen.

99



Ergebnisse

4.4. Verifikation der Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 und
DOCK8

Die mittels Immunprazipitation detektierten und massenspektrometrisch
identifizierten Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 und DOCK8 mit den
Signaltransduktionsmolekiilen ILK und STAT1 sollten im nachsten Schritt verifiziert
werden. Sowohl ILK als auch STAT1 werden bedeutende Funktionen im
Immunsystem zugeordnet. Eine n&here Charakterisierung der Proteine kbénnte daher
zum einen Pathogenese-assoziierte Mechanismen im Rahmen der ERU aufklaren
und zum anderen Uber generelle Funktionen von Septin 7 und DOCKS8 Aufschluss
geben. ILK und STAT1 wurden bisher nicht in Pferdelymphozyten beschrieben
(PubMed-Recherche, Januar 2017). Das Ziel war es deshalb, die beiden Proteine
nicht nur in den Immunprazipitaten von Septin 7 und DOCKS8 nachzuweisen, sondern
auch umgekehrt Immunprazipitate von STAT1 und ILK auf das Vorhandensein von

Septin 7 und DOCKS8 zu untersuchen.
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4.4.1 Verifizierte Interaktion zwischen Septin 7 und den
Signaltransduktionsmolekilen STAT1 und ILK

Zur Verifikation der Interaktion zwischen Septin 7 und STAT1 oder ILK diente eine
Immunprazipitation. Der anschlieRende Rickwarts-IP Blot konnte eine solche
Interaktion bestéatigen. Sowohl STAT1 als auch ILK konnten im Septin 7 Préazipitat
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4.14 A). Auch in den Prazipitaten von STAT1 und
ILK konnte im Western Blot das Protein Septin 7 detektiert werden
(vgl. Abb. 4.14 B und C).
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Abb. 4.14: Verifikation der Interaktion zwischen Septin 7 und den

Signaltransduktionsmolekiilen STAT1 und ILK im Rickwaéarts-IP Western Blot. Untersucht wurde

die Interaktion mittels einer mit Kontroll-PBL durchgefiihrten Immunprazipitation. Die Immunprazipitate
des anti-Septin 7-Antikdrpers, des anti-STAT1-Antikérpers und des anti-ILK Antikérpers wurden auf
die Interaktion mit den jeweiligen anderen Proteinen untersucht. Septin 7 konnte in den Prazipitaten
des anti-STAT1- und des anti-ILK-Antikbrpers nachgewiesen werden (A). Ebenso gelang der
Nachweis von STAT1 (B) und ILK (C) im Septin 7 Immunprazipitat. Die Spezifitat der
Antikérperbindung wurde durch entsprechende Isotypkontrollen tberpriuft (ITK rabbit IgG (rblgG) fir
STATL; ITK rat IgG 2c fur Septin 7; ITK mouse IgG (mlgG) fur ILK). Die Ladungskontrolle erfolgte mit
beta-Aktin.
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4.4.2 Verifizierte Interaktion zwischen DOCKS8 und den
Signaltransduktionsmolekilen STAT1 und ILK

Um die Interaktion von DOCK8 mit STAT1 und ILK bestatigen zu kdénnen, wurde
erneut eine Immunprazipitation durchgefihrt. Die mit einem anti-DOCKS8-Antikorper
aus dem Lysat von Kontroll-PBL ko-prazipitierten Proteine ILK und STAT1 konnten
im Western Blot detektiert werden (vgl. Abb. 4.15).

Abb. 4.15: Verifikation der Interaktion zwischen DOCK8 und den Signaltransduktionsmolekiilen

STAT1 und ILK mit Rickwarts-IP im Western Blot. Die Immunprazipitate des anti-DOCKS-
Antikorpers, des anti-STAT1-Antikérpers und des anti-ILK-Antikdrpers wurden auf die Interaktion mit
den jeweiligen anderen Proteinen untersucht. DOCK8 konnte schwach in den Prazipitaten des anti
STAT1 und des anti-ILK-Antikdrpers nachgewiesen werden (A). Ebenso gelang der Nachweis von
STATL1 (B) und ILK (C) im DOCKS8 Immunprazipitat. Die Spezifitdt der Antikdrperbindung wurde durch
entsprechende Isotypkontrollen uberprift (ITK rabbit IgG (rblgG) fir STAT1 und DOCKS; ITK

Maus 1gG 3 (mIgG) fur ILK). Die Ladungskontrolle erfolgte mit beta-Aktin.
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4.5 Untersuchungen zu den Interaktionspartnern STAT1 und ILK

Da sowohl STAT1 als auch ILK als Interaktionspartner von DOCK8 und Septin 7 fur
die Pathophysiologie der ERU von Bedeutung sein kbénnen, war es Ziel der weiteren
Untersuchungen, die Proteine in den Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter

Pferde ndher zu charakterisieren.

4.5.1 Phanotypisierung von STAT1 in Pferdelymphozyten

STAT1 wurde als interagierendes Signaltransduktionsmolekil von Septin 7 und
DOCKS8 in Pferdeleukozyten identifiziert (vgl. Kap 4.2, Kap. 4.3). Das Protein wurde
bisher nicht in Pferdezellen beschrieben. Daher diente zunachst eine
durchflusszytometrische Analyse zur Phanotypisierung des
Signaltransduktionsmolekuls in den PBL gesunder Pferde. In allen getesteten Zellen
konnte STATL1 detektiert werden (vgl. Abb. 4.16). Interessant war flr uns, in welchen
Lymphozytensubpopulationen das Protein exprimiert wird. Daher diente eine
Doppelfarbung mit den entsprechenden Zellmarkern zur Phé&notypisierung von
STATL1 in CD4*- und CD8*-T-Zellen und B-Zellen. In allen Subpopulationen wurde
STAT1 exprimiert.
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Abb. 4.16: Expression von STAT1 in unterschiedlichen Lymphoyztensubpopulationen

Die Expressionsstarke von STAT1 in den PBL gesunder Pferde wurde mittels Durchflusszytometrie
ermittelt und ist im Dotplot dargestellt. Im unteren Abschnitt sind einfach positive Zellen dargestellt, im
oberen Abschnitt Zellen, die sowohl das jeweilige Markerantigen exprimieren als auch STAT1. Die
Einfachfarbung (A) mit einem anti-STAT1-Antikdrper bestatigt die Expression des Proteins auf allen
Lymphozyten innerhalb des Gates. Die Dotplots B-D zeigen die Verteilung der STAT1-Expression in
den CD4*-T-Zellen (B) und den CD8*-T-Zellen (C) sowie in B-Zellen (D).
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Hinsichtlich der Expressionsstarke konnte kein signifikanter Unterschied in den
unterschiedlichen Subpopulationen festgestellt werden (vgl. Abb. 4.17). Die geo MFI
der STAT1 Expression lag in den CDA4*-T-Zellen und den CD8*-T-Zellen auf
vergleichbarer Hohe, die geo MFI der STAT1 Expression in den B-Zellen war

geringgradig niedriger.
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Abb. 4.17: Phéanotypisierung der STAT1-Expression bei Lymphozytensubpopulationen
gesunder Pferde. Mittels Durchflusszytometrie wurden Expressionsunterschiede bei CD4*-T-Zellen,
CD8*-T-Zellen und B-Zellen analysiert. Die geo MFI Werte der STAT1 Expression auf den PBL von
gesunden (n=3) Tieren wurden statistisch ausgewertet. Zwischen der Expressionsstarke in den
unterschiedlichen Populationen ergab sich kein signifikanter Unterschied.
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4.5.2 Vergleichbare STAT1-Abundanz in den Lymphozyten gesunder und
an ERU erkrankter Pferde

Da die Rolle von STAT1 nun auch in PBL an ERU erkrankter Pferde naher
charakterisiert werden sollte, dienten weitere Untersuchungen zur Quantifizierung
des Gesamtproteingehalts von STAT1 in den PBL gesunder und an ERU erkrankter
Pferde. Zu diesem Zweck wurde die Expression von STAT1 in Lymphozyten von
gesunden und an ERU erkrankten Pferden mittels Western Blots bestimmt. Die
Expression des Proteins war bei beiden Phanotypen nahezu identisch
(vgl. Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Expression von STAT1 in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde im Western
Blot. Die Expression des Transkriptionsfaktors STAT1 in den Lymphozyten gesunder (n=12) und an
ERU erkrankter (n=18) Pferde wurde im Western Blot analysiert und nach Normalisierung mit beta-

Aktin quantifiziert. Es wurde eine vergleichbare Abundanz von STAT1 nachgewiesen. Dargestellt sind
die auf den Faktor 1 normierten Daten der Kontrollgruppe (wei3e Saule) und die darauf bezogenen

Werte der erkrankten Pferde (graue Saule).
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4.5.3 Differentielle Expression von phosphoryliertem STAT1 in den

Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden

Da uns funktionelle Unterschiede zwischen den PBL gesunder und an ERU
erkrankter Tiere interessieren, untersuchten wir als nachstes, ob bei gleicher
Abundanz eine unterschiedliche Aktivierung des Proteins vorliegen kdnnte. Deshalb
wurde bei denselben Tieren die Expression von phosphoryliertem STAT1 (pSTAT1)
im Western Blot untersucht. Hierbei konnte ein deutlicher Unterschied in der
Expressionsstarke von pSTAT1 bei erkrankten Pferden im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren festgestellt werden. Das Protein pSTAT1 wurde bei
erkrankten Pferden 1,4-fach starker exprimiert als in den PBL gesunder Pferde
(vgl. Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Expression von pSTAT1 in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde im Western
Blot. Die Expressionsunterschiede von pSTAT1 in PBL gesunder (n=12) und an ERU erkrankter
(n=18) Pferde zeigten eine differentielle Aktivierung des Transkriptionsfaktors. Die Expression des
Proteins wurde im Western Blot analysiert und nach Normalisierung auf beta-Aktin quantifiziert. Die
ermittelten Werte der erkrankten Gruppe wurden zusammengefasst und zu denen der Kontrollgruppe
(= Faktor 1) in Bezug gesetzt. pSTAT1 wurde von den Lymphozyten der ERU Pferde 1,4-fach starker
exprimiert. Der Unterschied war nicht signifikant.
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4.5.4 Differentielle Expression von ILK in Lymphozyten von an ERU

erkrankten Pferden

Der zweite identifizierte Signaltransduktions-Interaktionspartner von Septin 7 und
DOCKS8 war ILK. Auch die Expression von ILK in PBL gesunder und an ERU
erkrankter Pferde wurde im Western Blot untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine
Analyse bei 17 gesunden und 28 an ERU erkrankten Pferden durchgefihrt. In den
Lymphozyten der erkrankten Tiere konnte mehr ILK detektiert werden als in den PBL
der Kontrollgruppe. Es ergab sich eine signifikant (* p<0,05) 1,4-fach starkere
Expression von ILK in den Lymphozyten der an ERU erkrankten Pferde
(vgl. Abb.4.20).
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Abb. 4.20: Expression von ILK in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde im Western Blot.
Expressionsunterschiede von ILK in Lymphozyten gesunder (n=17) und an ERU erkrankter (n=28)
Pferde im Western Blot zeigten eine verstarkte Expression des Proteins in PBL erkrankter Pferde.
Nach Quantifizierung und Normalisierung auf beta-Aktin wurden die Daten der Kontrollgruppe auf den
Faktor 1 normalisiert und die Werte der erkrankten Gruppe dazu in Bezug gesetzt. Es ergab sich eine
signifikant 1,4-fach starkere Expression von ILK in den Lymphozyten der an ERU erkrankten Pferde
(* p<0,05).
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5 DISKUSSION

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine hochpréavalente inflammatorische
Augenerkrankung des Pferdes, die unbehandelt zum vollstandigen Visusverlust des
betroffenen Auges fuhrt (Deeg et al., 2002a, Gilger and Michau, 2004). Die
Erkrankung stellt durch ihren spontanen Charakter, der durch einen progressiven
Verlauf mit schmerzhaften Entzindungsschiiben gekennzeichnet ist, ein Uberaus
geeignetes Tiermodell fir die autoimmune Uveitis des Menschen (HAU) dar (Deeg et
al., 2008). Sowohl die ERU als auch die HAU sind immunmediierte Erkrankungen,
bei denen vor allem eine bestimmte Subpopulation von Lymphozyten, die
autoreaktiven T-Zellen, die Hauptrolle spielen (Deeg et al., 2002a, Caspi, 2010).
Proteomische Analysen equiner Lymphozyten konnten in der Vergangenheit
hochinteressante Erkenntnisse Uber eine differentielle Expression unterschiedlicher
Proteine bei an ERU erkrankten Pferden liefern (Degroote et al., 2012, Degroote et
al., 2014, Degroote et al., 2017). Um die Funktionen dieser Proteine naher zu
charakterisieren ist es hilfreich, ihre Interaktionsnetzwerke innerhalb der Zelle zu
untersuchen. Die zytoskelettale GTPase Septin 7 ist eines dieser, bei PBL an ERU
erkrankter Pferde, differentiell exprimierten Proteine (Degroote et al., 2014).

Die proteomische Analyse des Interaktionsnetzwerks von Septin 7 in equinen
Lymphozyten war im Hinblick auf die ndhere funktionelle Charakterisierung des
Proteins ein gewinnbringender Ausgangspunkt dieser Arbeit. Trotz zahlreicher
Studien zur Funktion von Septinen in den letzten Jahren sind die exakten
molekularen Mechanismen und physiologischen Funktionen dieser Proteine bis
heute ungeklart (Nakahira et al., 2010, Abbey et al., 2016). Da Septinkomplexe
und -filamente eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von zellularen Signalen
einnehmen, ist die Identifikation der Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 ein
wertvoller Beitrag, um molekulare und zellulare Funktionen des Proteins zu
bestimmen (Nakahira et al., 2010). Aus diesem Grund untersuchten wir mittels
massenspektrometrischer Analysen Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 mit
Hilfe des in unserer Arbeitsgruppe entwickelten monoklonalen anti-
Septin 7-Antikorpers (Burkhardt, 2015) erstmalig in Pferdelymphozyten. Die labelfreie
LC-MS/MS Massenspektrometrie ermdglichte die Identifikation von

73 Interaktionsproteinen von Septin 7 in equinen PBL (vgl. Kap. 4.1). Unter den
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Interaktionspartnern befanden sich neben der Positivkontrolle Septin 7 auch weitere
Septine (Septin 2, Septin 9, Septin 11). Diese durch Septin 7-Interaktionen
gebildeten Komplexe mit den von uns identifizierten Septinen sind Gegenstand
zahlreicher Forschungsarbeiten und beim Menschen eingehend untersucht
(Nakahira et al., 2010, Serrao et al., 2011). Anhand unserer Befunde konnten wir die
Interaktion zwischen Septin 7 und den drei Septinen nun auch erstmalig in equinen
PBL beweisen. Uber die Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7 mit anderen
Familien zugehorigen Proteinen ist dagegen bisher nur wenig bekannt. So wurden
bei friheren Studien hauptsachlich Interaktionspartner identifiziert, die zur
Septin-Familie  gehdren  beispielsweise  bei  einer Untersuchung des
Septin 7-Interaktoms in Septinen einer humanen cDNA-Bibliothek mittels Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems. In dieser Studie stellte sich heraus, dass lediglich 9 % der
identifizierten Interaktionspartner nicht der Familie der Septine angehérten (Nakahira
et al., 2010).

In der hier durchgefuhrten Studie mit Immunpréazipitation und nachfolgender
massenspektrometrischer Analyse konnten hingegen zahlreiche, unterschiedlichen
Familien und Funktionen zugeordnete, potenziell interagierende Proteine von
Septin 7 bei Lymphozyten identifiziert werden. Von diesen Interaktionspartnern
wurden zwei Proteine mit besonders interessanten Immunfunktionen zur naheren
Charakterisierung ausgewahlt (vgl. Kap. 4.1). Diese Proteine, HCLS1 und DOCKS,
wurden bisher weder in Pferdelymphozyten beschrieben noch als Interaktoren von
Septin 7. Diese neu detektierten Protein-Protein-Interaktionen ermdglichten es,
weitere Ruckschlisse auf die Funktionen von Septin 7 in der Pferdezelle und damit
auch Uber Pathogenese-assoziierte Mechanismen bei der ERU zu ziehen. Septin 7
nimmt in der Pathogenese dieser Erkrankung eine potentielle Schlisselrolle ein, da
die, in den Lymphozyten an ERU erkrankter Pferde, auftretende
Expressionsminderung moéglicherweise zu einer vermehrten Zellmigration durch die
Blut-Retina-Schranke fuhrt (Degroote et al., 2014). Wie Septin 7 kommen auch den
Interaktionsproteinen HCLS1 (Uruno et al., 2003) und DOCKS8 (Zhang et al., 2014,
Janssen et al.,, 2016) bedeutende Funktionen bei der Organisation des Aktin-
Zytoskeletts zu. Eine gemeinsame Beteiligung an der Regulation zytoskelettaler
Strukturen konnte im Verlauf der ERU fir eine abweichende Zellmigration
autoreaktiver Lymphozyten ursachlich sein. Dartber hinaus werden HCLS1 und

DOCK8 bedeutende Funktionen im Immunsystem zugeordnet, weshalb die
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Interaktion mit dem bei einer Autoimmunerkrankung differentiell exprimierten
Septin 7 besonders interessant ist.

Da die grundlegenden Aspekte zu Funktionen und Expression von HCLS1 und
DOCK8 in Pferdezellen vollkkommen unbekannt waren, ermoglichten
Expressionsanalysen die erstmalige Charakterisierung beider Proteine in equinen
PBL. Das Protein HCLS1 wurde von uns in allen Populationen peripherer
Blutleukozyten mit einer hohen Expressionsstarke detektiert (vgl. Kap. 4.1.1.1).
Damit ergab sich in den equinen Blutzellen ein dhnliches Bild wie in humanen und
murinen hamatopoetischen Zellen, in denen HCLS1 ubiquitéar exprimiert wird
(Dehring et al., 2011). Erstmalig wurde die Expression von HCLS1 im Jahr 1989 in
humanen hamatopoetischen Zellen beschrieben (Kitamura et al., 1989). Im
Gegensatz zu seinem ubiquitéar exprimierten Homolog Cortactin wurde HCLS1
vorrangig in hamatopoetischen und lymphatischen Zellen detektiert und mit
zahlreichen Immunfunktionen assoziiert (Dehring et al., 2011, Uruno et al., 2003).
So konnte gezeigt werden, dass HCLS1 uber die Aktivierung des Arp 2/3-Komplexes
einen bedeutenden Einfluss auf die Organisation des Aktin-Zytoskeletts nimmt
(Uruno et al., 2003). Dadurch ist das Protein in zahlreiche immunologische Prozesse,
wie die Bildung der immunologischen Synapse, Zelladh&sion und Migration involviert
(Gomez et al., 2006, Uruno et al., 2003). Trotz einiger Untersuchungen zur Rolle von
HCLS1 im Immunsystem sind die fundamentalen Fragen zur Expression und
Regulation von HCLS1 noch nicht hinreichend geklart.

Unsere Untersuchungen zur Expressionsstarke (geo MFI) von HCLS1 in Monozyten,
Granulozyten und Lymphozyten ergaben Unterschiede zwischen den einzelnen
Zellpopulationen. Die geo MFI in den Monozyten fiel am hdchsten aus, wahrend die
Expression von HCLS1 in Granulozyten und Lymphozyten &hnlich stark war
(vgl. Kap. 4.1.1.1). Aufgrund der Schlusselrolle von Lymphozyten in der Pathogenese
der ERU war es das Ziel, die Expression von HCLS1 zunachst in den
unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen gesunder Pferde zu untersuchen
und damit eine Grundlage fur weitere Expressionsanalysen zu schaffen (vgl. Kap.
4.1.1.1). In allen Lymphozytenpopulationen zeigte sich eine starke Expression des
Proteins, in B-Zellen lag sie am hochsten. Diese Phanotypisierung des Proteins in
equinen Lymphoyzyten konnte einen ersten Aufschluss lber die physiologische
Expression von HCLS1 in Pferdezellen bieten. Bisher wurde die differentielle

Expression von HCLS1 in unterschiedlichen Lymphozytensubpopulationen in keinem
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anderen Modell beschrieben. Mit der Expressionsanalyse von HCLS1 in den equinen
Lymphozytensubpopulationen konnte demnach Grundlagenwissen generiert werden,
dass mdoglicherweise auch auf andere Modelle tUbertragbar ist.

Da fur uns die Pathogenese-assoziierten Mechanismen der HCLS1-Expression im
Rahmen der ERU von Bedeutung waren, war es das Ziel weiterer Untersuchungen,
die Expression des Proteins in den Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter
Pferde miteinander zu vergleichen. In den Lymphozyten erkrankter Pferde konnte
eine signifikant erhdhte Expressionsstarke (1,9-fach) von HCLS1 festgestellt werden
(vgl. Kap. 4.1.1.2). Diese signifikant veranderte Proteinabundanz in den Zellen
erkrankter Tiere konnte flr Pathogenese-assoziierte Mechanismen relevant sein.
Bisher ist nicht viel zur Auswirkung einer Expressionssteigerung des Proteins in
Lymphozyten bekannt, jedoch lassen die Ergebnisse einiger Studien im
HCLS1”-Mausmodell darauf schlieRen, dass eine differentielle HCLS1-Expression
Einfluss auf die Zellmigration von hdmatopoetischen Zellen nimmt (Dehring et al.,
2011, Scielzo et al., 2010). Anhand dieses HCLS1” Mausmodells wurde das
Migrationsverhalten von dentritischen Zellen (DZ), die sich aus Monozyten und
T-und B-Vorlauferzellen differenzieren, untersucht (Dehring et al., 2011). Dabei
wurde mittels Video-Mikroskopie eine ungerichtete Zellbewegung dieser DZ
beobachtet (Dehring et al., 2011). Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass
HCLS1 fur die gerichtete, chemotaktische Zellmigration dendritischer Zellen von
Bedeutung ist (Dehring et al., 2011). Eine beeintrachtigte Migration wurde auch bei
B-Zellen von HCLS1” Mausen beobachtet (Scielzo et al., 2010). In diesem Modell
war allerdings nicht die chemotaktische Zellmigration beeintrachtigt, sondern die
spontane Zellbewegung (Scielzo et al., 2010). Hier ergab sich eine 8-fach geringere
Migration von B-Zellen aus HCLS1” Mausen, verglichen mit den B-Zellen des
Wildtyps (Scielzo et al.,, 2010). Im Umkehrschluss konnte das Auftreten einer
HCLS1-Expressionssteigerung in den Lymphozyten an ERU erkrankter Pferde zu
einer verstarkten Zellbewegung und einer vermehrten Einwanderung in intraokulare
Strukturen fuhren. Da Lymphozyten bei der Pathogenese der ERU die Hauptrolle
spielen, war fir uns von Interesse, in welchen Subpopulationen die
Expressionsanderungen detektiert werden konnen. Bei der Expressionsanalyse in
den einzelnen Lymphozytensubpopulationen beider Phanotypen (gesund/ERU)
wurde in den CD8*-T-Zellen erkrankter Pferde eine verstarkte Expression von
HCLS1 detektiert. Die Expressionsstarke in CD4*-T-Zellen an ERU erkrankter Pferde
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war im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren hingegen geringgradig vermindert.
Eine deutliche Expressionssteigerung von HCLS1 wurde in den B-Zellen erkrankter
Pferde nachgewiesen (vgl. Kap.4.1.1.2). Die Folgen einer Expressionsminderung von
HCLS1 in CD4*-T-Zellen und einer Expressionssteigerung in CD8*-T-Zellen und
B-Zellen im Rahmen einer spontan auftretenden organospezifischen
Autoimmunerkrankung  sind  bisher  nicht bekannt. Anhand der im
HCLS1” Mausmodell ermittelten Funktionen des Proteins in den einzelnen
Lymphozytensubpopulationen lassen sich jedoch mogliche Rickschlusse auf
Pathogenese-assoziierte Mechanismen bei an ERU erkrankten Pferden ziehen. So
konnte gezeigt werden, dass HCLS1 in murinen T-Zellen Funktionen in der
Stabilisierung von Aktin-Filamenten und der Bildung der immunologischen Synapse
einnimmt (Gomez et al, 2006, Carrizosa et al, 2009). Eine veréanderte
Proteinabundanz in den T-Zellen an ERU erkrankter Pferde konnte also
Auswirkungen auf die Organisation der Zellstruktur und die Regulation der
Immunantwort haben. Des Weiteren konnte im HCLS1”- Mausmodell gezeigt werden,
dass HCLS1 eine bedeutende Rolle beim B-Zell-Trafficking und -Homing einnimmt
und die Infiltration von B-Zellen in Gewebe beeinflusst (Scielzo et al., 2010). Eine
ausbleibende HCLS1-Expression fiihrte dabei zu einer verminderten Zellmigration
(Scielzo et al., 2010). Die von uns detektierte verstarkte Expression in den B-Zellen
an ERU erkrankter Pferde konnte Einfluss auf die Zellbewegung nehmen. In
bisherigen Studien wurden hauptsachlich autoreaktive CD4*-T-Zellen als die Zellen
identifiziert, die im Verlauf der ERU die Blut-Retina-Schranke passieren und zur
Zerstorung intraokularer Strukturen fihren (Deeg et al., 2002a). Besonders
interessant ware deshalb die Charakterisierung des Proteinexpressionsmusters von
HCLS1 der im Glaskorper, von an ERU erkrankten Pferden, vorliegenden vitrealen
Zellen. Auf diese Weise ware ersichtlich, ob die eingewanderten CD4*-T-Zellen das
Protein ebenfalls vermindert oder verstarkt exprimieren.

Durch seine Rolle bei der Zellmigration stellt HCLS1 fir die Erforschung der ERU ein
hochinteressantes Protein dar. Eine funktionelle Charakterisierung des Proteins in
der Pathogenese der ERU kdnnte anhand von in vitro Transmigrationsassays erzielt
werden. In diesem Modell ware es moglich, das Migrationsverhalten von equinen
Leukozyten mit einer erhohten und einer physiologischen HCLS1-Expression zu
vergleichen. Die dabei erhobenen Befunde kénnten einen Aufschluss tber die Rolle

des Proteins in einem Modell fur die humane autoimmune Uveitis und damit fur die
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Pathogenese der ERU sowie dariber hinausgehende Erkenntnisse liefern. Zwar
bietet das bisher genutzte HCLS1” Mausmodell vielseitige Mdoglichkeiten zu
funktionellen Untersuchungen des Proteins, allerdings sind aufgrund der
eingeschrankten Ubertragbarkeit auf andere Spezies Limitationen mit diesem Modell
verbunden. Die genetisch veranderte Mauslinie kann eine spontan auftretende
Abweichung der Proteinabundanz nicht vollstandig widerspiegeln. Gegentber dem
Mausmodell bietet die Charakterisierung von HCLS1 in equinen Leukozyten einige
Vorteile. Hier besteht die Mdglichkeit, die Folgen einer abweichenden Expression
des Proteins in einem Uberaus geeigneten Modell fir die autoimmune Uveitis zu
analysieren, das mit einer hohen Préavalenz und Komplexitdt einhergeht. Im
Gegensatz zu transgenen Mausmodellen, bei denen das HCLS1-Gen ausgeschaltet
wird und damit die Proteinexpression uUber die Regulation eines Gens beeinflusst
wird, findet die Expressionsanderung von HCLS1 in den PBL an ERU erkrankter
Pferde spontan statt. Insgesamt konnten wir durch die Expressionsanalysen von
HCLS1 in den Lymphozyten gesunder und an ERU erkrankter Pferde erstmalig eine
Expressionssteigerung von HCLS1 im Rahmen einer spontan auftretenden,
organospezifischen Autoimmunerkrankung detektieren.

Neben HCLS1 wurde DOCKS8, mittels Massenspektrometrie, von uns als neuer
potentieller Interaktionspartner von Septin 7 identifiziert (vgl. Kap. 4.1). Die
zusatzliche Verifikation dieser Protein-Protein-Interaktion durch eine erneute
Immunprazipitation mit nachfolgendem Western Blot bestétigte eindeutig die
Interaktion von Septin 7 mit DOCKS8 (vgl. Kap. 4.1.2.1). DOCK8 wurde in den letzten
Jahren Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten, die sich mit der Rolle des
Proteins vorrangig in der humanen Immunantwort befassten (Tangye et al., 2016,
Janssen et al., 2016). Erstmalig wurde das Protein als Interaktor von humanem
CDc42 in einem Yeast-Two-Hybrid Screen entdeckt (Ruusala and Aspenstrom,
2004). Nur wenig spater wurde die DOCKS8-Defizienz, die auf einer Mutation im
DOCK8-Gen beruht, als Ausloser fur einen kombinierten Immundefekt, das
autosomal-rezessive Hyper-lge-Syndrom (AR-HIES), identifiziert (Zhang et al.,
2009). Bei dieser autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung sind schwere
rezidivierenden Atemwegs- und Hautinfektionen, sowie das Auftreten eines erhdhten
Serum-IgE-Spiegels charakteristisch (Zhang et al., 2009). Die Funktionen von
DOCK8 wurden daraufhin im Mausmodell und anhand Klinischer Verlaufsstudien

untersucht. Dabei wurden dem Protein unter anderem eine Rolle in der Organisation
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des Zytoskeletts (Janssen et al., 2016), der Erhaltung der Zellplastizitat im Verlauf
der Zellmigration von Lymphozyten (Zhang et al., 2014) und der Regulation der
Immunantwort zugeordnet (Keles et al., 2016). Da die Funktion von DOCKS in
Pferdezellen vollkommen unbekannt war und es keine Informationen Uber die Rolle
des Proteins in der equinen Immunantwort gab, dienten Expressionsanalysen
equiner Blutzellen zur n&aheren Charakterisierung von DOCKS8. Mittels
durchflusszytometrischer Untersuchungen konnten wir das Protein in allen
Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten gesunder Pferde detektieren. Wahrend
die Expressionsstarke in Monozyten und Granulozyten ahnlich stark ausfiel, wurde
das Protein in den Lymphozyten geringgradig schwacher exprimiert
(vgl. Kap. 4.1.2.2). Ahnliche Unterschiede der DOCKS8-Abundanz wurden in
humanen Monozyten und Lymphozyten detektiert (Jing et al., 2014). Hier wurde die
Expression des Proteins in unterschiedlichen Zellpopulationen gesunder Kontrollen
und am DOCKS8-Defekt erkrankter Patienten mittels Durchflusszytometrie und
Western Blot gemessen (Jing et al., 2014). In den gesunden Kontrollen wurde
DOCKS8 in den Monozyten starker abundant, als in B-und T-Lymphozyten
nachgewiesen (Jing et al.,, 2014). Dies spricht fir eine ahnliche Verteilung des
Proteins in unterschiedlichen Spezies und macht die Untersuchung von DOCKS in
equinen Lymphozyten im Rahmen der ERU und dartber hinaus interessant.

Um die mogliche Rolle von DOCKS in der Pathogenese der ERU zu charakterisieren,
analysierten wir die Expression des Proteins in den PBL gesunder und an ERU
erkrankter Pferde. Im Lysat peripherer Blutleukozyten erkrankter Pferde konnte von
uns im Western Blot eine hoch signifikante Reduktion der DOCKS8-Expressionsstarke
auf 64 %, verglichen mit der Expressionsstarke in PBL gesunder Pferde, festgestellt
werden (vgl. Kap. 4.1.2.3). Bisher wurde weder beim Pferd, noch bei anderen
Spezies eine veranderte Abundanz von DOCK8 im Rahmen einer spontan
auftretenden Autoimmunerkrankung beschrieben. Daher war die
Expressionsminderung des Proteins bei an ERU erkrankten Pferden ein auf3erst
interessanter Befund, da eine reduzierte DOCKS8-Expression Einfluss auf die
Immunantwort nehmen kénnte.

Um Pathogenese-assoziierte Mechanismen bei der ERU, die mit einer verminderten
DOCKS8-Expression einhergehen, nadher zu untersuchen, sollten weitere
Untersuchungen klaren, in welchen Zellen die Expressionsunterschiede vorliegen.

Da Lymphozyten in der Pathogenese der ERU eine Schlisselrolle einnehmen und
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auch die Expressionsminderung des DOCKS-Interaktorproteins Septin 7 in den
Lymphozyten erkrankter Pferde nachgewiesen wurde (Degroote et al.,, 2014),
analysierten wir die DOCKS8-Expression vergleichend in den
Lymphozytensubpopulationen gesunder und an ERU erkrankter Pferde. Bei der
Phanotypisierung von DOCKS8 in den equinen Lymphozytensubpopulationen,
konnten wir DOCKS8 in allen CD4*-, CD8*-T-Zellen und allen B-Zellen, sowohl
gesunder als auch an ERU erkrankter Pferde detektieren (vgl. Kap. 4.1.2.2). Dieser
Befund war von besonderem Interesse, da die Reduktion der Expressionsstarke in
equinen PBL nicht auf einer ausbleibenden Expression in einzelnen Lymphozyten
beruhte. Von Interesse war daher, ob das Verteilungsmuster des Proteins oder die
Expressionsstarke von DOCK8 zwischen beiden Phéanotypen abweicht. Das
Verteilungsmuster von DOCKS8 in den T- und B-Lymphozyten gesunder und an ERU
erkrankter Pferde unterschied sich nicht, jedoch fiel in den Zellen erkrankter Pferde
eine verminderte Abundanz des Proteins, vor allem in den B-Zellen auf. Dieser
Befund weist eine Ubereinstimmung zu bisherigen Erkenntnissen einer differentiellen
DOCKS8-Expression, in den Lymphozyten am DOCKS8-Defekt erkrankter Patienten,
auf. Bei dieser Gruppe lagen somatische Mutationen des DOCK8-Gens vor (Jing et
al.,, 2014). Solche Mutationen hatten geringere Auswirkungen auf die DOCKS-
Expression in Lymphozyten, als heterozygote Genmutationen, bei der die Expression
in T-Zellen geringgradig vermindert war, in B-Zellen jedoch deutlich reduziert (Jing et
al., 2014).

Weitere Analysen der DOCKS8-Expressionsstérke in den Lymphozyten gesunder und
an ERU erkrankter Pferde bestéatigten unsere ersten Befunde eindeutig. In den
T-Zellen zeigte sich eine geringgradige Reduktion der Expressionsstarke des
Proteins vor allem in den CD4*-T-Zellen der erkrankten Tiere (vgl. Kap. 4.1.2.3). Die
Expressionsminderung in dieser Zellpopulation war von besonderem Interesse, da in
der Pathogenese der ERU, CD4*-T-Zellen eine Schlisselrolle spielen. Eine
Anderung des Proteinexpressionsmusters dieser Zellen konnte zu einer vermehrten
Zellmigration  durch  die  Blut-Retina-Schranke und einer  veranderten
T-Zell-immunantwort beitragen. Eine solche Abweichung der Immunantwort von
DOCKS8-defizienten  T-Zellen wurde in unterschiedlichen  Studien, mit
DOCKS8-defizienten humanen und murinen T-Zellen beschrieben (Lambe et al., 2011,
Zhang et al., 2014, Xu et al., 2017, Jin et al., 2016). Dabei fanden verschiedene

Mausmodelle Verwendung, beispielsweise DOCK8P"/P ynd DOCKS8eP™erm _Stamme,
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bei denen jeweils Loss-of-Function-Mutationen des DOCK8-Gens vorlagen, die in
einer reduzierten Proteinexpression resultierten (Lambe et al., 2011, Randall et al.,
2009). Des Weiteren wurden DOCK8”- Knock-Out-Mause, bei denen keine DOCKS8-
Expression detektierbar war, verwendet (Janssen et al., 2016). Die in unserer Studie
erstmals beschriebene, spontan auftretende Verminderung der DOCKS8-Expression
im Rahmen einer Autoimmunerkrankung erweitert damit die bisherigen Erkentnisse
zu einer Veranderung der Abundanz und zur funktionellen Charakterisierung von
DOCKS in Immunzellen. Bisher wurde sowohl bei Mausen als auch bei Menschen
eine Rolle von DOCKS in einer Reihe Aktin-mediierter T-Zellfunktionen beschrieben
(Janssen et al., 2016). So wurden DOCKS8 unter anderem wichtige Funktionen in der
Organisation des  Aktin-Zytoskeletts, der Aktin-Polymerisation und der
Zusammenlagerung von F-Aktin-Filamenten zugeordnet (Janssen et al., 2016).
Damit konnte die Expressionsminderung von DOCKS8 (vgl. Kap. 4.1.2.3), wie auch
die des Interaktionspartners Septin 7 (Degroote et al., 2014), strukturelle
Verdnderungen bei den T-Zellen an ERU erkrankter Pferde bewirken. Die
abweichende Organisation des Zytoskeletts kdnnte zum einen zu einer vermehrten
Zellmigration beitragen, die eine bedeutende Rolle bei der ERU spielt, zum anderen
aber auch in weitere immunologische Prozesse eingreifen.

So konnte gezeigt werden, dass T-Zellen von Patienten mit einem DOCKS8-Defekt,
sowie murine T-Zellen von DOCK8™cPm ynd DOCKS8” Mausen, bei der Migration in
Gewebe Deformationen des Zellkerns und Stérungen ihrer Plastizitat aufwiesen
(Zhang et al., 2014). Wahrend des Migrationsprozesses unterlagen die Zellen
aufgrund ihrer Deformationen einem neu definierten Zelltod, der ,cytothripsis® (Zhang
et al.,, 2014). Der Einfluss der ausbleibenden oder dysfunktionalen DOCKS-
Expression auf die Plastizitat der T-Zellen konnte auch im Hinblick auf die
Pathogenese der ERU interessant sein, denn die Flexibilitat ist ein entscheidender
Faktor fur die Funktion von T-Zellen.

Doch auch uber die Folgen fir die veranderte Zellmigration hinaus, hatte die
ausbleibenden DOCKS8-Expression Auswirkungen auf die T-Zell-immunantwort bei
Mensch und Maus. Eine abweichende Immunantwort regulatorischer T-Zellen wurde
durch einen Knockdown von DOCKS8 in murinen Zellen beschrieben (Jin et al., 2016).
Die mit DOCKB8-siRNA gesilencten Tregs produzierten deutlich weniger IL-10 und
TGF-B als unbehandelte Zellen (Jin et al., 2016). Diese Zytokine hemmen die

Proliferation und Differenzierung der T-Zell-Effektorfunktionen und stimulieren
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FOXP3 (Jin et al., 2016). Bei FOXP3 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor,
der die Immunantwort von Tregs reguliert (Carbone et al., 2014). Eine verminderte
Expression von FOXP3 wurde mit einer beeintrachtigten Proliferation von Tregs
assoziiert, die in Autoimmunerkrankungen des Menschen beobachtet wurde
(Carbone et al., 2014). Eine Expressionsminderung von DOCKS8 in den PBL an ERU
erkrankter Pferde konnte demnach Auswirkungen auf die Funktionen und Anzahl
regulatorischer T-Zellen haben und damit eine autoinflammatorische Antwort fordern.
Die Korrelation zwischen einer verminderten DOCKS8-Expression und einer
differentiellen Produktion antiinflammatorischer Zytokine im Verlauf der Erkrankung
wére daher flr weitere Untersuchungen interessant. Eine Méglichkeit einen solchen
Zusammenhang festzustellen, wéare zum einen die Analyse von IL-10, TGF-B und
FOXP3 in DOCKB8-defizienten equinen PBL. Zum anderen kdnnte DOCKS in equinen
PBL gehemmt und die Produktion der genannten Zytokine anschlie3end
vergleichend mit unbehandelten Zellen untersucht werden. Die dabei generierten
Daten konnten einen Aufschluss Uber die Auswirkungen einer verminderten
DOCKB8-Expression auf die physiologischen Funktionen immunsuppressiver
Mechanismen im Rahmen der ERU geben.

Besonders interessant war auch die von uns detektierte Expressionsminderung von
DOCKS in den B-Zellen, der an ERU erkrankten Pferde. Hier konnte eine signifikante
Reduktion der Expressionsstarke (geo MFI) von DOCKS8 auf 56 %, verglichen mit der
Expressionsstarke in PBL gesunder Pferde detektiert werden (vgl. Kap. 4.1.2.3).
Mittlerweile wurden beim Menschen neben dem AR-HIES weitere Abwandlungen
des DOCKB8-Defekts beschrieben, die mit anderen Immunphé&notypen einhergehen
(Qin et al., 2016, Kienzler et al., 2016). So wurden kurzlich bei 7 Patienten, bei denen
Symptome des AR-HIES beobachtet wurden, neue Punktmutationen und
homozygote Deletionen des DOCKS8-Gens beschrieben, die von einer stark
verminderten IL-10-Produktion durch regulatorische B-Zellen (Bregs) begleitet
wurden (Qin et al, 2016). Diese regulatorischen B-Zellen unterstitzen die
immunologische Toleranz und wirken immunsuppressiv (Stanic et al., 2015). Damit
konnte die verminderte Expression von DOCK8 bei an ERU erkrankten Pferden
ebenfalls zu einer Beeintrdchtigung der Produktion von antiinflammatorischen
Zytokinen durch Bregs fuhren. IL-10 wird auch von Tregs produziert, deren
immunsupressive Funktionen durch einen Knockdown von DOCKS8 in murinen Tregs

ebenfalls beeintrachtigt sind (Jin et al., 2016). Das spricht fur eine umfassende Rolle
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von DOCKS8 bei der Regulation von B- und T-Zellfunktionen, die gegen autoimmune
Prozesse gerichtet sind.

Die Auswirkungen eines DOCK8-Defekts auf die Funktionen von B-Zellen wurden fir
DOCKS8PPri ynd DOCKS8eP™ePm Mause gezeigt (Randall et al., 2009). Diese Mause,
bei denen eine Loss-of-Function-Mutation des DOCK8-Gens vorlag, entwickelten
keine Marginalzonen (MZ)-B-Zellen, die sich physiologisch in der Marginalzone der
Milz befinden und ein wichtiger Bestandteil der Immunantwort sind (Randall et al.,
2009). Die MZ-B-Zellen werden sowohl als Teil der T-Zell-unabhangigen
Immunantwort verstanden als auch als CD4*-T-Zell-stimulierende,
Antigen-prasentierende Zellen. Es wurde eine Korrelation zwischen einer erhéhten
Anzahl von MZ-B-Zellen und dem Auftreten unterschiedlicher autoimmuner
Erkrankungen wie dem Sjogren-Syndrom diskutiert (Daridon et al., 2006, Shen et al.,
2016). Ob sich die verminderte DOCKS8-Expression beim Pferd ebenfalls auf die
Entwicklung von marginalen B-Zellen auswirkt, ware interessant. Weitere
Untersuchungen in humanen B-Zellen an DOCKS8-Defizienz erkrankter Patienten
zeigten, dass DOCKS fur die TLR9 (Toll-like-Rezeptor 9)-mediierte B-Zellproliferation
und Antikorperproduktion essentiell ist (Jabara et al., 2012). In Patienten, bei denen
kein DOCKS8 exprimiert wurde, sprachen die B-Zellen auf den TLR9-Liganden CpG
nicht suffizient an, woraufhin der Pyk-Src-Syk-STAT3 Signalweg und die davon
abhangige B-Zellproliferation und IgM- und IgG-Synthese gestort war (Jabara et al.,
2012). Dies resultierte in einer verminderten Produktion von Antikorpern.

Die signifikant verminderte Expressionsstarke in den B-Zellen an ERU erkrankter
Pferde kdnnte, wie bei Maus und Mensch, eine veranderte Immunantwort nach sich
ziehen und Einfluss auf die B-Zellproliferation und Antikdrperproduktion nehmen.
Vergleichende Analysen der IgM- und IgG-Produktion in equinen Lymphozyten mit
einer physiologischen und einer spontan reduzierten DOCKS8-Expression kdnnten
weitere Hinweise dariber geben, ob die verminderte Expression des Proteins in der
ERU Einfluss auf die Antikbrperproduktion von B-Zellen nimmt.

Eine weitere Funktion von DOCK8 bei der Immunantwort konnte bei murinen
B-Zellen beschrieben werden (Randall et al., 2009). In diesen Zellen ist DOCKS fir
die Bildung der immunologischen Synapse durch die Bindung des Liganden ICAM-1
an das Integrin LFA-1 von grol3er Bedeutung (Randall et al., 2009). Eine verminderte
DOCKS8-Expression kénnte demnach Auswirkungen auf die Funktionen von ICAM-1

haben. Dies wiederum ist fir die Pathogenese der ERU besonders interessant, da
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eine Expressionsanderung dieses Proteins bereits im Zusammenhang mit der
autoimmunen Uveitis des Menschen und dem Modell, der experimentellen
autoimmunen Uveitis, beschrieben wurde (Dewispelaere et al., 2015). Bei Patienten
mit HAU und im EAU-Mausmodell wurde eine Expressionssteigerung von ICAM-1
sowohl in den Epithelzellen der retinalen Gefél3e als auch in den Zellen des retinalen
Pigmentepithels festgestellt (Dewispelaere et al.,, 2015). Dies konnte auf einer
vermehrten Zytokinproduktion aktivierter Lymphozyten basieren, die im Laufe des
Migrationsprozesses durch die Blut-Retina-Schranke auftritt. Die
Expressionssteigerung von ICAM-1 resultiert bei der Maus in einer verstarkten
Adhéasion von migrierenden Lymphozyten (Dewispelaere et al., 2015). Auch bei den
infiltrierenden CD4*- und CD8"-T-Zellen konnte intraokular bei HAU-Patienten eine
gesteigerte Expression von ICAM-1, verglichen mit augengesunden Kontrollen,
detektiert werden (Martin et al., 2000). Interessanterweise war die Expression von
ICAM-1 bei den peripheren Blutleukozyten von HAU-Patienten deutlich geringer als
in den intraokularen Zellen (Martin et al., 2000).

Auf dieser Grundlage ware die vergleichende Untersuchung der ICAM-1-Expression
im Zusammenhang mit der DOCK8-Expression in den peripheren und intravitrealen
Lymphozyten an ERU erkrankter Pferde mdglicherweise besonders aufschlussreich.
Die dabei gewonnenen Erkenntnisse kdonnten die Rolle von DOCKS8 bei der ICAM-1
vermittelten Adh&sion wahrend der Migration autoreaktiver Lymphozyten néher
charakterisieren.

Insgesamt erweitern unsere neuen Befunde zur differentiellen Expression von
DOCKS bei an ERU erkrankten Pferden das Spektrum der Erkrankungen, die durch
eine abweichende DOCKS8-Abundanz in Blutzellen charakterisiert sind. Noch nie
wurde eine Expressionsminderung von DOCK8 im Zusammenhang mit einer spontan
auftretenden organospezifischen Autoimmunerkrankung beschrieben. Jedoch wurde
eine erhohte DOCKB8-Abundanz in einer aktuellen Studie mit der multiplen Sklerose
und dem Tiermodell, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE),
assoziiert (Xu et al., 2017). Die Multiple Sklerose (MS) ist, wie auch die ERU, eine
T-Zell-mediierte Autoimmunerkrankung, bei der autoreaktive T-Zellen Strukturen des
zentralen Nervensystems infiltrieren und dort zu Entzindungsschiben fihren
(Schlager et al, 2016). Gegensatzlich zu unseren Befunden zur
Expressionsminderung von DOCKS8 in den PBL an ERU erkrankter Pferde, wurde in

den mononuklearen Zellen des peripheren Blutes von MS-Patienten ein erhéhter
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MRNA- und Proteingehalt von DOCKS8 festgestellt (Xu et al., 2017). Zusatzlich wurde
eine signifikant erhéhte DOCKB8-Proteinexpression mittels Immunoblot auch in den
CDA4*-T-Zellen von EAE-Mé&usen in der akuten Phase der Inflammation im Vergleich
zu der prasymptomalen- und Remissionsphase detektiert (Xu et al., 2017). Aus
diesen Befunden wurde eine Korrelation zwischen DOCKS8-Expression in T-Zellen
und dem Schweregrad der EAU geschlossen (Xu et al.,, 2017). Folglich wurde
anhand zwei unterschiedlicher Mausmodelle Uberprift, ob eine verstarkte Expression
des Proteins mit einer vermehrten Zellmigration und Infiltration von CD4*-T-Zellen
korreliert.  Verwendet wurden DOCKS8P"P  M&ause, bei denen eine
Loss-of-function-Mutation des Primurus-Gens die Guaninnukleotid-Exchange-Faktor
(GEF)-Aktivitat von DOCKS blockiert, die fur die Aktivierung von CDc42 notwendig ist
(Xu et al., 2017). In diesem Modell wurde mit dem enzephalitogenen Peptid Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) in Freund’s Adjuvanz eine EAE induziert und
die CD4*-T-Zellen in ein Empfangertier transferiert (Xu et al., 2017). Vergleichend
hierzu wurde der gleiche adoptive Transfer aus DOCKS8P"* Mausen (eine
Kombination der DOCK8P"P Mause mit dem Wildtyp) in ein natives Empfangertier
durchgefuhrt (Xu et al., 2017). Es ist nicht beschrieben, ob in beiden Mausmodellen
dann eine differentielle DOCKB8-Expression detektiert wurde. Die CD4*-T-Zellen des
DOCKS8PP Modells 16sten im Empfangertier einen weitaus milderen Phanotyp aus,
der sich hauptsachlich durch eingeschrankte Zellmigration und Infiltration in das
Ruckenmark auB3erte (Xu et al., 2017). Daraus wurde geschlossen, dass sich ein
Funktionsverlust von DOCK8 bei der Aktivierung von CDc42 in einer geringeren
Zellmigration und damit in einem milderen Phanotyp der EAE aulRert (Xu et al.,
2017). Anhand dieser artifiziellen Untersuchungen transgener Mausestamme ist es
nur bedingt moglich, festzustellen, ob eine erhdhte DOCKS8-Expression tatsachlich
zur verstarkten Zellmigration von CD4*-T-Zellen fuhrt. Die Mutation des Primurus-
Gens fuhrt in den Mausen zu einer funktionellen Veranderung bei der Aktivierung von
CDc42, die bei spontan auftretenden Erkrankungen bisher so nicht beschrieben ist.
Des Weiteren wurde anhand dieser Studie postuliert, dass mit der reduzierten
DOCK-Aktivitat der DOCKS8PPi-Mause eine verminderte Aktivitait von CDc42
einhergeht, die in einer reduzierten Zellmigration resultiert (Xu et al.,, 2017). In
unseren Untersuchungen wurde CDc42 hingegen in den PBL an ERU erkrankter
Pferde als Interaktionspartner von DOCKS8 detektiert (vgl. Kap. 4.3). Dies kénnte

darauf hindeuten, dass gerade im Verlauf der Erkrankung eine vermehrte Aktivitat
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von CDc42 in Interaktion mit DOCKS8 aulftritt, die zu einer vermehrten T-Zell-Migration
fuhrt.

Trotz des wachsenden Interesses an DOCKS, in zahlreichen kirzlich veroffentlichten
Studien (Janssen et al.,, 2016, Keles et al.,, 2016, Xu et al.,, 2017), sind die
Immunfunktionen des Proteins noch nicht vollstédndig geklart. Um die Funktion von
DOCKS in Pferdezellen n&her zu charakterisieren, wurden mittels Immunprézipitation
und massenspektrometrischer Analyse Interaktionspartner von DOCKS8 identifiziert
(vgl. Kap. 4.2). Unter den 126 interagierenden Proteinen, war auch ein von uns
bereits im Zusammenhang mit der ERU beschriebener Kandidat, Talin 1 (Degroote
et al.,, 2012, Degroote et al., 2013) (vgl. Kap. 4.2). Eine Protein-Protein-Interaktion
zwischen DOCKS8 und Talin 1 ist beim Menschen bereits in natirlichen Killerzellen
beschrieben (Ham et al., 2013). Bei der Untersuchung dieser Interaktion wurde
mittels Immunpréazipitation ein DOCK8-Komplex in YTS-Zellen, einer humanen
NK-Tumor-Zelllinie, mittels nachfolgender massenspektrometrischer Analyse
identifiziert (Ham et al., 2013). Zu diesem Komplex gehdrten, neben DOCKS8 selbst,
das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein und Talin1 (Ham et al.,, 2013). Bei der
Untersuchung des DOCKS-Interaktoms im Rahmen dieser Arbeit wurden neben
Talin 1 noch 124 weitere potenzielle Interaktionspartner identifiziert (vgl. Kap. 4.2).
Dies zeigt, dass DOCKS8 ein weitaus grol3eres Interaktionsnetzwerk aufweist, als
bisher beschrieben. Die Charakterisierung der interagierenden Proteine von DOCKS8
ermdglicht es, eine tiefergehende Analyse der funktionellen Bedeutung von DOCKS8
in equinen PBL zu erzielen. Talin 1 ist ein Protein, das Uber die Bindung an B-Integrin
als wichtiges Signalpeptid bei der Integrin-Aktivierung fungiert (Tadokoro et al., 2003,
Nieswandt et al.,, 2007, Calderwood et al., 2002). In frGheren Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe konnte eine signifikante Expressionsminderung von Talin 1 in
den Granulozyten an ERU erkrankter Pferde festgestellt werden (Degroote et al.,
2012). Diese Befunde lieRen auf eine veranderte B-Integrin Aktivierung in den
Granulozyten an ERU erkrankter Pferde schlieen, die Einfluss auf zahlreiche
Prozesse wie Zelladhasion, Zellmigration und die Regulation der Immunantwort
nimmt (Degroote et al., 2012). DOCK8 konnte eine entscheidende Rolle bei der
Regulierung der Talin 1-Funktionen einnehmen und damit ein Schllisselelement im
Netzwerk von Integrinen und Aktin-Zytoskelett darstellen. Besonders interessant ist
die Rolle der beiden interagierenden Proteine DOCKS8 und Talin 1 in den T-Zellen

gesunder und erkrankter Pferde. Die Bedeutung beider Proteine in der Regulation
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des Zytoskeletts kénnte im Rahmen der Pathogenese der ERU fir die Funktionen
von T-Zellen interessant sein. Die bisherigen proteomischen Analysen der T-Zellen
an ERU erkrankter Pferde zeigten, dass vor allem Proteine, die entscheidend fir die
Organisation des Aktin-Zytoskeletts sind wie Septin 7 (Degroote et al., 2012), HCLS1
(vgl. Kap. 4.1.1.2) oder DOCKS (vgl. Kap. 4.1.2.3), differentiell exprimiert werden. Die
Protein-Protein-Interaktion von DOCK8 und Talin 1 in equinen T-Zellen kdnnte bei
einer reduzierten DOCK8-Expression demnach zu einer abweichenden Funktion von
Talin 1 fihren. Als Folge konnte eine veranderte Zelladhasion, Zellmigration und
Immunantwort bei an ERU erkrankten Pferden auftreten.

Des Weiteren befand sich unter den Interaktionspartnern von DOCKS8 in equinen
PBL auch HCLS1 (vgl. Kap. 4.2). Diese Protein-Protein-Interaktion wurde von uns
erstmalig beschrieben. Dem F-Aktin Bindungsprotein HCLS1, das von uns bereits als
Septin 7-Interaktorprotein identifiziert wurde (vgl. Kap. 4.1), werden zahlreiche
Funktionen in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts, der Zellmigration und der
Bildung der immunologischen Synapse zugeordnet (Gomez et al., 2006, Carrizosa et
al., 2009). HCLS1 weist zu seinem potentiellen Interaktionspartner DOCKS
funktionelle Gemeinsamkeiten auf. Beide Proteine nehmen eine Rolle bei der
Organisation des Aktin-Zytoskeletts und bei immunologischen Prozessen ein
(Carrizosa et al., 2009, Janssen et al., 2016).

Uber die Analyse der interagierenden Signaltransduktionsmolekille in den PBL
gesunder und an ERU erkrankter Pferde ermittelten wir die maoglichen
Funktionsunterschiede von DOCK8 und Septin 7 im Rahmen der Erkrankung.
Interessanterweise konnten wir bei beiden Phanotypen abweichende Protein-Protein-
Interaktionen von DOCKS8 und Septin 7 identifizieren (vgl. Kap.4.3). Das lasst darauf
schlielBen, dass durch beide Proteine im Verlauf der ERU Abweichungen in der
Beeinflussung von inter- und intrazellularen Signalwegen auftreten. Dies kénnte zum
einen eine Aktivierung unterschiedlicher Signaltransduktionswege von Septin 7
beziehungsweise DOCK8 beinhalten oder zum anderen eine abweichende
Aktivierung der beiden Proteine durch interagierende Proteine. Unter den in PBL
gesunder Pferde identifizierten potentiellen Interaktionspartnern von Septin 7, waren
drei Signaltransduktionsmolekile, in PBL an ERU erkrankter Pferde zusatzlich zwel
weitere (vgl. Kap. 4.3.1). Diese zwei abweichenden Signaltransduktionsmolekule, die
in den PBL an ERU erkrankter Pferde identifiziert wurden, waren Ras Guanyl
releasing protein 2 (RasGRP2) und CDc42 (vgl. Tab. 4.4).
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CDc42 ist eine kleine GTPase, die in zahlreichen zellularen Signalwegen beteiligt ist
und Prozesse, wie Zellmorphologie, Zellmigration, Endozytose und Zellzyklus
reguliert (Joberty et al., 2001). Das Protein ist in Hefe und humanen Zellen bereits
als Interaktionspartner von Septin 7 bekannt (Joberty et al., 2001, Sadian et al.,
2013). Die bisherigen Studien zu dieser Interaktion konnten zeigen, dass CDc42 in
Hefe und humanen Zellen eine bedeutende Funktion bei der Regulation von Septin 7
einnimmt (Joberty et al., 2001, Sadian et al., 2013). Die von uns erstmalig entdeckte
Protein-Protein-Interaktion von CDc42 und Septin 7 in Pferdezellen lasst zunéchst
auf ahnlich strukturierte Komplexe von Septin 7 in equinen und humanen Zellen
schlieBen. Jedoch wurde diese Interaktion ausschliel3lich in den PBL erkrankter
Pferde nachgewiesen, nicht in den PBL gesunder Pferde. Ein Grund dafur kénnte
eine transiente Interaktion von Septin 7 und CDc42 in equinen PBL sein, die in den
Zellen erkrankter Pferde Funktionsunterschiede bewirkt. Diese Unterschiede konnten
auf einer abweichenden Aktivierung von Septin 7 durch CDc42 im Verlauf der ERU
basieren.

Einen weiteren Hinweis auf eine differentielle Aktivierung von Septin 7 in den PBL
erkrankter Pferde gab die Identifikation des RasGRP2. Dieses Protein fungiert in
humanen Zellen als Guanin-Nukleotid-Exchange Faktor, der kleine GTPasen wie
Ras und Rap aktiviert (Takino et al., 2013). In humanen Lymphozyten wurden dem
Protein durch die Interaktion mit Rap unter anderem eine Rolle bei der Stabilisierung
der Bindung an Antigen-prasentierende Zellen zugeordnet (Stone, 2011). Detaillierte
Studien zur Expression oder Funktionen des Proteins in humanen Zelllinien oder
Zellen anderer Spezies existieren bisher nicht. Auch wurde bisher keine Assoziation
von RasGRP2 mit immunmediierten Erkrankungen hergestellt
(PubMed-Recherche: Marz 2017). Damit wurde das Protein von uns erstmalig im
Zusammenhang mit einer Autoimmunerkrankung detektiert. Wie auch die von
RasGRP1 aktivierten Proteine Ras und Rap, stellt Septin 7 eine GTPase dar,
weshalb diese Interaktion besonders interessant ist. Bisher wurde keine Protein-
Protein-Interaktion zwischen RasGRP2 und Septin 7 beschrieben
(PubMed-Recherche: Marz 2017). Auch zur Funktion in equinen Leukozyten war
Uber dieses Protein nichts bekannt. Diese von uns erstmals detektierte Protein-
Protein-Interaktion zwischen RasGRP2 und Septin 7 in den PBL erkrankter Pferde
konnte darauf hindeuten, dass RasGRP2 im Verlauf der Pathogenese eine Rolle bei

der Aktivierung von Septin7 spielt. Zukinftig kdnnten differentielle
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Expressionsanalysen von RasGRP2 in den PBL gesunder und an ERU erkrankter
Pferde neue Hinweise Uber die Expressionsstarke in unterschiedlichen
Zellpopulationen im Rahmen einer spontan auftretenden Autoimmunerkrankung
erzielen.

Auch unter den Protein-Protein-Interaktionen von DOCK8 gab es Abweichungen der
interagierenden Signaltransduktoren zwischen den PBL gesunder und erkrankter
Pferde. Wahrend in den PBL gesunder Pferde funf interagierende
Signaltransduktionsmolekiile von DOCKS8 identifiziert wurden, waren es bei an ERU
erkrankten Pferden insgesamt zehn. Interessanterweise gehorten die bei an ERU
erkrankten Pferden zusatzlich detektierten Interaktionspartner hauptséchlich
Molektlen an, die Einfluss auf die Aktivitdt von GTPasen ausiben. Darunter waren
Guanine nucleotide-binding protein G(I) subunit alpha-2, Ras related protein RAP-1B
und Ras GTPase-activating protein 3, die von uns erstmalig in equinen Zellen
detektiert wurden. Diese Proteine gehdren zur Ras-Superfamilie der GTP-bindenden
Proteine (Vigil et al., 2010). Zu dieser Familie gehdren auch GTP-bindende Rho-
Proteine, deren Interaktion mit DOCKS8 bereits bekannt ist (Ruusala and Aspenstrom,
2004). Unter den neu identifizierten Interaktionspartnern befanden sich in den PBL
an ERU erkrankter Pferde GTPase-aktivierende Proteine, die durch die
Hydrolisierung von GTP zu GDP am G-Protein eine inaktivierende Funktion
einnehmen (Vigil et al., 2010). Interessanterweise fungiert DOCK8 als Guanosine
triphosphate Exchange Factor (GEF), der einen Gegenspieler zu GTPase-
aktivierenden Proteinen darstellt (Ruusala and Aspenstrom, 2004). Eine vermehrte
Interaktion zwischen DOCK8 und GTPase-aktivierenden Proteinen in den PBL an
ERU erkrankter Pferde konnte mdglicherweise auf eine Hemmung der GEF-Aktivitat
von DOCKS hindeuten und Abweichungen in der Signaltransduktion hervorrufen.
Unter den in beiden Phéanotypen auftretenden DOCKS8-Interaktoren waren weitere
Signaltransduktionsmolekiile, die aufgrund ihrer beschriebenen Funktionen fir die
Pathogenese der ERU interessant sein konnen. Einer dieser DOCKS-
Interaktionspartner, der sowohl in den PBL gesunder, als auch in den PBL an ERU
erkrankter Pferde identifiziert wurde, war die Janus-Kinase 3 (JAK-3). Diese Tyrosin-
Protein-Kinase erflllt essentielle Funktionen in der zellularen Signaltransduktion in
hamatopoetischen Zellen (Haan et al.,, 2011). JAK3 wird von Zytokinen, die
yc-Rezeptoren aufweisen, aktiviert und stellt somit Bindungsstellen fur STAT-
Proteine bereit (Gomez-Valades et al., 2012). Der JAK3-STAT-Signalweg ist ein
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bedeutender Schritt fir immunologische Prozesse und Stdérungen dieser
Signaltubertragung fiihren zu Immundefekten (Ripoll et al., 2016). Die Interaktion von
JAK3 und DOCKS stellt einen sehr interessanten Befund dar und eine funktionelle
Charakterisierung dieser deskriptiven Daten im Rahmen der ERU kodnnte in
zukUnftigen Studien weitere Erkenntnisse Uber die Signalwege von DOCKS8 und
JAK3 im Laufe einer spontan auftretenden Autoimmunerkrankung liefern. Eine
Moglichkeit die Rolle von JAK3 im Rahmen der ERU né&her zu charakterisieren, ware
eine differentielle Expressionsanalyse des Proteins in den PBL gesunder und an
ERU erkrankter Pferde. Auf diese Weise kdonnten erste Hinweise dariiber gewonnen
werden, ob JAKS3 unterschiedlich exprimiert wird und damit auch Folgen fur die
zellulare SignalUbertragung im JAK3-STAT-Signalweg entstehen.

Ein weiteres Interaktorprotein von DOCKS, das ebenfalls am JAK-STAT-Signalweg
mitwirkt, war STAT1. Das Protein wurde nicht nur in den PBL erkrankter Pferde als
DOCKS-Interaktorprotein identifiziert, sondern auch als Septin 7-Interaktorprotein in
den PBL beider Phanotypen (vgl. Kap. 4.3). Beim Menschen werden STAT1, als
zytokinreguliertem Transkriptionsfaktor, in Lymphozyten bedeutende Funktionen in
der Signaltransduktion zugeordnet (Kuuliala et al.,, 2016). Eine besonders
interessante Funktion von STAT1 im Hinblick auf die Pathogenese der ERU ist die
bedeutende Rolle des Proteins in murinen Lymphozyten bei der Differenzierung von
Thl-Effektorzellen und bei der Hemmung von Th17-Zellen (Stumhofer et al., 2006).
Das Protein wurde erstmalig von uns als Interaktionspartner sowohl von Septin 7 in
den PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde als auch von DOCKS8 in den PBL
erkrankter Tiere identifiziert (vgl. Kap. 4.3). Da zum einen die Beteiligung einer
Thl-Immunantwort (Gilger et al., 1999) und zum anderen auch die Ausbildung einer
Th1l7-Immunantwort bei der ERU diskutiert wird (Regan et al.,, 2012), ist die
Identifikation von STAT1 als Interaktor von DOCK8 und Septin 7 in diesem
Zusammenhang von besonderem Interesse. In humanen T-Zellen wurde eine
Protein-Protein-Interaktion von DOCK8 und einem anderen Protein der
STAT-Familie, STAT3, beschrieben (Keles et al., 2016). Diese Interaktion war von
grolem Interesse, da eine Loss-of-Function-Mutation des STAT3-Gens mit der
autosomal dominanten Form des HIES assoziiert ist und damit eine Homologie zum
DOCKS8-Defekt aufweist (Keles et al., 2016). In beiden Krankheitsbildern sind
Haut- und Atemwegsinfektionen und ein hoher IgE-Spiegel charakteristisch (Keles et

al., 2016). Eine weitere Gemeinsamkeit beider Syndrome ist die eingeschrénkte
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Differenzierung von Thl7-Zellen (Tangye et al.,, 2016, Keles et al.,, 2016).
Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass DOCKS8 in seiner Funktion als
Guanin-Exchange-Faktor die Aktivierung und nukleare Translokation von STAT3
mediiert und damit auch die Zytokin-abh&ngige Differenzierung zu Thl7-Zellen
beeinflusst (Keles et al., 2016). Damit wurden in dieser Studie Informationen tber die
Rolle von DOCK8 in einem STAT-Signalweg generiert, die sich auf die
Differenzierung der Th-Zellen auswirkt (Keles et al., 2016). Es konnte dabei
ausschlieBlich eine Protein-Protein-Interaktion zwischen DOCK8 und STAT3
nachgewiesen werden, jedoch keine Interaktion zwischen DOCK8 und STAT1 (Keles
et al., 2016). Die Untersuchung dieser Protein-Protein-Interaktionen erfolgte nicht wie
im Rahmen unserer Arbeit mittels Immunprazipitation und massenspektrometrischer
Analyse, sondern ausschlief3lich mittels Ko-Immunprazipitation und anschlie3ender
Darstellung im Western Blot (Keles et al., 2016). Die in unserer Arbeit angewandte
Methode zur ldentifikation von Protein-Protein-Interaktionen ist ein sehr effektives
und sensitives Verfahren, das gegenuber dem Western Blot einige Vorteile aufweist.
Nach der Identifikation der Protein-Protein-Interaktion mittels Immunprazipitation und
nachfolgender LC-MS/MS Massenspektrometrie, wurde die Interaktion der Proteine
DOCKS8 und Septin 7 mit STAT1 durch erneute Immunprazipitation und Darstellung
iIm Western Blot eindeutig verifiziert (vgl. Kap. 4.4.2). Durch die Identifikation von
STAT1 als Interaktionspartner von DOCK8 und Septin7 sowohl mittels
Massenspektrometrie als auch im Western Blot in zwei unabhangigen
Immunprazipitationen, konnten wir das Spektrum der bisher beschriebenen
Protein-Protein-Interaktionen erweitern.

Insgesamt ermoglichte die Analyse der Protein-Protein-Interaktionen von Septin 7
und DOCK8 mit Signaltransduktionsmolekiilen die Identifikation neuer, noch nie
beschriebener Interaktionen. Fir eine nahere  Charakterisierung  der
Interaktionsproteine, die maoglicherweise weitere Hinweise auf
Pathogenese-assoziierte Mechanismen geben kann, kdmen mehrere interessante
Kandidaten in Frage. So waren Expressionsanalysen von Proteinen wie RasGRP2,
JAK3 sowie STAT1 und ILK besonders interessant, da diese Kandidaten bedeutende
Funktionen in der zellularen Signalibertragung und im Immunsystem einnehmen.
Jedoch stehen wir bei unseren Experimenten mit equinen PBL immer wieder
technischen Herausforderungen gegenuber, die durch Limitationen spezifischer

gegen das Pferd gerichteter Antikorper bedingt sind. Aus diesem Grund wahlten wir
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fur eine weitere Charakterisierung STAT1 wund ILK aus. Fur deren
Expressionsanalyse standen Antikorper zur Verflgung, bei denen eine
Kreuzreaktivitat mit equinem STAT1 und ILK beschrieben ist.

Aufgrund der umfassenden Funktionen von STAT1, das bei der Differenzierung der
Th-Immunantwort entscheidend beteiligt ist (Stumhofer et al., 2006), war die
Expressionsanalyse des Proteins in den PBL gesunder und erkrankter Pferde von
Interesse, um Hinweise auf Pathogenese-assoziierte Mechanismen bei der ERU zu
gewinnen. Das Protein konnte in allen Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten
gesunder Pferde mit einer hohen Expressionsstarke detektiert werden
(vgl. Kap. 4.5.1). Um herauszufinden, ob STAT1 in der Pathogenese der ERU
maoglicherweise eine abweichende Immunantwort auslost, war vor allem die
differentielle Expressionsanalyse des Proteins in equinen PBL von Interesse (vgl.
Kap. 4.5.2). STAT1 wurde in den PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde ohne
Abweichungen der Expressionsstarke detektiert (vgl. Kap. 4.5.2). Interessanterweise
wurde jedoch in den PBL erkrankter Pferde eine verstarkte Phosphorylierung von
STAT1 am Tyrosin 701 (Tyr 701) detektiert (vgl. Kap. 4.5.3). Beim Pferd ist bisher
nicht bekannt, welche Folgen diese Phosphorylierung fiir die Funktionen von STATL1
hat. Beim Menschen fuhrt die Phosphorylierung am Tyrosin 701 zur Aktivierung von
STAT1 (Ren et al., 2016). Eine solche Aktivierung von STAT1 kann im Verlauf des
JAK/STAT-Signalwegs initiiert werden (Alves de Medeiros et al.,, 2016). Dieser
Signalweg ist fur die zellulare Immunfunktion essentiell, da hier Informationen
extrazellularer Signale in den Zellkern weitergeleitet werden (Hurtado-Guerrero et al.,
2017). Dort wird Uber die Transkription der DNA eine Effektorfunktion ausgeldst
(Alves de Medeiros et al.,, 2016). Die Signale werden durch die Bindung von
Zytokinen, wie Interferone und Interleukine, an ihre  spezifischen
Transmembranrezeptoren ausgelost und initiieren die Aktivierung der JAK-Proteine
(Alves de Medeiros et al.,, 2016). Die aktivierten JAK-Proteine phosphorylieren
Tyrosinreste an den Rezeptoren und bilden damit Bindungsstellen fir STAT-Proteine
(Alves de Medeiros et al., 2016). Die STAT-Proteine werden durch diese Bindung
wiederum von JAK-Proteinen phosphoryliert und |6sen im nun aktivierten Zustand die
Transkription am Zellkern aus (Alves de Medeiros et al.,, 2016). Aus murinen
Zelllinien ist bekannt, dass die Aktivierung von STAT-Proteinen im Allgemeinen eine
Signalkaskade zahlreicher Zytokine auslost und eine bedeutende Rolle bei der

Differenzierung von Th-Zellen aufweist (Fang et al., 2015). Bisher ist nicht bekannt,

128



Diskussion

welche Funktion STAT1 bei der Th-Zell-Differenzierung in Pferdezellen einnimmt. Im
Mausmodell aber konnte gezeigt werden, dass IFNy die Phosphorylierung von
STAT1 initiiert, wodurch eine Transkription Thl-spezifischer Gene und die
Expression von IL-12Rp und T-bet ausgel6st wird (Afkarian et al., 2002). Durch ein
positives Feedback verstarkt die Expression dieser Proteine wiederum die
Differenzierung von Thl-Zellen (Afkarian et al., 2002). In weiteren Studien konnte
anhand eines STAT1”7 Mausmodells gezeigt werden, dass die Differenzierung von
Thl7-Zellen durch die STAT1-abh&angige Produktion von IL-27 gehemmt wird
(Stumhofer et al., 2006).

Ein Unterschied der Abundanz von pSTAT1 wurde beim Menschen bereits in
Assoziation mit zahlreichen Autoimmunerkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis,
der inflammatorischen Bowel Disease und der MS (Frisullo et al., 2006) beschrieben.
In den T-Zellen von MS-Patienten wurde wahrend eines inflammatorischen Schubs
in der Durchflusszytometrie eine signifikante Expressionssteigerung von pSTAT1
festgestellt (Frisullo et al., 2006). Als Vergleich dienten die Expressionsstarke von
pSTATL1 in den T-Zellen einer Kontrollgruppe und die ermittelte Expressionsstarke
von pSTAT1 in den T-Zellen von MS-Patienten in der Remissionsphase (Frisullo et
al., 2006). Die erhthte Expressionsstarke von pSTAT1 geht in humanen und murinen
Zellen mit einer Expressionssteigerung von T-bet einher, einem Transkriptionsfaktor,
der in zahlreiche Prozesse der angeborenen und adaptiven Immunantwort involviert
ist und die Differenzierung von Thl-Zellen initiiert (Kanhere et al., 2012). Indem T-bet
Uber eine positive Feedback-Schleife die Produktion von IFNy stimuliert und eine
verstarkte Produktion von IL-12 auslost, erfolgt eine vermehrte Bildung von
Thl-Zellen, wobei dieser Prozess auch unabhangig von IFNy stattfinden kann
(Ylikoski et al., 2005). Die verstarkte Phosphorylierung von STAT1 in den PBL an
ERU erkrankter Pferde konnte zu einer Thl-Immunantwort fihren. Ein &ahnlicher
Befund wurde von unserer Arbeitsgruppe kirzlich im Rahmen immunhistologischer
Untersuchungen von intraokularen Lymphfollikeln erhoben, die in den Augen an ERU
erkrankter Pferde detektiert wurden (Kleinwort et al., 2016). Innerhalb der
Lymphfollikel, in denen hauptsachlich CD4*-T-Zellen vorlagen, wurde ein hoher
Anteil von pSTAT1* T-Zellen detektiert, der wiederum fur eine Beteiligung der
Thl-Immunantwort in der Pathogenese der ERU sprach (Kleinwort et al., 2016).

Eine weitere Protein-Protein-Interaktion der beiden Kandidatenproteine Septin 7 und

DOCKS8 wurde von uns erstmalig entdeckt. Das mit beiden Proteinen interagierende
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Signaltransduktionsmolekdl ILK erfillt unter anderem, wie auch seine Interaktoren
DOCKS8 und Septin 7, essentielle Funktionen in der Organisation des Zytoskeletts
von Leukozyten (Liu et al., 2005). Mittels Immunprazipitation und nachfolgender
Massenspektrometrie konnten wir das ko-prazipitierte Interaktorprotein von Septin 7
und DOCKS8 in equinen PBL identifizieren und die Interaktion anschlie3end mittels
erneuter Immunpréazipitation im Western Blot verifizieren. Damit gelang es uns
erstmalig, ILK in Pferdeleukozyten zu detektieren (PubMed-Recherche: Mérz 2017).
Im Rahmen eines Yeast-Two-Hybrid Screens wurde ILK im Jahr 1996 als Interaktor
von B-Integrin aus einer Plazenta-cDNA-Bibliothek entdeckt (Hannigan et al., 1996).
Seitdem ist das ubiquitar exprimierte Protein aufgrund seiner umfassenden zellularen
Funktionen Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte. Der Komplex aus ILK,
PINCH und den a- und B-Parvinen (IPP) fungiert als Signalplattform fur Integrine,
Uber die zahlreiche Signalwege und die Organisation des Aktin-Zytoskeletts mediiert
werden (Honda et al., 2013). Der C-terminalen Kinase Domé&ane kommt in ihrer
Funktion als Serin/Threonin Kinase noch eine weitere Bedeutung zu (Lange et al.,
2009). Durch die Fahigkeit, eine Phosphorylierung anderer Signalmolekile zu
induzieren, greift ILK in wichtige zellulare Prozesse ein (Lange et al., 2009).

Aufgrund der essentiellen Funktionen von ILK in Leukozyten interessierten uns
maogliche Pathogenese-assoziierte Expressionsanderungen in den PBL an ERU
erkrankter Pferde. Die differentielle Expressionsanalyse von ILK in den PBL
gesunder und an ERU erkrankter Pferde ergab eine signifikant erhodhte
Expressionsstarke des Proteins in den in PBL erkrankter Tiere (vgl. Kap. 4.5.4).
Damit ist es uns erstmalig gelungen eine differentielle Proteinexpression von ILK im
Rahmen einer Autoimmunerkrankung zu detektieren. Die differentielle
Proteinexpression in den Leukozyten erkrankter Pferde kénnte sich auf die zellulare
Signalubertragung und damit auf zahlreiche immunologische Prozesse auswirken.
Die Auswirkungen einer differentiellen Expression von ILK konnten in humanen und
murinen Zellen gezeigt werden (Liu et al., 2005, Friedrich et al., 2002). Die
Expressionssteigerung hatte Auswirkungen auf die Zellbewegung von humanen
Leukozyten. Dies macht den in den PBL erkrankter Pferde erhobenen Befund zur
verstarkten Expression von ILK besonders interessant, da in der Pathogenese der
ERU die Zellmigration eine bedeutende Rolle spielt.

In humanen Leukozyten konnte gezeigt werden, dass die PI3K-abhangige

Aktivierung von ILK in diesen Zellen von Chemokinen induziert wird (Friedrich et al.,
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2002). Eine Expressionssteigerung von ILK fuhrte in dieser Studie zu einer
reduzierten Adhasion von Leukozyten an vaskulare Endothelzellen, die im Laufe des
transendothelialen Migrationsprozesses auftritt (Friedrich et al., 2002). Anhand von
Untersuchungen im Mausmodell wurden, basierend auf den Befunden in humanen
Leukozyten, die Folgen einer differentiellen ILK-Expression auf die Zellbewegung
analysiert (Liu et al., 2005). Dafur wurden gewebsspezifische Knock-Out-
Mausmodelle entwickelt, bei denen durch das Cre/loxP-System das ILK-Gen gezielt
in dem zu untersuchenden Gewebe ausgeschaltet werden kann (Liu et al., 2005)
Durch die Kombination einer [ILK1/ox  Mauslinie mit einer transgenen
Lck-Cre* Mauslinie, wurde eine T-Zell-spezifische Knock-Out-Mauslinie geschaffen,
die es ermoglichte durch die Elimination der ILK-Expression die Funktionen des
Proteins speziell in T-Zellen zu untersuchen (Liu et al., 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass die ausbleibende Expression von ILK unter anderem die Zellbewegung
von T-Zellen beeinflusst (Liu et al., 2005). Die T-Zellen der ILK- Mause zeigten eine
50% geringere Chemotaxis auf die Chemokine CXCL12 und CCL19 als die T-Zellen
der Wildtyp-Mause (Liu et al., 2005). Dies konnte im Umkehrschluss auf eine
vermehrte Zellbewegung von ILK-kompetenten Zellen und dementsprechend einer
verstarkten Transmigration der PBL an ERU erkrankter Pferde hindeuten.

Neben der Rolle in der Zellmigration kommen ILK noch weitere zellulare Funktionen
zu. So konnte anhand des ILK-Knockout-Mausmodells gezeigt werden, dass ILK fur
das Uberleben von T-Zellen essentiell ist (Liu et al, 2005). Bei der
durchflusszytometrischen Analyse der Thymozyten 6-8 Wochen alter Mause fiel eine
verringerte Anzahl der doppelt positiven CD4* CD8"- T-Zellpopulation im Thymus und
eine 4-fach hohere Zelltodrate auf, als beim Wildtyp (Liu et al., 2005). Diese Befunde
beruhten nicht auf Defekten in der Entwicklung von Thymozyten, sondern vermutlich
eher auf einer erhéhten Sterblichkeit doppelt positiver Zellen im Thymus (Liu et al.,
2005). Physiologischerweise haben doppelt positive CD4*CD8*-T-Zellen nur eine
kurze Lebensspanne und treten in der Peripherie nur sporadisch auf (Nascimbeni et
al., 2004). Sie sind entscheidend fur die Ausreifung von T-Zellen im Thymus, indem
sie durch die Bindung an MHCI- und MHCII-Komplexe die positive Selektion initiieren
(Nascimbeni et al., 2004). Eine vermehrte Todesrate doppelt positiver T-Zellen, die
auf einem Knockout von ILK basiert, kann also Folgen fur die Ausreifung von
T-Zellen haben. Die in den PBL der an ERU erkrankter Pferde detektierte

Expressionssteigerung von ILK kénnte mdglicherweise ebenfalls auf die
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T-Zellentwicklung im Thymus Einfluss nehmen. In diesem Organ wird die zentrale
Toleranz induziert, die fur die Eliminierung der in der ERU vermehrt auftretenden
autoreaktiven T-Zellen entscheidend ist. Im Rahmen weiterer Untersuchungen zur
Auswirkung einer verstarkten ILK-Expression, konnten durchflusszytometrische
Analysen von equinen PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde Aufschluss
dariber geben, ob eine veranderte Proteinabundanz Einfluss auf die CD4*-, CD8*-

und CD4*CD8*-T-Zellpopulationen beider Phanotypen nimmt.

Zusammenfassend wurden in dieser Studie neue Informationen Uber die
Funktionsunterschiede von Septin7 und DOCK8 im Rahmen der equinen
rezidivierenden Uveitis, einem Uberaus geeigneten Modell fir die humane
autoimmune Uveitis, gewonnen. Die im Rahmen dieser Arbeit erstmals entdeckte
Protein-Protein-Interaktion zwischen beiden Kandidatenproteinen erbrachte neue
Erkenntnisse lUber Pathogenese-assoziierte Mechanismen, die mit einer
abweichenden Immunantwort und strukturellen Anderungen des Aktin-Zytoskeletts
einhergehen. Durch die Identifikation interagierender Signaltransduktionsmolekile in
den PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde wurden Abweichungen bei beiden
Phanotypen detektiert, die auf funktionelle Unterschiede von Septin 7 und DOCKS8
bei der Erkrankung hindeuten. Die erstmals durchgefiihrte differentielle
Expressionsanalyse von DOCKS8 sowie den interagierenden
Signaltransduktionsmolekilen in equinen PBL ermdglichte die Identifikation weiterer
Proteine mit abweichender Abundanz, die die bisherigen Erkenntnisse zur
Expressionsminderung von Septin 7 erweiterten. Die Expressionsminderung von
DOCKS8 sowie die Expressionssteigerung von pSTAT1 und ILK konnten damit
Auswirkungen auf zahlreiche zellulare Prozesse wie Zellmigration, Signalliibertragung
und Immunantwort nehmen. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen
zur Aufklarung der ERU bei und geben dartber hinaus wertvolle Informationen tber
die Funktionen von DOCK8 und Septin 7, die fur die immunologische Forschung

bedeutsam sind.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine hochpravalente, wiederkehrende
Augenentziindung des Pferdes, die unbehandelt mit dem vollstandigen Visusverlust
des betroffenen Auges einhergeht. Im Verlauf der Erkrankung infiltrieren autoreaktive
T-Lymphozyten das Auge und fuhren dort zur Zerstorung der Retina. Durch ihre
Symptomatik und ihren spontanen Charakter stellt die ERU ein Uberaus geeignetes
Tiermodell fir die autoimmune Uveitis des Menschen dar.

In frlheren Studien unserer Arbeitsgruppe wurde in den Lymphozyten an ERU
erkrankter Pferde eine Expressionsminderung von Septin 7 festgestellt, die
ursachlich fur eine vermehrte Zellmigration in das Auge sein konnte. Darauf
basierend war es nun Ziel dieser Arbeit, die Funktion von Septin 7 Uber sein
Interaktom n&her zu charakterisieren und die Rolle der interagierenden Proteine zu
analysieren.

Unter den 73 potentiellen Interaktorproteinen von Septin 7 befanden sich zahlreiche,
noch nie als Septin 7-Interaktoren beschriebene Kandidatenproteine. Die neu
detektierten  Protein-Protein-Interaktionen mit den  strukturgebenden und
signaluibertragenden Proteinen HCLS1 und DOCKS8, ermdglichten die nahere
funktionelle Charakterisierung von Septin 7. Sowohl HCLS1, als auch DOCKS8
nehmen eine Rolle bei der Organisation des Aktin-Zytoskeletts und zahlreichen
Prozessen im Immunsystem ein. Demnach koénnte die von uns detektierte
gesteigerte Expression von HCLS1 in den PBL an ERU erkrankter Pferde im Verlauf
der Erkrankung zur vermehrten Migration von Immunzellen in das Auge beitragen.
DOCKS8 wurde hingegen mit verminderter Abundanz bei PBL an ERU erkrankter
Pferde nachgewiesen. Diese Expressionsédnderung konnte ebenfalls Folgen fir die
Zellmigration haben und zudem die Zellplastizitat und die Immunantwort in an ERU
erkrankten Pferden beeinflussen. Die funktionelle Rolle dieser Septin 7-Interaktoren
soll zuklnftig aufgrund ihrer mdglichen Auswirkungen auf Zellmigration,
Immunantwort und zellulare Signallibertragung ndher analysiert werden.
Funktionsunterschiede von Septin 7 und DOCK8 bei gesunden und an ERU
erkrankten Pferden wurden in dieser Arbeit durch die Identifikation von
interagierenden  Signaltransduktionsmolekilen untersucht.  Signaltransduktions-

molekdle sind fur zellulare Prozesse essentiell, da sie Signale intra- und interzellular
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weiterleiten und Uber die Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren
unterschiedliche biologische Pfade initiieren. In den PBL an ERU erkrankter Pferde
wurden einige abweichende Interaktionspartner von sowohl Septin 7 als auch
DOCK8 wie CDc42 und Ras Guanyl realeasing Protein 2 identifiziert. Diese
Abweichungen lassen darauf schlieBen, dass die Beeinflussung von
Signaliibertragungswegen durch beide Proteine bei der Erkrankung unterschiedlich
ablauft.

Aufgrund ihrer in anderen Modellen beschriebenen Immunfunktionen und zur
Verfigung stehender Antikorper wahlten wir zunachst die mit Septin 7 und DOCKS8
interagierenden Signaltransduktionsmolekile STAT1 und ILK flr eine néhere
Charakterisierung in den Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde.
Interessanterweise wurde in den PBL erkrankter Pferde eine vermehrte
Phosphorylierung (Tyr701) von STAT1 festgestellt. Dies weist eine posttranslationale
Modifikation nach, die zu einer Aktivierung von STAT1 in den PBL erkrankter Pferde
und damit zu einer abweichenden Th-Immunantwort fihren kdnnte. ILK wurde in den
PBL an ERU erkrankter Pferde signifikant starker abundant nachgewiesen. Diese
Expressionsanderung kénnte eine abweichende zellulare Signaliibertragung und
Immunantwort, sowie strukturelle Anderungen des Aktin-Zytoskeletts in den
Immunzellen erkrankter Pferde nach sich ziehen, was zukinftig weiter untersucht
werden soll.

Die in dieser Studie erhobenen Befunde Uber die Protein-Protein-Interaktionen und
Expressionsanderungen von Proteinen mit interessanten Immunfunktionen
erbrachten neue Erkenntnisse Uber die molekularen Mechanismen im Rahmen einer
spontan auftretenden Autoimmunerkrankung und bilden Grundlagen fir weitere

funktionelle Analysen.
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7 SUMMARY

Equine recurrent uveitis (ERU), an autoimmmune disease affecting horses world-
wide, is associated with remitting painful attacks of the inner eye, eventually leading
to blindness. During uveitic attacks, activated peripheral-blood derived T-lymphocytes
infiltrate the eye by crossing the blood-retinal barrier and destruct their main target,
the retina. ERU represents a valuable model for autoimmune uveitis in man, since
both spontaneously developing diseases share many clinical and pathologic features.
We previously identified decreased Septin 7 expression in PBL of ERU horses,
pointing to changes in migration ability of these cells. Since the impact of Septin 7
expression changes on horse lymphocytes is yet to be unraveled, the aim of this
study was to further characterize Septin 7 by identifying interacting proteins.
Amongst the 73 identified interactors we detected many novel proteins which have
not been described as Septin 7 interactors before. Especially the newly detected
protein-protein-interactions with HCLS1 and DOCKS revealed further insights into the
functional role of Septin 7. HCLS1 as well as DOCK8 showed to be involved in
regulation of the cytoskeleton and many other immunological processes.
Consequently, the increase of HCLS1 expression in ERU might lead to enhanced
migratory ability of infiltrating lymphocytes. DOCKS8 expression, however, was
dimished in PBL of ERU horses which might have an impact on cell migration,
lymphocyte shape and immune response.

Possible differences in Septin 7 and DOCKS8 function in ERU pathogenesis were
unraveled by investigating protein-protein-interactions of these proteins with signal
transduction molecules in PBL of healthy controls an ERU cases. These signaling
molecules are essential for the transmission of intra- and intercellular signals and for
activation of certain transcription factors, initiating different biological pathways.
Compared to controls, we identified different interaction partners from the
Interactome of Septin 7 and DOCKS8 in ERU, such as CDc42 and Ras Guanyl
releasing protein 2, indicating a deviant influence of both proteins on signaling
pathways in disease.

Due to their roles in immune system previously described in other animal models and
the commercial availability of antibodies, we chose two Septin 7- and DOCKS8-

interactors, STAT1 and ILK, for further characterization in PBL of healthy controls
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and ERU cases. Interestingly, we detected an increase in STAT1 phosphorylation
(Tyr 701) in ERU, indicating a posttranslational modification leading to activation of
STAT1 which might have an impact on a deviant Th-immune response in ERU. ILK
was confirmed to be higher abundant in ERU PBL. Due to its role in signal
transduction, immune response and regulation of the actin-cytoskeleton, this elevated
expression and its possible impact on ERU pathogenesis merits further
investigations.

In this study we attained novel knowledge about protein-protein-interactions and
protein expression changes in ERU, providing new insights in molecular
mechanisms, possibly affecting the pathology of this spontaneously occurring
autoimmune disease. These findings set a valuable basis for further functional
in-depth analyses.
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