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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine immunmediierte, entzindliche
Erkrankung des Auges und betrifft weltweit etwa 10-25 % der Pferde (Paschalis-Trela
et al. 2017; Sandmeyer et al. 2017). Die Erkrankung zeichnet sich durch spontane,
wiederkehrende Inflammationsschibe aus, wodurch intraokulare Strukturen
zunehmend zerstért werden und letztendlich zu einem vollstandigen Sehverlust fihren
konnen (Gerding and Gilger 2016). Die Atiologie der ERU konnte bislang noch nicht
vollstandig geklart werden, Studienergebnisse zeigen jedoch, dass es sich um eine T-
Zell-mediierte Autoimmunerkrankung handelt bei der autoreaktive T-Zellen okulare
Autoantigene angreifen (Schauer et al. 2018). Zudem stellt die ERU das einzig
spontane Tiermodell der autoimmunen Uveitis des Menschen dar (Deeg et al. 2008).
Durch bislang unbekannte Mechanismen sind aktivierte T-Zellen in der Lage die Blut-
Retina-Schranke (BRB) zu tberqueren und das Auge zu infiltrieren (Degroote et al.
2017). Da die Migration in das Auge eine Schlusselrolle bei der Pathogenese der ERU
darstellt, wurde in dieser Arbeit das Migrationsverhalten von PBL augengesunder und
von an ERU erkrankten Pferden innerhalb einer dreidimensionalen, kollagendichten
Umgebung untersucht. Von besonderem Interesse war dabei die Rolle von Septin 7,
da dieses Protein bei der Organisation des Zytoskeletts und der Zellmigration wichtige
Funktionen einnimmt (Beber et al. 2019; Neubauer and Zieger 2017) und in PBL von
an ERU erkrankten Pferden geringer exprimiert wurde (Degroote et al. 2014). Des
Weiteren wurde die Rolle bestimmter Interaktionsproteine von Septin 7 und DOCKS8
naher untersucht, die das Migrationsverhalten equiner PBL beeinflussen kénnten.
Neben dem Migrationsverhalten kénnte zudem die Rolle des Zellmetabolismus neue
Hinweise fur die Aufklarung Pathogenese assoziierter Mechanismen der ERU liefern.
Da sowohl das Migrationsverhalten von PBL von an ERU erkrankten Pferden als auch
der Zellstoffwechsel potentiell proinflammatorischer T-Zellen in der Pathogenese der
ERU eine Schlisselrolle spielen konnten, war es Ziel dieser Arbeit die
Migrationseigenschaften sowie Stoffwechseleigenschaften equiner PBL erstmals

naher zu charakterisieren.
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2 LITERATUR

2.1 Equine rezidivierende Uveitis (ERU)

2.1.1 Definition und Bedeutung der equinen rezidivierenden Uveitis

Bei der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) handelt es sich um eine bei Pferden
vorkommende, spontan auftretende Organ-spezifische Entzindung der mittleren
Augenhaut, der Uvea (Gilger and Deeg 2011). Zur Uvea zahlen die inneren
Augenstrukturen sowie die Choroidea, der Ziliarkérper und die Iris. Bei einer
Uveoretinitis ist zusatzlich die Retina betroffen (de Andrade et al. 2016). Die ERU
kennzeichnet sich vor allem durch spontan auftretende und wiederkehrende
Entziindungsschiibe eines oder beider Augen und betrifft weltweit etwa 10-25 % der
Pferdepopulation (Paschalis-Trela et al. 2017; Sandmeyer et al. 2017). Unter den
equinen Augenerkrankungen stellt die ERU die haufigste Ursache fiur Erblindungen
der betroffenen Augen dar und geht mit ideellen sowie mit hohen finanziellen Verlusten
einher (Gerding and Gilger 2016). Die Erkrankung tritt bei Pferden jeden Alters auf und
ist unabhangig vom Geschlecht (Sandmeyer et al. 2017). Das Vorliegen einer
genetischen Disposition von an ERU erkrankten, deutschen Warmblutpferden wurde
ermittelt indem Uberprift wurde, ob die ERU vermehrt bei Pferden auftritt, die einen
bestimmten ELA-Haplotyp aufweisen (Deeg, Marti, et al. 2004). Unter den 21
identifizierten ELA-A Haplotypen waren es 40 % der ERU-Pferde die den ELA-A
Haplotyp A9 auf MHC-I-Klasse-Zellen trugen, dieser jedoch bei keinem der
augengesunden Pferde nachgewiesen wurde (Deeg, Matrti, et al. 2004). Somit konnte
bei Warmblutern eine genetische Disposition an ERU zu erkranken mit dem MHC-
Klasse-I-Haplotyp ELA-A9 assoziiert werden (Deeg, Marti, et al. 2004). Weitere
Untersuchungen der genetischen Disposition der ERU bei Warmblitern beruhten
neben den klassischen serologischen Techniken auf der sogenannten genom-wide
association study (GWAS), bei der potentielle Genloci die an der Entstehung der ERU
beteiligt sein konnten, identifiziert wurden (Kulbrock et al. 2013). Auf dem equinen
Chromosom 20 (ECA 20) konnten Einzelnukleotid-Polymorphismen festgestellt
werden, die am nachsten zu den Genloci von IL-17A und IL-17F lokalisiert waren
(Kulbrock et al. 2013). Die Autoren schlussfolgerten, dass die Gene IL-17A und IL-17F
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bei Warmblitern eine Rolle bei der Entstehung der ERU spielen kénnten (Kulbrock et
al. 2013). Bei Pferden, die als Fluchttiere gelten, ist die Sehfahigkeit von grol3er
Bedeutung. Ein Verlust des Augenlichtes kann zu unvorhersehbaren Reaktionen des
Pferdes fuhren und somit nicht nur das Pferd, sondern auch den Reiter und weitere
Unbeteiligte gefahrden. Bei der Erblindung des Pferdes ist aus tierschutzrechtlichen
wie auch aus sicherheitsrelevanten Grinden eine Euthanasie unerlasslich. Die equine
rezidivierende Uveitis stellt zudem ein geeignetes translationales Modell fur die
Erforschung der autoimmunen Uveitis des Menschen dar und ist das einzige spontane
Tiermodell dafur (Deeg et al. 2002).

2.1.2 Klinische Symptome und Therapie der ERU

Die klinischen Erscheinungen der equinen rezidivierenden Uveitis kdnnen sich sehr
vielfaltig aul3ern. Neben dem Vorbericht, aus dem rezidivierende Entziindungsschiibe
an einem oder beiden Augen hervorgehen, ist eine weitreichende Untersuchung der
vorderen und hinteren Augenkammer essentiell flr die Diagnosestellung der ERU
(McMullen and Fischer 2017). Nach Weitstellung der Pupillen kann die
Augenuntersuchung mittels einer Spaltlampe, einem direkten oder indirekten
Ophthalmoskop sowie einem Ultraschallgerat erfolgen (Gilger and Stoppini 2011;
Plummer 2015). Wahrend bei manchen Pferden die an ERU erkrankt sind kaum bis
keine klinischen Symptome auftreten und die Erkrankung vorerst nicht erkannt wird,
zeigen andere Pferde starke Entziindungsreaktionen an einem oder an beiden Augen
(Gilger and Deeg 2011). Die ERU kann anhand der anatomischen Strukturen in eine
vordere, intermediare und hintere ERU eingeteilt werden (Gilger and Deeg 2011).
Neben akuten Entzindungsphasen treten auch symptomfreie Phasen auf, die sich
durch den wiederkehrenden Verlauf abwechseln (Gilger and Deeg 2011). Mit jedem
rezidivierenden Entziindungsschub kommt es progressiv zu einer Zerstérung des
betroffenen Gewebes (Gilger and Deeg 2011). In akuten Phasen sind die entziindeten
Augen meist sehr schmerzempfindlich und Pferde koénnen mit einer starken
Abwehrreaktion bei Beriihrung der Augenumgebung reagieren (Gilger and Michau
2004). Klassische Symptome wéahrend eines akuten Schubes bei Beteiligung der
vorderen Augensegmente wie dem Ziliarkérper und der Iris sind Blepharospasmus,

Epiphora, Photophobie sowie Miosis (Fischer et al. 2019). Zudem fallen oftmals stark
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gerottete Konjunktiven und eine Tribung der Hornhaut auf (Thangadurai et al. 2010).
Neben fokalen Katarakten treten auch Synechien auf, die im spateren Verlauf nur noch
operativ entfernt werden konnen (Fruhauf et al. 1998; Gilger and Michau 2004).
Daruber hinaus kdnnen auch die Strukturen des hinteren Augensegmentes betroffen
sein, was zu Beginn oftmals nicht erkannt wird, da &uf3erlich sichtbare Symptome
sowie Schmerzempfindlichkeit ausbleiben (Gilger and Deeg 2011). Diese Verlaufsform
ist typisch fir die hintere Uveitis (Gilger and Deeg 2011). Die Entzindung und
Gewebsschadigung der im hinteren Augensegment befindlichen Strukturen des
Glaskorpers, der Retina und der Choroidea haben gravierende Auswirkungen.
Letztendlich kann die Degeneration der retinalen Strukturen zur vollstdndigen
Erblindung des Auges fuhren (Gilger and Deeg 2011; Strobel, Wilkie and Gilger 2007).
Da es bislang keine kausale Therapie der ERU gibt, steht an erster Stelle, die
Symptome und ihre Spatfolgen bestmoglich einzuddmmen. Dabei wird eine
nichtinvasive, medikamentbse Therapie oder eine invasive, chirurgische Therapie
beziehungsweise eine Kombination aus beiden Therapieformen gewahlt (Fischer et al.
2019; McMullen and Fischer 2017). Die konservative Therapie beruht auf einer
systemischen, antiinflammatorischen und analgetischen Therapie und auf einer
lokalen, intravitrealen Verabreichung von immunsuppressiven Therapeutika (Gilger
and Michau 2004). Das Immunsuppressivum Ciclosporin A wirkt, indem es die
Produktion von aktivierten T-Helferzellen hemmt und dadurch erneute
Inflammationsschiibe verringert, und hat sich als erfolgsversprechende Therapie
bewahrt (Gerding and Gilger 2016; Gilger et al. 2010). Durch den Einsatz von
antiinflammatorischen, suprachoroidalen Ciclosporin-haltigen Implantaten konnte die
Sehfahigkeit von an ERU erkrankten Pferden erfolgreich verlangert werden (Gilger et
al. 2006; Gilger et al. 2010). Weitere Therapieansdtze mit dem immunsuppressiv
wirkenden Makrolid-Antibiotikum Rapamycin, das durch Komplexbildung mit mTOR
die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen verhindert, wurden in der Humanmedizin
bei Uveitispatienten erfolgreich angewendet (Mikhail and Sallam 2013). Die Therapie
mit Rapamycin wurde bei an ERU erkrankten Pferden jedoch noch nicht angewendet
und misste auf Wirkung und Erfolg untersucht werden. Wird bei an ERU erkrankten
Pferden angenommen, dass eine bakterielle Infektion durch Leptospiren fur die
entzindlichen Schibe verantwortlich ist, kommen Antibiotika zum Einsatz (Brandes et
al. 2007; Launois et al. 2019). Da im Rahmen operativer Eingriffe, der Pars Plana

Vitrektomie (PPV), die verwendeten Glaskorperspullosungen das Aminoglykosid-
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Antibiotika Gentamicin enthalten (Werry and Gerhards 1992), wurde in einer aktuellen
Studie getestet, ob die intravitreale, niedrig-dosierte Injektion von Gentamicin allein als
alternative Therapie der ERU dienen kann (Fischer et al. 2019). Durch intravitreale
Injektion von 4 mg Gentamicin konnte die Rezidiv- und Inflammationsrate bei an ERU
erkrankten Pferde reduziert werden (Fischer et al. 2019). Jedoch ist neben der
kontrovers diskutierten Hypothese, dass die ERU von Leptospiren ausgeltst wird, die
Gabe von Gentamicin umstritten, da Gentamicin starke Nebenwirkungen zeigt und
unter anderem neurotoxisch wirkt (Lindsey and Townes-Anderson 2018).

Zudem konnte die Leptospiren-spezifische Wirkung des Antibiotikums in dieser Studie
nicht sicher nachgewiesen werden, da bei Gber 60 % der untersuchten Glaskorper-
und Blutproben der ERU-Pferde der Leptospiren-Titer negativ war und der Riickgang
der Inflammation nach Gentamicin-Injektion somit auf unbekannten, immunmediierten
Mechanismen beruhte (Fischer et al. 2019). Eine erfolgsversprechende Behandlung
der ERU durch den invasiven, chirurgischen Eingriff der Pars Plana Vitrektomie geht
durch die Entfernung des entzindlichen, veranderten Glaskérpermaterials mit einem
deutlichen Ruckgang der Rezidivrate einher (Gerhards 1997; Werry and Gerhards
1992). Nach der Entfernung von Fibrin, entzindetem und abgestorbenem
Glaskorpergewebe sowie inflammatorischen Zellen wird zum einen die Sehfahigkeit
gesteigert, zum anderen wird der progrediente Krankheitsverlauf mit wiederkehrenden
Schiben eingedammt (Gerhards 1997; Werry and Gerhards 1992). Es muss jedoch
bedacht werden, dass wie bei den meisten operativen Eingriffen, mit intra- und
postoperativen Risiken gerechnet werden muss. So kam es intraoperativ in seltenen
Féllen zu irreversiblen Verletzungen der retinalen Strukturen oder es bildeten sich
postoperative Katarakte aus, die das Sehvermogen der Pferde einschréankten
(Gerhards 1997). Neben der immunsuppressiven Therapie, durch die die
Inflammationen kontrolliert werden koénnen, ist die Vitrektomie eine wirkungsvolle
Therapieform die vor allem in Europa gute Erfolgsraten verschreibt (Spiess 2010).
Dennoch kann die ERU nicht ganzlich geheilt werden, was vor allem am
immunmediierten Krankheitsgeschehen und den noch unbekannten, auslésenden

Mechanismen liegt.
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2.1.3 Atiologie und Pathogenese der ERU

Die initialen Ausléser der equinen rezidivierenden Uveitis konnten bis heute noch nicht
vollstandig aufgeklart werden (Spiess 2010; Witkowski et al. 2016). Die erstmalige
Beschreibung der equinen rezidivierenden Uveitis liegt tber 2000 Jahre zuriick und
wurde als Mondblindheit deklariert (Malalana, Stylianides and McGowan 2015). Diese
Bezeichnung beruhte auf der Annahme, dass die periodisch erscheinenden
Entzindungsschiibe und die damit einhergehende Erblindung mit dem abnehmenden
Mond zusammenhangen konnten (Malalana, Stylianides and McGowan 2015). Seit
Mitte des letzten Jahrhunderts wird die Beteiligung einer bakteriellen Infektion mit
Leptospiren in Betracht gezogen, da in Glaskérperproben an ERU erkrankter Pferde
hohe AntikOrpertiter gegen Leptospiren gefunden wurden (Sauvage et al. 2019).
Zunehmend hat sich in den vergangenen Jahren jedoch erwiesen, dass es sich bei
der ERU um eine immunmediierte, genauer gesagt eine T-Zell mediierte Erkrankung
handelt (Degroote et al. 2017; Schauer et al. 2018). Die krankheitstypischen Merkmale
wie die spontan auftretenden und wiederkehrenden Inflammationen sowie erfolgreiche
Therapieansatze mit immunsupprimierenden Therapeutika sprechen fur ein
autoimmunmediiertes Geschehen (Deeg 2008; Malalana, Stylianides and McGowan
2015). Des Weiteren konnten bei der Vielzahl an untersuchten histologischen
Praparaten von an ERU erkrankten Pferdeaugen keine Leptospiren durch
immunhistochemische Farbungen nachgewiesen werden (Kleinwort et al. 2016;
Regan et al. 2012). Um die Pathogenese der ERU bei Pferden, das einzig spontane
Tiermodell fir die autoimmune Uveitis des Menschen, zu Uberprifen, wurde ein Modell
etabliert, indem die ERU bei Pferden experimentell durch periphere Immunisierung mit
retinalem Autoantigen induziert wurde (Deeg et al. 2002). Bei sieben von sieben
Pferden loste die Immunisierung mit dem retinalen Autoantigen Interphotorezeptor
Retinoid-bindenden Protein (IRBP) eine Uveitis aus (Deeg et al. 2002). Die
Untersuchung histologischer Augenpréaparate von Pferden, die an induzierter ERU
erkrankten, zeigte Veranderungen intraokularer Strukturen mit T-Zellinfiltraten (Deeg
et al. 2002). Diese waren vergleichbar mit den Verdnderungen bei spontan an ERU
erkrankten Pferden oder bei Mausen, die an der experimentellen autoimmunen Uveitis
erkrankten (Caspi et al. 1988; Deeg et al. 2002). Somit konnte erstmals bewiesen

werden, dass die ERU eine T-Zell-bedingte Immunantwort ist, die sich gegen
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Autoantigene des Auges richtet, was durch weitere Studien belegt werden konnte
(Deeg, Pompetzki, et al. 2006; Deeg, Reese, et al. 2004; Deeg et al. 2002). Neben
IRBP konnte das zelluldre Retinin-Aldehyd-bindende Protein (CRALBP) als potentes
okulares Autoantigen identifiziert werden (Deeg, Pompetzki, et al. 2006). Intraokulare
Zellinfiltrate, die als tertiares lymphatisches Gewebe bezeichnet werden, konnten in
Paraffin eingebetteten Augenpraparaten von an ERU erkrankten Pferden
immunhistochemisch nachgewiesen werden (Kleinwort et al. 2016). Dabei wurde
deutlich, dass sich im Zellinfiltrat vor allem CD4+ T-Helferzellen (Th-Zellen) befanden,
die unter anderem Transkriptionsfaktoren wie pSTAT1 und das T-Zell-
Aktivierungsmolekil ZAP70 exprimierten (Gilger et al. 1999; Kleinwort et al. 2016).
Eine Aktivierung von CD4+ Th-Zellen, dem vorherrschenden Zelltyp bei Pathogenese
assoziierten Prozessen der ERU, findet im Thymus statt, wodurch sie sich zu
unterschiedlichen Effektorzellen differenzieren kdnnen (Eagar and Miller 2019). Th1-
Zellen des Pferdes produzieren vor allem proinflammatorische Zytokine wie IFNy und
IL-2 (Freer et al. 2017; Wagner, Burton and Ainsworth 2010). Zytokine, die bei an ERU
erkrankten Pferden vermehrt im Auge sowie im Blut nachgewiesen werden konnten
(Gilger et al. 1999; Saldinger et al. 2019). Durch weitere Untersuchungen des
Zytokinprofils in Augen von an ERU erkrankten Pferden wurde neben einer Thl-
Immunantwort auch die Beteiligung von Th17-T-Zellen bei der Pathogenese der ERU
hervorgebracht (Regan et al. 2012; Simeonova, Krastev and Simeonov 2016). Th17-
Zellen spielen bei Autoimmunerkrankungen eine grof3e Rolle, unter anderem bei der
autoimmunen Uveitis (Li et al. 2019) und der Multiplen Sklerose des Menschen
(Capone et al. 2019). Th17-Zellen sind proinflammatorische Zellen und sekretierten in
PBL von MS-Patienten die Zytokine IL-2, IL-21 und IL-1R signifikant starker als PBL
gesunder Kontrollen (Capone et al. 2019). Fir die Differenzierung der humanen Th17-
Zellen sind unter anderem IL-6, TGF-3 und IL-23 notwendig (Capone et al. 2019). Da
die Rolle der Th17-Zellen bei der ERU unbekannt war, wurden Augenpraparate von
an ERU erkrankten Pferden immunhistochemisch angefarbt (Regan et al. 2012), um
zu testen, ob ein Zytokinprofil vorliegt das auf eine Th17-zellvermittelte Reaktion
hindeutet. Im Zytoplasma der nicht-pigmentierten Ziliarepithelzellen und der
infiltrierenden CD3-positiven T-Zellen wurden die Zytokine IL-6, IL-17 und IL-23
nachgewiesen (Regan et al. 2012), wodurch eine Beteiligung der Th17-Immunantwort
bei der ERU belegt werden konnte.
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Gezeigt am Modell der experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) produzierten
Mause nach Immunisierung mit dem retinalen Autoantigen IRBP, IL-17-exprimierende,
IRBP-spezifische T-Zellen (Peng et al. 2007). Diese Antigen-spezifischen Zellen
wurden nach Expansion in naive Mause injiziert und I6sten in diesen Méausen eine
schwerwiegende EAU aus (Peng et al. 2007), wodurch die Pathogenese assoziierte
Beteiligung dieser Zellen bewiesen wurde. Die Bedeutung und Funktionen von Th17-
Zellen bei der ERU wurden im Rahmen einer Studie, bei der in sechs Pferden eine
Uveitis induziert wurde, ndher untersucht und zeigte, dass IL-17 und das Autoantigen
CRALBP in entziindeten Augen von an ERU erkrankten Pferden deutlich exprimiert
wurden (Simeonova, Krastev and Simeonov 2016). Durch den Nachweis hoher
Konzentrationen des Zytokins IL-17 in den Glaskérperproben der an ERU erkrankten
Pferde wurde die mdgliche Beteiligung der Thl7-Zellen bei der Entstehung der
equinen Uveitis gestarkt (Simeonova, Krastev and Simeonov 2016). Um zu kléren, ob
es sich bei der ERU um eine uberschiel3ende Inflammation handelt die durch Thl-
oder Th17-T-Zellen initiiert wird, oder es sich um einen Mangel an regulatorischen
Mechanismen handelt, wurde die Rolle der regulatorischen T-Zellen bei der ERU
untersucht (Regan et al. 2012). Regulatorische T-Zellen (Tregs), CD4+CD25+Foxp3+-
T-Zellen, spielen bei der peripheren Toleranz eine wichtige Rolle, indem sie die
inflammatorische Reaktion autoreaktiver T-Zellen verhindern kénnen (Gery and Caspi
2018; Wing and Sakaguchi 2019). Aus Untersuchungen der T-Zellen von Maus und
Mensch ist bekannt, dass Tregs einer differenzierten T-Zellpopulation angehéren, die
sich durch die spezifische und hohe Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 von
anderen T-Zellen unterscheiden und immunsuppressive Zytokine wie IL-10 und TGF-
(3 produzieren (Gery and Caspi 2018; Wing and Sakaguchi 2019). Ein Mangel an Tregs
kann die Entwicklung von Inflammationen und Autoimmunerkrankungen begtinstigen,
da eine notwendige Immunsuppression und die Kontrolle oder Hemmung von
uberschieBenden Immunantworten nicht gegeben ist (Henriquez et al. 2014; Robbin
et al. 2011). Die Untersuchung equiner T-Lymphozyten brachte die Heterogenitat von
Foxp3+ T-Zellen hervor, da CD4+ und CD8+ T-Zellen Foxp3 exprimierten und nach
Aktivierung in vitro CD4+ Foxp3+ IFNy+ und CD4+ Foxp3+ IL-10+ Zellen
nachgewiesen wurden (Robbin et al. 2011). Da die Expression von CD8+ Foxp3+ T-
Zellen sehr gering war, wurde diese Zellpopulation nicht ndher charakterisiert (Robbin
et al. 2011).
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Zudem wurde in der Studie festgestellt, dass der Anteil an Tregs mit dem Alter der
Tiere abnahm, was gegensatzlich zu den Studienergebnissen bei Mausen ist, da der
prozentuale Anteil Foxp3+ T-Zellen mit dem Alter anstieg (Robbin et al. 2011; Zhao et
al. 2007). Die Kenntnisse uber die Rolle und Funktion equiner Tregs sind insgesamt
noch limitiert, da auch der Nachweis der regulatorischen T-Zellen durch die mangelnde
Verflugbarkeit von Spezies-spezifischen Antikdrpern erschwert wird (Robbin et al.
2011). Die Rolle und Beteiligung regulatorischer T-Zellen spielt bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen von Mensch und Tier eine grof3e Rolle, jedoch ist fraglich ob
und wie regulatorische Mechanismen gestarkt werden kdnnten, um Pathogenese
assoziierte Mechanismen zu verhindern, die eine Autoimmunerkrankung auslésen
(Chen, Colello, et al. 2019). Bei Pferden miusste die Rolle von CD4+CD25+Foxp3+ T-
Zellen weiter erforscht werden, um herauszufinden ob die ERU nur durch einen
Uberschuss an proinflammatorischen T-Zellen, einen Mangel an Tregs oder durch eine

Kombination aus beiden Faktoren ausgelost wird.

2.2 Immunsystem und Autoimmunerkrankungen

2.2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl verschiedener Zellen und Molekiile, die
fur eine regulierte und erfolgreiche Immunantwort auf Krankheitserreger, Toxine und
korpereigene Schaden zustandig sind (Sirisinha 2014). Das Immunsystem sorgt fur
die Aufrechterhaltung eines intakten und geschutzten Organismus und wird dabei in
eine angeborene Immunantwort und eine erworbene, adaptive Immunantwort
eingeteilt (Janeway and Medzhitov 2002; Wong and Germain 2018). Auch wenn das
angeborene und das erworbene Immunsystem oftmals separat voneinander
beschrieben werden, sind die beiden Systeme direkt aneinandergekoppelt.

Das angeborene Immunsystem zeichnet sich durch seine schnelle Immunantwort
gegen fremde, krankheitserregende Organismen aus, die zur Produktion von
Zytokinen und ko-stimulatorischen Molekulen und zur Elimination der Pathogene fuhrt
(Uchimura et al. 2018). Zur zellularen Abwehr des angeborenen Immunsystems zéhlen
Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (DZ), Mastzellen sowie neutrophile,
basophile und eosinophile Granulozyten (Koenderman, Buurman and Daha 2014). Um
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Pathogene zu erkennen weisen die Zellen sowohl oberflachliche als auch intrazellulare
Rezeptoren auf (Kubelkova and Macela 2019). Zu diesen als Pattern Recognition
Receptors bezeichneten Rezeptoren zahlen der Makrophagen-Mannose-Rezeptor
(MMR), die Toll-like-Rezeptoren (TLR), sowie intrazellular gelegene Pathogen-
Erkennungssysteme wie die Proteine der NOD-Familie oder Protein-Kinasen, die nach
viraler Infektion aktiviert werden (Franz and Kagan 2017). Durch die erforderliche
Antigenprasentation auf den Antigen-prasentierenden Zellen (APZ), vorrangig den
dendritischen Zellen, erhalten die Zellen des adaptiven Immunsystems Uber ihre B-
oder T-Zell-Rezeptoren die notwendigen Signale um die nachfolgende, Antigen-
spezifische Immunantwort einzuleiten (Garcon and Okkenhaug 2016). Die Interaktion
zwischen Zellen des angeborenen Immunsystems und des adaptiven Immunsystems
ist obligatorisch, um die zugrundeliegenden Ausloser der Inflammation zu bekampfen
(Eagar and Miller 2019). Damit T-Helferzellen (Th-Zellen) mit einer entsprechenden
Immunantwort auf Antigene reagieren kdnnen, missen MHC-Klasse-lI-Molekile von
APZ die entsprechenden Antigene binden und prasentieren (Gar¢con and Okkenhaug
2016). Die Anfalligkeit Autoimmunerkrankungen wie der Behget-Krankheit des
Menschen, bei der sich oftmals eine schwerwiegende Uveitis manifestiert, oder der
equinen rezidivierenden Uveitis der Pferde zu entwickeln, wurde mit MHC-Klasse-I-
Molekulen in Verbindung gebracht (Deeg, Marti, et al. 2004; Rosenbaum, Lin and
Asquith 2016; Tong et al. 2019). Analysen der equinen Leukozyten Antigene (ELA)
ergaben, dass die Genloci fur MHC-Klasse-I und -1I-Molekiile auf dem Chromosom 20
liegen und die ELA-DRB, -DQA, -DQB und —DOB-Klasse-II-Molekule kodieren (Miller
et al. 2017; Viluma et al. 2017). Bei Pferden, genauer gesagt Warmblitern, konnte
eine genetische Disposition an ERU zu erkranken mit dem MHC-Klasse-I-Haplotyp
ELA-A9 assoziiert werden (Deeg, Marti, et al. 2004). Das erworbene, adaptive
Immunsystem zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass die beteiligten Effektorzellen
durch eine immense Variabilitat der Antigen-Rezeptoren sehr gezielt auf bestimmte
Antigene reagieren konnen (Boehm and Swann 2014). Die Hauptfunktion von T-Zellen
besteht darin, mit ihrer streng regulierten Immunantwort und der damit verbundenen
Zytokinproduktion, andere Zellen des Immunsystems zu aktivieren und zum Herd der
Inflammation zu rekrutieren (Lazarski et al. 2013). Zudem sind sie in der Lage ein
sogenanntes Gedachtnis auszubilden, um bei erneuter gleicher Antigenpréasentation

schnell zu reagieren (Majri et al. 2018).
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2.2.1.1 Immunologische Toleranz und die Rolle von T-Zellen bei

Autoimmunerkrankungen

Damit T-Zellen endogene von fremden Antigenen unterscheiden konnen und
vermieden wird, dass sich die Immunantwort gegen korpereigenes Gewebe richtet, ist
die Immuntoleranz  ausschlaggebend und wird durch  verschiedene
Toleranzmechanismen reguliert (Lu, Barbi and Pan 2017). Die Erkennung von
potentiellen autoreaktiven T-Zellen ist entscheidend, um autoimmune Antworten zu
verhindern und endogenes Gewebe unbeschadigt zu lassen. Die Mechanismen der
Immuntoleranz fur T-Zellen finden im Thymus statt (Gery and Caspi 2018). Wahrend
T-Zellen innerhalb des Thymus reifen findet eine positive und negative Selektion dieser
Zellen statt (Gery and Caspi 2018).

Epitheliale Thymuszellen enthalten den Transkriptionsfaktor ,Autoimmune Regulator®
(Aire),, der die Expression tausender, nicht-thymischer Antigene exprimieren kann
(Oftedal et al. 2015). Menschen, die eine Mutation des Aire-Gens aufweisen erkranken
an dem autoimmunen polyglandularen Syndrom 1 (APS1), im Englischen auch
autoimmune  polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal  dystrophy (APECED)
genannt (Meredith et al. 2015). In Aire -/- Mausmodellen wurde an Aire-Knockout-
Mausen gezeigt, dass sie eine spontane Uveitis entwickelten (Chen et al. 2013) oder
eine autoimmune, chronisch progressive Entziindung multipler Organe zeigten, die der
humanen APECED &hnelte (DeVoss et al. 2006). Im Gegensatz zu den schitzenden
Mechanismen des Aire-Gens wurden neue Erkenntnisse zur Funktion von Aire in einer
Studie zur rheumatoiden Arthritis (RA) bei Menschen aufgedeckt, in der Aire eine
bislang unbekannte, pro-inflammatorische Rolle bei der Entstehung der autoimmunen
Erkrankung zugeschrieben wurde (Bergstrom et al. 2019). Aire wurde bei der
Untersuchung des Transkriptoms aktivierter Fibroblasten-ahnlicher Synovialzellen
(FLS) als eines von 24 RA-assoziierten Genen ermittelt und forderte die Produktion
und Sekretion proinflammatorischer Zytokine, unter anderem CXCL10, das mit der
Krankheitsaktivitdt bei RA assoziiert wurde (Bergstrom et al. 2019). Zu weiteren
regulatorischen Mechanismen, die bei der Reifung der T-Zellen im Thymus stattfinden,
gehort die Induktion der Apoptose von entarteten Lymphozyten durch CD95 (Fas)
(Williams et al. 2018). Trotz zentraler Toleranz kann es sein, dass autoreaktive T-
Zellen im Thymus nicht selektiert werden und in die Blutbahn gelangen (Peterson and
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Maltzman 2019). Es missen dann die Mechanismen der peripheren Toleranz
eingreifen, um die Reaktionen der autoreaktiven Zellen zu verhindern. Eine Form ist
die klonale Anergie, die stattfindet, wenn T-Zellen Kontakt mit Antigenen haben ohne
dass dabei ko-stimulatorische Signale durch CD28 und CD80/CD86 prasent waren
(Kubach et al. 2007). Die T-Zell-Aktivierung bleibt somit aus und die Zellen geraten in
einen anergen Zustand, in dem sie ihre Effektorfunktionen nicht mehr ausbilden
kénnen (McKinney et al. 2015). Obwohl die Reifung der T-Zellen nach Verlassen des
Thymus abgeschlossen ist kann sich die T-Zelle durch sogenanntes Rezeptor-Editing
weiterentwickeln (Nemazee 2006). Die TZR konnen sich so verandern, dass
autoreaktive T-Zellen entstehen, die durch die zentrale Toleranz nicht mehr erkannt
werden (Nemazee 2006).

Zusatzlich nehmen regulatorische T-Zellen bei der peripheren Toleranz eine wichtige
Rolle ein (Gery and Caspi 2018). Die hohe Expression des Transkriptionsfaktors
Foxp3 zeichnet regulatorische T-Zellen (Tregs) aus, nachgewiesen bei der Maus und
beim Menschen, und steht im Zusammenhang immunologische Prozesse durch
Hemmung oder Aktivierung zu steuern (Lu, Barbi and Pan 2017). Gerét die Balance
zwischen potentiell autoreaktiven T-Effektorzellen und der korpereigenen
Selbsttoleranz jedoch aus dem Gleichgewicht, kann es zu einer Dysregulation
innerhalb  des  Immunsystems kommen, was die Entstehung von

Autoimmunerkrankungen begunstigt.

2.2.2 Autoimmunitat

Die Komplexitat des Immunsystems birgt auch Gefahren, da neben der erfolgreichen
Immunantwort gegen fremde Antigene, auch die Madglichkeit besteht, dass
korpereigenes, gesundes Gewebe von Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems angegriffen wird (Bing et al. 2019; Wang et al. 2018). So sind T- und
B-Zellen in der Lage Antigen-bindende Rezeptoren zu bilden, die potentielle
Autoantigene erkennen, diese binden und autoreaktive Immunantworten auslésen
(Bayersdorf, Fruscalzo and Catania 2018). Das Problem dabei ist, dass im Falle einer
Autoimmunerkrankung die verloren gegangene Selbsttoleranz nicht rickgangig
gemacht oder therapiert werden kann. Bei Mensch und Tier sind zahlreiche

Autoimmunerkrankungen bekannt, die entweder Organ-spezifisch sind und
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beispielsweise gezielt 3-Inselzellen des Pankreas bei Diabetes des Typ 1 oder retinale
Antigene bei der autoimmunen Uveitis angreifen oder sich wie beim Systemischen
Lupus Erythematodes (SLE) auf den Gesamtorganismus auswirken (Chen et al. 2017;
Malalana, Stylianides and McGowan 2015; Takeshima et al. 2019). Die Préavalenz von
Autoimmunerkrankungen in der Weltbevolkerung ist in den letzten Jahren angestiegen
und betragt derzeit etwa 5 % (Zhao et al. 2019). Es gibt mehrere Hypothesen, die
maogliche initiierende Faktoren fur die Entstehung autoimmuner Erkrankungen
verantwortlich machen. Dazu zahlen die molekulare Mimikry, das Epitop Spreading
und die Bystander-Aktivierung (Pacheco et al. 2019). Des Weiteren kdnnen eine
genetische Pradisposition oder Umwelteinflisse und infektiése Erreger wie Viren oder
Bakterien die Entstehung von Autoimmunerkrankungen begunstigen (Anaya et al.
2016). Extrinsische Faktoren wie bakterielle oder virale Infektionen kdnnen durch
molekulare Mimikry und Bystander-Aktivierung dazu fuhren, dass der Korper
autoreaktive T-Zellen gegen endogenes Gewebe bildet (HoHsieh et al. 2017).
Molekulare Mimikry beschreibt die Ahnlichkeit zwischen Epitopen fremder Antigene,
beispielsweise viraler Proteine, und endogener Antigene des Wirtes, welche entweder
durch Sequenzhomologie oder durch die Ahnlichkeit der Konformation der Epitope
entsteht (Oldstone 1998). Es kommt zu einer Querreaktion zwischen dem fremden und
korpereigenem Antigen, welche eine Bildung von Antikérpern gegen das Autoantigen
auslosen kann (Neo et al. 2019; Oldstone 1998). Die autoreaktive Immunantwort bleibt
bestehen, auch wenn der auslésende Faktor, etwa virale Proteine, eliminiert wurde.
Fur die Aufrechterhaltung der Autoimmunantwort ist die Pradsenz der Fremdantigene
nicht mehr nétig, da die Immunantwort auf korpereigene Antigene gerichtet ist
(Oldstone 1998). Das autoantigene Epitop Ro, gegen das manche Patienten
Autoantikdrper bilden die am Systemischen Lupus Erythematodes leiden, ist nahezu
homolog zum Epitop EBNA-1, das auf Eppstein-Barr-Viren prasentiert wird und steht
im Verdacht SLE durch molekulare Mimikry zu induzieren (Cassaniti et al. 2019;
McClain et al. 2005). Des Weiteren wird bekraftigt, dass durch Epitop Spreading die
wiederkehrenden Entzindungsschilbe entstehen kdnnen, wie im Mausmodell der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), der Multiplen Sklerose (MS)
des Menschen, demonstriert wurde (Lehmann et al. 1992). Der funktionelle Beweis
des inter- und intramolekularen Spreadings konnte in einer weiteren Studie an Mausen
gezeigt werden (McRae et al. 1995). Dabei konnte gezeigt werden, dass Mause, die

zuvor durch adoptiven Transfer mit PLP139-151-spezifischen T-Zellen immunisiert
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wurden, T-Zellen gegen ein sekundares enzephalitogenes Peptid, PLP178-191M,
ausbildeten (McRae et al. 1995). Diese Befunde wurden mit den charakteristischen,
wiederkehrenden Entzindungsschilben der Erkrankung assoziiert (McRae et al.
1995). Dabei reagiert das Immunsystem vorerst gegen ein Epitop eines fremden
Antigens, das jedoch durch Veranderungen der TZR und BZR gegen weitere Epitope
desselben Proteins aktiviert wird (Boldison et al. 2015). Im Verlauf kann sich die
Immunantwort jedoch auch gegen Epitope endogener Antigene richten, wodurch
autoreaktive Antworten begunstigt werden (Boldison et al. 2015). Der Nachweis von
intramolekularem Spreading (Deeg et al. 2002) und intermolekularem Spreading
(Deeg, Amann, et al. 2006) gelang durch Langzeitstudien von an ERU erkrankten
Pferden, durch Untersuchungen der Immunantwort auf okulare Autoantigene. Nach
Immunisierung von Pferden mit IRBP wurde durch intermolekulares Epitop Spreading
die Immunantwort auf weitere retinale Autoantigene wie S-Antigen sowie CRALBP
ausgelost (Deeg, Amann, et al. 2006). Diese Erkenntnisse kdnnten eine Erklarung fur
die bei der ERU charakteristischen, rezidivierenden Entztiindungsschtibe sein (Deeg,
Amann, et al. 2006). In Zusammenhang mit der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen steht zudem die Beteiligung der sogenannten Bystander-
Aktivierung (Pacheco et al. 2019). Diese findet statt, wenn durch die Immunantwort
Antigen-spezifischer T-Zellen auf ein Pathogen und durch die Ausschittung von
Zytokinen wie IL-2 umliegende T-Zellen aktiviert werden, die zuvor nicht an der
Antigen-spezifischen Immunantwort beteiligt waren (Pacheco et al. 2019). Die zuvor
unbeteiligten T-Zellen kénnen wiederum zur Produktion von Zytokinen angeregt
werden, die umliegendes Gewebe zerstéren und die Entstehung einer autoimmunen
Antwort gegen endogenes Gewebe begulnstigen (Pacheco et al. 2019). Als einen
weiteren moglichen Grund fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen wird die
oftmals unbekannte Wirkung von Impfungen und den dabei verwendeten Adjuvanzien
angefuhrt (van Aalst et al. 2017). In einem Mausmodell konnte die Bystander-
Aktivierung von zuvor injizierter, markierter CD4+ T-Zellen im iliakalen Lymphknoten
von Mausen nachgewiesen werden, die durch die intramuskuldare Injektion von
Kompletten Freund-Adjuvans immunisiert wurden (van Aalst et al. 2017). Die
Heterogenitdt  der  regulatorischen und beteiligten Mechanismen in
Autoimmunerkrankungen tragt dazu bei, dass die Entwicklung erfolgversprechender

Therapieansatze erschwert wird.
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2.2.3 Das Auge als immunprivilegiertes Organ

Die Bezeichnung des Immunprivilegs beruht auf einer Beobachtung, die die Forscher
Peter Medawar und Kollegen erstmals Mitte des 20. Jahrhundert gemacht haben,
nachdem Hauttransplantate, die sie in die vordere Augenkammer von Kaninchen
einsetzten, nicht direkt abgesto3en wurden (Medawar 1948). Die zu erwartende
Immunantwort, also die Absto3ung des fremden Materials, die in anderen Bereichen
des Korpers zu sehen war, trat erst sehr viel spater ein. Die Forscher begriindeten
diese Beobachtungen dadurch, dass durch fehlende ableitende Lymphgefal3e des
Auges die Antigenprasentation im Lymphknoten ausbleibt und somit keine
Immunantwort eingeleitet werden kann (Medawar 1948). Bestimmte Organe, wie das
Auge und das Gehirn, nehmen eine besondere Stellung im Organismus ein und
werden als immunprivilegierte Organe bezeichnet (Horai et al. 2015). Die Stellung der
immunprivilegierten Organe ist jedoch nicht mit einer immunologischen Ignoranz
gegenuber dem Immunsystem zu vergleichen, sondern beruht vielmehr auf streng
regulierten mechanischen und immunsuppressiven Mechanismen, die diese Organe
vor immunmediierten Entziindungen schitzen (Taylor 2016). Da die Retina nur tber
eingeschrankte Fahigkeiten verfligt, Gewebe zu erneuern und zu reparieren, ist jede
noch so kleine Schadigung retinaler Strukturen mit schweren Folgen verbunden. Aus
diesem Grund sind die schitzenden Mechanismen des Auges essentiell (Chen, Luo,
et al. 2019). Zum einen ist die Konzentration von MHC-Klasse ll-positiven Antigen-
présentierenden Zellen, in murinen Augen sehr gering, wodurch eine
Antigenprasentation von vornherein reduziert ist (Streilein et al. 2002). Zum anderen
enthalt das Auge zusatzlich immunsuppressive Faktoren wie Neuropeptide, Zytokine
wie TGF-3, Komplement-und Makrophagen-Hemmungsfaktoren (Stein-Streilein
2008). Zusatzlich dient die Blut-Retina-Schranke, mit den dazugehorigen Strukturen
des retinalen Pigmentepithels (RPE), als Barriere zwischen intraokularen Strukturen
und dem Immunsystem und tragt hauptsachlich als mechanischer Schutz zum Erhalt
des immunprivilegierten Status bei (Taylor 2007). Das RPE sorgt durch seine festen
Zellverbande dafir, dass es unter physiologischen Bedingungen fur Bestandteile des
Immunsystems kaum maoglich ist, diese Barriere zu Uberwinden (Streilein et al. 2002).
Zudem wurde der Mechanismus der sogenannten Anterior chamber associated

immune deviation (ACAID) in Versuchen mit Mausen beschrieben, die mit einer
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abweichenden Immunantwort reagierten, nachdem ein in der Vorderkammer
platziertes Antigen injiziert wurde (Streilein et al. 2002). Weitere Versuche an
weiblichen C57BL/6 Mausen haben gezeigt, dass nach subretinaler Injektion
bestimmter Peptide, die jeweils MHCI- und MHCII-restriktive T-Zell-Epitope des HY-
Antigen von mannlichen Mausen beinhalteten, eine systemische Hemmung der
Immunantwort von CD4+ und CD8+ T-Effektorzellen induziert wurde (Vendomele et
al. 2018). Mause, die zuvor subretinale Peptide injiziert bekamen, sekretierten nach
subkutaner Injektion derselben Peptide, signifikant geringere Mengen T-Zell-
spezifischer Zytokine und HY-spezifische CD4+ T-Zellen proliferierten weniger nach
Stimulation in vitro (Vendomele et al. 2018). Diese Erkenntnisse bekraftigen die
Beteiligung des Auges als immunprivilegiertes Organ, eine immunmodulatorische
Rolle im systemischen Immunsystem einzunehmen, wobei die genauen Mechanismen
der Modulation und Regulation peripherer Immunantworten durch okulare Strukturen
naher charakterisiert werden mussen (Vendomele et al. 2018). Unter Berlicksichtigung
der besonderen immunologischen Stellung des Auges ist es von grofdem Interesse
herauszufinden, wie sich periphere, autoreaktive T-Zellen gegen okulare Autoantigene

richten konnen.

2.2.4 Autoimmune Uveitis des Menschen

Die autoimmune Uveitis des Menschen ist eine nicht-infektiése, inflammatorische
Erkrankung des Auges, bei der die stark pigmentierten und vaskularisierten Strukturen
der Iris, des Ziliarkdrpers sowie der Choroidea betroffen sein kénnen (Selmi 2014).
Auch wenn die Pravalenz weltweit nicht hoch ist, so sind die Spétfolgen der
immunmediierten Uveitis mit Entstehung von Katarakten, Makuladdemen oder
Glaukomen sehr gravierend (Dick et al. 2016). Letztendlich fuhrt die autoimmune
Uveitis des Menschen (HAU) laut US-amerikanischen Studien unbehandelt bei 10-15
% der erkrankten Patienten zu einem vollstandigen Sehverlust (Dick et al. 2016;
Thorne et al. 2016). Bis heute konnte die zugrundeliegende Ursache fir die
Entstehung der Erkrankung nicht aufgedeckt werden. Forschungsergebnisse
sprechen jedoch daflr, dass es sich bei der HAU um eine T-Zell-mediierte
Autoimmunerkrankung handelt, bei der retinale Autoantigene durch autoreaktive CD4+
T-Zellen angegriffen werden (Lee et al. 2014). Mittels Seren von Patienten, die an der
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Autoimmunkrankheit der Uveitis-assoziierten Juvenilen Idiopathischen Arthritis (JIAU)
erkrankt waren, konnte eine Immunantwort auf okulare Antigene nachgewiesen
werden (Busch et al. 2019). Die genetische Disposition an Uveitis zu erkranken wurde
mit dem MHC-I-Klasse-Molekul HLA B27 assoziiert (Brewerton et al. 1973). Die Uveitis
des Menschen wird nach der ,International Uveitis Study Group (IUSG)“ mittels
standardisierter Nomenklatur, ,Standardization of Uveitis Nomenclature (SUN)“
anhand der anatomischen Lokalisation der Veranderungen charakterisiert und
eingeteilt (Jabs, Nussenblatt and Rosenbaum 2005). So kann die anteriore Uveitis von
der intermediaren und der posterioren Uveitis, sowie der Panuveitis unterschieden
werden (Jabs, Nussenblatt and Rosenbaum 2005). Die vordere Uveitis und die
Panuveitis gelten als die haufigsten Formen der immunmediierten Uveitis (Prete et al.
2016; Tesavibul et al. 2018). Die Therapie der HAU basiert auf der systemischen
Verabreichung von Glukokortikoiden, die mit der Zeit jedoch durch
immunmedulatorische Therapien ergédnzt und teilweise ersetzt wurde, da bei
Langzeittherapie die Gefahr an Diabetes, Osteoporose oder an schweren depressiven
Stdrungen zu erkranken, stark erhoht ist (Dick et al. 2018; Kodati and Weng 2019). Die
Applikation intravitrealer Kortikoid-Implantate wird bei Patienten entweder als
begleitende Therapie zur systemischen Behandlung angewendet oder als Alternative,
wenn eine systemische Behandlung mit Glukokortikoiden nicht moglich ist (Kodati and
Weng 2019). Auch wenn die Rezidivraten dadurch verringert werden konnten, zeigten
Patienten oftmals einen erhdhten intraokularen Druck und bildeten Glaukome oder
Katarakte aus (Kodati and Weng 2019). AufRerdem wird die Verabreichung von
sogenannten Antimetaboliten wie Azathioprin oder T-Zell-Inhibitoren wie Cyclosporin,
das auch zur ERU-Therapie bei Pferden angewendet wird, unternommen (Kodati and
Weng 2019). Azathioprin konnte zufriedenstellende Wirkungen bei Patienten, die mit
Morbus Behcet erkrankt waren, zeigen (Saadoun et al. 2010). Aktuelle, neue
Therapieansatze umfassen die Gabe von Inhibitoren des Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNF-a) oder von Interleukin-6 (IL-6), da diese Zytokine in Blut- und Glaskorperproben
betroffener Patienten erhoht vorkamen und somit die Bildung der Zytokin-
produzierenden, Pathogenese assoziierten Zellen, hemmen kénnten (Kodati and
Weng 2019). Die Therapien haben jedoch alle gemein, dass sie die Inflammation
zeitweise hemmen konnen, aber keine vollstandige Heilung der Erkrankung mit sich

bringen.
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2.2.5 Experimentelle induzierbare autoimmune Uveitis

in Tiermodellen

Fur die Erforschung bestimmter Krankheiten ist es oftmals notwendig, neben der
Identifizierung und Charakterisierung bestimmter Zellen und Erreger aul3erhalb des
Wirtes, in vitro, die Prozesse und Auswirkungen bestimmter physiologischer und
pathologischer Mechanismen innerhalb des Organismus zu untersuchen. Dabei
dienen Tiermodelle dazu, bestimmte Erkrankungen nachzuahmen und durch
auslosende Reize zu induzieren und die Folgen der Erkrankungen entsprechend zu
analysieren. Im Falle der humanen autoimmunen Uveitis (HAU) spielen vor allem
experimentelle Tiermodelle mit Ratten und Mausen eine wichtige Rolle.

Erste Studienergebnisse zur Induktion einer experimentellen Uveitis durch
Immunisierung mit dem Interphotorezeptor Retinoid-bindenden Protein (IRBP)
lieferten Experimente an Ratten (Gery et al. 1986). Es folgte die Entwicklung des vor
tuber 20 Jahren in den USA entwickelten Mausmodells, der experimentellen
autoimmunen Uveitis (EAU), das seither von zahlreichen Forschern adaptiert wurde
(Caspi et al. 1988). Zahlreiche Studien lieferten somit aufschlussreiche Ergebnisse zur
Pathogenese der HAU (Caspi et al. 1988; Caspi et al. 2008). Im Rahmen dieser
Forschungsarbeiten konnte das retinale Interphotorezeptor Retinoid-bindende Protein
far die Induktion einer Uveitis in der Maus etabliert werden (Caspi et al. 1988). Die
erfolgreiche Induktion einer Uveitis durch Immunisierung mit IRBP konnte auch bei
Kaninchen (Eisenfeld, Bunt-Milam and Saari 1987), Pferden (Deeg et al. 2002) und
weiteren Versuchstieren demonstriert werden. Die Vorteile, die sich aus
experimentellen Tiermodellen ergeben, liegen mitunter an der Mdglichkeit,
umfassende sowie reproduzierbare Versuche zu unterschiedlichen Pathogenese
assoziierten Mechanismen durchzufihren (Chen et al. 2013). Zudem kdnnen
bestimmte Mechanismen bei der Pathogenese der EAU gezielt beeinflusst werden,
indem bestimmte Gene oder Proteine ausgeschaltet werden (Chen et al. 2013;
Egwuagu et al. 1999). Eine EAU-Studie an Ratten demonstrierte, dass IL-17-
produzierende Thl17-Zellen vorrangig bei der initialen und monophasischen
Inflammation eine Rolle spielen, jedoch die Thl-Immunantwort durch IFNy fir die
wiederkehrenden Entzindungsschibe verantwortlich ist (Kaufmann, Diedrichs-
Mohring and Wildner 2012). Die Untersuchung von regulatorischen T-Zellen bei der
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induzierten Uveitis zeigte, dass IRBP-immunisierte Mause, die CD4+ CD25+ Tregs
aus EAU Mausen injiziert bekamen, keine EAU entwickelten (Sun et al. 2010). Aus
weiteren Experimenten an Mausen wurde ersichtlich, dass eine erhdhte Expression
regulatorischer T-Zellen in Zusammenhang mit abgeschwachten
Krankheitssymptomen und einer reduzierten Produktion von IFNy durch T-Helferzellen
stand (Silver et al. 2015). Anhand dieser Ergebnisse wurde bekraftigt, dass
regulatorische T-Zellen fur eine kirzere Uberlebensdauer der intraokularen
autoreaktiven T-Zellen verantwortlich sein kbénnen (Silver et al. 2015).

Experimentelle Tiermodelle tragen zu einem besseren Verstandnis potentieller
regulatorischer Mechanismen im Rahmen der Pathogenese der humanen
autoimmunen Uveitis bei. Da man in den etablierten und streng regulierten
Tiermodellen jedoch weil3, welche auslésenden Faktoren fir die nachfolgenden
Inflammationen und klinischen Symptome verantwortlich sind, koénnen durch
experimentell induzierte Modelle keine Erkenntnisse zur Atiologie von spontan
auftretenden Erkrankung gewonnen werden. Trotz umfassender Erkenntnisse, die
man aus Tiermodellen Uber die beteiligten Immunzellen der zu untersuchenden
Erkrankung gewinnen kann, ist es fur die Aufklarung der autoimmunen Uveitis
unabdingbar, Pathogenese assoziierte und regulatorische Mechanismen anhand von

Patientenproben zu untersuchen.

2.2.6 ERU als spontanes Tiermodell flr die autoimmune Uveitis

des Menschen

Tiermodelle kénnen dazu beitragen, die Pathogenese verschiedener, humaner
Erkrankungen besser zu verstehen. Experimentell induzierte Uveitis-Tiermodelle
haben jedoch alle gemeinsam, dass sie die spontan auftretende Natur der HAU nicht
wiederspiegeln kdnnen. Hinzu kommt, dass die auslésenden Faktoren bei der EAU
bekannt sind und bewusst angepasst werden konnen (Chen et al. 2013). Des Weiteren
muss beachtet werden, dass sich Verlauf und Symptomatik der HAU bei jedem
Patienten individuell ausprdgen kann und Beobachtungen bei Mausen aus
homogenen Inzuchtstimmen nur bedingt vergleichbar sind (Chen et al. 2013). Im
Gegensatz dazu dient das Pferd als geeignetes Tiermodell fiir die humane Uveitis, da

es das einzige Tiermodell ist, bei dem die Erkrankung spontan und wiederkehrend
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auftritt (Deeg et al. 2008). Die retinalen Proteine S-Ag und IRBP konnten auch beim
Pferd erfolgreich als Uveitis-induzierende Autoantigene identifiziert werden (Deeg et
al. 2001; Deeg et al. 2002). Es folgte die Identifikation eines weiteren, im Pferd
gefundenen, retinalen Autoantigens, dem zellularen Retinin-Aldehyd-bindenden
Protein (CRALBP) (Deeg, Pompetzki, et al. 2006).

Das in Miller-Glia Zellen und in Zellen des retinalen Pigmentepithels exprimierte
Protein konnte in nachfolgenden Studien auch auf den Menschen Ubertragen und als
humanes retinales Autoantigen identifiziert werden (Deeg et al. 2007), wodurch die
Gemeinsamkeit zwischen der ERU und der HAU hervorgehoben wird. Die
rezidivierende Uveitis des Pferdes stellt somit ein vielversprechendes Tiermodell dar,
da neben den eindeutigen Parallelen zur HAU auch die hohe Pravalenz der ERU in
der Pferdepopulation eine umfassende Verfugbarkeit von Blut- und Glaskorperproben
gewabhrleistet. Erkenntnisse zu Pathogenese assoziierten Mechanismen der ERU, die
durch vielfaltige Experimente und Untersuchungen von peripheren Blutlymphozyten
und infiltrierten, vitrealen Lymphozyten auf proteomischer und molekularer Ebene
gemacht wurden (Degroote et al. 2014, Kleinwort et al. 2016; Schauer et al. 2018),
konnten translational auf die HAU bezogen werden.

2.3 Migration von Immunzellen

2.3.1 Die Bedeutung der Zellmigration

Die Fahigkeiten und Eigenschaften die Zellen besitzen, um sich fortzubewegen und zu
migrieren, sind fur einen lebenden Organismus essentiell. Bereits wahrend der frihen
embryologischen Entwicklung, der Wundheilung und den dynamischen Prozessen
einer Immunantwort, sind Zellen in Bewegung (Petrie, Doyle and Yamada 2009).
Dabei ist die Art und Weise der Zellmigration abhangig von der Zellart. Eine aktive und
gerichtete Bewegung ist zudem wichtig, um eine optimale Immunantwort zu
gewabhrleisten (Petrie Aronin et al. 2017). Die Untersuchung der Zellmigration ist ein
wichtiger Bestandteil zum besseren Verstandnis physiologischer und pathologischer
Prozesse. Die ersten Beobachtungen der Zellmigration erfolgten zunachst in
zweidimensionalen Systemen und entwickelten sich im Laufe der Zeit von

dreidimensionalen Systemen bis hin zu vierdimensionalen Modellen oder intravitalen
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Aufnahmen, womit in vivo Bedingungen simuliert werden kdnnen (Haston, Shields and
Wilkinson 1982; Torcellan, Stolp and Chtanova 2017; Yam and Chtanova 2019). Durch
den Vergleich der Wanderungseigenschaften in 2D- und 3D-Systemen wurde deutlich,
dass sich die Zellen in einer zweidimensionalen Umgebung anders verhalten als in
einer dreidimensionalen Umgebung (Haston, Shields and Wilkinson 1982). Die
Préasenz einer extrazellularen Matrix hat dabei einen entscheidenden Einfluss auf die
Fortbewegung der Zellen und zeigt, welche komplexen regulatorischen Mechanismen
an diesen Prozessen beteiligt sind (Caswell and Zech 2018). So kann in einer 3D-
Umgebung demonstriert werden, wie die Migration der Zellen durch das extrazellulare
Gewebe beeinflusst wird (Rommerswinkel et al. 2014). Zahlreiche Studien zu
Wanderungseigenschaften von neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten sowie
Stamm- und Tumorzellen ergaben bereits interessante Einblicke und neue
Erkenntnisse zu den verschiedenen Arten der Fortbewegung (Weninger, Biro and Jain
2014). Durch Untersuchungen im Lymphknoten stellte sich heraus, dass die Migration
und Lokalisation der T-Zellen zu APZ fir einen schnellen und erfolgreichen
Antigenkontakt essentiell ist und die Immunantwort des Wirtes davon abhéngt
(Baptista et al. 2019; Qi, Kastenmiuller and Germain 2014). Auf der Suche nach
fremden Antigenen zirkulieren Lymphozyten zwischen peripheren Blutgefal3en,
Lymphknoten und Lymphgefaf3en, um letztendlich wieder in periphere Blutbahnen zu
gelangen (Girard, Moussion and Forster 2012). Dies wird als Rezirkulation bezeichnet
(Girard, Moussion and Forster 2012). Naive T-Lymphozyten kénnen Blutgefa3e nur
Uber bestimmte Venolen verlassen, die mit einem kubischen Endothel ausgekleidet
sind, den high endothelial venules (HEV) (Miyasaka and Tanaka 2004). Das
sogenannte homing der Zellen findet in vier Schritten statt: Rollen, Aktivierung,
Adhasion und Diapedese (Fernandez-Borja, van Buul and Hordijk 2010; Muller 2016).
Selektine, Chemokine, Integrine und die entsprechenden Liganden fluhren zu einer
Adhasion zwischen Immunzellen und Endothelzellen (Girard, Moussion and Forster
2012). T-Lymphozyten des Menschen exprimieren die Integrine lymphocyte-
associated-antigen-1 (LFA-1) und very late antigen-4 (VLA-4), die an die Liganden
intrazellulares Adhasionsmolekiil-1 (ICAM-1) und vaskulares Zelladhasionsmolekiil-1
(VCAM-1) binden und fur die Adhasion und Migration an Endothelzellen der
Blutgefalle entscheidend sind (Dominguez, Anderson and Hammer 2015). Die
Expression der Molekule wird differenziell reguliert und kann das Migrationsverhalten

der Zellen bei einer Entzindung und unter verstarkten, hamodynamischen
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Einwirkungen, beeinflussen (Dominguez, Anderson and Hammer 2015). Durch
inflammatorische Zytokine, die eine vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen
und Chemokinen auf Endothelzellen induzieren, kénnen vermehrt neutrophile
Granulozyten oder T-Zellen aus dem Blut an den Entzindungsherd rekrutiert werden
(Nourshargh and Alon 2014). Die gerichtete Migration von Leukozyten ist essentiell fur
eine optimale Immunantwort und kann durch bestimmte Signale verstarkt werden.
Dabei werden Zellen durch Chemotaxis, durch Signalproteine wie Chemokine unter
Ausbildung eines Konzentrationsgradienten, in eine bestimmte Richtung gelockt,
welche entscheidend zur Positionierung und dem Zellmigrationsverhalten beitragen
kann (Biswenger et al. 2018; Griffith, Sokol and Luster 2014). G-Protein-gekoppelte
Chemokinrezeptoren werden in humanen und murinen Leukozyten unterschiedlich
exprimiert und kdnnen, am Beispiel von CCR7 in naiven T-Zellen, an die Chemokine
CCL21 und CCL19 binden und so uber die HEV in Lymphknoten gelangen (Griffith,
Sokol and Luster 2014). Im Lymphknoten erfolgt die CCR7-abhangige Migration durch
die Konzentrationsgradienten von CCL19 und CCL21, bis sie die T-Zellzone erreichen,
in der sie den Kontakt zu APZ suchen (Griffith, Sokol and Luster 2014). Dabei
induzieren die Chemokine eine erhdhte Migrationsgeschwindigkeit der T-Zellen, die
der effizienten Suche nach passenden APZ dient (Park, Hwang and Kehrl 2016). Die
Beteiligung des Chemokinrezeptors CCR5 in murinen Thl-Zellen konnte am EAU-
Modell mittels der Methode der Scanning Laser Ophthalmoskopie (SLO) untersucht
werden (Crane et al. 2006). Dabei konnte in vivo eine CCR5-abhangige Rekrutierung
von Thl-Zellen an der BRB demonstriert werden, die die transendotheliale Migration
der Zellen Uber die Blut-Retina-Schranke ermdglichte (Crane and Liversidge 2008;
Crane et al. 2006). Bereits zu Krankheitsbeginn der EAU veréandert sich die lokale
Expression verschiedener Chemokine und Chemokinrezeptoren von Endothelzellen
der BRB, die das Eindringen von Zellen in das Gewebe ermdglichen (Crane and
Liversidge 2008).

Auch bei der Autoimmunerkrankung der juvenilen idiopathischen Arthritis (JIA) des
Menschen konnte demonstriert werden, dass die in der untersuchten
Synovialfliissigkeit befindlichen CD4+ T-Zellen neben E-Selektin und P-Selektin,
CCRS5 exprimierten und der Chemokinrezeptor somit an der Infiltration der T-Zellen
aus dem Blut in die betroffenen Gelenke beteiligt war (Issekutz et al. 2011). In equinen
Lymphozyten und im Rahmen der Pathogenese der ERU, wurde die Rolle der

Chemokine und —rezeptoren noch nicht untersucht, da im Falle der ERU vor allem die
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Verfugbarkeit Spezies-spezifischer Marker limitiert ist. Die Tatsache, dass JIA-
Patienten als héaufigste Begleiterscheinung an einer Uveitis erkranken ist sehr
interessant und konnte ein Indiz fur &hnliche, Pathogenese assoziierte Mechanismen
bei der Migration der autoreaktiven T-Zellen bei der ERU, darstellen (Busch et al. 2019;
Issekutz et al. 2011). Die transendotheliale Migration (TEM) beschreibt einen weiteren
Prozess der stattfindet, wenn Lymphozyten durch das Endothel von Blutgefal3en
wandern (Schimmel, Heemskerk and van Buul 2017). Durch intravitale Aufnahmen in
der Maus konnte gezeigt werden, dass die meisten Lymphozyten das Endothel
parazellular Gberquerten (Yan et al. 2019). Dabei bildeten sie voribergehende Liicken
zwischen zwei benachbarten Endothelzellen, um zwischen diesen Zellen das Endothel
zu durchqueren (Yan et al. 2019). Zudem wurde durch das grun fluoreszierende
Protein LifeAct-GFP, das an F-Aktin bindet, gezeigt, dass die TEM und die spatere
Migration von Lymphozyten Aktin-abhangig ist (Yan et al. 2019).

Durch die Umstrukturierung des zytoskelettalen Aktin-Gerists veranderte sich die
Form der Lymphozyten und flhrte zur Ausbildung eines vorgestilpten, vorderen
Zellpols, der Protrusion (Yan et al. 2019). In dreidimensionaler Umgebung zeigen T-
Zellen eine betrachtliche Verformbarkeit, die von der raschen Umstrukturierung des
Zytoskeletts reguliert wird und abhéngt (Svitkina 2018). Das hochmolekulare fibrillare
Gerust im vorderen Zellfortsatz, Lamellipodium, baut sich aus Aktinfilamenten auf, die
uber den Proteinkomplex Arp2/3 (actin-related-protein 2/3) im 70° Winkel miteinander
verknupft werden, wodurch ein verzweigtes Netzwerk entsteht und der Zelle zusatzlich
Stabilitat verleiht (Blanchoin et al. 2014). Durch die aktive Ausbildung des vorderen,
leitenden Zellpols und die Kontraktion des Aktin-Gerists mithilfe des Motorproteins
Myosin wird die Migration und Vorwartsbewegung von Zellen erméglicht (Marelli-Berg
and Jangani 2018). Durch die Kontraktion des Zytoskeletts wird Druck auf die Zelle
und ihr Zytoplasma aufgebaut, der nur am vorderen leitenden Zellpols in
Bewegungsrichtung ausweichen kann, wodurch die Vorwartsbewegung der Zelle
ermdglicht wird und der hintere Zellpol, Energie-unabhangig, nachgezogen werden
kann (Poincloux et al. 2011). Neben der treibenden Kraft der Aktin-abhéngigen
Lamellipodien bei der Migration wurde durch neue Studien die Rolle des Zellnukleus
in amoboid migrierenden Zellen hervorgebracht (Renkawitz et al. 2019). Echtzeit-
Aufnahmen von dendritschen Zellen zeigten, dass sich der Zellkern am vorderen Ende
der Zellen lokalisierte und die Zellen den Weg entlang des geringsten Widerstandes
wahlten (Renkawitz et al. 2019).
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2.3.2 Arten der Zellmigration

Es lassen sich hauptséachlich zwei Typen der Fortbewegungsart von Zellen
beschreiben. Langsam-migrierende Zellen zeigen einen mesenchymalen, Adhasions-
abhéngigen Typ der Migration, der typisch fur Fibroblasten, Tumorzellen,
Endothelzellen und Keratinozyten ist (Tomasova et al. 2019). Diese Zellen migrieren
mit einer Geschwindigkeit von etwa einer Zelllange pro Stunde, wandern also
langsamer als 1 um pro Minute (Friedl, Zanker and Brdcker 1998). Dabei zeigen sie
Im Gegensatz zu schnell-migrierenden Zellen eine eher diffuse Wanderung
(Tomasova et al. 2019). Im Gegensatz dazu zeigen schnell-migrierende neutrophile
Granulozyten, dendritische Zellen sowie T-Zellen eine amdbéboide Art der
Fortbewegung (Lammermann and Germain 2014). Diese Migrationsart konnte bei
murinen und humanen Leukozyten in dreidimensionalen Matrizes beobachtet werden
und zeichnete sich durch eine gerichtete, Integrin-unabhangige und Adhasions-arme
Migration innerhalb der EZM aus (Lammermann et al. 2008; Lammermann and
Germain 2014). Die Geschwindigkeit dieser Zellen kann anhand ihrer Lange pro
Minute festgemacht werden. So wandern beispielsweise Lymphozyten mit etwa 8-10
pum pro Minute (Lammermann and Germain 2014).

2.3.3 Regulatorische Mechanismen der Zellmigration

Die Zellmigration hangt entscheidend von der Umstrukturierung des Zytoskeletts unter
Polymerisation und Depolymerisation von Aktinstrukturen ab (Yan et al. 2019). Dabei
stellt F-Aktin die filamentdse, polymerisierte Form des Aktins dar und weist eine starke
ATPase-Aktivitat auf (Marelli-Berg and Jangani 2018). Durch Motorproteine wie
Myosin, wird die zellulare Bewegung untersttzt, indem Myosine an die Aktinfilamente
binden und sich entlang dieser bewegen (LAmmermann and Sixt 2009). Die amdboide
Art der Migration von Lymphozyten wird durch die schnell ablaufende Verénderung
des Aktin-Zytoskeletts ermdglicht, bei der die Aktin-Polymerisation essentiell fur die
Fortbewegung der Lymphozyten ist und in der Ausbildung von Pseudopoden und
vorgestulpten, vorderen Zellpolen resultiert (Renkawitz et al. 2009). Da die

Zellmigration zeitlich und réaumlich reguliert werden muss, gibt es verschiedene
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Proteine, die fur die Weiterleitung der Signale von Zellrezeptoren an die
entsprechenden Effektoren zustandig sind (Warner, Wilson and Caswell 2019). Eine
wichtige Rolle spielen dabei die Rho-GTPasen, die einen grol3en Einfluss auf den
Umbau des Aktinzytoskeletts haben und somit an der Zellmigration beteiligt sind
(Warner, Wilson and Caswell 2019). Neben den GTPasen wird auch den Septinen
eine tragende Rolle bei der Organisation des Zytoskeletts zugeschrieben (Dolat et al.
2014; Mostowy and Cossart 2012). Septine, GTP-bindende und Membran-
interagierende Proteine stehen im Zusammenhang mit vielen zellularen Prozessen wie
der Zellteilung, der Organisation des Zytoskeletts und der Zellmigration (Beber et al.
2019; Neubauer and Zieger 2017). Durch die Interaktion mit den zytoskelettalen
Komponenten der Mikrotubuli sowie den Intermediar- und Aktinfilamenten, werden die
Septine auch als vierte Komponente des Zytoskeletts deklariert (Mostowy and Cossart
2012). Zur Septin-Familie zahlt auch Septin 7, dass eine Schlisselrolle bei vielen
regulatorischen Mechanismen einnimmt und auch andere Septine beeinflusst (Abbey,
Gaestel and Menon 2019; Abbey et al. 2016; Zhang et al. 2016). In Bezug auf die
Zellmigration durch dichtes Gewebe wurde gezeigt, dass Septin 7-defiziente T-Zellen
aus einer murinen T-Zelllinie, eine geringere Zellrigiditat und eine erhohte
Migrationsbereitschaft durch kleine Poren aufwiesen (Tooley et al. 2009). Diese
Ergebnisse sind sehr interessant im Hinblick auf die Pathogenese der ERU, da gezeigt
wurde, dass Septin 7 in Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden signifikant
niedriger exprimiert wird (Degroote et al. 2014; Schauer et al. 2018). Zusétzlich gibt es
neue Erkenntnisse dazu, dass Septine auch dazu in der Lage sind, mechanische
Signale in biochemische Signale umzuwandeln und bei der Interaktion zwischen
zytoskelettalen Strukturen und dem Zellkern beteiligt sein kdnnten (Lam and Calvo
2019). Aus weiteren Studien zur Zellmigration humaner Lymphozyten geht hervor,
dass die Lokalisation des Zellkerns auch eine wesentliche Rolle bei der Fortbewegung
der Zellen spielen kann und gibt neue Einblicke in die Regulation und Interaktion
zwischen zytoskelettalen Strukturen und dem Zellkern (Renkawitz et al. 2019). Auf die
Rolle der Septine, vor allem Septin 7, bei der Zellmigration und der Beteiligung an
regulatorischen Mechanismen in pathologischen Zustdnden wie bei der autoimmunen
rezidivierenden Uveitis der Pferde, wird im Rahmen dieser Arbeit ndher eingegangen.
Durch die aktuelle Literaturrecherche (Stand: September 2019) wurden keine
Beschreibungen zum Migrationsverhalten equiner PBL im Rahmen der ERU oder in

vergleichenden Uveitis-Tiermodellen gefunden. Anhand der Rechercheergebnisse
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kann davon ausgegangen werden, dass das Migrationsverhalten von equinen

Lymphozyten im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschrieben und interpretiert werden.

2.4 Zellmetabolismus

2.4.1 Stoff- und Energiewechselwege eukaryotischer Sdugerzellen

Damit Zellen des Immunsystems in der Lage sind mit einer adaquaten Immunantwort
zu reagieren und ihre Zell-spezifischen Funktionen sowie zytoskelettalen Prozesse
wahrend der Migration umsetzen zu kénnen, bendétigen sie laufend Energie (Gaber et
al. 2019). Saugerzellen besitzen vielfaltige Moglichkeiten, Energie Utber bestimmte
Stoffwechselwege zu produzieren. Abhéngig von der Zellart sind sie zudem in der
Lage ihren Substratbedarf anzupassen und auf alternative Energiegewinnungswege
auszuweichen, nachdem beispielsweise die Aktivierung einer T-Zelle stattgefunden
hat (Galgani, De Rosa and Matarese 2015). Die zwei Hauptenergiegewinnungswege
eukaryotischer Zellen sind die sauerstoffabhéngige, oxidative Phosphorylierung, die
innerhalb der Mitochondrien stattfindet sowie die sauerstoffunabhéngige Glykolyse,
die im Zytoplasma der Zellen ablauft (Pearce and Pearce 2017; van der Windt, Chang
and Pearce 2016). Nicht aktivierte T-Lymphozyten befinden sich in einem Zustand,
indem der Energiebedarf der Zelle Uuber oxidative Stoffwechselwege durch
verschiedene Substrate wie Aminoséauren, Fettsdauren sowie Glukose gedeckt werden
kann (Gaber et al. 2019). Nach Aktivierung durch Antigenprasentation naiver, reifer T-
Zellen ist ihr Energie- und Substratbedarf von der aeroben Glykolyse abhéngig, sie
nehmen an Grol3e zu, proliferieren und differenzieren sich zu T-Effektorzellen oder
Tregs (Desdin-Mic6, Soto-Heredero and Mittelorunn 2018). Der sogenannte
Immunmetabolismus von T-Zellen kann durch verdnderte Energie- und
Stoffwechselwege, die abhangig von der T-Zell-Subpopulation sind, die Entstehung
von Autoimmunerkrankungen beginstigen (Gaber et al. 2019; Stathopoulou, Nikoleri
and Bertsias 2019). Funktionell unterschiedliche T-Zell-Subpopulationen kénnen
anhand ihres Zellmetabolismus und ihrer bevorzugten Substratnutzung eingeordnet
und voneinander unterschieden werden (Desdin-Micé, Soto-Heredero and Mittelbrunn
2018). So konnen T-Gedachtniszellen anhand ihrer vorrangig aeroben,
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mitochondrialen Energiegewinnung von T-Effektorzellen differenziert werden, die ihren
Energiebedarf Gber glykolytische Wege gewinnen (Almeida et al. 2016; Bantug et al.
2017), was mittels bestimmter Messverfahren, beispielweise mit dem Extracellular
Flux Analyzer ermittelt werden kann (van der Windt, Chang and Pearce 2016). Im
Rahmen der CD4+ T-Zell-Aktivierung spielt vor allem die schnelle Energiegewinnung
eine Rolle, die Uber die aerobe Glykolyse gedeckt wird (Macintyre et al. 2014; Michalek
et al. 2011). Durch in vitro Untersuchungen muriner T-Zellen wurde bestatigt, dass die
T-Effektorzellen Thl-, Th2 wund Thl7-Zellen abhéngig von glykolytischen
Stoffwechselwegen sind, wéhrend Tregs ihre Energie vorrangig Uber Fettoxidation
durch Fettsauren gewinnen konnten (Michalek et al. 2011). Durch Versuche an
Mausen wurde gezeigt, dass aktivierte CD4+ T-Zellen den Glukosetransporter (Glut-
1) vermehrt exprimierten und somit die Aufnahme von Glukose in die Zelle erh6hten
und ihre proinflammatorischen Effektorfunktionen steigern konnten, indem die
Produktion von IFNy und [IL-2 zunahm (Macintyre et al. 2014).
Stoffwechseleigenschaften und der Bedarf an bestimmten Substraten lassen somit
Ruckschlisse auf die  beteiligten Zellen bei Inflammationen  oder
Autoimmunerkrankungen unbekannter Pathogenese, zu. Durch die Identifizierung und
Charakterisierung Pathogenese assoziierter Veranderungen von Stoffwechselwegen
in Immunzellen, kdénnen neue Mechanismen aufgeklart und neue potentielle

Therapieansatze generiert werden (Patel and Powell 2017).

2.4.2 Die Rolle des Zellmetabolismus bei Inflammation und

Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen stellen Forscher seit Beginn ihrer Entdeckung vor eine
Vielzahl an Fragestellungen, die bis heute noch nicht alle beantwortet werden konnten.
So ist bei den meisten Autoimmunerkrankungen noch kein kausaler Grund fir die
Entstehung der pathologischen autoreaktiven Zustande gefunden worden und
erschwert somit die Entwicklung passender Therapieansatze. Aufgrund der
Komplexitat der verschiedenen Mechanismen, die wahrend einer Immunantwort
beteiligt sind, ist es flr die Erforschung von Krankheiten jedoch wichtig nicht nur einen
Aspekt zu betrachten, sondern sich auf mehrere Faktoren zu stitzen. Wie sich die
Verfugbarkeit und Nutzung von Substraten auf den Zellmetabolismus auswirkt, sowie
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auf die regulatorischen und funktionellen Mechanismen der Zellen, wurde lange Zeit
unterschatzt. Da die Untersuchungen des Zellmetabolismus meist an gesunden Zellen
unternommen wurden, war es Ziel weiterer Forschung, unbekannte und veranderte
Mechanismen des Metabolismus der bestimmten Zellen aufzudecken, die bei der
Entstehung autoimmuner Erkrankungen beteiligt sind (Abboud et al. 2018; Rhoads,
Major and Rathmell 2017). Metabolische Unterschiede zwischen gesunden und
pathogenen T-Lymphozyten kdnnten demnach eine Erklarung fir veranderte, T-Zell-
mediierte Immunantworten bei Autoimmunerkrankungen liefern (Gaber et al. 2019).
Durch die Entfernung von Glut-1 in murinen CD4+ T-Zellen im EAE-Mausmodell der
MS wurde die Generierung und Proliferation der Zellen reduziert und verminderte den
Schweregrad des Krankheitsverlaufs, wodurch der Bedarf von Glukose zur
Energiegewinnung potentiell autoreaktiver Zellen bei Autoimmunerkrankungen
hervorgehoben wurde (Macintyre et al. 2014; Yin et al. 2015). Bei der aeroben
Glykolyse wird Glukose in Laktat umgewandelt, wodurch weitaus weniger Energie in
Form von ATP generiert wird als durch die oxidative Phosphorylierung, bei aktivierten
T-Zellen jedoch eine rasche Verfugbarkeit von Metaboliten fur bevorstehendes
Zellwachstum und Proliferation darstellt (Maclver, Michalek and Rathmell 2013;
Vander Heiden, Cantley and Thompson 2009). Neben Glukose und dem
glykolytischen Stoffwechselweg, der fiir die Aktivierung von T-Zellen entscheidend ist,
darf die Rolle der Mitochondrien nicht unbeachtet gelassen werden, da die dort
generierten Substrate, mitochondriale Reaktive Sauerstoff Spezies (MROS), ebenfalls
an der T-Zellaktivierung beteiligt sind, wie an murinen T-Zellen in vitro und in vivo
demonstriert wurde (Sena et al. 2013; Weinberg, Sena and Chandel 2015). Bei der
Autoimmunerkrankung SLE konnte eine erhéhte zellulare mitochondriale Masse in
CD4+ T-Zellen mit einer erhohten mROS Produktion in Verbindung gebracht werden
(Takeshima et al. 2019). Durch den oxidativen Stress gingen Zellen vermehrt in
Apoptose und die erhohte Konzentration an Zelldebris fiihrte zu einer Aktivierung des
Immunsystems (Takeshima et al. 2019). Somit kann eine erhdhte Konzentration von
MROS in CD4+ T-Zellen mit einer erhdhten Aktivierung des Immunsystems assoziiert
werden, wodurch autoreaktive Reaktionen, wie im Falle des SLE, beglnstigt werden
kénnen (Sena et al. 2013; Takeshima et al. 2019). Angesichts der Tatsache, dass sich
Lymphozyten, unabhéangig von ihrem Oberflachenproteom, aufgrund ihres Energie-
und Stoffwechsels funktionell voneinander unterscheiden lassen, ist die Untersuchung

des Zellmetabolismus eine interessante und vielversprechende Methode (van der
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Windt, Chang and Pearce 2016). Durch die Untersuchung des Zellstoffwechsels
konnen metabolisch verdnderte Zellen ausfindig gemacht werden, wodurch
Rickschlusse auf das Vorliegen bestimmter T-Zell-Populationen und
hypermetabolischer, potentiell autoreaktiver Zellen, gezogen werden kdnnen. Die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten equinen Lymphozyten, von augengesunden und
an der autoimmunen rezidivierenden Uveitis erkrankten Pferde, konnten erstmals
anhand ihrer metabolischen Aktivitat, ihrer Substratnutzung sowie der Adaptation der
Energiegewinnungswege, nach Hemmung bestimmter Substratwege naher

charakterisiert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probenmaterial

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden die Proben von
insgesamt 52 gesunden und von 62 an equiner rezidivierender Uveitis (ERU)
erkrankten Pferden verwendet. An ERU erkrankte Pferde wurden in der Klinik far
Pferde der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (Klinikleitung Prof. Dr. Lutz S.
Gohring) vorgestellt. Anhand des Vorberichts, aus dem akute und wiederkehrende
Entzindungsschibe hervorgehen sowie anhand klinischer Kriterien wie
Blepharospasmus, vermehrtem Tranenfluss und Miosis, wurde die Diagnose der ERU
gestellt (Fischer et al. 2019; Gilger and Michau 2004). Im Rahmen der operativen
Behandlung der an ERU erkrankten Pferde wurde Blut Uber die Jugularvene
entnommen. Die Blutproben augengesunder Kontrolltiere stammen mitunter von
Pferden aus der Klinik fur Pferde der LMU Minchen sowie von Tieren aus Privatbesitz.
Die Anzeige und die Genehmigung der Blutentnahme bei den Kontrolltieren erfolgte
Uber die Regierung von Oberbayern mit der Genehmigungsnummer 55.2Vet-
2532.Vet_03-17-88. Die Blutproben wurden in unterschiedlichen Versuchen
eingesetzt und die genaue Anzahl der verwendeten Proben in den jeweiligen
Experimenten aufgelistet.

Migrationsversuche innerhalb einer 3D-Kollagenmatrix in Echtzeit:
e PBL von 14 Kontrollpferden und 17 ERU-Pferden

e Migrationsversuche mit FCF-behandelten PBL von zwei Kontrollpferden

Immunzytochemische Untersuchung von Septin 7 und F-Aktin in PBL nach
Wanderung auf Glasobjekttragern:

e Unbehandelt: PBL von drei Kontrollpferden

e FCF-behandelt: PBL von drei Kontrollpferden

Expressionsanalyse von Septin 7 in equinen PBL, die auch in 3D-Migrationsversuchen

eingesetzt wurden:
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e Western Blot: PBL von 8 Kontrollpferden und 8 ERU-Pferden

Analyse der Stoffwechselaktivitat von equinen PBL mittels des Seahorse Extracellular
Flux Analyzers:

e PBL von 15 augengesunden Pferden und 7 ERU-Pferden

Untersuchung der Expression und Verteilung von ZAP70 in Pferdelymphozyten:
e Western Blot: PBL von 19 Kontrollpferden und 29 ERU-Pferden

e Immunzytochemie: PBL von drei Kontrollpferden und von drei an ERU

erkrankten Pferden

Expressionsanalyse von Cdc42 in equinen PBL:

e Western Blot: PBL von 5 Kontrollpferden und 5 ERU-Pferden
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3.1.1 Puffer und Lésungen zur Gewinnung und Aufbereitung von

equinen PBL

Heparinlésung zur Gerinnungshemmung (2500 I.E./ml)
Heparin-Natrium?! (25.000 |.E./ml) 1,00 mi
RPMI 1640 Medium mit Glutamin? 9,00 ml

Trennldésung zur Isolierung von PBL mittels Dichtegradientenzentrifugation

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

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,2

NaCP (136,9 mM) 8,00 g
KCI (2,6 mM) 0,20 g
KH2PO4 (1,4 mM) 0,20 g
NazHPO4 x 2H20 (8,1 mM) 1,45 g

in 1000 ml Aqua dest. lI6sen, pH-Wert auf 7,2 einstellen.

Einfriermedium zum Einfrieren lebender Leukozyten

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

Lysepuffer Western Blot

Harnstoff® (9 M) 27,00 g
Thioharnstoff® (2 M) 7,609
CHAPS® (4 %) 2,00 g

1 Ratiopharm, Ulm

2 Pan Biotech, Aidenbach

3 Alle nicht extra markierten Chemikalien: AppliChem, Darmstadt
4 Serva, Heidelberg

5 Biochrom, Berlin

6 Merck, Darmstadt
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DTT (65 mM) 0,50¢g
ad 50 ml Aqua bidest.

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

Lysepuffer zusetzen.

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

Tris (10 mM) 121g
NaCl (158 mM) 8,76 ¢
in 1000 ml Aqua bidest. I6sen.

pH auf 7,3 einstellen.

3.1.2 Gewinnung der Blutproben

Nach vorangegangener Desinfektion der Injektionsstelle im oberen Halsdrittel bei den
zu beprobenden Pferden, erfolgte eine Blutentnahme von je nach Bedarf 20-200 ml
Blut aus der Jugularvene. Das abgenommene Blut wurde zu jeweils 15 ml in

Rohrchen’ mit je 200 pl einer Heparin-Losung (2.500 I.E./ml) abgefuillt.

3.1.3 Gewinnung von peripheren Blutleukozyten (PBL) mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Zur Sedimentierung der roten Blutbestandteile wurden die mit Vollblut befillten
Rohrchen 10-20 Minuten bei Raumtemperatur aufrecht aufgestellt. Mit einer sterilen
serologischen Pipette® konnte das Uberstehende, lymphozytenreiche Plasma
vorsichtig aufgenommen und separat in 15 ml Réhrchen zu gleichen Teilen auf 3 ml
Pancoll®  Trennlésung  geschichtet werden. Durch die nachfolgende

Dichtegradientenzentrifugation (23°C, 350 rcf, 25 Minuten, Bremse ausgeschaltet)

7 Sarstedt, NUmbrecht
8 Sarstedt, Nimbrecht
9 Pan Biotech, Aidenbach
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konnte die zwischen Plasma und Pancoll befindliche Interphase unter minimaler
Aspiration vollstandig abgenommen und in kaltes PBS Uberfihrt werden. In drei
nachfolgenden Waschschritten (4°C, 415rcf, 10 Min) wurde der nach
derZentrifugation entstandene Uberstand dekantiert und das gewonnene Zellpellet mit
frischem PBS resuspendiert.

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden die gewonnenen PBL entweder direkt verwendet,

in Zellkulturmedium gelagert oder bei -80°C eingefroren.

3.1.4 Zahlung 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 anschlie3end in der Zahlkammer ausgezahlt werden.

Zur Berechnung der Gesamtzellzahl wurden mindestens 100 Zellen herangezogen.

Die Gesamtzellzahl wurde mit folgender Formel ermittelt:

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

Zellen pro ul Suspension =

3.1.5 Einfrieren von lebenden PBL

Fur die spatere Verwendung lebender PBL wurden die Zellen bei -80°C gelagert. Nach
Einstellen der Zellzahl auf 2x10” Zellen pro Kryor6hrchen!? wurden die Zellen in 1,8 ml
Einfriermedium resuspendiert und in Kryoréhrchen tberfuhrt. Die in den Kryoréhrchen
befindlichen Zellen wurden innerhalb einer geeigneten Einfrierbox, Cell Camper?'?,
schonend auf -80°C heruntergekuhlt. Direkt vor deren Verwendung erfolgte das

Auftauen der Zellen unter vorsichtigem Resuspendieren mit eiskaltem PBS. Die zwei

10 Carl Roth, Karlsruhe
1 VWR, Darmstadt

12 Sarstedt, Numbrecht
13 Neolab, Heidelberg
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nachfolgenden Waschschritte bei 4°C (415 rcf, 10 Min) dienten der Entfernung des im
Einfriermedium enthaltenen DMSO. Daraufhin erfolgte erneut die Bestimmung der

Zellzahl fur die weitere Versuchsplanung.

3.1.6 Aufbereitung der PBL fur Western Blots

Nach Bestimmung der Zellzahl erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C (800 rcf, 10 Min).
Der Uberstand des Leukozytenpellets wurde verworfen und die Zellstrukturen der PBL

durch Zugabe von 100-500 ul Lysepuffer zerstort.

3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate

3.2.1 Puffer und L6ésungen zur Proteinbestimmung

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

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

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

Lysepuffer Western Blot
Lysepuffer WB (siehe Kap. 3.1.1).

HCI
Salzsaure 1 M, gebrauchsfertig.t®

14 Serva, Heidelberg
15 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 flr Western Blots 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 bovinem Serumalbumin
(BSA) erstellt. In den Konzentrationen 0,125; 0,25; 0,5; 1 und 2 mg/ml wurde das
Protein im verwendeten Lysepuffer gelost und photometrisch gemessen. Zusatzlich
dient der unverdiinnte Lysepuffer als Leerwert. Je 5 pl jedes Standards und jeder zu
bestimmenden Probe wurden in einem Doppelansatz in eine 96-Loch-Platte pipettiert
und anschliel3end mit 250 pl der Bradford-Losung versetzt. Nach einer zehnminttigen
Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm in einem
ELISA Reader (Tecan SUNRISE) photometrisch bestimmt. Die Absorption der
doppelbestimmten Leerwerte wurde von jedem Mittelwert der doppelbestimmten
Proben abgezogen und die Proteinkonzentration entsprechend an der Eichgerade

abgelesen.

3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

3.3.1 Puffer und Losungen

3.3.1.1 Puffer und Losungen fur die SDS-PAGE

Acrylamid-L6sung
Acrylamide-Bis Losung 33 %1 , gebrauchsfertig.

16 Serva, Heidelberg
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Bromphenolblau-Lésung
Eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver!’

in Aqua bidest. I6sen.

Ammoniumpersulfat (APS)-L6ésung 10 %
APS'7 (10 %) 0,10 g

in 1 ml Aqua bidest. I6sen.

TEMED-LGsung
N, N, N°, N"-Tetramethylethylenediamine (TEMED), gebrauchsfertig.

Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung 10 %
SDS (35 mM) 10,00 g
in 100 ml Aqua bidest. |I6sen. Losung bei RT lagern.

Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung 20 %
SDS (70 mM) 20,00 g
in 100 ml Aqua bidest. l6sen. Losung bei RT lagern.

Gelpuffer, pH 8,8
Tris (1,5M) 18,15¢g

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-Stammldsung, pH 8,3

Tris (124 mM) 15,00 g
Glycin'® (960 mM) 72,00 g
SDS (0,05 %) 5,00 g

17 Merck, Darmstadt
18 Serva, Heidelberg
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in 1000 ml Aqua dest. I6sen und pH auf 8,3 einstellen.

Die Stammlosung wird fir die Elektrophorese 1:5 mit Aqua dest. verdinnt.

5x Laemmlipuffer (reduzierend)
1,5 M Tris-HCI*®, pH 6,8 (250 mM)
20 % SDS-Ldsung (5 %)
Glycerin?, wasserfrei (50 %)

500 mM 2-Mercaptoethanol?°

8,33 ml
12,50 ml
25,00 ml
1,75 ml

ad 50 ml Aqua bidest. und eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver hinzufiigen.

Ldsung aliquotieren und bei -20°C lagern.

Abdichtgel

Aqua bidest.

33 % Acrylamid-Lésung
10 % APS-L6sung
TEMED-LGsung

400,00 Wl
200,00
20,00 pl
2,00 pl

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

Laufgel (10 % SDS Gel)
Aqua bidest.

Gelpuffer, pH 8,8

33 % Acrylamid-L6sung
10 % SDS-LoOsung

10 % APS-LOsung
TEMED-LGsung

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

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

Sammelgel (4 % SDS Gel)
Aqua bidest.
Sammelgelpuffer, pH 6,8
33 % Acrylamid-L6sung

19 Carl Roth, Karlsruhe
20 Merck, Darmstadt
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10 % SDS-L6sung 100,00 pl
Bromphenolblau-Lésung 100,00 pl
10 % APS-L6sung 90,00 pl
TEMED-L6sung 30,00 ul

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

2-Propanol
2-Propanol (Isopropanol), gebrauchsfertig.

3.3.1.2 Puffer und Losungen fir den Western Blot

Anodenpuffer 1 0,3 M, pH 10,4

Tris 36,33 9
Methanol 200,00 mi
ad 1000 ml Aqua bidest.

Anodenpuffer I 25 mM, pH 10,4

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

Kathodenpuffer, pH 9,4

Tris 3,03¢g
e-Aminocapronsaure 5,25¢
Methanol 200,00 ml

ad 1000 ml Aqua bidest.

Ponceau-Farbelbésung
Ponceau-S (0,2 %)?* 0,209
Trichloressigsaure (3 %)?2 3,00 ¢

21 Merck, Darmstadt
22 Serva, Heidelberg
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in 100 ml Aqua bidest. I6sen.

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

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

ECL (Enhanced-Chemilumineszenz)-L6ésung A

Tris (20mM) 2429
Luminol?* 50,00 mg
in 200 ml Aqua bidest. l6sen, pH auf 8,6 einstellen.

Lagerung bei 4°C.

ECL-LOsung B

Para-Hydroxycoumarinsaure?? 0,11g
in 100 ml DMSO l6sen.

Dunkel und bei RT lagern.

H20:2

H202 30 %23, gebrauchsfertig.

Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Loésungen in folgendem Verhéltnis gemischt:

Losung A 1,00 mi
Losung B 0,20 mi
30 % H20:2 3,00 pl

23 Merck, Darmstadt
24 Serva, Heidelberg
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3.3.2 Durchfuhrung 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 GroRe entsprechend unterschiedlich weit in ein SDS-Gel ein,
wobei die grofReren 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 GieRkammer?® in einer GroRe von 8 x 7 cm und einer Dicke von
1 mm gegossen. Um ein Auslaufen der Laufgele zu verhindern, wurde am unteren
Rand der Kammern vorab ein schnell aushartendes Abdichtgel gegossen. Darauf
wurde das Laufgel eingefullt und sofort mit Isopropanol Uberschichtet. Nach
Auspolymerisierung des Laufgels wurde das Isopropanol sorgfaltig abgenommen und
das Sammelgel darauf geschichtet. Um die Proben spater auf das Sammelgel
auftragen zu koénnen und zudem mehrere Proben in einem Gel gleichzeitig
aufzutrennen, wurde ein entsprechender Kamm zur Herstellung der Probentaschen in
das noch flussige Sammelgel eingefugt. Die aufzutrennenden Proben wurden im
Verhaltnis 1:3 mit reduzierendem Lammlipuffer verdinnt und im Thermomixer?®
(750 rpm) funf Minuten bei 95°C erhitzt. Um spater die Bandenhdhe ablesen zu
konnen, wurden in eine der vorgeformten Geltaschen 4 ul einer Markerprotein-
Mischung (Triple Colour Protein Standard I111?7) gegeben und in die restlichen
Geltaschen die jeweils aufzutrennenden Proben. Nach dem Uberfiihren der
ausgeharteten Gele in die Elektrophoresekammern und Beflllen mit
Elektrophoresepuffer wurden die Kammern an das PowerPac 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 Ampérezahl schrittweise
auf 25 mA pro Gel erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront am

unteren Gelrand angekommen war.

25 Bio-Rad, Miinchen
26 Eppendorf, Wessling-Berzdorf
27 Serva, Heidelberg
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3.3.3 Durchfuhrung des Western Blot

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit einem
diskontinuierlichen Puffersystem in einem Semi-dry-Elektroblotter (PerfectBlue
Sedec™ M)?® vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran?® tiberfihrt. Die
Blot-Papiere?® und die PVDF-Membran wurden auf die GroRe des Gels zugeschnitten
und Ubereinander geschichtet. Auf die anodische Platte des Elektroblotters wurden
zwei in Anodenpuffer | getrankte Blot-Papiere und ein in Anodenpuffer Il getréanktes
Blot-Papier, unter Vermeidung von Lufteinschlissen, gelegt. Darauf wurde die zuvor
in Methanol und Aqua bidest. getrankte PVDF-Membran und anschliel3end das SDS-
Gel gelegt. Zuletzt kamen drei in Kathodenpuffer getrankte Blot-Papiere auf das Gel.
Mit einer Glaspipette wurden vorsichtig samtliche die Elektrophorese stdérenden
Luftblasen ausgestrichen und anschliel3end die kathodische Platte des Elektroblotters
aufgesetzt. Der Transfer der Proteine auf die PVDF Membran erfolgte mit Hilfe eines
pegPower 250V Power Supply®® bei einer Stromstarke von 2,5 mA/cm? und einer

Transferzeit von 40 Minuten.

3.3.4 Uberpriifung des Proteintransfers mittels Ponceau-Farbung

Um den Proteintransfer auf die PVDF-Membran zu tberprifen, 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
anschlielRendes Waschen in Aqua bidest. wurden die Proteinbanden durch Entfernen
der Hintergrundfarbung sichtbar gemacht. Abschlie3end erfolgte die komplette
Entfarbung der Membran durch Waschen in PBS-T.

28 VWR, Darmstadt
2 Carl Roth, Karlsruhe
30 Christiansen, Planegg
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3.3.5 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 priméren Antikdrpern in passender Verdinnung inkubiert. Sollten
mehrere Antikorper auf einer Membran getestet werden, wurden die Membranen
entsprechend zugeschnitten. Die primaren Antikérper verblieben tUber Nacht bei 4°C
zur Inkubation auf den Membranen. Nach erneutem dreimaligem Waschen fir 10 min
mit PBS-T erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase (POD)-konjugierten
sekundaren Antikorper in PBS-T fur 60 min bei RT. Uberschiissiger, nicht spezifisch
an den primaren Antikorper gebundener sekundarer Antikorper wurde durch sechs
Waschschritte in 10-Minuten-Intervallen mit PBS-T entfernt. Die POD-markierten
Proteine wurden mittels Chemolumineszenz detektiert. Daflr wurden die Membranen
fur 2 min bei RT in einer frisch angesetzten ECL-L6sung (siehe Kapitel 3.7.1.2)
inkubiert. Im Anschluss wurden die Membranen auf der mittleren Ebene des
Amersham Imager6003! mit automatisch berechneter Belichtungszeit, je nach
Intensitat der Signale, entwickelt. Die Blotmembranen wurden zum Entfernen der ECL-
Losung in Aqua bidest. gewaschen und konnten zur Reinkubation bei 4°C in PBS-T

aufbewahrt werden.

Als primare Antikdrper wurden in dieser Arbeit fur den Immunoblot folgende

kommerziell erhaltliche Antikdrper verwendet:

Antikorper Produziertin | Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung
) Santa Cruz,
Anti-Human-Cdc42 Maus monoklonal ) 1:100
Heidelberg
Anti-Pferd-Septin 7 19A4, Dr. E. Kremmer, LMU
o Ratte monoklonal 1:100000
FITC konjugiert Minchen, Miinchen
. ] Cell Signaling,
Anti-Human-ZAP70 Kaninchen monoklonal 1:2000
Frankfurt

31 GE Healthcare, Freiburg
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Anti-beta Aktin Maus monoklonal Merck, Darmstadt 1:1000000

Anti-alpha Tubulin Maus monoklonal Merck, Darmstadt 1:4000

Als sekundare Antikérper fanden folgende POD-gelabelte Antikorper Verwendung:

Antikorper Produziert in | Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung
. . _ Cell Signaling,
Anti-Kaninchen IgG POD Ziege polyklonal 1:10000
Frankfurt
Anti-Maus IgG POD Ziege polyklonal Merck, Darmstadt 1:5000

3.3.6 Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurden die Western Blots zur Expressionsbestimmung von Septin 7
(vgl. Kap. 4.1.8), ZAP70 (vgl. Kap. 4.3.1) und Cdc42 (vgl. Kap. 4.3.2) in PBL gesunder
und an ERU erkrankter Pferde statistisch ausgewertet. Fur die Auswertung der im
Western Blot detektierten Intensitdten wurden die Schwarzungsgrade der Banden mit
Hilfe der frei zuganglichen ImageJ 1.47%? Software quantifiziert. Eine intensivere
Schwarzung entsprach dabei einer starkeren Expression des detektieren Proteins in
der jeweiligen Probe. Zur Normalisierung wurden die Membranen zusatzlich mit einem
anti-beta-Aktin oder anti-alpha-Tubulin Antikérper inkubiert und entwickelt. Die
ermittelten Werte der beta-Aktin- oder alpha-Tubulin-Expression wurden mit den
Intensitaten der jeweiligen Proteinexpressionen ins Verhaltnis gesetzt. Anschliel3end
wurden alle ermittelten Faktoren der Kontroll-PBL und der ERU-PBL mittels eines
Kolmogorov-Smirnov Tests (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

32 http://imagej.nih.gov/ijlindex.html
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statistisch signifikant angesehen. Eine Signifikanz konnte in den Kapiteln 4.1.8,
Kap. 4.3.3 und Kap. 4.4.2 festgestellt werden.

3.4 Immunzytochemie

3.4.1 Puffer und Lésungen fur die Immunzytochemie

Waschpuffer:

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

Inkubationspuffer
BSA (1%) 05¢g
ad 50 ml TBS-T

Blockade-Puffer 1

Ziegenserum (5%) 50 ul
ad 1 ml Inkubationspuffer

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

DAPI®, gesattigte Losung
daraus wurde entsprechend eine 1:1000 Verdinnung hergestellt.

3.4.2 Antikorper fur die Immunzytochemie

Fur die Immunzytochemie wurden folgende primare Antikorper eingesetzt:

33 Thermo Fisher, Schwerte
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Antikorper Produziertin | Klonalitat Firma/Herkunft Verdlinnung
Anti-Pferd-Septin 7 19A4, Dr. E. Kremmer, LMU
o Ratte monoklonal 1:1000
FITC konjugiert Munchen, Miinchen
. ) Cell Signaling,
Anti-Human-ZAP70 Kaninchen monoklonal 1:400
Frankfurt

Zur Farbung der F-Aktin-Strukturen wurde Phalloidin®*, TRITC konjugiert (1:100

verdinnt), verwendet.

AuBerdem wurde folgender sekundarer Antikdrper verwendet:

Antikorper Produziert in | Klonalitat Firma/Herkunft Verdinnung

. ) ) Thermo Fisher,
Anti-Kaninchen Alexa 488 Ziege polyklonal 1:500
Schwerte

3.4.3 FCF-Behandlung von PBL augengesunder Pferde

Eine Stunde vor der Durchfiihrung von Lebendzellversuchen oder der Untersuchung
von Proteinexpressionen mittels Immunzytologie nach der Migration auf Objekttragern
wurden die Zellen mit dem synthetisch hergestellten Pflanzen-Zytokinin N-(2chloro-4-
pyridyl)-N9-phenylharnstoff, bekannt als Forchlorfenuron, FCF34, inkubiert. FCF
beeintrachtigt die Anordnung von Septinfilamenten, was zu langgestreckten und
dichter gepackten Strukturen fuhrt und die Zellmigration und —proliferation von Hefen
und humanen HelLa-Zellen beeintrachtigen kann (Hu, Nelson et al. 2008). Deshalb
wurden die Auswirkungen dieses Zytokinins auf das Migrationsverhalten von Pferde-
PBL untersucht. Innerhalb eines sterilen Réhrchens wurden 50 pl einer Zellsuspension
mit 9 x 10° PBL von Kontrollpferden fiir eine Stunde mit 50 uM FCF inkubiert.

34 Merck, Darmstadt
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AnschlieRend wurden 25 pl aus einer Zellsuspension mit 1,8x107 Zellen pro Milliliter
unbehandelter bzw. FCF-behandelter Zellen auf die Mitte eines Glasobjekttragers,
nahe der FCS Quelle (pur), pipettiert. Die Glasobjekttrager mit den Zellen befanden
sich fur 10 Minuten innerhalb einer Inkubations- und Heizkammer mit CO2-System von
ibidi®®, die eine Umgebung bei 37°C und 5 % CO:2 gewahrleistet.

Die Migrationsexperimente innerhalb einer 3D-Kollagenmatrix mit equinen PBL

werden in Kapitel 3.6.2 erlautert.

3.4.4 Immunzytochemische Farbung

Um das Expressionsmuster von ZAP70 in Lymphozyten von Kontroll- und an ERU
erkrankten Pferden zu analysieren, wurden je circa 4 x 10> PBL auf einen
Objekttrager® aufgetragen und fir zehn Minuten, bei 1000 rpm, in einer
Zytozentrifuge®” mit geeigneten Einsatzen zentrifugiert und anschlieBend mit
eiskaltem Aceton fixiert. Fir die Analyse von F-Aktin und Septin 7 wurden
unbehandelte und mit FCF behandelte, migrierte sowie nicht migrierte PBL aus
Kontrolltieren untersucht. Die Fixierung der Zellen erfolgte sofort nach Abschluss der
10-minutigen Wanderungsphase. Die Objekttrager wurden flr zehn Minuten in
eiskaltem Aceton fixiert und der Zell-dichte Bereich anschlieend mittels eines
Fettstiftes®® markiert. Danach wurden die gut getrockneten Zellen auf den
Objekttragern in TBS-T fur funfzehn Minuten rehydriert und anschlieRend fir weitere
45 Minuten mit einer Losung aus 1 % BSA und 5 % Ziegenserum in TBS-T bei RT, in
einer feuchten Kammer, blockiert. Die priméaren Antikdrper ZAP70 (1:400), Septin 7
(1:2000) und Phalloidin (1:100) wurden jeweils in TBS-T mit 1 % BSA verdunnt, auf
den markierten Bereich der Objekttrager pipettiert und tGber Nacht in der feuchten
Kammer bei 4°C inkubiert. Nach Inkubation des primaren Antikdrpers folgten drei
Waschschritten in TBS-T, um nicht gebundenen Antikorper zu entfernen. Zuvor mit
ZAPT70-gefarbte Zellen wurden im nachsten Schritt fir 30 Minuten bei RT in der

feuchten Kammer mit dem sekundéaren Antikérper Ziege-anti-Kaninchen IgG Alexa

35 Langenbrinck, Emmendingen
36 ibidi, Grafelfing

37 Eppendorf, Wessling-Berzdorf
38 Kisker Biotech, Steinfurt
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488, 1:500, in 1 % BSA in TBS-T verdinnt, inkubiert. Da sowohl Septin 7 als auch
Phalloidin direkt mit dem Fluorochrom FITC bzw. TRITC konjugiert sind, war die
Inkubation mit einem sekundaren Antikdrper nicht notwendig. Die Zellkerne wurden
mit 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI), 1:1000 in TBS-T mit 1 % BSA verdinnt und
uber Nacht bei 4°C in der Feuchtkammer gefarbt. Nach erneutem dreimaligem
Waschen konnten die Objekttrager mithilfe des Fluoromount for Microscopy
Mediums*' eingedeckelt werden. Die Bildaufnahmen sowie die Dokumentation und
Auswertung der gefarbten PBL erfolgte mit einem Leica Dmi8 Mikroskop®® und der

dazugehdrigen LAS-X-Software?.

3.5 Messung der Stoffwechseleigenschaften equiner PBL

3.5.1 Puffer und Lésungen fur die Stoffwechselmessung

Poly-D-Lysin-Losung fur das Adharieren der Zellen in XF24-Loch-Platten

Poly-D-Lysin* 5mg
ad 100 ml Aqua bidest.

XF-Kalibrierungspuffer
Seahorse XF Calibrant Solution*?, gebrauchsfertig

Seahorse XF Medium, pH 7,4

Seahorse XF RPMI Medium (ohne Phenolrot)*? 50 ml
2,5 M Glukose*! 200 pl
0,2 mM L-Glutamin solution*! 500 pl
0,1 mM Pyruvat* 500 ul

39 Leica, Wetzlar

40 https://www.leica-microsystems.com/products/microscope-software/
4 Merck, Darmstadt

42 Agilent Technologies, Waldbronn

49



Material und Methoden

Alle Lésungen mischen und den Puffer auf pH 7,4 einstellen und anschlieRend mittels

eines Sterilfilters** mit einer PorengréRe von 0,22 um steril filtrieren.

3.5.2 Reagenzien des ,,Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kits4?*

Substanz zur Hemmung der ATP-Synthase der Atmungskette:

Oligomycin, gebrauchsfertig (63 nmol)
ad 630 pl Seahorse XF Medium (pH 7,4) fur eine 100 uM Stammldsung; fur die

Gebrauchslésung werden 300 ul der Stammlésung mit 2700 pl Medium verdinnt

Substanz zur Entkopplung der Atmungskette durch Abbau des mitochondrialen

Membranpotentials:

Carbonylcyanid-4-phenylhydrazon, FCCP, gebrauchsfertig (72 nmol)
ad 720 pl Seahorse XF Medium (pH 7,4) fur eine 100 uM Stammldsung; fur die
Gebrauchslosung werden 300 pl der Stammldsung mit 2700 pl Medium verdinnt

Substanz zur vollstandigen Hemmung der ATP-Synthese:
Rotenon und Antimycin A, gebrauchsfertig (je 27 nmol)

ad 540 pl Seahorse XF Medium (pH 7,4) fir eine 50 uM Stammldsung; fur die

Gebrauchslosung werden 300ul der Stammldésung mit 2700 pl Medium verdiinnt

43 Spicker, Waldmiinchen
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3.5.3 Prinzip der Messung des Zellmetabolismus mittels Seahorse XFe24

Analyzer

Die Messung der metabolischen Eigenschaften von Zellen mittels Seahorse XFe24
Analyzer* stellt eine nicht invasive Methode dar, die es ermoglicht, die
Hauptenergiegewinnungswege der Zellen, die mitochondriale Atmung und die
Glykolyse, in Echtzeit zu analysieren. Die Methode beruht auf der Messung der
Sauerstoffverbrauchsrate  (Oxygen Consumption Rate; OCR) sowie der
extrazellularen Ansauerung durch freie Protonen (Extracellular Acidification Rate;
ECAR) durch die in der Platte befindlichen Zellen. Dabei messen zwei voneinander
unabhangige Fluorophore die Anwesenheit und Menge von Sauerstoff (O2) und die
von Protonen im XF Medium. Die Starke des Fluoreszenzsignals fur Oz lasst somit
Ruckschlisse auf den Sauerstoffverbrauch der Zellen zu, da bei der oxidativen
Phosphorylierung im Rahmen der mitochondrialen Respiration Oz zu H20 reduziert
wird. Sinkt der pH-Wert des Mediums durch die erhéhte Menge freier Protonen ab,
lasst dies auf die Produktion von Laktat aus glykolytischer Energiegewinnung
schlieBen. Wahrend der Messung befinden sich die Sensor-Platte sowie die 24-Loch-
Platte mit den darin befindlichen Zellen innerhalb des Seahorse XFe Analyzers. Vor
jeder Messung fahrt die Sensor-Platte nach unten und bildet mit einem Abstand von
200 um tber den absedimentierten Zellen, ein kleines Volumen, in dem die Menge von
O2 und Protonen bestimmt wird. Nach jedem Messzyklus fahrt die Sensorplatte wieder
nach oben, um das Medium zu mischen und den Ausgangszustand
wiederherzustellen. Die Sensorplatte enthalt zudem vier Vertiefungen, sog. Ports, in
die die Substanzen des Mito-Stress-Kits, Oligomycin, Carbonylcyanid-4-
phenylhydrazon (FCCP) und Rotenon und Antimycin A (Rot/AA), zur Beeinflussung
der mitochondrialen Respiration gegeben werden kénnen. Die fir unsere Versuche
genutzten Reagenzien des Mito-Stress-Kits wurden in die Ports A-C gegeben, die tber
Einstellungen der Geratesoftware nacheinander in die Dellen der 24-Loch-Platte
injiziert werden kénnen. Port D blieb frei und musste somit auch nicht befllt werden.
Vor der Injektion der Kit-Reagenzien wird die basale Respiration der Zellen gemessen,
in dem der Sauerstoffverbrauch (OCR) und die Protonenproduktion (ECAR) der Zellen

in ihrem Normalzustand bestimmt werden. Die darauffolgende Injektion des ersten

44 Agilent Technologies, Waldbronn
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Reagenzes, Oligomycin, fihrt zu einer Hemmung der ATP-Synthase des Komplex V
der Atmungskette, sodass Sauerstoff nicht mehr zu Wasser reduziert werden kann und
der Sauerstoffverbrauch der Zellen abnimmt. Durch die Hemmung der mitochondrialen
Atmung werden die Zellen dazu veranlasst, alternative Energiegewinnungswege zu
nutzen, z.B. die Glykolyse. Durch die Konzentrationsanderung des geldsten
Sauerstoffs und der freien Protonen im Medium kurz Gber der Zellschicht, nehmen die
durch die Fluoreszenz-Sensoren weitergeleiteten Lichtwellen ab bzw. zu.
Entsprechend nimmt nach Injektion des zweiten Reagenzes, FCCP, der
Sauerstoffverbrauch der Zellen zu, da der in der Mitochondrienmembran herrschende
Protonengradient zerstort wird und es so zu einer maximalen Respiration der Zellen
kommt. Als letzte Injektion folgt Rot/AA, wodurch Komplexe | und Il der Atmungskette
gehemmt werden. Dadurch ist die gesamte mitochondriale Atmung samt ATP-
Produktion gehemmt. Durch die Bestimmung der ATP-abhé&ngigen Respiration nach
Oligomycin-Injektion und der maximalen Respiration durch FCCP kann nach Rot/AA-

Injektion die respiratorische Kapazitat errechnet werden.
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Mitochondriale Respiration
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Abb. 3.1 Darstellung der Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) bei der Messung der mitochondrialen
Respiration nach Injektionen der Reagenzien des Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kits. In der
Abbildung wird die Sauerstoffverbrauchsrate der Zellen sowie die Verdnderungen des vorhandenen
Sauerstoffs im Medium, abhéangig von der Zugabe der entsprechenden Reagenzien schematisch
dargestellt. Eine genauere Erlauterung ist im Text zu finden. (Diese Abbildung wurde nach Agilent
Technologies, Seahorse Bioscience modifiziert).

3.5.4 Vorbereitungen am Vortag des Experiments

Zur Untersuchung der Stoffwechseleigenschaften primarer Suspensionszellen wurden
die Dellen der XF24-Loch-Platten am Vortag mittels einer Poly-D-Lysin-Losung
beschichtet, um eine bessere Haftung der Zellen am Boden der Platten zu erzielen. In
jede Delle der 24-Loch-Platte wurden 52 pul der verdinnten Poly-D-Lysin Lésung
pipettiert und fur 1-2 Stunden bei Raumtemperatur, unter einer Sterilwerkbank,
inkubiert. Nach Trocknung, bis zur Verwendung am nachsten Tag, wurden die Platten
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im Kuhlschrank gelagert und am Versuchstag in einem Warmeschrank (37°C, ohne
CO2-Begasung) erwarmt. Neben der Beschichtung der Dellen erfolgte die
Vorbereitung der XFe24-Sensor-Platte. Pro Delle wurden 1000 pl des XF-
Kalibrierungspuffers pipettiert und dber Nacht in einer Feuchtkammer im
Warmeschrank (37°C, ohne CO3) aquilibriert. Diese Vorbereitungen sind erforderlich,
um eine genaue pH-Wert-Messung und pH-Wert-Anderung wahrend des Experiments
zu gewabhrleisten. Zusétzlich wurde das Geréat bereits eingeschaltet und mit der
dazugehdrigen Software gekoppelt, damit die erforderliche Betriebstemperatur von
37°C bis zur Messung erreicht wird.

3.5.5 Etablierung und Durchfihrung der Stoffwechselmessung

Die optimale Zellzahl, die pro Delle einer XF-24-Loch-Platte ausgeséat wird, variiert je
nach Zellart und Spezies. Dabei ist entscheidend, dass am Boden einer jeden Delle,
die Zellen enthalt, eine durchgehend gleichmafiige Zellschicht vorhanden ist. Nach
Etablierung der adaquaten Zellzahl bei der Verwendung von equinen Lymphozyten,
erwies sich eine Zellzahl von 8x10° pro Delle als Optimum.

Das XF-Medium wurde, wie in Kapitel 3.5.1 erlautert, hergestellt, auf pH 7,4 eingestellt
sowie steril filtriert. Bis zur Verwendung verblieb es in einem 37°C-warmen
Wasserbad. Die Reagenzien des Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kits wurden nach
Empfehlung des Herstellers verdinnt (vgl. Kapitel 3.5.1) und das entsprechende
Volumen der Arbeitslésung in die Vertiefungen, den sogenannten Ports, A-C der

Sensorplatte pipettiert:

Port A: Oligomycin: 56 ul; Fur eine Endkonzentration von 1 uM pro Delle
Port B: FCCP: 62 pl; Fur eine Endkonzentration von 1 uM pro Delle
Port C: Rot/AA: 69 ul; Fur eine Endkonzentration von 0,5 uM pro Delle

Die Einstellung des Messprotokolls erfolgte vor Versuchsbeginn mittels der Agilent
Wave Software. Dabei bestand die Moglichkeit die Anzahl der Messzyklen fir die
Basalrespiration und pro Injektion, zu bestimmen. Die Sensorplatte konnte nach

erfolgter Vorbereitung in das Gerat gelegt werden, um die Kalibrierung zu starten.

54



Material und Methoden

Die mittels Dichtegradientenzentrifugation praparierten equinen PBL wurden gezahlt,
vgl. Kapitel 3.1.3 und 3.1.4, und die fir das Experiment benétigte Zellzahl bestimmit.
Zur Stoffwechselanalyse der equinen PBL wurden pro Delle 8x10° Zellen in 200 pl des
XF Mediums ausgesat. Fur die Bestimmung des Leerwertes verblieben vier Dellen der
XF24-Loch-Platte Zell-frei und enthielten lediglich XF-Medium. Die Leerwerte wurden
bei der spateren Auswertung der Messdaten miteinbezogen.

Um eine gleichmalige Zellschicht und Anhaftung der Zellen am Boden der jeweiligen
Dellen zu gewahrleisten, wurde die XF24-Loch-Platte fur eine Minute bei 2000 rpm,
Bremsfunktion aus, abzentrifugiert. Im Anschluss wurden alle mit Zellen befillten
Dellen sowie die Dellen fur die Leerwertmessung auf ein Volumen von 500 pl mit XF-
Medium aufgeflllt. Bis zum Start der Messung befand sich die Platte in einem

Warmeschrank bei 37°C, ohne CO2-Begasung.

3.5.6 Statistische Auswertung

Die Daten aus den Stoffwechselmessungen wurden in der mit dem Gerét gekoppelten
Wave Software analysiert. Die gemessenen Werte aus allen Dellen wurden
normalisiert, indem alle Werte auf eine Zellzahl von insgesamt 1x10° Zellen angepasst
wurden. Fur die statistische Auswertung wurden die Mittelwerte aus den jeweiligen
Messzyklen der Basalrespiration sowie nach Oligomycin-, FCCP- und Rot/AA-Injektion
von PBL aus Kontrollpferden und PBL aus ERU-Pferden miteinander verglichen. Die
Mittelwerte der Kontroll-PBL und der ERU-PBL wurden mittels Kolmogorov-
Smirnov Test (KS) auf ihre Normalverteilung tberprift. Im Falle einer Normalverteilung
(KS: =2 0,05) wurde der Student’s t-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.
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3.6 Migrationsversuche in 3D-Kollagenmatrix

3.6.1 Puffer und Lésungen fur Migrationsassays mittels p-Slides#

Herstellung der Kollagen-Zell-Lésung

10x Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) low glucose*® 10 pl
NaOH*7, 1 M 2,5 pl
Aqua dest. 40,5 ul
NaHCO3%, 7,5 % 2 ul

1x DMEM*8 25 ul
Kollagen Typ 1 (5 mg/ml)*° 45 ul
Zellsuspension (1,8x107/ml) 25 ul

Alle Losungen werden in der angegebenen Reihenfolge, auf Eis, in ein 1,5ml groRes
Rohrchen pipettiert und miteinander vermischt. Das schnell hartende Kollagen-Zell-

Gemisch sollte innerhalb 5 Minuten in die Ports der p-Slides injiziert werden.

Herstellung der Chemoattractants

FCS 100 l
ad 150 ul DMEM

IL-4%0 (0,1 pg/ul) 10 pl
ad 90 ul DMEM
IFNy®° (0,1 pg/ul) 10 pl
ad 90 pl DMEM

45 ibidi, Grafelfing

46 Merck, Darmstadt

47 Applichem, Darmstadt
48 pan Biotech, Aidenbach
4 ibidi, Grafelfing

50 Biomol, Hamburg
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CRALBP> (2 pg/ul) 10 pl
ad 90 pl DMEM

3.6.2 Durchfuhrung der Migrationsassays

Die Durchfihrung der Migrationsexperimente mit lebenden equinen Lymphozyten
innerhalb einer 3D-Kollagenmatrix wurden mittels Chemotaxis 3D p-Slides und dem
kompatiblen Heiz- und Inkubationssystem (Stage Top Inkubationssysteme, Multiwell-
Plates, K-Frame), durchgefuihrt. Die p-Slides befanden sich wahrend der
Versuchsdurchfihrung innerhalb der beheizten und CO2-begasten Kammer. Mithilfe
eines Leica Dmi8 Mikroskops mit automatischer Zeitrafferfunktion, konnte die
Migration der Zellen in Echtzeit beobachtet werden.

Vor Durchfihrung des Experiments werden die benotigten Materialien, Losungen
sowie die Zellen fir mindestens 8 Stunden in einen Inkubator mit 37°C und 5 % CO2-
Begasung gelagert. Diese MalRnahmen sind wichtig, um einen Gasaustausch aller
Komponenten zu erreichen, damit die Qualitat und der Erfolg der Migrationsversuche
gewabhrleistet sind. Fur die Herstellung einer dreidimensionalen Matrix innerhalb der
Stege der p-Slides, wurde eine endgultige Kollagenkonzentration von 1,5 mg/ml
eingesetzt. Die erforderlichen Losungen wurden auf Eis nach Anleitung des Herstellers
in ein ausreichend groRes Rohrchen gegeben, vgl. Kapitel 3.6.1, und gemischt.
Nachdem das Kollagen und die Zellsuspension in das Rohrchen dazugegeben
wurden, erfolgte ein schnelles Beflllen der Stege der p-Slides mit je 6 pl der
Suspension, da diese nach 5 Minuten bei RT erhéartet. Zur vollstdndigen
Polymerisation der Kollagen-Zell-Suspension erfolgte eine 30-minttige Inkubation der
p-Slides in einem Zellkulturinkubator mit 37°C und 5 % COo..

Im Anschluss wurden beide Reservoirs der p-Slides mit 65 pl DMEM aufgefullt. Das
Reservoir auf der rechten Seite enthielt lediglich DMEM; das Reservoir auf der linken
Seite enthielt DMEM sowie das Chemoattractant, das nachtraglich dazugegeben
wurde. Insgesamt wurden 30 pl der verdiinnten Chemoattractant-Losung in das linke

51 eigene Herstellung, Miinchen
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Reservoir pipettiert. Zuvor wurden 30 pl DMEM aus dem linken Reservoir mit einer

Pipette entnommen.

Steg mit
Kollagen-
Zell-Mix

T ()<

o
-

+

-

Qi

| O]

Reservoir Reservoir
gefillt mit gefiillt mit
Chemo- Medium
attractant

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Steges und der beiden Reservoire der p-Slides. Die
wandernden Zellen befinden sich innerhalb des Steges in der Kollagenmatrix. Im Reservoir auf der
rechten Seite befindet sich lediglich Medium, im Reservoir auf der linken Seite wurden zusatzlich 30pl

Chemoattractant injiziert.

Die Zeitrafferaufnahme der Migration der equinen PBL erfolgte Uber 3 Stunden, wobei
alle 60 Sekunden ein Bild der Kollagen-Zellmischung innerhalb des Steges
aufgenommen wurde. Innerhalb der Experimente kamen fotales Kalberserum (FCS),

equines IL-4, equines IFNy und CRALBP (Deeg, Pompetzki et al. 2006), zum Einsatz.

3.6.3 Statistische Auswertung

Die aus den Zeitrafferaufnahmen erhaltenen Bilderstapel aller Migrationsexperimente
wurden fur die nachfolgenden Auswertungen als Bilddateien (.tif) exportiert. Mithilfe
der frei zuganglichen Software ImageJ und dem manuellen Tracking-Plugin konnten
die Lymphozyten innerhalb der 3-D-Kollagenmatrix verfolgt werden. Dabei flossen nur
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die Zellen in die Auswertung mit ein, die sich innerhalb des mit Kollagen gefullten
Steges der p-Slides bewegt haben. Nach dem Tracking von mindestens 30 Zellen pro
Steg, wurde die Wanderungsrichtung, die zurlickgelegte Distanz, die Zielgerichtetheit
sowie die Geschwindigkeit der Zellen mit dem frei verfugbaren Chemotaxis and
Migration Tool Version 1.01°2 analysiert. Im Anschluss wurden die Daten der
jeweiligen Migrationsparameter der Kontroll-PBL und der ERU-PBL mittels eines
Kolmogorov-Smirnov Tests (KS) auf ihre Normalverteilung Uberprift. Im Falle einer
Normalverteilung (KS:20,05) 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.

3.7 Identifikation der Interaktionspartner von Septin 7 und DOCK8

3.7.1 Immunprazipitation und Massenspektrometrie

Die Identifikation von Septin 7-Interaktionsproteinen in equinen PBL augengesunder
Pferde erfolgte mittels Immunprazipitation unter Verwendung des anti-Septin 7-
Antikorpers. Die Immunprazipitate wurden durch den sogenannten FASP-Verdau,
englisch  for  Filter-aided sample preparation, fir die nachfolgende
Massenspektrometrie aufbereitet und anschlieend im Massenspektrometer
analysiert. Mittels dieser Methoden konnten 20 Interaktionspartner des Proteins Septin
7 ermittelt werden. Eines dieser Proteine war Dedicator of Cytokinesis 8 (DOCKS),
dessen Protein-Protein-Interaktion mit Septin 7 durch eine weitere Immunprézipitation
und Analyse im Western Blot bestatigt werden konnte (Schauer et al. 2018). Des
Weiteren erfolgte, fur die Identifikation von interagierenden Molekilen von Septin 7
und DOCKS in PBL von augengesunden und von an ERU erkrankten Pferden, eine
Immunprazipitation unter Verwendung des anti-Septin 7-Antikérpers und des anti-
DOCKS8-Antikorpers, mit anschlieBendem FASP-Verdau und
massenspektrometrischer Analyse. Um die genauen Protokolle der Methoden und die

52 https://imagej.nih.gov/ij/plugins/index.html
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dabei verwendeten Materialien einzusehen, wird auf die Publikation von Schauer et al.

verwiesen (Schauer et al. 2018).

3.7.1.1 Auswahl der massenspektrometrisch identifizierten Proteine nach

Immunprazipitation von PBL von an ERU erkrankten Pferden

Die im Rahmen dieser Arbeit ausgewahlten Proteine aus der DOCKS-
Immunprazipitation wurden bioinformatisch analysiert und aufgrund ihrer moéglichen
Beteiligung an und Bedeutung fir die Pathogenese bei der ERU ausgewahlit. Die
Proteine, die in PBL von an ERU erkrankten Pferden vermehrt durch DOCKS8
angereichert wurden, im Vergleich zu PBL augengesunder Pferde, wurden aufgrund
der moglichen Beteiligung am Migrationsverhalten equiner PBL ausgewahlt.

Aus dem Datensatz der massenspektrometrisch ermittelten Interaktionsproteine von
DOCKS8 in ERU-Pferden wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Proteine ausgewahlt,
die aufgrund ihrer mdglichen funktionellen und regulatorischen Rolle in PBL von an
ERU erkrankten Pferden, von Interesse waren. Anhand ihrer Identifikationsnummer
wurden die Proteine ZAP70 und Cdc42 mithilfe der frei zugénglichen Ensembl-

Datenbank (http://www.ensembl.org/index.html) identifiziert:

DOCKS IP ratio ERU ratio
Proteinname Identifikationsnummer
ERU/Ktr DOCK-IP/ ITK
Tyrosine- protein kinase, ZAP70 ENSECAP00000009205 5,0 8,9
Cell division control protein 42,
Cdear ENSECAP00000003324 4.7 4.4
c

Fur diese Proteine wurde der Quotient aus der Abundanz im jeweiligen DOCKS8
Prazipitat zu der entsprechenden Abundanz im Prazipitat der Isotypkontrolle berechnet
(Ratio). Erst ab einer Ratio = 2 wurde die Anreicherung im Prazipitat des anti-DOCK8-

Antikorpers als ausreichend gewertet. Bei der Auswahl der Proteine spielte zudem das
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Verhaltnis der Abundanz im Immunprazipitat von PBL an ERU erkrankten Pferden zu

der Abundanz im Immunprazipitat von Kontrolltieren zu DOCK8 (Ratio) eine Rolle.

Die Rolle dieser DOCKS8-Interaktionspartner, die nach massenspektrometrischer
Analyse der Immunprazipitate von an ERU erkrankten Pferden identifiziert wurden,

wurde im Rahmen dieser Arbeit naher untersucht.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchung des Migrationsverhaltens von PBL von gesunden

und von an ERU erkrankten Pferden in 3D-Kollagenmatrix

Das Hauptmerkmal der Pathogenese der equinen rezidivierenden Uveitis ist die
Migration autoreaktiver peripherer Blutleukozyten (PBL) in das Auge, indem sie aus
noch ungeklarten Grinden die Blut-Retina-Schranke (BRB) Uberwinden (Degroote et
al. 2017). Die in das Auge eingedrungenen PBL Ilosen nachfolgend
Entziindungsschiibe aus, die sich mit jedem Rezidiv verstarken und letztendlich zur
Erblindung fihren kdnnen (Gerding and Gilger 2016). Da bis heute noch nicht geklart
werden konnte, welche Mechanismen die autoreaktiven PBL dazu beféhigen, aus der
Peripherie Uber die BRB in das Auge zu wandern, wurde das Wanderungsverhalten
von equinen PBL naher untersucht. Fur die Versuchsdurchfihrung kamen p-Slides
zum Einsatz, in denen die PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde in einer 3D-
Kollagenmatrix wanderten. Die Migration der Lymphozyten wurde in Echtzeit, Gber drei
Stunden hinweg, mittels eines Inversmikroskops mit Zeitrafferfunktion, aufgenommen.
Fur die Versuche wurden verschiedene Lockmittel, sogenannte Chemoattractants, wie
FCS, IL-4, IFNy und das Autoantigen CRALBP eingesetzt, um eine gerichtete
Wanderung, Chemotaxis, zu induzieren. Bei der Auswertung wurde die Verteilung der
gewanderten Zellen, die Verlagerung des Masseschwerpunkts, die gewanderte
Distanz, die Zielgerichtetheit sowie die Geschwindigkeit der migrierten Zellen

berucksichtigt.
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4.1.1. Zielgerichtetes und schnelleres Wanderungsverhalten von PBL von

an ERU erkrankten Pferden mit FCS als Chemoattractant

Das Wanderungsverhalten von priméren Blutleukozyten von augengesunden und von
an ERU erkrankten Pferden in kollagendichter Umgebung wurde in
Echtzeitexperimenten getestet. Einer der verwendeten Lockstoffe war fotales
Kalberserum (FCS). Die im Serum enthaltenen Proteine und Hormone kénnen positive
Effekte auf die Proliferation und das Wachstum von Leukozyten haben und
chemotaktische Wirkung haben (Biswenger et al. 2018). Insgesamt wurden die
Wanderungseigenschaften von PBL 13 gesunder Pferde und 15 an ERU erkrankter
Pferde, unter Verwendung von FCS, untersucht. Dabei fiel ein unterschiedliches
Wanderungsverhalten zwischen PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde auf. So
wanderte eine signifikant hohere Anzahl der PBL von ERU-Pferden in Richtung des
mit FCS befillten Reservoirs (Abbildung 4.1 A, B). Die Gesamtmasse der gewanderten
Zellpopulation der ERU-Zellen, durch den Masseschwerpunkt darstellt, verlagerte sich
im Vergleich zum Masseschwerpunkt der Kontrolltiere starker auf die Seite des
Lockstoffs (Abbildung 4.1 C). Dariiber hinaus legten die PBL von an ERU erkrankten
Pferden innerhalb der Kollagenmatrix signifikant langere Distanzen zurtick (** p <0,01)
(Abbildung 4.1 D). AuRerdem wanderten die PBL von ERU-Pferden zielgerichteter als
die PBL der Kontrollpferde (** p < 0,01) (Abbildung 4.1 E). Die Zielgerichtetheit gibt
Rickschlisse, wie geradlinig, also direkt, die Wanderungsstrecken der Zellen von
ihrem Ausgangspunkt bis zu ihrem Endpunkt waren. Im Vergleich zu den PBL von
Kontrollpferden wanderten die PBL von an ERU erkrankten Pferden signifikant
schneller durch die kollagendichte Umgebung (* p < 0,05) (Abbildung 4.1 F).
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A Kontrolle B ERU
Anzahl migrierter PBL: 427; nach oben: 194, Anzahl migrierter PBL: 422; nach oben: 166,
nach unten: 233 nach unten: 256
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Abb. 4.1: Migrationsparameter von PBL augengesunder Pferde und PBL von an ERU erkrankten
Pferden mit FCS als Lockstoff. Dargestellt sind die Migrationswege von PBL von Kontrollen (n=13)
(A) und an ERU erkrankten Pferden (n=15) (B). Alle Startpunkte der gewanderten Zellen wurden in die
Mitte der jeweiligen Grafik projiziert. Zellen die sich in Richtung FCS bewegten sind blau markiert; Zellen

die sich in die entgegengesetzte Richtung bewegten, sind grau markiert. Der Masseschwerpunkt (C)
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zeigt, dass sich die Gesamtpopulation der PBL von an ERU erkrankten Pferden weiter in Richtung der
FCS-Quelle bewegt hat. Die Distanz (D) stellt die Gesamtlange des zuriickgelegten Weges der PBL dar
und veranschaulicht, dass PBL von ERU-Pferden signifikant langere Strecken gewandert sind (** p <
0,01). Auch die Zielgerichtetheit der PBL von ERU-Pferden (E) wéahrend ihrer Migration war signifikant
erhodht (** p < 0,01). Der Vergleich der Zellgeschwindigkeit (F), gemessen in um/min, zeigt, dass sich

die PBL von an ERU erkrankten Pferden auch signifikant schneller bewegten (* p < 0,05).

4.1.2 Ausbleibende chemotaktische Wirkung auf equine PBL mit IL-4 als

Chemoattractant

Bei der Untersuchung der Migrationsparameter von PBL augengesunder Pferde und
von an ERU erkrankten Pferden konnten bei der Verwendung von IL-4, Merkmal-
Zytokin der Th2-T-Zellen, keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Die
eindeutig unterschiedlichen Migrationsparameter zwischen PBL gesunder und von an
ERU erkrankter Pferde, die bei Versuchen mit FCS nachweisbar waren, blieben bei
Migrationsversuchen mit IL-4 als Chemoattractant aus. Beim Vergleich der
Migrationsparameter der gewanderten PBL von Kontrollpferden und ERU-Pferden
konnten keine signifikanten  Unterschiede in Bezug auf Verteilung,
Masseschwerpunktverschiebung, Distanz, Zielgerichtetheit oder Geschwindigkeit
festgestellt werden (vgl. Abbildung 4.2 A - F).
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A Kontrolle B ERU
Anzahl migrierter Zellen: 177, nach oben: 76, Anzahl migrierter Zellen: 219, nach oben: 109,
nach unten: 101 nach unten: 110
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Abb. 4.2: Wanderungsverhalten von PBL augengesunder Pferde (n=4) und von

erkrankten Pferden (n=4) unter Verwendung von IL-4 als Lockstoff. Zu sehen

Migrationswege der PBL von Kontrollpferden (A) und von an ERU erkrankten Pferden (B). Alle

Startpunkte der gewanderten Zellen wurden in die Mitte der beiden Grafiken projiziert. PBL, die in
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Richtung IL-4 migrierten sind blau markiert; Zellen, die in die entgegengesetzte Richtung wanderten,
sind grau markiert. Die Balkendiagramme zeigen die Masseschwerpunkte (C), Distanz (D),
Zielgerichtetheit (E) und Geschwindigkeit (F) der gewanderten PBL im Vergleich. Bei keinem der
dargestellten Migrationsparameter zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen PBL von gesunden

und von an ERU erkrankten Pferden.

4.1.3 IFNy induziert hohe Wanderungsgeschwindigkeiten der PBL von an
ERU erkrankten Pferden

Das Merkmal-Zytokin von Thl1-T-Zellen, IFNy, spielt eine zentrale Rolle bei der
Entstehung der ERU, einer T-Zell-mediierten Autoimmunerkrankung, bei der vorrangig
Th1-T-Zellen beteiligt sind (Gilger and Deeg 2011). Um die Wirkung dieses Zytokins
auf die Wanderungseigenschaften equiner PBL innerhalb einer kollagendichten
Umgebung zu untersuchen, wurden die Migrationsparameter der PBL von
Kontrollpferden und ERU-Pferden verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass zwei
Drittel der migrierten PBL von Kontrollpferden in die entgegengesetzte Richtung des
Chemoattractants wanderten (Abbildung 4.3 A). Die PBL von an ERU erkrankten
Pferden hingegen zeigten eine deutliche Reaktion, also eine gerichtete Bewegung zur
Seite des IFNy-haltigen Reservoirs (Abbildung 4.3 B). Knapp zwei Drittel der
gewanderten PBL von ERU-Pferden migrierten in die Richtung des Chemoattractants
IFNy, was durch die Verlagerung des Masseschwerpunkts der ERU-Zellen deutlich
wurde (Abbildung 4.3 C). Die PBL von ERU-Pferden legten aufRerdem signifikant
langere Distanzen innerhalb der kollagendichten Umgebung zurtick als PBL gesunder
Pferde (*** p < 0,001) (Abbildung 4.3 D). Der Vergleich der Zielgerichtetheit ergab
keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 4.3 E). In Bezug auf die
Migrationsgeschwindigkeit migrierten die PBL von an ERU erkrankten Pferden
signifikant schneller, mit durchschnittlich 3,4 um/min, im Gegensatz zu den PBL von
Kontrollpferden mit 2,6 um/min (*** p < 0,001) (Abbildung 4.3 F).
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Abb. 4.3: PBL von Kontrollpferden (n=4) und von ERU-Pferden (n=4) wurden auf ihr
Wanderungsverhalten unter Verwendung von IFNy untersucht. Die Wanderungswege der PBL
werden durch die ersten beiden Plots dargestellt (A) und (B). PBL die sich in Richtung IFNy bewegten

sind blau markiert; Zellen die in die entgegengesetzte Richtung wanderten, sind grau markiert.
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Die Verschiebung der Masseschwerpunkte beider Gesamtpopulationen (C) veranschaulicht, dass sich
die Gesamtmasse der gewanderten PBL von an ERU erkrankten Pferden deutlich in Richtung IFNy
verlagert hat. Die signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und ERU-Pferden bei der
gewanderten Distanz werden im Balkendiagramm (D) deutlich (*** p < 0,001). Es ist kein signifikanter
Unterschied bei der Zielgerichtetheit zu sehen (E) (n.s., p > 0,05). Die Geschwindigkeit (F) zeigt, dass
die PBL von an ERU erkrankten Pferden signifikant schneller migrierten als die PBL von Kontrolltieren
(*** p <0,001).

41.4 PBL von an ERU erkrankten Pferden zeigen deutliches
Wanderungsverhalten auf das Autoantigen CRALBP

Das Autoantigen CRALBP wurde als autoimmunspezifisches Reagenz fiur die
Untersuchung des Wanderungsverhaltens von PBL von gesunden und von an ERU
erkrankten Pferden eingesetzt. CRALBP, das sich als Autoantigen bei der ERU
erwiesen hat, spielt auch bei der autoimmunen Uveitis des Menschen eine Rolle
(Deeg, Pompetzki, et al. 2006; Deeg et al. 2007). PBL von gesunden Pferden zeigten
im Gegensatz zu PBL von an ERU erkrankten Pferden keine deutliche
Wanderungsrichtung zum mit CRALBP-gefiillten Reservoir (Abbildung 4.4 A, B). Eine
deutlich héhere Anzahl der migrierten Zellpopulation von ERU-Pferden bewegte sich
in Richtung des Reservoirs mit CRALBP, verdeutlicht durch die unterschiedliche
Verlagerung des Masseschwerpunktes der PBL (Abbildung 4.4 C). PBL von ERU-
Pferden legten zudem langere Wanderungsstrecken innerhalb der Kollagenmatrix
zuruck (** p < 0,01) (Abbildung 4.4 D). Zusatzlich zeigten sie eine deutlich
zielgerichtete Migration (*** p < 0,001) (Abbildung 4.4 E) und bewegten sich dartber
hinaus deutlich schneller, mit durchschnittlich 3,3 pum/min, im Gegensatz zu PBL
gesunder Pferde mit 2,3 um/min (*** p < 0,001), (Abbildung 4.4 F). Diese Ergebnisse
verdeutlichen die hoch signifikante und spezifische Reaktionsfahigkeit der PBL von an
ERU erkrankten Pferden auf CRALBP.
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A Kontrolle B ERU
Anzahl migrierter Zellen: 120, nach oben: 60, Anzahl migrierter Zellen: 163, nach oben: 66,
nach unten: 60 nach unten: 97
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Abb. 4.4: Wanderungsverhalten und Migrationsparameter von PBL augengesunder und von an
ERU erkrankter Pferde auf CRALBP. Darstellung der Zellwanderung von PBL augengesunder
Kontrolltiere (n=4) (A) und von an ERU erkrankten Pferden (n=4) (B). Die Startpunkte der gewanderten
Zellen wurden jeweils in die Mitte der beiden Grafiken projiziert. Zellen die sich in Richtung CRALBP

bewegten, sind blau markiert; Zellen die sich in die entgegengesetzte Richtung bewegten, sind grau
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markiert. Die Verschiebung des Masseschwerpunktes (C) zeigt, dass sich die gesamte Zellpopulation
der PBL von an ERU erkrankten Pferden weiter in Richtung CRALBP verlagerte. Signifikante
Unterschiede sind anhand der Wanderungsdistanz (D) (** p < 0,01) und anhand der Zielgerichtetheit
(E) (*** p = 0,001) zu erkennen. Der Vergleich der Zellgeschwindigkeit (F) zeigt zusatzlich, dass sich die
PBL von an ERU erkrankten Pferden signifikant schneller bewegten als die Zellen gesunder
Kontrollpferde (*** p < 0,001).

4.1.5 Beeintrachtigung des Septin 7-Gerists durch FCF verandert das

Migrationsverhalten der Lymphozyten von gesunden Pferden

Anhand der generierten Wanderungsdaten konnten die verschiedenen
Migrationsparameter von PBL von gesunden Pferden und von an ERU erkrankten
Pferden analysiert und miteinander verglichen werden. In welchem Zusammenhang
die unterschiedliche hohe Expression des Proteins Septin 7 in PBL gesunder und an
ERU erkrankter Pferde mit dem veranderten Migrationsverhalten steht, wurde im
Rahmen dieser Arbeit naher untersucht. Um mehr Gber funktionelle Mechanismen
herauszufinden, die zu dem unterschiedlichen Wanderungsverhalten der PBL von an
ERU erkrankten Pferden fiihrten, wurde die Funktion und Beteiligung der Proteine
Septin 7 und F-Aktin untersucht. Die Interaktion von Septinen, einer Familie
zytoskelettaler GTPasen und dem Aktin-Zytoskelett, spielt bei der Migration und der
Motilitat von Lymphozyten eine wichtige Rolle (Lam and Calvo 2019; Schmidt and
Nichols 2004). Aus vorangegangenen Untersuchungen equiner PBL ist bekannt, dass
PBL von an ERU erkrankten Pferden eine geringere Septin 7-Expression aufweisen
als PBL von Kontrolltieren (Degroote et al. 2014). Deshalb wurde die Hypothese
aufgestellt, dass eine verminderte Septin 7 Expression in ERU-Zellen ein Grund dafur
sein konnte zielgerichteter und schneller durch kollagendichtes Gewebe zu migrieren.
Far die funktionelle und spezifische Untersuchung des Septin-Zytoskeletts gibt es nur
eine begrenzte Anzahl an Reagenzien. Forchlorfenuron (FCF) ist ein synthetisch
hergestelltes Pflanzenzytokinin, ein Pflanzenhormon mit multiplen Wirkungen auf das
Pflanzenwachstum, das in der Landwirtschaft genutzt wird (Fahima et al. 2019).

Untersuchungen zu FCF ergaben, dass es das Septin-Zytoskelett in Hefen und in

Saugerzellen kurzzeitig und reversibel beeinflussen kann (DeMay et al. 2010; Hu,
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Nelson and Spiliotis 2008; Iwase et al. 2004). Um die Beeintrachtigung der Septin 7-
Strukturen durch FCF auf das Migrationsverhalten von equinen PBL zu untersuchen,
wurden weitere Migrationsversuche in 3D-Kollagenmatrix durchgefiihrt. Dabei wurden
unbehandelte PBL von augengesunden Pferden mit FCF-behandelten PBL anhand
der Migrationsparameter, verglichen. Der Vergleich der Migrationsparameter von PBL
aus beiden Versuchsgruppen ergab nur bei einem Parameter, der Zielgerichtetheit,
einen signifikanten Unterschied. Die FCF-behandelten PBL wanderten zielgerichteter
durch die kollagendichte Umgebung als die unbehandelten PBL (** p < 0,01)
(Abbildung 4.5 E).
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A PBL unbehandelt B PBL plus FCF
Anzahl migrierter Zellen: 129, nach oben: 64, Anzahl migrierter Zellen: 82, nach oben: 31,
nach unten: 65 nach unten: 51
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Abb. 4.5: Vergleichende Darstellung der Migrationsparameter unbehandelter PBL und FCF-
behandelter PBL von augengesunden Pferden. Die Migrationswege unbehandelter PBL (A) sowie
FCF-behandelter PBL (B) in Richtung des Lockmittels sind durch blaue Linien gekennzeichnet; graue
Pfade zeigen die Migration in die entgegengesetzte Richtung.

Bei der Verlagerung der Masseschwerpunkte (C) und der Distanz (D) sind keine signifikanten

Unterschiede zwischen unbehandelten und FCF-behandelten PBL zu erkennen. Der Vergleich der
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Zielgerichtetheit (E) veranschaulicht, dass sich FCF-behandelte PBL signifikant zielgerichteter
fortbewegt haben als unbehandelte PBL (** p < 0,01). Es gab keine signifikanten Unterschiede in der

Wanderungsgeschwindigkeit (F).

4.1.6 Die Expression der Proteine Septin 7 und F-Aktin steht in

Zusammenhang mit dem Migrationsverhalten equiner Lymphozyten

Wie aus den vorherigen Experimenten zu Wanderungseigenschaften von equinen PBL
hervorgeht, zeigten FCF-behandelte PBL im Vergleich zu unbehandelten PBL eine
erhohte zielgerichtete Bewegung wahrend der Migration durch die 3D-Matrix. Da die
gesteigerte Zielgerichtetheit ein Merkmal der Wanderungseigenschaften von PBL von
ERU-Pferden widerspiegelte, war die Expression von Septin 7 und F-Aktin und deren
intrazellulare Verteilung in gewanderten, zu nicht gewanderten PBL, von grofiem
Interesse. Zur Untersuchung der Expressionsstarke von Septin 7 und F-Aktin in
unbehandelten und FCF-behandelten PBL gesunder Pferde wurden die Proteine
immunzytochemisch angefarbt. Die mittleren Intensitatswerte der Fluoreszenz-
markierten Antikérper gegen Septin 7 und F-Aktin, von mindestens 35 angeféarbten
Zellen pro Zustand, wurden analysiert. Die Septin 7-Expression in unbehandelten,
migrierten PBL ergab eine 2-fach geringere Expression von Septin 7 als in nicht
migrierten PBL (*** p < 0,001) (Abbildung 4.6 A). FCF-behandelte, migrierte PBL
exprimierten nur ein Drittel des Septin 7-Signals im Vergleich zu FCF-behandelten,
nicht migrierenden Zellen (*** p < 0,001) (Abbildung 4.6 A, orangefarbene Balken).
Neben Septin 7 war auch die Expression von F-Aktin in migrierten Zellen stark
reduziert (*** p < 0,001) (Abbildung 4.6 B). Migrierte, FCF-behandelte PBL
exprimierten weniger F-Aktin als nicht migrierte PBL (** p < 0,01) (Abbildung 6 B,
orangefarbene Balken). Insgesamt zeigten die migrierten PBL signifikant reduzierte
Expressionen beider Proteine, Septin 7 und F-Aktin, im Vergleich zu den nicht
migrierten Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine geringere Expression von
Septin 7, wie in PBL von ERU Tieren nachgewiesen wurde (Degroote et al. 2014),

deutliche Auswirkungen auf die Migrationsfahigkeit von equinen Lymphozyten hat.
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Abb. 4.6: Quantitative Analyse der Septin 7 und F-Aktin Expression nicht migrierter und
migrierter PBL. Die Darstellung zeigt die quantitativ ermittelte Expression von Septin 7 (A) und F-Aktin
(B) in unbehandelten und FCF-behandelten, nicht migrierten sowie migrierten Zellen gesunder Pferde.
Migrierte PBL sind jeweils durch diagonale Linien gekennzeichnet; FCF-behandelte PBL durch

orangefarbene Balken. Unbehandelte, migrierte PBL zeigten eine signifikant geringere Septin 7
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Expression im Vergleich zu nicht migrierten PBL (A) (*** p < 0,001). Dies war auch beim Vergleich von
migrierten, FCF-behandelten PBL zu nicht migrierten, FCF-behandelten PBL zu sehen (*** p < 0,001).
Die Expression von F-Aktin war in migrierten, unbehandelten Zellen stark reduziert (B) (*** p < 0,001).
In FCF-behandelten, migrierten PBL war die F-Aktin-Expression im Vergleich zu nicht migrierten, FCF-
behandelten PBL etwa um ein Viertel reduziert (** p < 0,01). Insgesamt zeigten gewanderte PBL eine

deutlich geringere Septin 7- und F-Aktin Expression als nicht gewanderte PBL.

4.1.7 Veranderte Verteilung und Expression von Septin 7 und F-Aktin in

gewanderten PBL von gesunden Pferden

Neben den Expressionsintensitaten von Septin 7 und F-Aktin in PBL gesunder Pferde
kann die intrazellulare Lokalisation und Zusammensetzung der jeweiligen Proteine
auch einen grofl3en Einfluss auf das Zellverhalten, hinsichtlich der Anpassung von
Zellform und —bewegung, haben (Hagiwara et al. 2011; Koyama-Honda et al. 2005).
Durch die Geristfunktion innerhalb der Zellen werden Septinen auch Funktionen bei
der Regulation der Plasmamembran sowie bei der Signalweiterleitung zugeschrieben
(Lam and Calvo 2019; McQuilken et al. 2017). Die Proteinverteilung von
unbehandelten und FCF-behandelten PBL sowie nicht migrierten und migrierten PBL,
wurde mittels differentieller Interferenzkontrastmikroskopie untersucht (Abbildung 4.7
A, E). Nicht migrierte, unbehandelte Lymphozyten zeigten dicht gepackte Septin 7-
und F-Aktin-Strukturen (Abbildung 4.7 B, C). Diese Strukturen waren hauptséchlich an
der Plasmamembran lokalisiert. Die Uberlagerung beider Kanale zeigte die
naheliegende Lokalisation beider Strukturen (Abbildung 4.7 D). Im Gegensatz zu nicht
migrierten PBL zeigten migrierte PBL weitaus feinere Septin 7- und F-Aktin-Strukturen
(Abbildung 4.7 F, G). Die Verteilung der jeweiligen Proteine reichte von der

Plasmamembran bis in Kern nahe Bereiche.
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Abb. 4.7: Reprasentative Darstellung der Septin 7 und F-Aktin Expressionen von unbehandelten,
nicht migrierten sowie migrierten Lymphozyten gesunder Pferde. Die differentielle
Interferenzkontrastmikroskopie (DIC) zeigt reprdsentativ nicht migrierte Lymphozyten (A) sowie
migrierte Lymphozyten (E) eines gesunden Pferdes. Nicht gewanderte PBL zeigen dicht gebiindelte
Septin 7- (grin) und F-Aktin-Strukturen (rot) entlang der Plasmamembran (B, C). Die Ko-Lokalisation
beider Strukturen wurde im Overlay gezeigt (D, H). Die Septin 7- sowie F-Aktin-Expression der
migrierten Zellen ist reduziert (F, G). Die Strukturen sind feiner und verteilen sich von der
Plasmamembran bis in perinukledre Bereiche (F, G). Die Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (blau) angefarbt.

Um den Vergleich zwischen unbehandelten, nicht migrierten sowie migrierten
Lymphozyten und FCF-behandelten PBL zu ziehen, wurde das Expressions- und
Verteilungsmuster von Septin 7 und F-Aktin in FCF-behandelten PBL nicht migrierter
(Abbildung 4.8 A) sowie migrierter Lymphozyten (Abbildung 4.8 E) untersucht. Nicht
migrierte PBL zeigten dickere, dicht gepackte Septin 7- und F-Aktin-Strukturen
(Abbildung 4.8 B, C). Die Strukturen waren weitestgehend in der Nahe der
Plasmamembran lokalisiert, zeigten aber auch eine Verteilung in Kern nahen
Bereichen (Abbildung 4.8 B, C, D). FCF-behandelte, migrierte Zellen zeigten im
Vergleich zu nicht migrierten PBL weniger dichte, lang gezogene Septin 7-und F-Aktin-
Strukturen sowie eine weitaus diffusere Verteilung der Proteine (Abbildung 4.8 F, G,
H).
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Nicht migrierte
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Abb. 4.8: Représentative Darstellung der Septin 7 und F-Aktin Expressionen von FCF-
behandelten, nicht migrierten sowie migrierten Lymphozyten gesunder Pferde. Die differentielle
Interferenzkontrastmikroskopie (DIC) zeigt reprasentativ nicht migrierte, FCF-behandelte Lymphozyten
(A) sowie migrierte, FCF-behandelte Lymphozyten (E) eines gesunden Pferdes. Septin 7 ist grin
dargestellt; F-Aktin ist rot dargestellt. Nicht migrierte, FCF-behandelte Zellen zeigen dicht gepackte
Septin 7- und F-Aktin-Strukturen im Bereich der Plasmamembran und des Zellkerns (B, C; Overlay D).
Migrierte, FCF-behandelte Lymphozyten zeigen feinere Septin7- und F-Aktin-Strukturen. Die Strukturen
sind weniger an der Plasmamembran lokalisiert und diffuser verteilt (F, G; Overlay H). Die Zellkerne

wurden mit 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blau) angefarbt.

4.1.8 Verminderte Expression von Septin 7 in gewanderten PBL von an
ERU erkrankten Pferden

Um die Bedeutung der geringeren Expressionsstarke von Septin 7 auf die gesteigerte
Migrationsfahigkeit von PBL aus ERU erkrankter Pferden zu untersuchen, wurde die
Expressionsstarke von Septin 7 in PBL, die zuvor in 3D-Migrationsexperimenten
eingesetzt wurden, analysiert. Es wurden PBL-Proben von 8 gesunden Pferden sowie
8 PBL-Proben von an ERU erkrankten Pferden im Western Blot untersucht. Hierbei
konnte eine signifikant reduzierte Expressionsstarke von Septin 7 in den PBL von an
ERU erkrankten Pferden festgestellt werden. PBL von ERU-Pferden exprimierten
demnach 30 % weniger Septin 7 als PBL gesunder Pferde (vgl. Abb. 4.9).
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Basierend auf diesen Ergebnissen kénnte geschlussfolgert werden, dass sich eine
geringere Septin 7 Expression, wie in PBL von an ERU erkrankten Pferden
nachgewiesen wurde, positiv auf die Migrationsfahigkeiten der Zellen innerhalb einer

kollagendichten Matrix auswirken konnte.
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Abb. 4.9: Expression von Septin 7 in PBL von augengesunden und von an ERU erkrankten
Pferden im Western Blot. Die Expression von Septin 7 wurde im Western Blot untersucht und nach
Normalisierung auf beta-Aktin quantifiziert. Die Expressionsstarke von Septin 7 in PBL gesunder (n=8)
und PBL von an ERU erkrankter Pferde (n=8) unterscheidet sich signifikant (* p < 0,05). Die
Expressionsstarke von Septin 7 war in PBL von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu

Kontrollpferden um mehr als ein Viertel reduziert.
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4.2 ldentifikation metabolischer Eigenschaften von PBL

gesunder Pferde und an ERU erkrankter Pferde

Zwischen der Aktivierung von T-Zellen und der Anpassung ihres Energiestoffwechsels
besteht ein direkter Zusammenhang (Galgani, De Rosa and Matarese 2015). So
haben ruhende T-Zellen einen geringen Energiebedarf und sind in der Lage, diesen
Uber oxidative Stoffwechselwege mittels verschiedener Substrate wie Glukose, Fett-
oder Aminoséauren zu decken (Gaber et al. 2019).

Hingegen haben aktivierte T-Zellen, die proliferieren, an Gré3e zunehmen oder sich
von naiven T-Zellen zu Effektor-T-Zellen differenzieren, einen hohen Energie- und
Substratbedarf (Maclver, Michalek and Rathmell 2013). Dabei spielt vor allem der
glykolytische Stoffwechselweg der Zelle eine grol3e Rolle, der die notwendige Energie
fur die Neubildung von Proteinen, Fett- und Aminoséauren bereitstellt (Bantug et al.
2017). Der Nachweis moglicher metabolischer Unterschiede von PBL von an ERU
erkrankten Pferden war daher von grof3em Interesse. Die Messung der metabolischen
Aktivitat ~ der  Pferde-PBL  beruhte  auf der Analyse von  zwei
Hauptenergiegewinnungswegen eukaryotischer Zellen. Zum einen wurde die
mitochondriale Respiration und die damit verbundene, sauerstoffabhangige ATP-
Synthese gemessen und zum anderen die durch die Glykolyse produzierten Protonen.
Dabei konnte die Sauerstoffverbrauchsrate (Oxygen Consumption Rate (OCR)) der
PBL in Abhangigkeit der injizierten Reagenzien wie Oligomycin, FCCP sowie Rotenon
und Antimycin A, die bestimmte Komplexe innerhalb der Atmungskette hemmen,
gemessen werden. Durch die Messung der extrazellularen Ansauerung des XF-
Mediums (Extracellular Acidification Rate (ECAR)) konnte die Wirkung der jeweiligen
Reagenzien anhand der Protonenproduktion der Zellen analysiert werden (van der
Windt, Chang and Pearce 2016).
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4.2.1 Messung der Stoffwechseleigenschaften von PBL gesunder und an
ERU erkrankter Pferde anhand des OCR

Mithilfe des Mito-Stress-Kits wurde die mitochondriale Respiration der PBL von
augengesunden Pferden (n=15) und von an ERU erkrankten Pferden (n=7) untersucht.
Bei der Bestimmung des OCR wurde der Sauerstoffverbrauch der Zellen aus dem
umliegenden Medium gemessen. Die ersten drei Messungen bestimmen den
Basalwert des Sauerstoffverbrauchs der Zellen, auch Basalrespiration genannt. Die
Basalrespiration lag bei Zellen von an ERU erkrankten Pferden durchschnittlich héher
als bei den Kontrollen (* p < 0,05). Oligomycin war das erste Reagenz, das nach
Messung der Basalrespiration zu den PBL injiziert wurde. Die damit verbundene
Hemmung der ATP-Synthase fiihrte zu einem Rickgang des OCR und liel3 somit auf
den Sauerstoffverbrauch der Zellen wahrend der ATP-Produktion schlie3en. Nach
Injektion von Oligomycin war die Sauerstoffverbrauchsrate der PBL von an ERU
erkrankten Pferden signifikant hoher als die der Kontrollpferde (* p < 0,05). Nach
Injektion von FCCP zeigten die PBL von an ERU erkrankten Pferden einen signifikant
reduzierten Sauerstoffverbrauch. Im Gegensatz dazu konnte ein signifikanter Anstieg
des Sauerstoffverbrauchs der PBL von Kontrollpferden festgestellt werden (* p < 0,05).
Die maximale Respirationskapazitat und die respiratorische Reservekapazitat der PBL
von Kontrollpferden waren héher als die der PBL von ERU-Pferden. Durch die letzte
Injektion, von Rotenon und Antimycin A, wurden die Komplexe | und IIl der
Elektronentransportkette gehemmt. Die dadurch erhaltenen Werte des
Sauerstoffverbrauchs durch nicht-mitochondriale Respiration ergaben keinen
Unterschied zwischen PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde (n.s., p > 0,05),
(vgl. Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Messung der mitochondrialen Stoffwechselaktivitat in PBL gesunder und an ERU
erkrankter Pferde. Die Darstellung stellt vergleichend die Sauerstoffverbrauchsrate von PBL von
Kontrollpferden (n=15) (schwarz) und von ERU-Pferden (n=7) (rot) dar. Die ersten drei Messpunkte
zeigen die Basalrespiration. Nachfolgend sind die Injektionen von Oligomycin, FCCP und Rot/AA zu
sehen. PBL von ERU-Pferden zeigten eine gesteigerte Basalrespiration (* p < 0,05). Nach Injektion von
Oligomycin war der Sauerstoffverbrauch der PBL von an ERU erkrankten Pferden signifikant héher (* p
< 0,05). Die Messung der maximalen Respirationskapazitat nach FCCP-Injektion zeigt einen deutlich
reduzierten Sauerstoffverbrauch der PBL von an ERU erkrankten Pferden (* p < 0,05). Nach
vollstdndiger Hemmung der mitochondrialen Respiration durch Rot/AA waren keine signifikanten
Unterschiede des Sauerstoffverbrauchs zwischen den PBL von ERU-Pferden und Kontrollpferden zu

erkennen (n.s., p > 0,05).
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4.2.2 Messung der Stoffwechseleigenschaften von PBL gesunder
und an ERU erkrankter Pferde anhand des ECAR

Die Basalwerte der Protonenproduktion und der damit verbundenen Ansauerung des
Mediums, gemessen in mpH/min, der PBL von Kontrollpferden und von ERU-Pferden,
waren nahezu identisch. Der Anstieg der Protonenproduktion nach Injektion von
Oligomycin war bei PBL von an ERU erkrankten Pferden signifikant hoher (* p < 0,05).
Die signifikant héhere Protonenproduktion der PBL von an ERU erkrankten Pferden
zeigte, dass diese Zellen nach Hemmung der sauerstoffabh&ngigen ATP-Produktion
vermehrt Energie Uber glykolytische Stoffwechselwege generieren konnten. Durch die
im Zytoplasma stattfindende Laktatbildung kommt es zur Produktion von Protonen,
wodurch die Aufrechterhaltung der Glykolyse gewahrleistet wird. Die FCCP-Injektion
l6st eine Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette aus. Der Vergleich der
ECAR-Werte ergab keinen signifikanten Unterschied bei der maximalen
Respirationskapazitat der PBL von ERU-Pferden und Kontrollen. Auch nach Zugabe
von Rotenon und Antimycin A und der daraus resultierenden gesamten Hemmung der
Atmungskette konnten keine Unterschiede bei der extrazellularen Ansauerung des
Mediums zwischen PBL von ERU-Pferden und Kontrollpferden festgestellt werden
(vgl. Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: Messung der Protonenproduktion und der damit verbundenen Ansauerung des
Mediums von PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde. Die Darstellung stellt die extrazellulare
Ansauerungsrate, gemessen in mpH/min, von PBL gesunder Pferde (n=15) (schwarz) und von an ERU
erkrankter Pferde (n=7) (rot) dar. Zwischen der basalen Protonenproduktion der PBL von an ERU
erkrankten Pferden und von Kontrollpferden gab es keinen signifikanten Unterschied. Nach Injektion
von Oligomycin erhdhte sich die H+-Produktion der PBL von ERU-Pferden signifikant (* p < 0,05). Nach
FCCP-Injektion waren die ECAR-Werte der PBL von ERU-Pferden und Kontrollpferden nahezu
identisch. Nach vollstandiger Hemmung der Atmungskette durch Rot/AA war kein signifikanter
Unterschied zwischen der Protonenproduktion der PBL von gesunden Pferden und ERU-Pferden zu
erkennen.
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4.3 Untersuchungen der Proteine ZAP70 und Cdc42 in PBL von

gesunden und von an ERU erkrankten Pferden

Mitarbeiter der Arbeitsgruppe befassten sich in fruheren Studien mit der
proteomischen Untersuchung equiner peripherer Lymphozyten und der Identifizierung
sowie Charakterisierung von Protein-Interaktionsmolekilen des Proteins Septin 7
(Schauer et al. 2018). Bei der Identifikation von Septin 7-Interaktionspartnern in PBL
augengesunder und an ERU erkrankter Pferde, mittels Immunprazipitation (IP) und
anschlieBender Massenspektrometrie (LC-MS/MS), konnten bislang unbekannte
Interaktionsproteine von Septin 7 detektiert werden (Schauer et al. 2018). Darunter
wurde unter anderem das Protein Dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS8) zur ndheren
Charakterisierung und Untersuchung ausgewahlt. Die Untersuchung der
Expressionsstarke von DOCKS ergab eine signifikante Reduktion des Proteins in PBL
von an ERU erkrankten Pferden (Schauer et al. 2018). Daraufhin erfolgte die
Identifikation von Interaktionspartnern des Proteins DOCK8 mittels IP und LC-MS/MS
von PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde. Aus dem Datensatz der DOCK8-
Interaktionsmolekiile wurden gezielt Proteine ausgewahlt, die eine moégliche Rolle bei
der Signaltransduktion nach T-Zell-Aktivierung sowie bei der Migration von peripheren
Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden spielen kénnten. Zu den DOCKS-
Interaktionsproteinen zahlten ZAP70 und Cdc42, die zur ndheren Charakterisierung

und Untersuchung ausgewahlt wurden.

DOCK8 IP | ERU ratio
Nr. A Proteinname B Accession Nummer € ratio DOCK-IP/
ERU/Ktr P ITK B
1 Tyrosine- protein kinase ZAP70 ENSECAP00000009205 50 8,9
2 Cell division control protein 42 ENSECAP00000003324 4,7 4,4

Tab. 4.1: Mit DOCKS8 interagierende Proteine in PBL von an ERU erkrankten Pferden. Eine
Auswahl zweier Interaktionspartner von DOCKS8, aus insgesamt 305 identifizierten Interaktionspartnern
mit einer Ratio > 4, in PBL von an ERU erkrankten Pferden. A: Fortlaufende Nummer; B: Name des

identifizierten Proteins; C: Identifikationsnummer des identifizierten Proteins aus Ensembl-Datenbank
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(http://www.ensembl.org/index.html); D: Verhaltnis der Abundanzen zu DOCKS8 im Immunprazipitat von
an ERU erkrankten Pferden durch die Abundanzen zu DOCKS8 im Immunprazipitat von Kontrolltieren
(Ratio); E: Verhéltnis der Abundanzen im Immunpréazipitat des anti-DOCKB8-Antikdrpers zu denen im

Prazipitat der Isotypkontrolle rabbit IgG (Ratio).

Da die DOCKS8-Interaktionspartner ZAP70 und Cdc42 bei der Pathogenese der ERU
fur die Aktivierung sowie Migration von PBL von an ERU erkrankten Pferden eine
wichtige Rolle spielen kdnnten, wurden diese Proteine in PBL gesunder und an ERU

erkrankter Pferde ndher charakterisiert.

4.3.1 Vergleichbare Expression von ZAP70 in PBL von gesunden und

von an ERU erkrankten Pferden

ZAP70 ist ein beim Mensch und der Maus identifiziertes, zytoplasmatisch gelegenes
Protein, das hauptsachlich in T-Zellen exprimiert wird (Wang et al. 2010). Das als
Tyrosinkinase wirkende Protein bindet direkt an die CD3-Zeta-Domane des T-Zell-
Rezeptors (TZR) und sorgt nach Phosphorylierung, also Aktivierung, fur die
Weiterleitung aktivierender Signale (Lo et al. 2018). ZAP70 spielt auch bei der
Migration von T-Zellen eine wichtige Rolle, wie in Experimenten mit T-Zelllinien des
Menschen gezeigt werden konnte (Wu et al. 2017).

Um zu untersuchen, ob ZAP70 mdglicherweise auch in Pferde-Lymphozyten eine
Bedeutung bei der Signalweiterleitung hat und das Migrationsverhalten der Zellen
beeinflusst, wurde die Expression von ZAP70 in PBL von 19 Kontrollpferden und von
29 an ERU erkrankten Pferden mittels Western Blot analysiert. Die Expression des
Proteins in den PBL von Kontrolltieren und von an ERU erkrankten Pferden war
nahezu identisch und zeigte keinen signifikanten Unterschied (vgl. Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Expression von ZAP70 in PBL gesunder und an ERU erkrankter Pferde im Western
Blot. Die Expression von ZAP70 wurde im Western Blot untersucht und nach Normalisierung auf alpha-
Tubulin quantifiziert. Die Expressionsstarke von ZAP70 in PBL von Kontrollpferden (n=19) und von an
ERU erkrankten Pferden (n=29) war nahezu gleich. Dargestellt sind die auf den Faktor 1 normierten
Daten der Kontrollgruppe (weif3e Saule) und die darauf bezogenen Werte der an ERU erkrankten Pferde

(graue Saule).

4.3.1.1 Unterschiedliches Verteilungsmuster von ZAP70 in equinen

Lymphozyten

Mittels Immunzytochemie erfolgte die Untersuchung der Verteilung von ZAP70 in PBL
von gesunden und von an ERU erkrankten Pferden. Reprasentativ sind in der
immunzytochemischen Darstellung Lymphozyten eines augengesunden und eines an
ERU erkrankten Pferdes dargestellt (vgl. Abb. 4.13). Darin kann in direktem Vergleich
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sowohl die Expressionsstarke, als auch das Verteilungsmuster von ZAP70 betrachtet
werden. Da durch die Quantifizierung des Proteins mittels Western Blot eine nahezu
identische Expression in PBL von Kontrollpferden und von an ERU erkrankten Pferden
nachgewiesen wurde, war die qualitative Analyse der Zellen von grofR3em Interesse.
Die Intensitat der Expression von ZAP70 im Lymphozyten des augengesunden
Pferdes war im Vergleich zur Expression im Lymphozyten des ERU-Pferdes
augenscheinlich gleich. Das Verteilungsmuster von ZAP70 zeigte jedoch deutliche
Unterschiede. ZAP70 war im Lymphozyten des gesunden Pferdes hauptsachlich
randstandig, im Bereich der Plasmamembran verteilt. Das Verteilungsmuster von
ZAP70 im Lymphozyten des ERU-Pferdes war hingegen diffuser. ZAP70 war im
Lymphozyten des an ERU erkrankten Pferdes randstandig und auch im Bereich des
Zellkerns lokalisiert (vgl. Abbildung 4.13).

Abb. 4.13: Reprasentative Darstellung der ZAP70 Expression und Verteilung in den Lymphozyten
eines gesunden und eines an ERU erkrankten Pferdes. Dargestellt ist die differentielle
Interferenzkontrastmikroskopie (DIC) des Lymphozyten eines gesunden Pferdes (obere Reihe) und
eines an ERU erkrankten Pferdes (untere Reihe).
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Die Expression von ZAP70 (grun) im Lymphozyten des gesunden Pferdes ist vergleichbar mit der
Proteinexpression der ERU-Zelle. ZAP70 ist im Lymphozyten des Kontrollpferdes hauptsachlich
randsténdig verteilt. Im Vergleich dazu erkennt man ein deutlich unterschiedliches Verteilungsmuster
von ZAP70 im Lymphozyten des an ERU erkrankten Pferdes, in dem ZAP70 diffuser verteilt ist und
vermehrt in kernnahen Bereichen zu finden ist. Die Zellkerne wurden mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (blau) angefarbt.

4.3.2 Die Expression von Cdc42istin PBL von an ERU erkrankten Pferden
deutlich erh6ht

Aus Studien mit humanen peripheren Leukozyten ist bekannt, dass Cdc42 zu der
Familie der kleinen Rho GTPasen gehort und von DOCKS8 als Guanosin-Nukleotid-
Exchange Faktor (GEF) direkt aktiviert wird (Shiraishi et al. 2017). Die Aktivierung
dieser GTPase fuhrt zu einem Umbau des Aktin-Zytoskeletts in der Zelle; wodurch
Cdc42 entscheidend an der Umstrukturierung des Zytoskeletts an der Zellfront beteiligt
ist, welche fur die Zellmigration grol3e Bedeutung hat (Harada et al. 2012; Nishikimi et
al. 2013). Die Rolle und Bedeutung von Cdc42 in equinen Lymphozyten ist nicht
bekannt. Da dieses Protein jedoch eine wichtige Rolle bei der Migration von equinen
PBL spielt und zur Aufklarung der veranderten Migration von PBL ERU-Pferden dienen
konnte, wurde die Expression von Cdc42 in PBL gesunder und an ERU erkrankter
Pferde untersucht. Die Expression des Proteins in PBL von Kontrollpferden (n=5) und
von ERU-Pferden (n=5) wurden im Western Blot analysiert. Die Expression von Cdc42
war in den PBL von an ERU erkrankten Pferden um das 1,9-fache hoéher als in den
PBL von Kontrollpferden (vgl. Abb. 4.14). Der Unterschied war signifikant (* p < 0,05).
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Abb. 4.14: Untersuchung der Expression von Cdc42 in PBL gesunder und an ERU erkrankter
Pferde im Western Blot. Die Expression von Cdc42 wurde im Western Blot untersucht und nach
Normalisierung auf beta-Aktin quantifiziert. Die Expressionsstarke von Cdc42 war in PBL von an ERU
erkrankten Pferden (n=5) um das 1,9-fache hoher als in PBL von gesunden Kontrollpferden (n=5).
Dargestellt sind die auf den Faktor 1 normierten Daten der Kontrollgruppe (weil3e Saule) und die darauf
bezogenen Werte der an ERU erkrankten Pferde (graue S&ule). Der Unterschied war signifikant (* p <
0,05).
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5 DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurden periphere Blutlymphozyten (PBL) von
augengesunden und an equiner rezidivierender Uveitis (ERU) erkrankten Pferden
naher untersucht. Die equinen PBL wurden vor allem auf ihre Migrationsfahigkeit und
auf die Expression von an der Zellmigration beteiligten Proteinen untersucht, sowie
anhand ihres Energie- und Stoffwechsels naher charakterisiert. Bei der ERU handelt
es sich um eine weltweit vorkommende, hochpravalente immunmediierte Erkrankung
der Augen, bei der autoreaktive T-Zellen tiber die Blut-Retina-Schranke migrieren und
das Auge infiltrieren (Degroote et al. 2017; Paschalis-Trela et al. 2017). Die
Augenerkrankung zeichnet sich durch spontane, wiederkehrende Entziindungsschiibe
aus, deren progressiver Verlauf zu irreversiblen Schaden von intraokularem Gewebe
fuhrt und die haufigste Ursache fiur die Erblindung bei Pferden darstellt (Gerding and
Gilger 2016; Gilger and Deeg 2011). Die ERU dient als geeignetes Tiermodell fur die
autoimmune Uveitis des Menschen (HAU), da sich beide Erkrankungen aufgrund der
immunmediierten Atiologie, dem spontanen und rezidivierenden Charakter und der
klinischen Symptome sehr &ahneln (Deeg et al. 2008). Ein Hauptmerkmal der
Pathogenese, sowohl bei der ERU als auch bei der HAU, ist die Migration von
autoreaktiven T-Lymphozyten aus der Peripherie Uber die Blut-Retina-Schranke (BRB)
mit Infiltration des Auges (Degroote et al. 2017). Die regulatorischen bzw. auslésenden
Mechanismen, die die autoreaktiven Lymphozyten dazu befahigen, die physiologische
und sonst untiberwindbare Barriere der BRB zu Uberqueren, sind nicht bekannt (Crane
and Liversidge 2008; Degroote et al. 2014). Das Auge ist unter physiologischen
Bedingungen vor Reaktionen des Immunsystem geschitzt und erhélt durch die
Kombination aus anatomischen, physiologischen und immuno-regulatorischen
Mechanismen den Status eines immunprivilegierten Organs (Streilein et al. 2002,
Taylor 2016). Dennoch kann es, wie im Falle der ERU, zu einer Inflammation der
intraokularen Strukturen kommen, bei der es zu Veranderungen der endothelialen
Zellstrukturen der BRB und zu Veranderungen in den migrierenden PBL selbst kommt
(Crane et al. 2006; Schauer et al. 2018). Uber das unterschiedliche
Migrationsverhalten von PBL von an ERU erkrankten Pferden war bislang noch nichts
bekannt und sollte daher naher charakterisiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit
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wurden die Migrationseigenschaften und -fahigkeiten von equinen PBL aus
augengesunden Pferden mit PBL aus an ERU erkrankten Pferden verglichen. Die
Migration der Lymphozyten wurde in Echtzeit, innerhalb einer dreidimensionalen
Kollagenmatrix, anhand von mehreren Parametern bestimmt und gegenubergestellt
(vgl. Kap. 4.1). Dabei wurden die Parameter des Masseschwerpunktes, der Distanz,
der Zielgerichtetheit sowie der Geschwindigkeit der migrierten Zellen analysiert und
die jeweiligen Ergebnisse von Kontroll- und ERU-Pferden miteinander verglichen. Um
die Zellmigration durch den Effekt chemotaktischer Stoffe zu beeinflussen und
maogliche Unterschiede zwischen PBL von augengesunden Pferden und ERU-Pferden
aufzudecken, wurden bestimmte Chemoattractants eingesetzt.

Der Vergleich der Zellgeschwindigkeit wahrend der Migration durch die
dreidimensionale kollagendichte Matrix liel3 deutlich erkennen, dass die PBL von ERU-
Pferden unter Verwendung von FCS, IFNy sowie dem retinalen Autoantigen CRALBP
signifikant schneller migrierten als PBL von Kontrollpferden (vgl. Kap. 4.1.1, 4.1.3,
4.1.4). Der Nachweis einer schnelleren Migration von PBL von an ERU erkrankten
Pferden ist neu und zeigt erstmals, dass PBL von ERU-Pferden veranderte
Migrationsfahigkeiten besitzen. Die molekularen und regulatorischen Mechanismen,
die in PBL von an ERU erkrankten Pferden fir die gesteigerte
Wanderungsgeschwindigkeit verantwortlich sind, sind nicht bekannt. Weder im
Rahmen der autoimmunen Uveitis der Pferde noch bei der Uveitis des Menschen
wurde die Rolle bestimmter Migrationsparameter der Zellen untersucht und mit der
Pathogenese der Erkrankung assoziiert (Stand der Literaturrecherche: September
2019). Vergleiche zur Wanderungsgeschwindigkeit beruhen daher aus Studien mit
primaren Leukozyten und T-Zelllinien aus Maus oder Mensch (Katakai and Kinashi
2016; Reichardt, Gunzer and Gunzer 2007; Renkawitz et al. 2009). Die
Migrationsgeschwindigkeit equiner PBL entsprach den Angaben aus Studien mit
murinen Leukozyten, die sich innerhalb einer dreidimensionalen Matrix zwischen 4 und
8 um pro Minute fortbewegten (Lammermann et al. 2008). Lymphozyten gelten als
schnell-migrierende Zellen, die in dreidimensionaler Umgebung eine adhasionsfreie,
amoboide Art mit hoher Plastizitdt wahrend der Migration zeigen (Lammermann and
Germain 2014; Renkawitz et al. 2019). Um ihren Effektorfunktionen nachzukommen,
ist eine schnelle und effiziente Migration der T-Zellen ausschlaggebend. Daher ist die

Zellaktivierung die Komponente, die dartiber entscheidet, wie die Zellmigration ablauft
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(Gaylo, Overstreet and Fowell 2016). Deshalb kann eine erhdhte Zellgeschwindigkeit
von der Antwort auf inflammatorische Signale und dem Aktivierungsstatus der Zellen
abhangen, wie bei murinen T-Zellen bei der Migration durch lymphatisches Gewebe
gezeigt werden konnte (Katakai, Habiro and Kinashi 2013). Echtzeit-Aufnahmen von
T-Zellen des Menschen in unterschiedlichen Tumorgeweben haben zudem gezeigt,
dass schnell migrierende T-Zellen auch zielgerichteter migrierten (Bougherara et al.
2015). Dieser Nachweis konnte auch bei PBL von an ERU erkrankten Pferden erstmals
erbracht werden, da die PBL ebenfalls eine erhdhte Zielgerichtetheit zeigten und
langere Distanzen wahrend der Migration durch kollagendichtes Gewebe zuriicklegten
(vgl. Kap. 4.1.1, 4.1.3, 4.1.4). Dass der Aktivierungsstatus der Zellen entscheidend fur
eine effiziente Migration zu sein scheint bestétigte auch eine Studie im Mausmodell
des Typl Diabetes mellitus des Menschen, da das Fehlen von CD11lc+ APZ die
Wanderung autoreaktiver T-Zellen zu R-Zellen des Pankreas in NOD-Mausen
einschrankte (Sandor et al. 2019). Bei der ERU wird angenommen, dass T-Zellen mit
den APZ, die retinale Antigene prasentieren, in der Milz interagieren und dort aktiviert
werden (Deeg, Pompetzki, et al. 2006). Um die Aktivierung equiner T-Zellen gezielt
beeinflussen zu kdnnen, musste zuvor in Erfahrung gebracht werden, welche APZ fir
die Préasentation retinaler Autoantigene verantwortlich sind und wo diese
Antigenprasentation genau stattfindet. Mit diesem Wissen kdnnte eine Aktivierung und
die nachfolgende Migration autoreaktiver Zellen zum Auge beeinflusst oder sogar
verhindert werden. Auch in Bezug auf die abweichenden Migrationsfahigkeiten der
PBL von ERU-Pferden, die bei den durchgefuhrten Migrationsassays festgestellt
wurden, konnte eine gesteigerte Aktivierung zugrunde liegen. Das eingesetzte
Chemoattractant IFNy, Merkmal-Zytokin der Th1-Immunantwort, konnte im Gegensatz
zu IL-4, dem Merkmal-Zytokin der Th2-Immunantwort, eine signifikant schnellere
Wanderungsgeschwindigkeit der PBL der ERU-Pferde hervorrufen (vgl. Kap. 4.1.2,
4.1.3).

Das Vorliegen einer Thl-mediierten Immunantwort bei der ERU konnte durch den
Nachweis von CD4+ T-Zellen in Zellinfiltraten der Augenpréaparate von an ERU
erkrankten Pferden bestatigt werden (Deeg et al. 2001; Gilger et al. 1999). Die im
Zellinfiltrat vorkommenden CD4+ T-Zellen sekretierten die Zytokine IFNy und IL-2, die
fur eine proinflammatorische Thl-Immunantwort charakteristisch sind (Gilger et al.

1999). Zudem konnte im Ratten-Tiermodell der autoimmunen Uveitis des Menschen
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gezeigt werden, dass das Zytokin IFNy hauptsachlich fur die wiederkehrenden
Entzindungsschibe im Auge verantwortlich war (Kaufmann, Diedrichs-M6hring and
Wildner 2012). Durch die zugrundeliegende Thl-Immunantwort bei der ERU kann in
der Zellpopulation der migrierten PBL von an ERU erkrankten Pferden ein hdherer
Anteil proinflammatorischer Zellen vorgelegen haben, wodurch die erhéhte
Wanderungsgeschwindigkeit und Zielgerichtetheit mit der gesteigerten Aktivierung der
Lymphozyten erklart werden kdnnte. Um zu prifen, ob eine gesteigerte Aktivierung flr
die veranderten Migrationseigenschaften der PBL von an ERU erkrankten Pferden
ausschlaggebend war, missten die noch unbekannten beteiligten Mechanismen der
Aktivierungskaskade equiner PBL untersucht werden. Der Nachweis entscheidender
Aktivierungsproteine in PBL von an ERU erkrankten Pferden wiirde zu einem besseren
Verstandnis der veranderten Mechanismen wahrend der Migration verhelfen und die
Moglichkeit ergeben, diese Mechanismen beeinflussen zu kdnnen. Aus Studien zu T-
Zellen des Menschen ist bekannt, dass eine Aktivierung von T-Zellen Gber den TZR
oder durch Ligandenbindung an G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) eine
Signalkaskade auslost, die mittels regulatorischer Molekile eine Umstrukturierung des
Zytoskeletts zur Folge hat (Petrie, Doyle and Yamada 2009). Bei der kontrollierten
Organisation des Zytoskeletts, die die nachfolgende Zellmigration ermdglicht, spielen
die Proteine der Familie der kleinen Guanosintriphosphat bindenden Proteine
(GTPasen), zu denen unter anderem Rac und Cdc42 zahlen, eine entscheidende
Rolle, indem sie die direkte Ausbildung der Protrusionen am vorderen Zellpol
regulieren (Ridley 2001; Ridley 2015). Aus vorangegangenen proteomischen
Untersuchungen equiner PBL ist bekannt, dass Cdc42 in PBL von ERU-Pferden als
Interaktionspartner von Septin 7 und DOCKS identifiziert werden konnte (Schauer et
al. 2018). Eine nahere Charakterisierung des Proteins fand nicht statt, sodass bislang
nicht sicher war, ob die kleine GTPase Cdc42 in Zusammenhang mit der Zellmigration
equiner PBL gebracht werden kann. Die aktuelle Literaturrecherche ergab, dass es
auch keine Untersuchungen zu Cdc42 in murinen T-Zellen im EAU-Mausmodell oder
in T-Zellen des Menschen in Bezug auf die Migrationseigenschaften aktivierter Zellen
im Rahmen der autoimmunen Uveitis gibt (Stand der Literaturrecherche: September
2019). Im Mausmodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE),
das fir die Forschung der autoimmunen Erkrankung der Multiplen Sklerose (MS) des

Menschen eingesetzt wird, wurde hervorgehoben, dass eine gesteigerte
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Migrationsgeschwindigkeit muriner CD4+ T-Zellen durch das Gewebe des zentralen
Nervensystems an die regulatorische kleine GTPase Rho gekoppelt ist (Manresa-
Arraut et al. 2018). Die Pathogenese der Multiplen Sklerose zeigt gewisse
Ahnlichkeiten mit der Pathogenese der ERU. Sie kennzeichnet sich dadurch, dass
autoreaktive CD4+ T-Zellen das Gewebe des zentralen Nervensystems infiltrieren,
indem sie die physiologische Barriere der Blut-Hirn-Schranke aus noch ungekléarten
Grunden Ubergueren und die Myelinschicht der Nervenfasern zerstoren (Dargahi et al.
2017). Aufgrund der nachgewiesenen hoheren Anreicherung von Cdc42 an DOCKS in
PBL von an ERU erkrankten Pferden (Schauer et al. 2018) wurde untersucht, ob diese
Interaktion in PBL von ERU-Pferden mit einer gesteigerten Expression einhergeht. Die
Expression von Cdc42 in PBL augengesunder und an ERU erkrankter Pferde wurde
mittels Western Blot untersucht. Die Untersuchung ergab, dass das Protein in PBL von
an ERU erkrankten Pferden signifikant hoher exprimiert wurde (vgl. Kap. 4.3.2). Eine
erhohte Expression des Proteins Cdc42 wurde in Lymphozyten von an ERU
erkrankten Pferden zuvor nicht nachgewiesen. Welche Funktion eine erhohte
Proteinexpression von Cdc42 in equinen Lymphozyten hat, ist nicht bekannt. Anhand
der festgestellten Migrationseigenschaften der PBL von an ERU erkrankten Pferden
konnte ein Zusammenhang zwischen der erhdhten Expression und der schnelleren
Migration der Zellen hergestellt werden, da aus Studien mit Tumorzellen bekannt ist,
dass Cdc42 die Aktin-Polymerisation und

-Extension von Aktin-Strukturen einleitet und eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Zellpolaritdt spielt, wodurch eine direkte und anhaltende
Migration der Zelle gewéahrleistet wird (Ridley 2015). Die Abwesenheit von Cdc42
fuhrte auch in T-Zellen des Menschen zu einer eingeschrankten Chemokin
abhangigen, transendothelialen Migration (TEM), da die Ausbildung von Aktin haltigen
Filopodien, die die Zellen bei der Transmigration durch das Endothel leiten,
beeintrachtigt wurde (Manes and Pober 2013).

Anhand dieser Studienergebnisse wurde ersichtlich, dass die Expression und
Aktivierung von Cdc42 eine entscheidende Rolle spielt und sich auf das
Migrationsverhalten der Zellen auswirken kann. Um zu Uberprifen, inwiefern die
Wanderungseigenschaften der equinen PBL von der Expression des Proteins
abhangig sind, kdnnte getestet werden, ob die Hemmung des Proteins in PBL von an

ERU erkrankten Pferden zu einer reduzierten Migrationsgeschwindigkeit und
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Zielgerichtetheit fuhrt. Wie bei metastasierenden Brustkrebszellen gezeigt, fuhrte die
Hemmung der kleinen GTPase Cdc42 durch den Inhibitor MQB-167, der die
Aktivierung des Downstream-Proteins der p21-aktivierten Kinasen hemmte, zu einem
Ruckgang der Migration und Vitalitat metastasierender Tumorzellen (Humphries-
Bickley et al. 2017). Durch die fehlende Spezifitat dieser Inhibitoren werden meist
weitere Mitglieder der kleinen GTPasen wie Rho und Rac zusatzlich gehemmt (Hong
et al. 2013). Da sich die Studienergebnisse fast ausschlie3lich auf die Hemmung von
Cdc42 in Tumorzellen beziehen, ist es fraglich, ob der Einsatz dieser Inhibitoren in
equinen PBL Wirkung zeigt. Weitere Aufschliisse tUber die Funktion und Wirkung von
Cdc42 in equinen PBL konnte die Untersuchung von Proteinen erbringen, die von
Cdc42 in der Signalkaskade aktiviert und beeinflusst werden. Eine gesteigerte
Aktivierung von Cdc42 in PBL von an ERU erkrankten Pferden kdnnte somit an eine
hohere Expression oder Interaktion beteiligter Molekile der Aktivierungskaskade
gekoppelt sein, die mittels Immunpréazipitation und Western Blot ermittelt werden
konnten. Es ware zudem interessant zu sehen, ob diese neuen, spannenden
Erkenntnisse zu den Migrationseigenschaften aktivierter PBL von an ERU erkrankten
Pferden und die Beteiligung des Proteins Cdc42 auf das Migrationsverhalten von T-
Zellen des Menschen im Rahmen der autoimmunen Uveitis Ubertragen und
nachgewiesen werden konnen. Durch die Untersuchung der Migrationsparameter
Geschwindigkeit, Distanz und Zielgerichtetheit konnte ein verandertes
Migrationsverhalten der PBL von an ERU erkrankten Pferden nachgewiesen werden.
Bezogen auf die Pathogenese assoziierten Mechanismen bei der ERU kdénnen diese
Parameter ein Merkmal fir die Entstehung auto-inflammatorischer Prozesse
darstellen.

Fur die Aktivierung der kleinen GTPasen sind GTPase aktivierende Proteine,
sogenannte GTP-Austauschfaktoren (Guanosine triphosphate Exchange Factor,
(GEF)) notwendig, die mittels ihrer katalytischen Domane fur den Austausch von GDP
zu GTP am G-Protein sorgen und zu denen Proteine der DOCK-Familie gehoren
(Gadea and Blangy 2014). Die DOCK-Familie besteht aus 11 DOCK-Proteinen, der
unterschiedliche zellulare Funktionen wie die Regulation des Aktin-Zytoskeletts,
Zelladhasion und Migration zugeschrieben werden (Gadea and Blangy 2014; Schauer
et al. 2018). Das Protein Dedicator of Cytokinesis (DOCKS) fungiert in Leukozyten

beim Menschen als Cdc42-spezifischer, aktivierender GEF (Harada et al. 2012;
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Janssen et al. 2016). Durch die Identifizierung von DOCKS als GEF von Cdc42 wurde
DOCKS8 eine wichtige Rolle als regulatorisches Protein fur die Organisation und
Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts und der Beteiligung an der Zellmigration
zugeschrieben (Xu et al. 2017; Zhang et al. 2014). Ob und inwiefern die Aktivierung
von Cdc42 in equinen PBL von DOCKS8 abhangig ist und die Migrationseigenschaften
beeinflusst, kdnnte untersucht werden indem DOCKS8 beispielweise durch Hemmung
der Proteintranskription mittels DOCK8-siRNA temporéar ausgeschaltet wird, was zu
einem sogenannten Protein-Knock-Down fiihren wirde. Da die Funktion der kleinen
GTPasen an die Aktivierung der Zelle gekoppelt ist war es interessant zu sehen, dass
ZAP70 in PBL von an ERU erkrankten Pferden starker an DOCK8 angereichert wurde
als an DOCKS8 in PBL augengesunder Kontrollpferde (Schauer et al. 2018). Diesen
Nachweis erbrachten vorangegangene, proteomische Analysen equiner PBL nach
Immunprazipitation und Massenspektrometrie (Schauer et al. 2018). Durch die ndhere
Charakterisierung von ZAP70 in equinen PBL kdnnte eine mogliche Beteiligung des
Proteins an den veranderten Migrationseigenschaften von PBL von an ERU erkrankten
Pferden aufgedeckt werden. ZAP70 ist ein zytoplasmatisch gelegenes Protein, das bei
Mensch und Maus hauptsachlich von T-Zellen exprimiert wird (Wang et al. 2010).
ZAP70, das zur Syk-Familie der Protein-Tyrosin-Kinasen zahlt, bindet direkt an die
intrazellulare CD3-Zeta-Domane des T-Zell-Rezeptors (TZR) und wird nach TZR-
Aktivierung durch die Src-Kinase Lck phosphoryliert, also aktiviert (Lo et al. 2018).

Aus Versuchen mit T-Zellen des Menschen hat sich erwiesen, dass ZAP70 neben der
entscheidenden Aktivierungsfunktion von T-Zellen Einfluss auf die Zell-Motilitat hat
(Evans et al. 2011; Garcia-Bernal et al. 2009). Durch die Vielzahl an Studien, die zur
Pathogenese der equinen autoimmunen Uveitis durchgefihrt wurden ist bekannt, dass
es sich um eine Thl-T-Zell-mediierte Immunantwort handelt, bei der aktivierte,
vorrangig CD4+ T-Zellen die BRB Uberqueren und das Auge infiltrieren (Degroote et
al. 2017; Horai et al. 2013). Welche molekularen Mechanismen fiir den vorliegenden,
aktivierten Zell-Phanotyp verantwortlich sind, konnte noch nicht aufgeklart werden.
Aus diesem Grund wurde ZAP70, das auch bei der TZR-abhangigen Aktivierung
equiner T-Zellen als regulatorisches Protein beteiligt sein kdnnte, untersucht. Die
Expressionsstarke von ZAP70, die mittels Western Blot ermittelt wurde, war in PBL
von Kontrollpferden und ERU-Pferden nahezu identisch (vgl. Kap. 4.3.1). Die
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Erkenntnis einer nahezu gleichen Expression des Proteins in PBL von Kontrollpferden
und ERU-Pferden, ist neu.

Abgesehen von dem Nachweis, dass ZAP70 in equinen PBL exprimiert wird ist nicht
bekannt, ob ZAP70 in equinen T-Zellen &hnliche oder gleiche Funktionen einnimmt
wie sie in T-Zellen von Maus und Mensch beschrieben wurden (Alsadeq et al. 2017;
Lo et al. 2018). Auch wenn in der Zellpopulation der PBL von an ERU erkrankten
Pferden eine hohere Anzahl an aktivierten Zellen vorgelegen haben kdnnte, muss die
gesteigerte Aktivierung nicht direkt an eine hohere Proteinexpression gekoppelt sein.
Somit lasst sich nicht ausschlieBen, dass ZAP70 in PBL von an ERU erkrankten
Pferden in aktivierter Form, also phosphoryliert, vorlag. Um festzustellen, ob die T-Zell-
Aktivierung bei der ERU uber ZAP70 geregelt wird, miusste dessen Aktivierung
nachgewiesen werden. Als naheliegende Mdglichkeit konnte eine TZR-Aktivierung in
equinen PBL durch die Detektion des phosphorylierten ZAP70 (pZAP70) ermittelt
werden. Das setzt jedoch voraus, dass fur diesen Nachweis ein passender Antikrper
zur Verfiigung steht, der an das Epitop des equinen pZAP70 bindet. Des Weiteren
konnte die Src-Kinase Lck untersucht werden, die in T-Zellen von Maus und Mensch
fur die vollstandige Phosphorylierung von ZAP70 sorgt (Chiang and Hodes 2015). Als
weitere, vielversprechende Variante kénnten die Proteine identifiziert werden, die von
aktiviertem ZAP70 in der nachfolgenden, ausgeldsten Signalkaskade aktiviert wurden.
Mit dem Nachweis einer erhdhten Aktivierung dieser sogenannten Downstream-
Proteine konnte riickwirkend auf einen aktivierten Zustand von ZAP70 geschlossen
werden. Interessanterweise zéhlt Cdc42 zu einem von ZAP70 aktivierten Downstream-
Protein der Signalkaskade, die fur die Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts
entscheidend ist und in T-Zellen des Menschen nachgewiesen wurde (Manes and
Pober 2013). ZAP70 aktiviert das Protein Vav, das wiederum WASP aktiviert, das als
GEF fur die kleinen GTPasen Rac und Cdc42 fungiert und in CD4+ T-Zellen des
Menschen nachgewiesen werden konnte (Manes and Pober 2013). Da im Rahmen
dieser Arbeit belegt wurde, dass Cdc42 in PBL von an ERU erkrankten Pferden héher
exprimiert wird als in PBL augengesunder Pferde (vgl. Kap. 4.3.2), spricht dieses
Ergebnis dafir, dass ZAP70 sowohl bei der TZR-Aktivierung als auch der Migration
der equinen PBL eine wichtige Rolle spielen konnte. Ein funktioneller Nachweis der
ZAP70-Aktivierung konnte geliefert werden, indem entweder ZAP70 in PBL von an

ERU erkrankten Pferden inhibiert wird oder T-Zellen von augengesunden Pferden

100



Diskussion

durch T-Zell-Stimulation aktiviert werden und das Migrationsverhalten der inhibierten
oder stimulierten Zellen innerhalb der kollagendichten Umgebung untersucht wird.

Neben dem Nachweis von ZAP70 in equinen PBL wurde das Protein in
vorangegangenen Studien am Entziindungsherd, in Augenpraparaten von an ERU
erkrankten Pferden, nachgewiesen (Kleinwort et al. 2016). In Paraffin eingebettete
Augenpraparate wurden immunhistochemisch angefarbt, wodurch Zellinfiltrate im
Bereich der Iris, des Ziliarkorpers und der Retina nachgewiesen wurden (Kleinwort et
al. 2016). Innerhalb dieser sogenannten tertiaren Lymphorgane, die in keinem der
Augenpraparate augengesunder Kontrollpferde zu finden waren, wurden unabhangig
von ihrer Lokalisation, vorrangig CD4+ T-Zellen identifiziert, die unter anderem ZAP70
exprimierten (Kleinwort et al. 2016). Da die ERU eine Thl-mediierte,
proinflammatorische Erkrankung darstellt (Gilger and Deeg 2011) kénnte ZAP70 auch
in PBL von an ERU erkrankten Pferden eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung
dieser inflammatorischen Immunantwort einnehmen, jedoch ist das bei equinen Zellen
noch nicht bekannt. Wie durch adoptiven Transfer in Studien am EAU-Mausmodell
gezeigt werden konnte, ist der aktivierte T-Zell-Phanotyp fiur die Passage uber die BRB
und die Infiltration in das Auge ausschlaggebend (Horai et al. 2013; Luger et al. 2008).
Die Voraussetzung ist, dass diese T-Zellen durch vorherigen Antigenkontakt aktiviert
wurden und im Gegensatz zu naiven T-Zellen in der Lage sind, die BRB zu tGiberqueren
(Horai et al. 2013; Luger et al. 2008). Als Bestatigung der Annahme, dass eine
gesteigerte Aktivierung durch ZAP70 mit dem Migrationsverhalten korreliert, misste
der Vergleich von migrierten zu nicht migrierten PBL ergeben, dass entweder ZAP70
in phosphorylierter Form hoher exprimiert wird oder aktivierte Downstream-Kinasen in
migrierten PBL von an ERU erkrankten Pferden vorliegen. Da die Untersuchung von
ZAP70 zunéachst keine Unterschiede in PBL von Kontroll- und ERU-Pferden ergab,
wurde die intrazellulare Verteilung des Proteins in den PBL untersucht. Durch die
immunozytochemische Farbung des Proteins konnte eine unterschiedliche Verteilung
in PBL von an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden (vgl. Kap. 4.3.1.1). ZAP70
war in Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden nicht nur im Bereich der
Plasmamembran, sondern auch im Bereich des Zellkerns lokalisiert (vgl. Kap. 4.3.1.1).
Uber die Verteilung des Proteins in equinen PBL und der méglichen Bedeutung der
Lokalisation ist nichts bekannt. Eine Aktivierung des Proteins fuhrte, bei in vitro

Experimenten von Jurkat T-Zelllinien, zu einer veranderten intrazellularen
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Translokalisation und Verteilung nach Aktivierung des TZR (Sloan-Lancaster et al.
1997).

Die intrazellulare Verteilung von ZAP70 in T-Zelllinien wurde nach Markierung des
Proteins durch einen grun fluoreszierenden Farbstoff (GFP) sichtbar gemacht und
legte dar, dass das Protein nach Aktivierung an der Plasmamembran rekrutiert wurde,
jedoch mehr als die Hélfte der ZAP70-Expression in perinuklearen Bereichen detektiert
wurde (Sloan-Lancaster et al. 1997). Zudem wurde nachgewiesen, dass die nukleére
Distribution nicht mit der Gesamtproteinexpression korrelierte (Sloan-Lancaster et al.
1997), wodurch die Lokalisation von ZAP70 den entscheidenden Faktor bei der
Aktivierung der Zelle und nachfolgender Signalkaskaden bestimmen koénnte,
unabhangig von der Expressionsstarke. In PBL von an ERU erkrankten Pferden war
ZAP70 im Gegensatz zu PBL von Kontrolltieren diffuser verteilt und neben der
Lokalisation an der Plasmamembran auch im Bereich des Zellnukleus lokalisiert. Diese
Verteilung kénnte sich auf die zellulare Signallibertragung und die Aktivierung weiterer
Molekile bestimmter, noch unbekannter, Signalkaskaden und somit auf die
immunologischen Prozesse auswirken. Die Lokalisation von ZAP70 in PBL von an
ERU erkrankten Pferden kdnnte ausschlaggebend fiir die Aktivierung von Proteinen
sein, die bei der Signalweiterleitung in den Zellkern eine bedeutende Rolle spielen.
Dadurch kénnte die Transkription aktivierender Molekiile eingeleitet werden, die fur die
abweichende Immunantwort der Zellen ausschlaggebend ist. Da die Untersuchung zur
Lokalisation und Verteilung von ZAP70 in equinen PBL mittels eines Invers-
Fluoreszenzmikroskops ausgefihrt wurde ist fraglich, inwieweit die Lokalisation und
Verteilung von ZAP70 mit dieser Technik zweifelsfrei bestimmt werden kann. Die
Beurteilung einer genauen Lokalisation von Molekilen im perinukledren Bereich des
Proteins erfordert eine hochauflésende Mikroskopie Technik die es ermoglicht auch
tiefgelegene, Kern nahe Strukturen darzustellen und in zukinftigen Studien
beansprucht werden misste. In weiteren Studien an T-Zellen des Menschen konnte
belegt werden, dass ZAP70 auch bei der transendothelialen Migration (TEM) eine
entscheidende Rolle einnimmt, indem es die Umstrukturierung des Zytoskeletts
regulierte (Evans et al. 2011; Garcia-Bernal et al. 2009). Deshalb wurden auch
zytoskelettale Strukturen equiner PBL untersucht und deren Rolle bei der Migration
naher ermittelt. Durch die im Rahmen dieser Arbeit erstmals aufgezeichneten und
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untersuchten Migrationseigenschaften equiner PBL war die Rolle der zyotskelettalen
Strukturen bei der Migration equiner PBL von grol3em Interesse.

Ziel war es, mdgliche molekulare und regulatorische Mechanismen aufzudecken, die
an der abweichenden Migration der PBL von ERU-Pferden beteiligt oder urséchlich
sein kdnnten. Damit sich Lymphozyten innerhalb des Organismus in unterschiedlichen
Geweben fortbewegen und eine erfolgreiche Immunantwort erzielen kénnen, bedarf
es einer aktiven Umstrukturierung des Zytoskeletts, wobei die De- und Polymerisation
von Aktin ausschlaggebend ist (Dupré et al. 2015). Zu den Strukturen des Zytoskeletts
von Saugerzellen werden Intermediar- und Aktinfilamente, Mikrotubuli (Svitkina 2018)
sowie neuerdings auch Septin-Strukturen gezahlt, die als vierte Komponente des
Zytoskeletts bezeichnet werden (Abbey, Gaestel and Menon 2019; Mostowy and
Cossart 2012). Die erste Beschreibung zu Septinen wurde in den Hefen
Saccharomyces cerevisiae gemacht, deren Strukturen bei der Zellteilung eine
entscheidende Rolle gespielt haben sollen (Hartwell 1971). Durch Forschungsarbeiten
an Zelllinien der Maus und des Menschen konnten neue Erkenntnisse zur Rolle und
Funktion von Septinen bei der Zellmigration gewonnen werden (Tooley et al. 2009;
Zhang et al. 2016). Septine sind an der Zellmigration beteiligt, interagieren mit der
Plasmamembran und binden an Strukturen des Aktin-Zytoskeletts, wie in T- und
Brustkrebszelllinien demonstriert wurde (Tooley et al. 2009; Zhang et al. 2016). Sie
sind durch ihre kortikale Lokalisation an der Zellspannung und -rigiditat, sowie an der
effizienten Migration humaner T-Zelllinien beteiligt (Tooley et al. 2009). Zur Familie der
Septine, der zytoskelettalen GTPasen, zahlen 13 Mitglieder, die neben der Zellteilung
und strukturgebenden zytoskelettalen Funktionen auch an der Membraninteraktion
und Migration beteiligt sind (Abbey et al. 2016; Spiliotis 2018). Die Mitglieder der
Septine werden in vier Untergruppen eingeteilt, die untereinander Komplexe bilden
und sich somit gegenseitig beeinflussen (Neubauer and Zieger 2017).

Septin 7 spielt eine Schlisselrolle bei der Kontrolle anderer Septine und kann diese
schitzen und stabilisieren, wie durch Studien an Brustkrebszellen des Menschen
gezeigt wurde (Zhang et al. 2016). Nachdem Brustkrebszellen mit Forchlorfenuron
(FCF) behandelt wurden, konnte die Proliferation, Migration und Invasion der Zellen
gehemmt und die Beteiligung der Septine an der Ausbildung maligner Tumorzellen
bestétigt werden (Zhang et al. 2016). FCF ist ein Pflanzen-Zytokinin, dass Septin-

Strukturen von Hefen und Jurkat T-Zelllinien nachweislich beeintrachtigen konnte,
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indem dichtere, stabilere und langgestreckte Septin-Strukturen ausgebildet wurden
(Hu, Nelson and Spiliotis 2008; Iwase et al. 2004).

In Studien mit Gliomzelllinien des Menschen wurde gezeigt, dass eine gesteigerte
Expression von Septin 7 die Zellproliferation und Migrationsfahigkeit der Zellen
hemmte und deren Apoptose induzierte (Jia et al. 2010). Interessanterweise war
Septin 7, das im Rahmen proteomischer Untersuchungen von equinen Lymphozyten
identifiziert wurde, in PBL von an ERU erkrankten Pferden signifikant schwacher
exprimiert als in PBL von Kontrollpferden (Degroote et al. 2014).

Somit wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine verminderte Septin 7-Expression an
der schnelleren und zielgerichteten Migrationsfahigkeit der PBL von an ERU
erkrankten Pferden beteiligt ist. Um die Bedeutung der geringeren Septin 7-Expression
an den veranderten Migrationsfahigkeiten der PBL von an ERU erkrankten Pferden
nachzuweisen, wurde die Expressionsstarke von Septin 7 in PBL von Kontroll- und
ERU-Pferden ermittelt, die zuvor in 3D-Migrationsexperimenten eingesetzt und deren
Migrationseigenschaften analysiert wurden. Der Vergleich der Proteinexpression
zeigte, dass Septin 7 in PBL von an ERU erkrankten Pferden, die wahrend der
Migrationsversuche in kollagendichter Umgebung schneller, weiter und zielgerichteter
migrierten, signifikant reduziert war (vgl. Kap. 4.1.8). Die Korrelation zwischen der
verminderten Expression von Septin 7 und dem veranderten Migrationsverhalten von
PBL von an ERU erkrankten Pferden in der Pathogenese der ERU konnte somit
bestatigt werden. Die Untersuchung Septin 7-defizienter muriner T-Zellen ergab, dass
diese im Vergleich zur Kontrollgruppe langere und gebogene hintere Zellpole,
Uropoden, sowie UberméaRige Ausstllpungen (Protrusionen) am vorderen Zellpol
ausbildeten (Tooley et al. 2009). Durch die fehlende stabilisierende Funktion von
Septin 7 im Bereich des Zellkortexes waren KD-Zellen in der Lage durch Poren
hindurch zu migrieren, die wesentlich kleiner waren als ihr kleinster Zelldurchmesser
(Tooley et al. 2009). Im Gegensatz zu den migrierten PBL von an ERU erkrankten
Pferden, die nachweislich weniger Septin 7 exprimierten (vgl. Kap. 4.1.8), zeigten
murine Septin 7-KD-Zellen geringere Migrationsgeschwindigkeiten als Zellen der
Kontrollgruppe (Tooley et al. 2009). Die verminderte Migrationsgeschwindigkeit der
KD-Zellen kann jedoch durch die Vielzahl unerwinschter und nicht vollstandig
bekannter Wechselwirkungen der siRNA-Transfektion hervorgerufen werden, wodurch
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unspezifische Proteine, die gegebenenfalls an der Migration beteiligt sind, zusétzlich
ausgeschaltet werden kénnen (Kamola et al. 2015).

Die Ergebnisse aus der Studie mit Septin 7-KD-Zellen bekréftigen die Hypothese, dass
eine Reduktion der Septin 7-Expression in T-Zellen ausschlaggebend fir eine bessere
Verformbarkeit und geringere Rigiditat ist und so den Zellen ermoglicht, durch kleinere
Poren zu migrieren. Bezogen auf autoreaktive T-Zellen von an ERU erkrankten
Pferden wirde das bedeuten, dass diese Zellen durch die geringe Expression von
Septin 7 in der Lage sind tUber die BRB zu migrieren.

Um die Abhangigkeit der Expression von Septin 7 und deren mdglichen Beteiligung an
der verédnderten Migration naher zu untersuchen, wurde Septin 7 mittels
Forchlorfenuron (FCF) in PBL von augengesunden Pferden gehemmt (vgl. Kap. 4.1.5).
Die Veranderungen der Septin-Strukturen konnten nach Entfernung von FCF, durch
Auswaschen rickgangig gemacht werden (Hu, Nelson and Spiliotis 2008). Um die
Effekte der FCF-Behandlung an primaren, equinen PBL zu untersuchen, wurden die
Zellen fur eine Stunde mit 50 uM FCF inkubiert und die Zellmigrationsparameter der
FCF-behandelten und unbehandelten PBL der Kontrollgruppe miteinander verglichen.
Das Experiment sollte zeigen, ob Septin-gehemmte PBL eine schnellere und
zielgerichtete Migration durch kollagendichtes Gewebe zeigen wirden. Der Vergleich
der unbehandelten und FCF-behandelten PBL augengesunder Pferde ergab, dass
sich die Zellen in ihrem Migrationsverhalten innerhalb der dreidimensionalen
Kollagenmatrix in einem Parameter unterschieden haben. Die FCF-behandelten
Zellen, mit FCS als Chemoattractant, migrierten innerhalb der Kollagenmatrix
signifikant zielgerichteter (vgl. Kap. 4.1.5). Die Zielgerichtetheit der FCF-behandelten
PBL innerhalb der dreidimensionalen Matrix spiegelt das Migrationsverhalten der PBL
von an ERU erkrankten Pferden wider (vgl. Kap. 4.1.1, 4.1.4). Eine zielgerichtete
Zellbewegung kann mit dem Aktivierungszustand der Zelle zusammenhéangen, wobei
ZAP70 Molekule bestimmter Signalkaskaden aktivieren kann, zu denen Cdc42 zahlen
konnte (Manes and Pober 2013).

Die Hemmung der Septin-Strukturen durch FCF in PBL von Kontrolltieren zeigte, dass
durch die hervorgerufenen Verdnderungen der zytoskelettalen Strukturen eine
zielgerichtete Migration durch die kollagendichte Matrix erméglicht wurde. Da keine
vergleichenden Ergebnisse zu Migrationseigenschaften von FCF-behandelten,

primaren Saugerzellen vorliegen, gilt es herauszufinden, welche zellularen und
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regulatorischen Strukturen an der Migration FCF-behandelter PBL beteiligt und
verandert sein kdnnten.

Weshalb sich die FCF-Behandlung der PBL nicht auf die anderen
Migrationseigenschaften der Zellen auswirkte, ist fraglich. Dass neben der
zielgerichteten Migration nicht auch die Zellgeschwindigkeit beeinflusst wurde, ist
Uberraschend. Ob und inwiefern sich die FCF-Behandlung der PBL, neben der
Anderung der Expression von Septin 7 und F-Aktin auch auf die Proteinexpression
weiterer regulatorischer Proteine wie der kleinen GTPase Cdc42 auswirkte, misste in
zukinftigen Experimenten naher untersucht werden. Die Expression der potenziell
beteiligten Proteine kénnte durch den Vergleich nicht migrierter und migrierter PBL
nach FCF-Behandlung mittels Western Blot untersucht werden. Somit konnte tberpruft
werden, ob und wie sich die Expression regulatorischer Proteine von FCF-behandelten
PBL andert und ob diese Proteinexpressionen mit den von an ERU erkrankten PBL
Ubereinstimmen. Insgesamt muss kritisch beurteilt werden, ob und inwiefern sich die
Rolle von Septin 7 allein auf die Migrationsparameter der PBL auswirken kénnte.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Studie Uberprift, welche Unterschiede in der
Expression und Verteilung von Septin 7 nach FCF-Behandlung der migrierenden PBL
zu sehen waren und ob interagierende Strukturen des Aktin-Zytoskeletts mit
beeinflusst wurden. Die Proteine Septin 7 und F-Aktin sowie die Zellkerne der PBL
wurden nach erfolgten Migrationsversuchen immunzytochemisch angefarbt und
mikroskopisch analysiert (vgl. Kap. 4.1.6, 4.1.7, 4.1.8). Migrierte PBL zeigten im
Vergleich zu nicht-migrierten PBL eine signifikant reduzierte Expression der Proteine
Septin 7 und F-Aktin, was auch nach der FCF-Behandlung festgestellt werden konnte
(vgl. Kap. 4.1.6). Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass eine
Behandlung der PBL mittels FCF eine Reduktion der Septin 7-Expression hervorrufen
konnte, die fur die Migration der PBL ausschlaggebend ist, wie an den
Migrationseigenschaften der FCF-behandelten PBL von augengesunden Pferden
demonstriert werden konnte. Die Analyse der Expression und der Verteilung von F-
Aktin ergab, dass die zytoskelettalen Strukturen in migrierten, FCF-behandelten PBL
geringer exprimiert wurden und wesentlich feinere F-Aktin-Strukturen aufwiesen, die
sich weniger im Bereich der Plasmamembran verteilten, sondern diffus im Zytoplasma
der Zelle, bis in perinukledre Bereiche lokalisiert waren (vgl. Kap. 4.1.7). Die
Beeinflussung der F-Aktin-Strukturen durch die Behandlung der equinen PBL mit FCF
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war eine interessante, neue Erkenntnis, die in primaren Zellen noch nicht beschrieben
wurde.

Der Einsatz von FCF beschrankte sich in bisherigen Studien vor allem auf Hefezellen
und menschliche Zelllinien, in denen FCF neben Septin-Strukturen unter anderem das
mitochondriale Membranpotential und die Zellproliferationsrate beeinflusste (Heasley,
Garcia and McMurray 2014). Dadurch, dass es zur Wirkung von FCF in priméaren,
equinen Leukozyten noch keine vergleichbaren Daten gibt und Kenntnisse uber
mogliche und effiziente Knock-Down-Effekte von Septin 7 fehlen, wéare ein Vergleich
der Septin 7-Expression nach siRNA-Transfektion in equinen PBL angebracht. Durch
die Transfektion kurzer RNA-Molekile, specific small interfering RNAs (SiRNA),
konnen bestimmte Gene gezielt kurzzeitig ausgeschaltet werden, was als Knock-Down
(KD) bezeichnet wird (Dana et al. 2017). Somit musste die Verwendung von Septin 7-
siRNA bei equinen PBL als Kontrolle eingesetzt werden, um zu prufen ob mittels FCF
ein ahnlicher oder gleicher Knock-Down-Effekt von Septin 7 erzielt wurde, wie es
mittels Transfektion von Septin 7-siRNA zu erwarten wére. Dabei sollte beachtet
werden, dass es sich bei den zu untersuchenden Zellen um primére PBL handelt,
deren Vitalitdt durch die oftmals zytotoxische Wirkung der Reagenzien der siRNA-
Transfektion (Jackson et al. 2006) beeintrachtigt werden kénnte, wodurch wiederum
das Migrationsverhalten der Zellen beeinflusst ware, da dieses von der Vitalitat der
Zellen abhangt. Durch die weitere Analyse der immunzytochemischen Aufnahmen
konnte die veranderte Lokalisation und Verteilung der Septin- und F-Aktin-Strukturen
in migrierten, FCF-behandelten PBL dargelegt werden (vgl. Kap. 4.1.8). Die Septin 7-
und F-Aktin-Strukturen von migrierten Lymphozyten waren weitaus feiner und lagen
weniger dicht gebiindelt im Bereich der Plasmamembran, sowie in der Nahe des
Zellkerns vor. Die Prasenz dieser feinen zytoskelettalen Strukturen in perinukleéren
Bereichen der migrierenden Zellen kdnnte fir eine bessere Anpassungsfahigkeit und
Flexibilitdt der Zelle in dichtem Gewebe sprechen. Die Interaktion der Septin- und
Aktinflamente in equinen PBL konnte zudem mit mechanotransduktorischen
Mechanismen zusammenhangen, die es den Zellen ermdéglichen ihre extrazellulare
Umgebung besser wahrzunehmen und eine adaquate Anpassung der Zellform an die
extrazellularen Gegebenheiten hervorrufen. Die Funktion, die extrazellulare
Umgebung wahrzunehmen und diese Informationen in die Zelle weiterzuleiten, um die

zytoskelettalen Strukturen aktiv zu verandern wurde ebenfalls den Septinen
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zugeschrieben (Lam and Calvo 2019). Diese Signalweiterleitung, die fur die Migration
der Zellen entscheidend ist, muss von der auf3eren Plasmamembran der Zelle bis zum
Zellkern reichen (Davidson et al. 2014). Aus Untersuchungen zur Ultrastruktur von
Aktin-Strukturen und interagierenden Strukturen des Zellkerns ist bekannt, dass Aktin
an Lamin A/C bindet, wodurch die Rigiditat des Zellkerns beeinflusst wird (Davidson et
al. 2014; McGregor, Hsia and Lammerding 2016). Untersuchungen an Fibroblasten
veranschaulichten, dass Lamin A/C fiur die Rigiditat des Zellkerns verantwortlich war
und die Zellen mit einer geringeren Expression des Proteins schneller durch enge
Poren migrieren konnten (Davidson et al. 2014). Ob PBL von an ERU erkrankten
Pferden oder FCF-behandelte PBL eine geringere Expression von Lamin aufweisen,
musste daher untersucht werden. Die enge Interaktion von Septin 7 mit den Strukturen
des Zytoskeletts und der hoheren Flexibilitat des Zellkerns wirde vor allem bei der
Transmigration equiner autoreaktiver T-Zellen Uber die BRB Vorteile bringen und eine
Erklarung fur die Infiltration in das Auge sein. Die Bedeutung des Zellkerns bei der
Migration equiner T-Zellen und beteiligte Mechanismen, die bei der Pathogenese der
ERU vonstattengehen, sind nicht bekannt. Wie von Lymphozyten des Menschen
bekannt ist, ist bei der amdboiden Migration die aktive Umstrukturierung des Aktin-
Zytoskeletts, an der auch Septine beteiligt sind, die treibende Kraft fir die
Fortbewegung der Zellen (Palander, El-Zeiry and Trimble 2017). Die Lokalisation der
Septin- und F-Aktin-Strukturen der migrierenden Zellen im perinukle&ren Bereich kann
fur die zytoskelettal-nukleare Interaktion von grof3er Bedeutung sein (Spiliotis 2018).
Die Interaktion zwischen Zellkern und zytoskelettalen Strukturen spielt besonders bei
der Migration von Leukozyten eine wichtige Rolle und tragt dazu bei, dass sich Zellen
in dichtem Gewebe und durch enge Poren bewegen kénnen (Calero-Cuenca, Janota
and Gomes 2018). Da der Zellkern bei der Migration von Leukozyten den limitierenden
Faktor darstellt und fur die ZellgroRe und Zellrigiditat verantwortlich ist, wird bei der
amoboiden Migration von Lymphozyten der Nukleus an den vorderen Zellpol der
migrierenden Zelle geschoben und ist mit den dynamischen, zytoskelettalen
Strukturen verbunden (Calero-Cuenca, Janota and Gomes 2018). Infolgedessen
kommt es bei zytoskelettaler Umstrukturierung der Zelle an der Zellfront gleichzeitig
zu einer Formveranderung des Zellkerns (Khan, Newby and Gladfelter 2018). Fir die
exakte Beschreibung der intrazellularen Lokalisation von Septin 7 und F-Aktin sowie

der Interaktion mit den Membran-nahen Strukturen des Zellkerns, miussten
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hochauflosende Bildgebungsmethoden herangezogen werden, die selbst tiefe
Schichten der Zelle im perinukledren Bereich visualisieren kénnen.

Um die Interaktion und Beteiligung von Septin- und F-Aktin-Strukturen bei der
Migration equiner Lymphozyten weiter zu bestéatigen, konnten nachweislich effiziente
und spezifische Inhibitoren der zytoskelettalen Aktin-Strukturen, eingesetzt werden.
Der Inhibitor Latrunculin B hemmt die Polymerisation von Aktin und schrankt somit die
Aktin-abhéngige Fortbewegung der Lymphozyten, wie bei der transendothelialen
Migration muriner T-Zellen, ein (Yan et al. 2019). Es ware interessant zu sehen, ob
Septin 7-Strukturen nach der gezielten Hemmung der F-Aktin-Filamente auch
beeintrachtigt werden und nach Behandlung mit Latrunculin B ein &hnlicher Phanotyp
wie nach FCF-Behandlung vorliegen wirde. Die Analyse und der Vergleich der
Migrationsparameter von unbehandelten und Latrunculin-behandelten equinen PBL
wurde Aufschluss Uber die Abhangigkeit der Interaktion von Septin 7 und F-Aktin
geben und die Bedeutung der Strukturen wahrend der Migration hervorheben.

Neben den Migrationseigenschaften equiner PBL innerhalb einer kollagendichten,
dreidimensionalen Umgebung sowie den Expressionsunterschieden und
Verteilungsmustern regulierender Proteine, wurden die PBL augengesunder und an
ERU erkrankter Pferde zusatzlich anhand ihrer metabolischen Eigenschaften naher
charakterisiert. Die Beteiligung und Bedeutung des Zellmetabolismus bei
Inflammationen und Autoimmunerkrankungen erlangten in der Forschung der
Immunologie zunehmend Aufmerksamkeit. So wird der zelluléare, metabolische Status
von T-Zellen mit der T-Zell-Differenzierung und ihren Effektorfunktionen in
Zusammenhang gebracht und mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
assoziiert (Abboud et al. 2018; Takeshima et al. 2019). Eine adaquate Immunantwort
hangt davon ab, wie schnell und effizient die Anpassungsfahigkeit des
Zellstoffwechsels von T-Zellen ist, die nach Antigenprasentation tUber ihren TZR
aktiviert wurden und sich an Zellwachstum, Proliferation und Effektorfunktion
anpassen missen (Chapman, Boothby and Chi 2019; Desdin-Mic6, Soto-Heredero
and Mittelbrunn 2018). Diese Anpassung wird als metabolische Flexibilitat bezeichnet
(Smith et al. 2018; Tareen et al. 2019). Weicht jedoch der Zellmetabolismus
bestimmter Immunzellen, unabhangig von der Aktivierung und der
Oberflachenproteine ab, kdnnen inflammatorische und autoimmune Immunreaktionen

die Folge sein (Teng et al. 2019). Bei der ERU, der autoimmunen Uveitis des
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Menschen und den experimentellen Tiermodellen blieb nach aktueller
Literaturrecherche (Stand: September 2019) die Untersuchung der Rolle und
Bedeutung des Zellmetabolismus im Zusammenhang mit der Pathogenese bislang
unerforscht. In Anbetracht dessen war es Ziel dieser Arbeit, erste Informationen und
Erkenntnisse Uber die Stoffwechseleigenschaften von PBL augengesunder und an
ERU erkrankter Pferde zu erhalten (vgl. Kap. 4.2). Deshalb wurde die mitochondriale
Stoffwechselaktivitdt von PBL augengesunder und von an ERU erkrankten Pferden
untersucht und verglichen. Durch die gezielte Hemmung bestimmter Komplexe der
Elektronentransportkette innerhalb des mitochondrialen Intermembranraums wurde
die Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) (vgl. Kap. 4.2.1) und die Protonenproduktion
(ECAR) der equinen PBL untersucht (vgl. Kap. 4.2.2). PBL von an ERU erkrankten
Pferden zeigten im Vergleich zu PBL augengesunder Pferde eine signifikant hohere
basale Respiration, die durch eine hohere Sauerstoffverbrauchsrate gemessen
werden konnte (vgl. Kap. 4.2.1). Die simultane Messung der pH-Wert-Anderung, die
durch die Protonenkonzentration der im Zellkulturmedium befindlichen H+-lonen
bestimmt wurde, zeigte, dass die basale Protonenproduktion von PBL von an ERU
erkrankten Pferden erhoht war (jedoch nicht signifikant) (vgl. Kap. 4.2.2). Der
Nachweis einer gesteigerten basalen Respiration von PBL von an ERU erkrankten
Pferden im Vergleich zu PBL augengesunder Pferde ist eine neue Erkenntnis und
wurde noch nicht in Zusammenhang mit dem vorliegenden Zell-Phéanotyp und der
Pathogenese assoziierten Mechanismen der ERU gebracht. Der Grund fur eine
gesteigerte basale Respiration, also der sauerstoffabhangigen Energiegewinnung der
PBL von an ERU erkrankten Pferden, ist daher unbekannt.

Diese gesteigerte basale Respiration konnte mit einem hoheren mitochondrialen
Membranpotenzial zusammenh&ngen, wie in T-Ged&chtniszellen bei Mausen gezeigt
werden konnte, die sich im Gegensatz zu naiven T-Zellen und T-Effektorzellen durch
eine erhohte mitochondriale Masse und eine gesteigerte Sauerstoffaufnahme sowie
einer vermehrten respiratorischen Reservekapazitat (SRC) auszeichneten (van der
Windt et al. 2012). Die mitochondriale Respirationsreservekapazitat wird damit
begriindet, dass T-Gedachtniszellen bei erneutem Antigenkontakt, auch unter
vermehrtem oxidativen Stress wahrend Inflammationen, rasch Energie fir die
nachfolgende Immunantwort bereitstellen missen (van der Windt et al. 2012). Eine

Untersuchung der mitochondrialen Masse equiner PBL, die im Rahmen dieser Arbeit
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nicht bestimmt wurde, kodnnte immunzytochemisch mit der Anfarbung der
Mitochondrien mit einem Mitotracker erfolgen, wie es bei T-Zellen der Maus
durchgefuhrt wurde (van der Windt et al. 2012).

Interessanterweise zeigten die PBL von an ERU erkrankten Pferden nach Injektion von
Oligomycin auch signifikant hohere OCR-Werte (vgl. Kap. 4.2.1), was fur eine
Energiegewinnung durch nicht-mitochondriale aerobe Stoffwechselwege spricht.
Anhand der generierten ECAR-Werte konnte zudem gezeigt werden, dass PBL von
an ERU erkrankten Pferden nach Hemmung der mitochondrialen ATP-Synthase durch
Oligomycin signifikant mehr Protonen produzierten als PBL augengesunder Pferde
(vgl. Kap. 4.2.2). Die Ansauerung des Zellkulturmediums lasst auf die Produktion von
Protonen durch den glykolytischen Abbau von Glukose zu Laktat und H+ schlie3en
(Au-Mookerjee and Au-Brand 2015; Mookerjee et al. 2015). Eine signifikant héhere
Protonenproduktion verdeutlichte die Anpassung der PBL von an ERU erkrankten
Pferden an eine Glykolyse-abhangige Energiegewinnung, nachdem die
mitochondriale ATP-Generierung gehemmt wurde. Die Nutzung Uberwiegend
glykolytischer Stoffwechselwege von aktivierten T-Effektorzellen, insbesondere bei
Autoimmunerkrankungen, konnte durch eine Vielzahl an Studien an T-Zellen der Maus
und des Menschen belegt werden. T-Zellen von SLE Patienten, einer systemischen
Autoimmunerkrankung, sowie murine CD4+ T-Zellen im SLE-Mausmodell zeigten
neben einer erhdhten Laktatproduktion auch eine gesteigerte Sauerstoffaufnahme
(Yin et al. 2015). Diese Ergebnisse sprechen fur einen hypermetabolischen Status der
beteiligten Effektorzellen bei autoimmunen Erkrankungen (Yin et al. 2015). Dies zeigt,
dass sowohl der glykolytische als auch der mitochondriale Stoffwechsel eine
entscheidende Rolle spielen und die Energiegewinnung nicht nur von einem
bestimmten Stoffwechselweg abhéngig zu sein scheint (Yin et al. 2015).

Da der Zellmetabolismus nicht allein von einer Aktivierung der Zellen abhangt und
beeinflusst wird, sondern charakteristisch fur funktionell differenzierte Zellen sein kann,
die die Entstehung von Autoimmunerkrankungen beginstigen kdnnen, erlangte das
Verstandnis des Zellmetabolismus erkrankter Immunzellen grof3e Bedeutung in der
Forschung (McKinney and Smith 2018). Durch den Nachweis der unterschiedlichen
metabolischen Anforderungen bestimmter Immunzellen konnten T-Zellen des
Menschen in CD4+ -Subpopulationen eingeteilt werden, die sich durch den Bedarf

bestimmter Substrate kennzeichnen (Cluxton et al. 2019). Daher kénnte der Nachweis
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metabolisch und funktionell unterschiedlicher Zellen dazu dienen, pathologische
Mechanismen besser zu verstehen und gegebenenfalls eine passende Strategie zu
finden um die Entwicklung der devianten Zellen zu beeinflussen.

Bei Autoimmunerkrankungen wird oftmals die Dysbalance aus fehlenden Tregs und
vermehrt  proinflammatorischer Zellen als Grund fir die Entstehung
autoinflammatorischer Reaktionen angesehen (Cluxton et al. 2019).

Inflammatorische Thl- und Th17-Zellen des Menschen konnten nachweislich einem
glykolytischen Stoffwechseltyp zugeordnet werden (Cluxton et al. 2019). Tregs
wiederum zeigten neben der Glykolyse eine vermehrte mitochondriale Respiration
sowie Fettsaureoxidation (Cluxton et al. 2019). Beim Pferd muissten die
Stoffwechseltypen zuvor noch den bestimmten T-Zellph&notypen zugeordnet werden.
Dabei ware vor allem eine néhere Charakterisierung des Stoffwechsels equiner Thl-
T-Zellen interessant, weil die Thl-Immunantwort bei der Pathogenese der ERU eine
Schlisselrolle spielt (Gilger and Deeg 2011) und Unterschiede in der
Stoffwechselaktivitat dieser Zellen ausschlaggebend sein kdnnten. In Bezug auf die
Migration und Invasion von autoreaktiven CD4+ T-Zellen in okulares Gewebe, ist eine
Anpassung des Zellmetabolismus essentiell, da zum einen fur die Migration und der
damit verbundenen Umstrukturierung des Zytoskeletts Energie bendtigt wird und zum
anderen die Verfugbarkeit von Sauerstoff in endogenen Geweben limitiert ist (Dimeloe
et al. 2016). Fur zukunftige Versuche ware es deshalb interessant zu sehen, inwiefern
sich die OCR- und ECAR-Werte der equinen Zellen andern, wenn diese unter
sauerstoffarmen Bedingungen kultiviert wirden, um Ruckschlisse auf die Fahigkeit
der Energiegewinnung unter Sauerstoff-restriktiver Umgebung zu ziehen. Die
Bedeutung des Glukose-abhangigen Metabolismus bei Autoimmunerkrankungen
wurde durch die Abhéngigkeit der Expression des Glukosetransporters Glut-1 in
humanen und murinen CD4+ T-Zellen verdeutlicht (Macintyre et al. 2014; Yin et al.
2015). Durch weitere Studien an T-Zellen der Maus und des Menschen wurde
festgestellt, dass aktivierte T-Zellen, vorrangig CD4+ Effektorzellen, nach Aktivierung
des TZR vermehrt Glukosetransporter wie Glut-1 an der Oberflache exprimierten
(Cretenet et al. 2016). Die Expression von Glut-1 war unter hypoxischen Bedingungen
hoher als unter normoxischen, was fir einen Glukose-abhéangigen Stoffwechsel der
aktivierten CD4+ -Zellen sprach (Cretenet et al. 2016), der vor allem in Geweben mit

limitierter Sauerstoffverfigbarkeit entscheidend ware. Ob eine hohere Expression von
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Glukosetransportern wie Glut-1 in equinen PBL fur eine Glukose-abhangige
Energiegewinnung CD4+ T-Zellen steht und ein Merkmal fur aktivierte,
proinflammatorische T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden sein kdnnte, ist nicht
bekannt. In Anbetracht der pathologischen Prozesse bei der ERU wéare die Fahigkeit
aktivierter Effektorzellen entscheidend, Energie auch unter hypoxischen Bedingungen
zu generieren. Untersuchungen der Retina augengesunder Pferde ergaben, dass die
Retina zu etwa 95 % avaskular ist und nur in einem kleinen Bereich um den Nervus
opticus Blutgefal3e vorhanden sind (Ehrenhofer et al. 2002). Die Versorgung mit
Sauerstoff durch Diffusion nimmt im entziindeten Auge zunehmend ab, was mit einer
Anpassung der infiltrierten Zellen an die hypoxischen Bedingungen gekoppelt sein
muss (Ehrenhofer et al. 2002). Wie autoreaktive equine CD4+ T-Zellen in der Lage
sind ihre Energie in einer sauerstoffarmen Umgebung des Auges zu gewinnen, bleibt
offen. Eine Charakterisierung des Zellmetabolismus intravitrealer Zellen, die durch
Vitrektomie der Augen von an ERU erkrankten Pferden gewonnen werden, kénnte
weitere Aufschliisse bringen. Zudem wére der direkte Vergleich des Zellmetabolismus
peripherer Blutleukozyten und vitrealer Zellen eines von an ERU erkrankten Pferdes
interessant und konnte flr zukinftige Experimente in Erwagung gezogen werden. Das
Ziel zukUnftiger Experimente ist zu bestatigen, dass durch die bisherigen Ergebnisse
eine Zell-Subpopulation identifiziert werden konnte, die sich nicht durch
unterschiedliche Oberflachenproteine, sondern durch zellulare
Stoffwechselunterschiede auszeichnet.

Neben der Rolle des hyperproliferativen Zellmetabolismus autoreaktiver Immunzellen
wird zunehmend die Beteiligung von Darmbakterien und deren Produktion kurzkettiger
Fettsdauren mit Autoimmunerkrankungen assoziiert, wie im Modell der experimentellen
autoimmunen Uveitis demonstriert wurde (Nakamura et al. 2017). Durch die orale
Gabe der kurzkettigen Fettsaure (Propansaure) vor und nach Induktion von EAU in
Mausen, konnte die Produktion von Th1- und Th17-Zellen gemindert und die Migration
von Thl-Zellen aus dem Kolon zur Milz reduziert werden (Nakamura et al. 2017).
Zudem zeigten die Mause eine vermehrte Ausbildung regulatorischer T-Zellen, die die
progressive Inflammation der Augen verhinderte (Nakamura et al. 2017). Die Analyse
des Darmmikrobioms bei Pferden und die Produktion kurzkettiger Fettsauren konnten
somit bereits vor Entstehung der Erkrankung, Hinweise auf eine Pradisposition fur die

Ausbildung der ERU geben. Eine Dysbiose des Darmmilieus kdnnte somit die
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Entstehung von Autoimmunerkrankungen begunstigen, wie anhand von
Darmbakterien im Fazes bei an Multipler Sklerose erkrankten Patienten festgestellt
werden konnte (Berer et al. 2011; Chen et al. 2016). Studien von EAU-Mausmodellen
zeigten, dass Darmmikroben Retina-spezifische autoreaktive T-Zellen aktivieren
konnen, indem sie retinale Antigene nachahmen, wodurch die Wirtseigene
Immunantwort verstarkt und eine Inflammation begunstigt werden konnte (Horai and
Caspi 2019; Horai et al. 2015). Da bei der ERU davon ausgegangen wird, dass
autoreaktive T-Zellen in peripheren sekundéaren lymphatischen Organen aktiviert
werden, bringt die Beteiligung des Mikrobioms bei der Entstehung der ERU neue und
interessante Aspekte mit sich. Die Assoziation zwischen Darmbakterien und equiner
rezidivierender Uveitis stellt eine neue, spannende Hypothese zur Pathogenese der

ERU dar, die noch weiterer Forschung bedarf.

Zusammenfassend wurden in dieser Studie neue Informationen Uber das bislang
unbekannte Migrationsverhalten von equinen PBL im Rahmen der Pathogenese der
ERU gewonnen. Es konnte nachgewiesen werden, dass PBL von an ERU erkrankten
Pferden im  Vergleich zu PBL augengesunder Pferde veranderte
Migrationseigenschaften besitzen, wodurch sie schneller, weiter und zielgerichteter
innerhalb einer kollagendichten Matrix migrieren konnten. Dabei wurde die Rolle von
Septin 7, ein in PBL von an ERU erkrankten Pferden geringer exprimiertes Protein
(Degroote et al. 2014), bei der Migration der Zellen ndher analysiert. Zusatzlich wurde
die Interaktion und Beeinflussung von weiteren Strukturen des Zytoskeletts ermittelt.
Septin 7 und F-Aktin wurden in migrierten PBL augengesunder Pferde signifikant
geringer exprimiert und zeichneten sich durch feinere Septin- und F-Aktin-Filamente
aus, die im Bereich der Plasmamembran und des Zellkerns lokalisiert waren.
Zusatzlich war der Nachweis einer erhdhten Expression der kleinen GTPase Cdc42 in
PBL von an ERU erkrankten Pferden neu. Die identifizierte hbhere Expression des
Proteins kdnnte mit dem Migrationsverhalten der PBL von an ERU erkrankten Pferden
assoziiert werden. Des Weiteren wurde ZAP70 in PBL augengesunder und an ERU
erkrankter Pferde néaher charakterisiert, wobei eine nahezu gleiche Expression des
Proteins in den equinen PBL festgestellt wurde. PBL von ERU-Pferden zeigten jedoch
eine unterschiedliche zellulare Verteilung und Lokalisation des Proteins auf.

Mdglicherweise kann die abweichende intrazellulare Verteilung mit einem aktivierten
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Zell-Phanotyp in Verbindung gebracht werden. Interessanterweise wies Cdc42, das
als Downstream-Protein von aktiviertem ZAP70 in Zusammenhang steht eine hdhere
Expression in PBL von an ERU erkrankten Pferden auf, wodurch die Annahme einer
ZAP70-abhéngigen Aktivierung der T-Zellen bekraftigt wurde. Durch die
Charakterisierung der Stoffwechsel- und Energiegewinnungswege von PBL
augengesunder und von an ERU erkrankten Pferden konnten die
immunoregulatorischen Mechanismen bei der ERU unter einem neuen Aspekt
beleuchtet werden. Der Vergleich der Reaktionen von equinen PBL nach
Beeinflussung mitochondrialer Komplexe der Atmungskette zeigte, dass PBL von an
ERU erkrankten Pferden einen héheren basalen Sauerstoffbedarf sowie eine héhere
basale glykolytische Stoffwechsellage besitzen. Somit konnte veranschaulicht werden,
dass PBL von an ERU erkrankten Pferden durch veranderte Migrationseigenschaften,
differentiell exprimierte, regulatorische Proteine sowie einem abweichenden
Zellmetabolismus von PBL augengesunder Pferde unterschieden werden kénnen. Die
in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen dazu bei, Pathogenese assoziierte
Mechanismen der ERU besser verstehen zu kdnnen. Diese Informationen sind auch
fur die immunologische Forschung der autoimmunen Uveitis des Menschen von
groBer Bedeutung und konnten bei der Entwicklung moéglicher Therapieansatze

einbezogen werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die equine rezidivierende Uveitis ist eine hochpravalente autoimmune
Augenerkrankung bei Pferden, die sich durch wiederkehrende Entziindungsschibe
auszeichnet, welche meist mit dem Verlust der Sehfahigkeit der betroffenen Augen
einhergehen. Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen ist auch bei der ERU die
zugrundeliegende Pathogenese unbekannt.

Da die ERU das einzig spontane Tiermodell fur die autoimmune Uveitis des Menschen
darstellt, sind neue Erkenntnisse zu Pathogenese assoziierten Mechanismen der ERU
nicht nur fur die Veterindrmedizin, sondern auch fur die Humanmedizin von groRem
Interesse. Charakteristisch fur die ERU ist die Migration autoreaktiver T-Zellen Uber
die Blut-Retina-Schranke und die Infiltration des inneren Auges mit anschlie3ender
Zerstorung retinaler Strukturen. Da nicht bekannt ist, welche zugrundeliegenden
Mechanismen es den T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden erméglichen Uber die
Blut-Retina-Schranke zu migrieren, wurden die Migrationsfahigkeiten equiner Zellen
erstmals untersucht. Dabei wurden die Migrationseigenschaften peripherer
Blutleukozyten von augengesunden und von an ERU erkrankten Pferden innerhalb
einer dreidimensionalen Kollagenmatrix ermittelt und miteinander verglichen. Dabei
konnte festgestellt werden, dass PBL von an ERU erkrankten Pferden innerhalb der
dreidimensionalen Umgebung deutlich schneller, weiter und zielgerichteter migrierten.
Da die molekularen Mechanismen nicht bekannt sind, die zu den veréanderten
Migrationsfahigkeiten der PBL von an ERU erkrankten Pferden fihrten, wurde die
Rolle potentiell beteiligter Proteine ndher untersucht. Dabei wurde die zytoskelettale
GTPase Septin 7 naher untersucht, da sie durch die signifikant reduzierte Expression
in PBL von ERU-Pferden und der Beteiligung an der Organisation zytoskelettaler
Strukturen ein moglicher Grund fir die abweichenden Migrationsfahigkeiten der PBL
von an ERU erkrankten Pferden, darstellen kdnnte. Um die Rolle von Septin 7 bei der
Migration der Zellen aufzudecken, wurden PBL aus Kontrollpferden mit
Forchlorfenuron, dem chemischen reversiblen Inhibitor von Septin-Strukturen,
inkubiert. FCF-behandelte PBL zeigten im Vergleich zu unbehandelten PBL eine
gesteigerte, zielgerichtete Migration durch kollagendichtes Gewebe. Die Expression
der Septin 7-Strukturen sowie interagierender F-Aktin-Strukturen war in FCF-

behandelten, migrierten PBL reduziert und vermehrt in perinukledren Bereichen zu

117



Zusammenfassung

finden. Da die kleine GTPase Cdc42 in aktivierten T-Zellen des Menschen an der
Ausbildung Aktin-haltiger Protrusionen migrierender Zellen beteiligt ist, war es
interessant zu sehen, dass Cdc42 in PBL von an ERU erkrankten Pferden hoher
exprimiert wurde als in PBL augengesunder Pferde. Fur die Aktivierung von Cdc42
und weiteren Molekuilen, die an der Aktin-abh&ngigen Migration beteiligt sind, ist die
Aktivierung der Zelle entscheidend. ZAP70 ist in T-Zellen der Maus und des Menschen
far die T-Zell-Aktivierung essentiell und I6st bestimmte Signalkaskaden aus, wobei
auch Cdc42 aktiviert wird. Deshalb konnte die hier festgestellte, abweichende
intrazellulare Lokalisation von ZAP70 in PBL von an ERU erkrankten Pferden eine
erhohte Aktivierung bedeuten. In zukinftigen Versuchen ist zu klaren, welche
Auswirkung die Verteilung des Proteins auf die Aktivierung equiner T-Zellen haben
konnte. Diese neuen Erkenntnisse konnten eine Erklarung fir die abweichenden
Migrationseigenschaften der PBL von an ERU erkrankter Pferde sein.

Die Rolle des Zellmetabolismus erlangt bei Autoimmunerkrankungen des Menschen,
wie der Multiplen Sklerose, zunehmend Bedeutung. Neben dem Migrationsverhalten
konnte daher auch der Zellmetabolismus equiner PBL weitere Hinweise zu
Pathogenese assoziierten Mechanismen der ERU liefern. Die Untersuchung des
Zellmetabolismus equiner PBL ergab, dass PBL von an ERU erkrankten Pferden eine
erhohte basale, mitochondriale Respiration und eine gesteigerte glykolytische
Stoffwechselaktivitat nach Hemmung der mitochondrialen ATP-Synthase zeigten. Da
der Zellmetabolismus einen entscheidenden Einfluss bei der Entstehung autoimmuner
Erkrankungen haben kann, gilt es diesen weiter zu charakterisieren. Im Rahmen dieser
Studie wurden neue Erkenntnisse Uber das Migrationsverhalten equiner PBL durch
eine kollagendichte Matrix gewonnen und mogliche funktionelle und regulatorische
Proteine nachgewiesen, die an Pathogenese assoziierten Mechanismen der ERU
beteiligt sind. Zudem konnten die equinen PBL anhand ihrer Energie- und
Stoffwechseleigenschaften néher charakterisiert werden, was Aufschlisse uber die
Abhé&ngigkeit mitochondrialer oder glykolytischer Stoffwechselwege erbrachte.
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7 SUMMARY

Equine recurrent uveitis is a highly prevalent autoimmune eye disease in horses
characterized by recurrent episodes of inflammation, associated with loss of vision in
the affected eyes. As with other autoimmune diseases, the underlying pathogenesis of
ERU is unknown. Since ERU is the only spontaneous animal model for human
autoimmune uveitis, new findings on pathogenesis-associated mechanisms are of
great interest, not only for veterinary medicine but also for human medicine. A
characteristic feature of ERU is the migration of autoreactive T cells across the blood
retina barrier and the infiltration of the inner eye with subsequent destruction of retinal
structures. Since the underlying mechanisms that enable autoreactive T cells of horses
suffering from ERU to migrate across the blood retina barrier still need to be
unrevealed, the migration capabilities of equine cells were investigated for the first
time. The migratory behavior of peripheral blood leukocytes from healthy and ERU
horses were determined and compared within a three-dimensional collagen matrix.
The analysis of migration parameters showed that PBL of horses suffering from ERU
migrated significantly faster, further and straighter within the three-dimensional
environment. Since the molecular mechanisms leading to altered migration abilities of
PBL from ERU horses are unknown, the role of potentially involved proteins was
examined more closely. Since the cytoskeletal GTPase septin 7 could be a possible
reason for aberrant migratory abilities of PBL from ERU horses, due to the significantly
lower expression in PBL of ERU horses and its participation in the organization of
cytoskeletal structures, the role of this protein was further investigated. To reveal the
role of septin 7 in cell migration, PBL from healthy horses were incubated with
forchlorfenuron, a reversible chemical inhibitor of septin structures. FCF-treated PBL
showed more directed migration through collagen-tight tissue compared to untreated
PBL. The expression of septin 7 and interacting F-actin structures was reduced in FCF-
treated, migrated PBL and showed aberrant distribution in perinuclear regions.

Since the small GTPase Cdc42 is involved in the formation of actin-containing
protrusions of migrating cells in activated human T cells, it was interesting to reveal
that the expression of Cdc42 was increased in PBL of ERU horses compared to PBL

of healthy horses.
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Cell activation is crucial for Cdc42 and other molecules involved in actin-dependent
migration to function. ZAP70 is essential for T cell activation in murine and human T
cells and triggers certain signalling cascades, including Cdc42 activation. Therefore,
the aberrant intracellular localization of ZAP70 in PBL of ERU horses might be due to
increased activation. The findings of deviant distribution of ZAP70 and its effects on
the activation of equine T cells needs to be clarified in future experiments. These new
findings elucidate different migration properties of PBL in horses suffering from ERU.
The role and investigation of cell metabolism in human autoimmune diseases, such as
multiple sclerosis, has recently gained attention. In addition to migratory behavior, cell
metabolism of equine PBL could also provide further conclusions on pathogenesis-
associated mechanisms of ERU. The investigation of equine cell metabolism showed
that the PBL of ERU diseased horses had increased basal mitochondrial respiration
and increased glycolytic metabolic activity after inhibition of mitochondrial ATP
synthase. Since deviant cell metabolism can affect the development of autoimmune
diseases, it is important to further characterize metabolic pathways. In this study, we
gained new insights about the migratory behavior of equine PBL through collagen-
dense matrix and about possible functional and regulatory proteins involved in
pathogenesis-associated mechanisms of ERU. Additionally, equine PBL were
characterized by their energetic and metabolic properties, which provided information

on the dependence of mitochondrial or glycolytic metabolic pathways.
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