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1 EINLEITUNG 

Aufzeichnungen über wiederkehrende Augenentzündungen beim Pferd, die wir 

heute unter dem Begriff der Equinen Rezidivierenden Uveitis (ERU) kennen, finden 

sich bereits aus dem 4. Jahrhundert nach Christus (Gilger und Deeg 2011). Damals 

dachte man, die wiederkehrenden Schübe würden mit den Mondphasen 

zusammenhängen, was den Begriff der „Mondblindheit“ prägte, der noch heute 

umgangssprachlich als Bezeichnung für die ERU verwendet wird (Gilger und Deeg 

2011). Der Einfluss des Mondes und der Gezeiten auf entzündliche Erkrankungen 

gilt mittlerweile als überholt. Nach heutigem wissenschaftlichen Stand sind 

autoreaktive Immunzellen für die okularen Entzündungsschübe bei der ERU 

verantwortlich, dennoch bleiben noch viele Fragen der Krankheitsentstehung 

ungeklärt (Degroote und Deeg 2021).  

Die ERU betrifft Pferde weltweit und ist durch periodisch-rezidivierende 

Entzündungsschübe des inneren Auges gekennzeichnet (Gerding und Gilger 2016, 

McMullen und Fischer 2017). Durch die wiederholte Infiltration des Auges mit 

autoreaktiven Immunzellen, mehrheitlich Zellen mit dem immunphänotypischen 

Oberflächenmerkmal (engl. cluster of differentiation, CD) 4, kommt es zur 

Zerstörung des intraokularen Gewebes und letztendlich zur Erblindung der 

betroffenen Pferde (Deeg, Kaspers et al. 2001, Gerding und Gilger 2016, Degroote 

und Deeg 2021). Dabei wiesen die peripheren Blutleukozyten (PBL) erkrankter 

Tiere auch während der symptomfreien Intervalle einen veränderten 

pro-inflammatorischen Phänotyp auf (Saldinger, Nelson et al. 2020, Wiedemann, 

Amann et al. 2020, Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Dieser zeichnete sich unter 

anderem durch veränderte metabolische Eigenschaften der Zellen aus (Barfuesser, 

Wiedemann et al. 2021). Welche Mechanismen zu dieser Veränderung der 

Stoffwechseleigenschaften führten, wurde jedoch bisher nicht weiter untersucht. Ein 

genaues Verständnis der molekularen Vorgänge, die zur Krankheitsentstehung 

beitragen, kann jedoch die Möglichkeit eröffnen, in diese Prozesse einzugreifen und 

neue Therapien zu entwickeln (Chapman und Chi 2022). 

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Vorgänge, die zu dem veränderten 

metabolischen, pro-inflammatorischen Phänotyp der PBL und speziell der 

CD4 positiven Lymphozyten (CD4+-Zellen) von an ERU erkrankten Pferden führen, 

genauer zu charakterisieren und damit zu einem besseren Verständnis der 
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Krankheitsentstehung beizutragen. Hierfür wurde einerseits die Nutzung 

verschiedener Substrate im Mitochondrium analysiert und andererseits wurden die 

Veränderungen auf molekularer Ebene untersucht.  
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2 LITERATUR 

 Equine rezidivierende Uveitis 

 Vorkommen und Bedeutung  

Die ERU ist eine weltweit vorkommende Erkrankung und durch wiederkehrende 

Entzündungsschübe des inneren Auges gekennzeichnet (Gerding und Gilger 2016, 

McMullen und Fischer 2017). In Europa sind etwa 8-10 % der Pferde betroffen 

(Spiess 2010, Malalana, Ireland et al. 2020). In den USA wurden sogar Zahlen bis 

zu 25 % beschrieben (Gerding und Gilger 2016). Dabei sind Appaloosas und 

Warmblüter überdurchschnittlich häufig betroffen (Gerding und Gilger 2016, 

Malalana, Ireland et al. 2020). Auch wenn Pferde jeden Alters mit ERU vorstellig 

werden, durchlaufen sie die initiale Uveitis häufig im jungen Alter von vier bis sechs 

Jahren (Gilger und Michau 2004, Malalana, Ireland et al. 2020). Die Entzündung 

des Auges geht mit erheblichen Schmerzen und Leiden für das Tier einher und die 

ERU führt unbehandelt in den meisten Fällen letztendlich zur Erblindung (Gerding 

und Gilger 2016, McMullen und Fischer 2017). Der Verlust der Sehfähigkeit, 

insbesondere wenn die Tiere bilateral betroffen oder besonders schreckhaft sind, 

stellt beim Fluchttier Pferd ein Sicherheitsrisiko für Mensch und Tier dar. Aus diesem 

Grund müssen die Tiere bei beidseitiger Erblindung häufig euthanasiert werden, 

obwohl sie ansonsten gesund sind (Gerding und Gilger 2016). Zudem kann die ERU 

zu erheblichen wirtschaftlichen Schäden für den Besitzer führen (Gerding und Gilger 

2016). Neben den Kosten für die Behandlung kommt häufig dazu, dass die Tiere 

nur noch bedingt für den Reitsport genutzt werden können oder eine schlechtere 

Leistung erbringen (Gerding und Gilger 2016).  

 

 Klinisches Bild, Diagnose und Therapie 

Klinisch zeigt sich die ERU durch wiederkehrende serofibrinöse oder selten auch 

serohämorrhagische Entzündungsschübe der Uvea (Wollanke, Gerhards et al. 

2022). Dabei können die Iris, der Ziliarkörper und die Choroidea sowohl einzeln als 

auch gemeinsam betroffen sein (McMullen und Fischer 2017). Zwischen den 

Entzündungsschüben liegen symptomlose Phasen, die Wochen bis Monate oder 

sogar Jahre dauern können (Wollanke, Gerhards et al. 2022). Ohne therapeutische 
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Intervention zeigt sich ein progressiver Verlauf und die entzündungsfreien Intervalle 

zwischen den akuten Schüben verkürzen sich (Wollanke, Gerhards et al. 2022, 

Malalana, Ireland et al. 2023). Bei der ophthalmologischen Untersuchung zeigen 

sich Entzündungsanzeichen im Auge, die je nach Zeitpunkt im Krankheitsverlauf 

variieren können (Allbaugh 2017, Gilger 2022). Die Pferde werden typischerweise 

im akuten Entzündungsschub wegen Augenausfluss und Augenkneifen vorgestellt 

(Wollanke, Gerhards et al. 2022). Hierbei können am Auge oft eine 

schmerzbedingte Miosis der Pupille, eine Begleitkonjunktivitis, ein Corneaödem 

sowie Trübungen des Kammerwassers und des Glaskörpers durch 

Entzündungsprodukte beobachtet werden (Allbaugh 2017). Durch die chronisch 

wiederkehrende Entzündung kann es mit der Zeit auch zur Fibrose der Iris, Corpora 

nigra Atrophie, hinteren Synechien, Katarakt, Glaukom, Augapfelschrumpfung 

(Phthisis bulbi) und letztendlich zur Retinadegeneration und Erblindung kommen 

(Allbaugh 2017). Diese chronischen Befunde sind auch in den symptomfreien 

Intervallen vorhanden (Allbaugh 2017). Bei Pferden der Rasse Appaloosa und 

Knabstrupper kommt vermehrt eine schleichende (engl. insidious) Form der ERU 

vor (Kingsley, Sandmeyer et al. 2022). Ein höheres Risiko für diese Form wird mit 

der besonderen Fellzeichnung „Tigerschecke“ assoziiert (Kingsley, Sandmeyer et 

al. 2022). Sie zeichnet sich durch eine chronisch-persistierende Entzündung der 

Augenstrukturen aus, während die klassischen akuten Entzündungsschübe fehlen 

(Sandmeyer, Kingsley et al. 2020). Neben dieser schleichenden Form unterscheidet 

man noch eine klassische und eine posteriore Form der ERU (Gilger und Michau 

2004, Kingsley, Sandmeyer et al. 2022). Während bei der klassischen Form Iris, 

Ziliarkörper und Choroidea, sowie auch Cornea, vordere Augenkammer, Linse, 

Retina und Glaskörper betroffen sind, beschränkt sich die Entzündung bei der 

posterioren Uveitis auf die hinteren Teile des Auges (Gilger und Michau 2004, 

McMullen und Fischer 2017). Bei Warmblütern kommt vor allem die klassische oder 

die posteriore Form vor (McMullen und Fischer 2017, Malalana, Ireland et al. 2023). 

Die Diagnose der ERU erfolgt anhand des klinischen Bildes – unter Ausschluss von 

Differentialdiagnosen – und des Vorberichtes von zwei oder mehr 

Entzündungsschüben (Spiess 2010). Die medikamentöse Therapie basiert vor 

allem auf der Unterdrückung der akuten Entzündungsreaktion durch die 

systemische Anwendung von nichtsteroidalen Antiphlogistika und die lokale 

Applikation von Glucocorticoiden (McMullen und Fischer 2017). Die initiale 
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Unterdrückung der Entzündungsreaktion ist essenziell, um weitere Schäden am 

Auge möglichst gering zu halten (McMullen und Fischer 2017). Zudem wird in der 

Regel ein lokales Mydriatikum eingesetzt, um Verklebungen der inneren 

Augenstrukturen zu verhindern (McMullen und Fischer 2017). Weitere Therapien 

zielen darauf ab, Rezidive zu vermeiden und momentan kommen insbesondere drei 

chirurgische Eingriffe zum Einsatz: suprachoroidale Ciclosporin-haltige Implantate, 

die intraokuläre Injektion geringer Dosen Gentamicin und die Pars Plana Vitrektomie 

(Fischer, Brehm et al. 2022).  

 

 Immun-Pathogenese der ERU 

Die genaue Ursache für die Entstehung der ERU konnte bis heute nicht vollständig 

aufgeklärt werden. Generell handelt es sich bei der ERU um eine organspezifische, 

immun-mediierte Erkrankung, deren Auftreten durch verschiedene Risikofaktoren 

begünstigt wird (Degroote und Deeg 2021). Hierbei werden vor allem genetische 

Faktoren sowie auch eine bakterielle Komponente (insbesondere verschiedene 

Leptospiren-Arten) diskutiert (Fischer, Brehm et al. 2022). Nachgewiesen ist, dass 

im Verlauf der Erkrankung Immunzellen aus dem peripheren Blut die Blut-Retina-

Schranke überwinden und erheblich zur Zerstörung des intraokularen Gewebes 

beitragen, wobei die Retina meist stark betroffen ist (Lorenz, Amann et al. 2021). 

Das initiale Ereignis, das zur Aktivierung dieser Zellen in der Peripherie und zum 

folgenden Entzündungsschub im immunprivilegierten Organ Auge führt, konnte 

noch nicht eindeutig identifiziert werden (Degroote und Deeg 2021).   

Verschiedene Studien sprechen dafür, dass die Zellen der Retina selbst eine 

treibende Kraft der Entzündung sind (Eberhardt, Amann et al. 2011, Lorenz, Amann 

et al. 2021, Lorenz, Hirmer et al. 2021). Es wurde unter anderem gezeigt, dass 

retinale Müller-Gliazellen bei der ERU pro-inflammatorische Zytokine produzierten 

und weitere Daten wiesen darauf hin, dass diese sogar als atypische Antigen-

präsentierende Zellen fungieren könnten (Hauck, Schoeffmann et al. 2007, Lorenz, 

Hirmer et al. 2021). Ob Veränderungen am retinalen Gewebe selbst jedoch ein 

initialer Auslöser, ein Verstärker oder lediglich eine Folge der Immunzell-Infiltration 

des Auges sind, ist noch unklar (Degroote und Deeg 2021).  

Die im Glaskörper akkumulierten Immunzellinfiltrate von an ERU erkrankten 

Pferden bestanden in den meisten Fällen überwiegend aus Lymphozyten, jedoch 
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konnten bei einigen wenigen Tieren auch stark granulozytäre Infiltrate gefunden 

werden (Deeg, Kaspers et al. 2001).  

Die zentrale Rolle autoreaktiver Immunzellen bei der Entstehung der ERU konnte 

nachgewiesen werden, da sowohl die das Auge infiltrierenden als auch die PBL von 

an ERU erkrankten Pferden eine Immunreaktion gegen verschiedene retinale 

Antigene zeigten (Deeg, Kaspers et al. 2001, Deeg, Pompetzki et al. 2006). Dazu 

zählen das Interphotorezeptor Retinoid-bindende Protein (IRBP), das S-Antigen (S-

Ag) und das zelluläre Retinaldehyd-bindende Protein (CRALBP) (Deeg, Kaspers et 

al. 2001, Deeg, Reese et al. 2004, Deeg, Pompetzki et al. 2006). Die Expression 

von IRBP, CRALBP und S-Ag in der Retina bleibt nachweislich auch im 

fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung, wenn bereits viel retinales Gewebe 

zerstört ist, konstant und kann damit auch in bereits erblindeten Augen im 

Endstadium der Uveitis weiterhin zu Entzündungsschüben führen, wie sie bei der 

ERU beobachtet werden können (Deeg, Hauck et al. 2007). Zudem wurde gezeigt, 

dass sich diese autoreaktive Immunreaktion auf die retinalen Antigene von der 

initialen Spezifität für ein Epitop auf weitere Epitope auf demselben oder einem 

anderen Protein ausweitete (Deeg, Amann et al. 2006). Dieser Effekt ist als Epitop-

Spreading bekannt und bietet eine Erklärung für den remittierend-rezidivierenden 

Charakter der ERU (Vanderlugt und Miller 2002, Deeg, Amann et al. 2006). Die 

Fähigkeit peripherer Immunzellen, nach der Sensibilisierung mit retinalem Antigen 

eine uveitische Episode beim Pferd auszulösen, konnte bewiesen werden, da die 

subkutane Injektion sowohl von IRBP als auch CRALBP bei gesunden Pferden eine 

Uveitis induzierte (Deeg, Thurau et al. 2002, Deeg, Pompetzki et al. 2006). 

Insbesondere zwischen der IRBP-induzierten Uveitis und der spontanen ERU 

konnten nicht nur ein ähnlicher klinischer Verlauf, sondern auch verschiedene 

Übereinstimmungen auf zellulärer und molekularer Ebene aufgezeigt werden 

(Deeg, Thurau et al. 2002, Hauck, Lepper et al. 2017). In beiden Fällen bestanden 

die Zellinfiltrate in den Augen von erkrankten Tieren hauptsächlich aus T-Zellen, die 

follikuläre Strukturen bildeten (Gilger, Malok et al. 1999, Deeg, Thurau et al. 2002, 

Kleinwort, Amann et al. 2016). Die weitere Charakterisierung dieser Zellen in 

spontan erkrankten Pferden zeigte, dass es sich hierbei überwiegend um CD4+-

Zellen handelte (Deeg, Kaspers et al. 2001, Kleinwort, Amann et al. 2016). Durch 

die Untersuchung der PBL von Pferden mit IRBP-induzierter experimenteller Uveitis 

konnten zudem unterschiedliche Proteinprofile vor, während und nach der 
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Entzündungsphase nachgewiesen werden (Hauck, Lepper et al. 2017). Dies zeigt, 

dass die PBL je nach Krankheitsphase einen speziellen, dynamischen Phänotyp 

besitzen und sich auch außerhalb der aktiven Entzündungsphase noch vom 

ursprünglichen Zustand unterscheiden (Hauck, Lepper et al. 2017). Es konnten 

hierbei einige Übereinstimmungen zwischen dem Proteom der PBL von Pferden mit 

IRBP-induzierter Uveitis außerhalb des Entzündungsschubes und dem Proteom der 

PBL von spontan an ERU erkrankten Tieren in der symptomlosen Phase gefunden 

werden (Hauck, Lepper et al. 2017, Degroote und Deeg 2021). Weitere 

Veränderungen der PBL und insbesondere der CD4+-Fraktion von spontan an ERU 

erkrankten Pferden konnten in zahlreichen Studien nachgewiesen werden, was die 

Dysregulation der Funktion dieser Zellen unterstreicht (Degroote und Deeg 2021). 

 

 Veränderungen der Immunzellen aus dem peripheren Blut bei 

spontan an ERU erkrankten Pferden 

Untersuchungen an Granulozyten aus dem peripheren Blut konnten unter anderem 

zeigen, dass diese Zellen bei der ERU einen vermehrt aktivierten Phänotyp und 

eine abweichende Reaktion auf in vitro Aktivierung aufweisen (Fingerhut, 

Ohnesorge et al. 2019, Weigand, Hauck et al. 2021, Hoffmann, Hauck et al. 2022). 

Dieser aktivierte Phänotyp wurde bei Pferden mit ERU bereits in den CD4+-Zellen 

nachgewiesen, die generell als treibende Kraft der ERU angesehen werden 

(Saldinger, Nelson et al. 2020). 

Während sich die prozentualen Anteile der im peripheren Blut vorhandenen CD3+-, 

CD8+- und CD4+-Zellen nicht zwischen gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

unterschieden (Saldinger, Nelson et al. 2020), konnte für die PBL und insbesondere 

die CD4+-Fraktion der erkrankten Pferde ein veränderter Phänotyp auf molekularer 

sowie funktioneller Ebene nachgewiesen werden (Degroote und Deeg 2021).  

Die PBL von spontan an ERU erkrankten Pferden zeigten deutliche Veränderungen 

des Proteinprofils, insbesondere von Proteinen, die eine Rolle bei der Zelladhäsion 

und -migration spielen oder die Zellform beeinflussen (Degroote, Hauck et al. 2014, 

Degroote, Uhl et al. 2017, Schauer, Kleinwort et al. 2018). Im Einklang damit wurde 

eine erhöhte Migrationsrate der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

nachgewiesen (Degroote, Uhl et al. 2017). In weiterführenden Migrationsversuchen 

konnte zudem gezeigt werden, dass die PBL von an ERU erkrankten Pferden in 
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einer 3D-Kollagenmatrix schneller und zielgerichteter in Richtung spezifischer 

Lockstoffe wanderten (Wiedemann, Amann et al. 2020). Die Autoren sahen eine 

Erklärung für das gesteigerte Migrationsverhalten in einem vermehrten Anteil an 

aktivierten Zellen in den PBL der ERU-Tiere (Wiedemann, Amann et al. 2020). Die 

größten Unterschiede im Wanderungsverhalten konnten beim Einsatz des Zytokins 

Interferon gamma (IFNγ) und dem retinalen Antigen CRALBP als Lockstoff 

beobachtet werden, was ein Hinweis auf eine vermehrte Anzahl 

pro-inflammatorischer, autoreaktiver T-Helferzellen der Subgruppe 1 (Th1-Zellen) 

im peripheren Blut von an ERU erkrankten Pferden ist (Wiedemann, Amann et al. 

2020). Eine erhöhte IFNγ-Transkription in den bei ERU das Auge infiltrierenden 

Immunzellen konnte bereits in einer frühen Studie nachgewiesen werden (Gilger, 

Malok et al. 1999). In einer aktuelleren Studie konnte zudem gezeigt werden, dass 

auch die peripheren CD4+-Zellen der erkrankten Pferde durch eine erhöhte 

intrazelluläre Konzentration von IFNγ und darüber hinaus durch einen Trend zu 

einer verminderten intrazellulären Konzentration von Interleukin (IL)-10 

gekennzeichnet sind, was wiederum einen aktivierten Th1-Zell-Phänotyp dieser 

Zellen im Blut unterstreicht (Saldinger, Nelson et al. 2020). In Nagermodellen der 

autoimmunen Uveitis ist die Beteiligung verschiedener Th-Subtypen am 

Entzündungsgeschehen deutlich tiefgreifender untersucht (Chen, Lightman et al. 

2021). Auch hier wurden Th1-Zellen in vielen Fällen als vorherrschender Zelltyp in 

okularen Infiltraten identifiziert (Chen, Lightman et al. 2021). Neben den Th1-Zellen 

wurden jedoch auch T-Helferzellen der Subgruppe 17 (Th17-Zellen) als Uveitis-

verursachender Zelltyp nachgewiesen; sowohl in verschiedenen Nagermodellen, 

als auch bei Menschen mit autoimmuner Uveitis (Amadi-Obi, Yu et al. 2007, Chen, 

Lightman et al. 2021). Dabei war die Beteiligung der beiden Th-Subgruppen 

abhängig von der Uveitisform und dem Zeitpunkt im Verlauf des 

Entzündungsgeschehens (Chen, Lightman et al. 2021). In der murinen, IRBP-

induzierten, rezidivierenden autoimmunen Uveitis wurde beispielsweise gezeigt, 

dass Th17-Zellen der dominante Zelltyp in der frühen Entzündungsphase waren, 

während an der Spitze der okularen Entzündung, sowie bei den Rückfällen 

vorwiegend Th1-Zellen in den untersuchten Augen gefunden wurden (Chen, 

Lightman et al. 2021). Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass beide Zelltypen 

unabhängig voneinander in der Lage sind, bei Nagetieren eine Uveitis auszulösen 

(Luger, Silver et al. 2008, Chen, Lightman et al. 2021). So konnte bei gesunden 
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Mäusen ein adoptiver Transfer von sowohl autoreaktiven Th1- als auch 

autoreaktiven Th17-Zellen eine Uveitis hervorrufen (Chen, Lightman et al. 2021). 

Um eine Uveitis durch adoptiven Transfer zu induzieren, werden autoreaktive 

Immunzellen von einem in vivo mit retinalen Antigenen immunisierten Tier 

entnommen, dann in vitro aktiviert und anschließend in ein gesundes Empfängertier 

intraperitoneal oder intravenös injiziert (Mochizuki, Kuwabara et al. 1985, Caspi, 

Roberge et al. 1986). Dabei wurde gezeigt, dass bereits sehr wenige autoreaktive 

Immunzellen ausreichen um die Uveitis im Empfängertier auszulösen (Palestine, 

McAllister et al. 1986, Luger und Caspi 2008), was wegweisend für das Verständnis 

der immunpathologischen Vorgänge bei der Entstehung der autoimmunen Uveitis 

war. 

Die Rolle der Th17-Zellen in der Pathogenese der ERU wurde noch nicht eingehend 

untersucht, jedoch wurden vermehrt die Zytokine IL-6, IL-17 und IL-23 in 

histologischen Schnitten der Retina, Iris und des Ziliarkörpers erkrankter Tiere 

nachgewiesen (Regan, Aarnio et al. 2012). Diese werden mit der Th17-Subgruppe 

in Verbindung gebracht und machen damit eine Beteiligung dieser Zellgruppe 

wahrscheinlich (Regan, Aarnio et al. 2012). Sowohl in verschiedenen 

Nagermodellen der autoimmunen Uveitis als auch bei der humanen autoimmunen 

Uveitis wurde die Remission der Erkrankung mit einer erhöhten Anzahl 

regulatorischer T-Zellen im Auge in Verbindung gebracht (Chen, Lightman et al. 

2021). Bei der humanen autoimmunen Uveitis ging die Remission des okularen 

Entzündungsschubs zudem mit einer signifikanten Zunahme der regulatorischen T-

Zellen im Blut einher, während sich ihr Anteil in der akuten Entzündungsphase nicht 

zwischen gesunden und erkrankten Individuen unterschied (Gilbert, Zhang et al. 

2018). In den PBL von an ERU erkrankten Pferden zeigte sich kein Unterschied im 

Anteil der regulatorischen T-Zellen, jedoch wurden die Tiere in dieser Studie 

lediglich einmalig beprobt und befanden sich zudem in einem aktiven Uveitis-Schub 

und nicht in Remission (Saldinger, Nelson et al. 2020). Die Rolle der regulatorischen 

T-Zellen und insbesondere ihre Beteiligung am Rückgang der Entzündungsschübe 

bei der ERU muss daher erst noch genauer untersucht werden. Im Gegenzug 

konnte bei den CD4+- und den CD8+-Zellen der erkrankten Pferde eine erhöhte 

Expression von CD62L nachgewiesen werden, einem Adhäsionsmolekül, das auf 

der Oberfläche von zentralen T-Gedächtniszellen exprimiert wird, wenn sie Kontakt 

mit ihrem spezifischen Antigen hatten (Saldinger, Nelson et al. 2020).  
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Als ein weiteres Merkmal zeigten die Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden 

eine verminderte Apoptose, was darauf hindeutet, dass eine erhöhte 

Überlebensrate der Zellen eine Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen könnte 

(Schauer, Kleinwort et al. 2018).  

Die Differenzierung von Immunzellen und ihre gesteigerten Effektorfunktionen wie 

erhöhte Motilität, verringerte Mortalität und vermehrte Zytokinproduktion gehen mit 

Anpassungen ihres Zellstoffwechsels einher (Chapman und Chi 2022). Dabei 

konnte in Mäusen und Menschen gezeigt werden, dass sich das metabolische Profil 

von verschiedenen Immunzellklassen und -subtypen teilweise fundamental 

unterscheidet (Soriano-Baguet und Brenner 2023). Bei der Untersuchung des 

metabolischen Phänotyps der PBL von an ERU erkrankten Pferden konnten 

passend zu den bereits beschriebenen gesteigerten Effektorfunktionen deutliche 

Veränderungen festgestellt werden (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). So 

konnten signifikante Unterschiede bei der oxidativen Phosphorylierung und 

glykolytischen Aktivität der PBL von an ERU erkrankten Tieren im Vergleich zu 

Kontrolltieren nachgewiesen werden (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021).  

Insgesamt sind diese Erkenntnisse über immunologische Veränderungen in der 

Pathogenese der ERU sehr vielschichtig und deuten auf ein komplexes, 

multifaktorielles Zusammenspiel mehrerer immunologischer Mechanismen hin, an 

dem das angeborene und das erworbene Immunsystem sowie das Zielorgan Auge 

beteiligt sind (Degroote und Deeg 2021). Trotz des großen Wissenszuwachses der 

letzten zwei Jahrzehnte bleiben viele Fragen bei der Entstehung der ERU noch 

unbeantwortet. Ein genaues Verständnis der molekularen Vorgänge ist jedoch 

essentiell, um den Weg für neue spezifische Therapien zu bereiten (Chapman und 

Chi 2022). Bei anderen Autoimmunerkrankungen zeigte sich insbesondere die 

Manipulation des Zellstoffwechsels hierbei als vielversprechender Ansatz 

(Chapman und Chi 2022). 
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 Metabolismus von T-Zellen 

In den letzten Jahrzehnten wurde deutlich, dass nahezu jede Veränderung der 

Zellfunktion und -umgebung mit einer Anpassung des Zellmetabolismus einhergeht 

(Chi 2022). Insbesondere Immunzellen sind darauf angewiesen, ihren Stoffwechsel 

schnell an wechselnde Bedingungen adaptieren zu können, um den Aufbau von 

Biomasse bei der klonalen Expansion oder die Ausführung ihrer Effektorfunktionen 

im entzündeten Gewebe zu ermöglichen und damit eine adäquate Immunantwort 

zu gewährleisten (Chapman und Chi 2022). Immunzellen können verschiedene 

Substrate verwenden, um ihren Stoffwechsel anzutreiben und die Verfügbarkeit von 

Nährstoffen sowie Metaboliten kann dabei für die Regulation des Zellmetabolismus 

entscheidend sein (Soriano-Baguet und Brenner 2023). Dabei ist die 

Differenzierung und Funktion spezieller Immunzellen mitunter durch spezifische 

metabolische Programme geprägt, die relativ gut konserviert oder auch 

situationsbezogen hoch flexibel sein können (Chapman und Chi 2022).  

Im Mittelpunkt des zellulären Stoffwechsels stehen die Mitochondrien, in denen die 

Stoffwechselwege verschiedener Substrate im Citratzyklus zusammentreffen, 

Vorstufen für verschiedene Biosynthesen geliefert werden und die oxidative 

Phosphorylierung stattfindet (Shen, Pender et al. 2022).  

Angesichts der komplexen metabolischen Netzwerke, die im physiologischen 

Rahmen die Immunzellhomöostase aufrechterhalten, ist es nicht überraschend, 

dass in einer Vielzahl von pathologischen Zuständen Abweichungen im 

Zellstoffwechsel nachgewiesen wurden (Chapman und Chi 2022). Die fehlerhafte 

Regulation des Stoffwechsels wird heute als ein maßgeblicher Faktor bei der 

Pathogenese von Autoimmunerkrankungen angesehen, dennoch ist seine genaue 

Rolle bei ihrer Entstehung bis heute nicht eindeutig geklärt (Clayton, MacDonald et 

al. 2021). Sowohl ein Verständnis der Physiologie des Immunzellmetabolismus als 

auch seiner Abweichungen im Rahmen spezifischer immun-mediierter 

Erkrankungen eröffnet die Möglichkeit, in diese Prozesse einzugreifen und neue 

Therapien zu entwickeln (Chapman und Chi 2022). 

Aktuell stammt das Wissen über den Immunzellstoffwechsel hauptsächlich aus der 

Forschung an Mäuse- und Menschenzellen (Chapman und Chi 2022). Über die 

spezifischen metabolischen Programme equiner Immunzellen ist noch wenig 

bekannt. 



 LITERATUR 

12 

 Stoffwechselwege verschiedener Substrate in T-Zellen 

Um ihre spezifischen Funktionen auszuführen und das Zellgleichgewicht 

aufrechtzuerhalten, brauchen die T-Zellen Energie (Yang, Yu et al. 2022). In den 

Immunzellen verschiedener Säugetierspezies, wie Maus und Mensch, spielt 

besonders der Abbau von Glukose, Glutamin und Fettsäuren eine Rolle (Yang, Yu 

et al. 2022). Dabei können die Immunzellen situationsbezogen zwischen diesen 

Abbauwegen wechseln, um sich an veränderte Anforderungen anzupassen, wie 

beispielsweise ihre Effektorfunktion oder eine veränderte Mikroumgebung, wie zum 

Beispiel im entzündeten Gewebe (Hu, Xuan et al. 2022). Dies wird auch als 

metabolische Flexibilität bezeichnet (Zhang, Halberstam et al. 2022). 

Glukose wird in eukaryotischen Zellen über in der Plasmamembran eingelagerte 

Glukosetransporter (GLUT) aufgenommen (Lizak, Szarka et al. 2019). Im 

Zytoplasma der Immunzellen sowie auch in fast allen anderen eukaryotischen 

Zellen wird ein Molekül Glukose durch die zehn Reaktionen der Glykolyse zu zwei 

Molekülen Pyruvat abgebaut (Rio Bartulos, Rogers et al. 2018). Pyruvat kann dann 

entweder durch den mitochondrialen Pyruvat-Carrier (MPC) ins Mitochondrium 

transportiert und dort über den Abbau zu Acetyl-Coenzym A (CoA) in den 

Citratzyklus eingespeist werden oder im Zytoplasma von der Laktatdehydrogenase 

(LDH) in Laktat umgewandelt werden (Dai, Wang et al. 2023). Die Umwandlung von 

Pyruvat zu Laktat bringt deutlich weniger Energie in Form von Adenosintriphosphat 

(ATP) als die Weiterverarbeitung im Mitochondrium (Rangel Rivera, Knochelmann 

et al. 2021). Ursprünglich wurde angenommen, dass der Abbau von Pyruvat zu 

Laktat in Zellen nur stattfindet, wenn ihnen kein Sauerstoff für die oxidative 

Phosphorylierung zur Verfügung steht (Rangel Rivera, Knochelmann et al. 2021). 

Diese Annahme wurde durch Otto Warburg widerlegt, der zeigte, dass Krebszellen 

trotz ausreichender Verfügbarkeit von Sauerstoff Pyruvat zu Laktat metabolisierten 

(Warburg 1956). Dieser Effekt konnte kurz darauf von ebendiesem auch für 

aktivierte Leukozyten nachgewiesen werden und wird nach dem Entdecker als 

„Warburg-Effekt“ oder im Zusammenhang mit proliferierenden Zellen auch als 

„aerobe Glykolyse“ bezeichnet (Warburg, Gawehn et al. 1958, MacIver, Michalek et 

al. 2013). Da der Begriff der aeroben Glykolyse manchmal auch im Zusammenhang 

mit dem oxidativen Stoffwechsel von Glukose verwendet wird, soll an dieser Stelle 

klargestellt werden, dass im Rahmen dieser Arbeit unter „aerober Glykolyse“ immer 
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der Abbau von Glukose zu Laktat unter aeroben Bedingungen gemeint ist, während 

der Abbau über den Citratzyklus im Mitochondrium als „oxidativer 

Glukosemetabolismus“ bezeichnet wird.  

Das durch die aerobe Glykolyse entstandene Laktat kann dann von den Zellen in 

den Extrazellularraum entlassen werden und dort verschiedene Funktionen erfüllen 

(Manosalva, Quiroga et al. 2021). Eine erhöhte extrazelluläre Laktatkonzentration 

wird in der Regel in entzündetem Gewebe beobachtet, dabei sind die Effekte von 

Laktat auf Immunzellen äußerst divers (Manosalva, Quiroga et al. 2021). Laktat 

kann jedoch auch als Substrat für humane und murine Immunzellen fungieren 

(Pucino, Certo et al. 2019). Es wurde beispielsweise nachgewiesen, dass aktivierte 

humane CD4+-Zellen die Expression des Laktattransporters SLC5A12 auf ihrer 

Zelloberfläche steigerten, wenn sie mit einer erhöhten Laktatkonzentration 

konfrontiert wurden (Pucino, Certo et al. 2019). Dies führte zu einer vermehrten 

Aufnahme von Laktat in die Zellen (Pucino, Certo et al. 2019). Dabei konnte gezeigt 

werden, dass das aufgenommene Laktat von den CD4+-Zellen zu Pyruvat, Acetyl-

CoA und Citrat umgewandelt wurde und damit als Treibstoff für den Citratzyklus 

diente (Pucino, Certo et al. 2019). Neben dem Abbau zu Pyruvat können 

Zwischenprodukte der Glykolyse auch für die Biosynthese von Fett- und 

Aminosäuren genutzt werden oder über den Pentosephosphatweg weiterverarbeitet 

werden (Zhao, Raines et al. 2020). Hierbei entstehen Pentosephosphate, welche 

wichtige Vorstufen für die Biosynthese von Nucleotiden und Nucleotidcoenzymen 

darstellen (Zhao, Raines et al. 2020). Im Pentosephosphatweg wird darüber hinaus 

das reduzierte Reduktionsäquivalent Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

(NADPH) erzeugt, das für reduktive Biosynthesen wie beispielsweise die Fettsäure- 

und Cholesterinsynthese benötigt wird (Zhao, Raines et al. 2020). 

Im Gegensatz zur Glykolyse findet der Abbau von Fettsäuren und Glutamin in der 

mitochondrialen Matrix statt (Dorai, Pinto et al. 2022, Endo, Kanno et al. 2022).  

Glutamin wird initial durch Glutaminasen zu Glutamat desaminiert und kann im 

Anschluss weiter zu α-Ketoglutarat abgebaut werden, welches wiederum in den 

Citratzyklus eintreten kann, oder auch als Vorstufe für Glutathion oder für die 

Proteinbiosynthese dient (Feng, Li et al. 2022). 

Fettsäuren werden in der energiebringenden β-Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut, 

welches in den Citratzyklus eintreten kann (Pompura, Hafler et al. 2022). Hierbei 

entstehen neben Acetyl-CoA auch die reduzierten Formen von Nicotinamid-Adenin-
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Dinukleotid-Hydrid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid-Hydrid (FADH2), deren 

Elektronen in die Atmungskette zur ATP-Erzeugung abgegeben werden können 

(Houten, Violante et al. 2016). Um den Eintritt langkettiger Fettsäuren ins 

Mitochondrium zu ermöglichen, ist ein spezieller Transportmechanismus 

erforderlich (Longo, Frigeni et al. 2016). Die Fettsäuren müssen an der äußeren 

Mitochondrienmembran zunächst an Carnitin gebunden werden, ein Prozess, der 

von der Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1 (CPT1) katalysiert wird, um dann durch 

eine Translokase ins Mitochondrium befördert zu werden (Longo, Frigeni et al. 

2016). Kurz- und mittelkettige Fettsäuren haben hingegen eine hohe 

Membranpermeabilität und können die Mitochondrienmembran frei überwinden 

(Hasbargen, Shen et al. 2020).  

Die de novo Fettsäuresynthese findet hingegen im Zytoplasma der Zellen statt. Hier 

werden zwei Moleküle Acetyl-CoA von der Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) in 

Malonyl-CoA umgewandelt und die Kohlenstoffkette dann schrittweise durch die 

Kondensation mit weiteren Acetyl-CoA-Molekülen durch die Fettsäuresynthase 

verlängert (Qian, Yang et al. 2018). Hierfür ist zusätzlich NADPH notwendig, das 

beispielsweise im Pentosephosphatweg entsteht (Zhao, Raines et al. 2020). Da 

Acetyl-CoA, welches im Mitochondrium z.B. aus Pyruvat gebildet wird, die 

Mitochondrienmembran nicht frei passieren kann, ist auch hier ein Transportsystem 

notwendig, um es für die Fettsäuresynthese verfügbar zu machen (Qian, Yang et 

al. 2018). Dazu wird das im Citratzyklus aus Oxalacetat und Acetyl-CoA gebildete 

Citrat durch den mitochondrialen Citrattransporter ins Zytoplasma transportiert und 

dort wieder in Oxalacetat und Acetyl-CoA umgewandelt (Qian, Yang et al. 2018). 

Das Acetyl-CoA kann dann für die Fettsäuresynthese verwendet werden, während 

das Oxalacetat zunächst in Malat umgewandelt und als solches im Austausch 

gegen α-Ketoglutarat in die Mitochondrien zurücktransportiert wird, wo es wieder in 

den Citratzyklus eingeschleust werden kann (Qian, Yang et al. 2018).  

 

 Rolle der Mitochondrien im T-Zell-Metabolismus 

Mitochondrien werden häufig als das Kraftwerk der Zellen bezeichnet (Wang und 

McLean 2022). Auch wenn die Erzeugung von energiereichem ATP in der 

oxidativen Phosphorylierung eine wichtige Funktion der Mitochondrien ist, geht ihre 

Beteiligung am zellulären Stoffwechsel weit darüber hinaus (Shen, Pender et al. 
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2022). So spielen sie eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung und 

Differenzierung von Immunzellen, produzieren wichtige 

Stoffwechselzwischenprodukte für verschiedene Biosynthesen, setzen 

Signalmoleküle frei und sind maßgeblich an der Apoptose beteiligt (Song, Yi et al. 

2022). Häufig werden die metabolischen Veränderungen bei der Aktivierung von T-

Zellen als ein Wechsel von der oxidativen Phosphorylierung zur aeroben Glykolyse 

beschrieben (Almeida, Dhillon-LaBrooy Hons et al. 2021). Es wurde jedoch gezeigt, 

dass die T-Zellen von Mäusen nach der Aktivierung auch ihren oxidativen 

Stoffwechsel im Mitochondrium steigerten und die Funktion der Atmungskette 

essenziell für ihre Aktivierung, Differenzierung und Effektorfunktion ist (Ron-Harel, 

Santos et al. 2016, Tan, Yang et al. 2017, Bailis, Shyer et al. 2019, Yin und O'Neill 

2021). 

Wie bereits in Kapitel 2.2.1 erläutert, findet in der mitochondrialen Matrix der Abbau 

von Fett- und Aminosäuren statt und die Weiterverarbeitung des aus der Glykolyse 

stammenden Pyruvats (Shen, Pender et al. 2022). Das hierbei entstandene Acetyl-

CoA und α-Ketoglutarat können dann in den Citratzyklus eintreten und letztendlich 

die oxidative Phosphorylierung antreiben (Martinez-Reyes und Chandel 2020).  

 

2.2.2.1 Anpassung des mitochondrialen Substrat-Metabolismus bei der T-

Zell-Aktivierung und -Differenzierung 

Ruhende Immunzellen decken ihren Energiebedarf sowohl durch die Oxidation von 

Glukose als auch von Amino- und Fettsäuren, deren Abbauprodukte im 

Mitochondrium den Citratzyklus und die oxidative Phosphorylierung antreiben 

(Zhang, Zink et al. 2020, Chapman und Chi 2022). Der mitochondriale Stoffwechsel 

von humanen PBL war im ruhenden Zustand vor allem von Glukose und daraus 

entstandenem Pyruvat abhängig (Ajaz, McPhail et al. 2021). Bei der Aktivierung der 

T-Zelle wird eine Signalkaskade innerhalb der Zelle ausgelöst, die zu verschiedenen 

Veränderungen in der Zellstruktur und des Zellmetabolismus, zur klonalen 

Expansion und letztendlich zur Bildung von spezialisierten T-Zell-Subtypen führt 

(Chapman und Chi 2022). Zusätzlich zu den immunologischen Signalen üben auch 

Nährstoffe oder Stoffwechselprodukte eine regulatorische Funktion auf die 

Immunzellen aus und verschiedene T-Zell-Subtypen können von der Verfügbarkeit 

verschiedener Nährstoffe abhängig sein (Hu, Xuan et al. 2022). Es konnte 
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beispielsweise gezeigt werden, dass die Differenzierung muriner CD4+-Zellen zu 

Th1- und Th17-Zellen von Glutamin abhängig war, während die Wegnahme von 

Glutamin zur Induktion regulatorischer T-Zellen unter Th1- und 

Th17-Kulturbedingungen führte (Johnson, Wolf et al. 2018). Zudem steigerten 

murine T-Zellen nach ihrer Aktivierung die Expression von Glutamin-Transportern 

und die Aufnahme von Glutamin in die Zelle, was essenziell für die Aktivierung 

muriner und humaner T-Zellen war (Carr, Kelman et al. 2010, Sener, Cederkvist et 

al. 2016, Johnson, Wolf et al. 2018, Howden, Hukelmann et al. 2019). Eine Studie 

an humanen PBL zeigte, dass ihr Stoffwechsel nach der Aktivierung eine hohe 

Abhängigkeit vom Glutamin-Metabolismus hatte und sie für diesen außerdem die 

höchste Kapazität besaßen (Nicholas, Proctor et al. 2019). Die Abhängigkeit und 

Kapazität des mitochondrialen Stoffwechsels von Glutamin überstieg hierbei die von 

Glukose (Nicholas, Proctor et al. 2019). Ebenso wie die Glutaminaufnahme 

steigerten humane und murine T-Zellen auch die Aufnahme von Glukose 

(Marchingo und Cantrell 2022). Die erhöhte Glukoseaufnahme wurde mit der 

vermehrten Expression von GLUT1 in Verbindung gebracht, die bereits früh nach 

der T-Zell-Aktivierung beobachtet werden konnte (Macintyre, Gerriets et al. 2014). 

Bereits 2 h nach der Ko-Stimulation mit CD3/CD28 wurde eine erhöhte intrazelluläre 

GLUT1 Abundanz in murinen T-Zellen gemessen, während eine vermehrte 

Expression an der Zelloberfläche nach 4 h nachgewiesen wurde (Macintyre, 

Gerriets et al. 2014). Dabei wurde in einer Vielzahl von Studien gezeigt, dass die 

aktivierten T-Zellen die aufgenommene Glukose vermehrt im Zytoplasma zu Laktat 

abbauen, anstatt sie für den mitochondrialen Stoffwechsel zu nutzen (Warburg, 

Gawehn et al. 1958, Chapman und Chi 2022, Martins Pinto, Paumard et al. 2023). 

Diese Umlagerung des Glukosemetabolismus hin zur aeroben Glykolyse wird als 

ein typisches Merkmal schnell proliferierender Zellen gesehen (Warburg, Gawehn 

et al. 1958, Hu, Xuan et al. 2022).  

Auch der Fettsäuremetabolismus nimmt eine entscheidende Rolle bei der 

Differenzierung und Effektorfunktion von Immunzellen ein und unterscheidet sich 

teilweise erheblich zwischen den verschiedenen T-Zell-Linien (Endo, Kanno et al. 

2022). Während die Differenzierung von Th17-Zellen stark von der de novo 

Fettsäuresynthese im Zytoplasma abhängig ist, decken regulatorische T-Zellen 

ihren Energiebedarf vermehrt durch die Fettsäureoxidation im Mitochondrium 

(Endo, Kanno et al. 2022). Bei der Formation von T-Gedächtniszellen findet ein 
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metabolischer Wechsel der T-Effektorzellen zurück zur Fettsäureoxidation statt 

(Endo, Kanno et al. 2022). In humanen CD4+-Zellen wiesen an der 

Fettsäuresynthese beteiligte Proteine nach der Aktivierung eine erhöhte Abundanz 

auf (Gerner, Niederstaetter et al. 2019), während die für die Fettsäureoxidation 

benötigten Proteine eine verminderte Abundanz zeigten (Ron-Harel, Santos et al. 

2016).  

In den peripheren Immunzellen von Pferden mit ERU wurde bereits ein veränderter 

Glukosemetabolismus und eine erhöhte oxidative Phosphorylierung festgestellt 

(Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). In dieser Studie zeichneten sich die PBL von 

an ERU erkrankten Pferden unter anderem durch eine erhöhte aerobe Glykolyse 

aus, die in der CD4+-Fraktion jedoch erniedrigt war (Barfuesser, Wiedemann et al. 

2021). Sowohl in den PBL als auch bei der gesonderten Betrachtung der CD4+-

Fraktion konnte eine erhöhte kompensatorische aerobe Glykolyse bei an ERU 

erkrankten Tieren nachgewiesen werden, wenn die oxidative Phosphorylierung 

durch Oligomycin blockiert war (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Dabei wurde 

jedoch nicht untersucht, ob Veränderungen im mitochondrialen 

Glukosemetabolismus vorliegen, die bei der Blockierung der Atmungskette die 

erhöhte kompensatorische aerobe Glykolyse erklären könnten. Auch der Glutamin- 

und Fettsäuremetabolismus bleiben nach aktueller Literaturrecherche sowohl im 

Rahmen der ERU als auch bei equinen Immunzellen noch unbeschrieben (Stand: 

März 2023).  

 

2.2.2.2 Der Citratzyklus 

Die Abbauprodukte aus Kohlenhydrat-, Aminosäure- und Fettsäureabbau werden 

letztendlich im Citratzyklus zusammengeführt und dieser liefert wiederum wichtige 

Vorstufen für verschiedene Biosynthesen (Martinez-Reyes und Chandel 2020). Er 

besteht aus einer Reihe von Umwandlungs-Reaktionen, die in der mitochondrialen 

Matrix stattfinden (Shen, Pender et al. 2022). Hierbei werden im Wesentlichen 

eingeführte Acetylgruppen zu CO2 oxidiert, wobei die energiereichen 

Reduktionsäquivalente NADH und FADH2 entstehen (Martinez-Reyes und Chandel 

2020). NADH und FADH2 können ihre Elektronen dann an die Komplexe der 

Atmungskette an der inneren Mitochondrienmembran abgeben (Shen, Pender et al. 

2022). 
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2.2.2.3 Die Atmungskette 

Die Atmungskette besteht aus fünf in der inneren Mitochondrienmembran 

lokalisierten Enzymkomplexen (Yin und O'Neill 2021). Die Komplexe I bis IV 

gehören der Elektronentransportkette an und pumpen Protonen in den 

Intermembranraum zwischen innerer und äußerer Mitochondrienmembran (Yin und 

O'Neill 2021). Die Elektronen werden von der im Citratzyklus sowie in der 

Fettsäureoxidation und weiteren oxidativen zellulären Reaktionen entstandenen 

Reduktionsäquivalente NADH an Komplex I oder FADH2 an Komplex II abgegeben 

(Yin und O'Neill 2021). Diese Elektronen werden über Komplex III auf Komplex IV 

weitergegeben und dort auf molekularen Sauerstoff übertragen, wodurch dieser zu 

Wasser reduziert wird (Yin und O'Neill 2021). An der Elektronentransportkette sind 

zusätzlich zu den Komplexen I bis IV noch die beiden Elektronentransporter 

Coenzym Q und Cytochrom C beteiligt (Yin und O'Neill 2021). Der Komplex V, auch 

ATP-Synthase genannt, nutzt den durch die Komplexe I bis IV aufgebauten 

elektrochemischen Gradienten, der auch als mitochondriales Membranpotential 

bezeichnet wird, um ATP zu erzeugen (Yin und O'Neill 2021). Nach der Entdeckung, 

dass Cytochrom C ein treibender Faktor bei der Apoptose ist (Liu, Kim et al. 1996), 

wurde die Beteiligung der Proteine der Elektronentransportkette an anderen 

zellulären Funktionen als dem Aufbau eines Protonengradienten für die ATP-

Erzeugung deutlich und ist seitdem Gegenstand umfangreicher Forschung (Yin und 

O'Neill 2021). 

Die einzelnen Komplexe der Atmungskette nehmen hierbei spezifische Funktionen 

ein, die unabhängig von deren Beitrag zur ATP-Erzeugung, jedoch abhängig vom 

Aktivierungsstatus und dem Subtyp der T-Zellen sein können (Bailis, Shyer et al. 

2019, Almeida, Dhillon-LaBrooy Hons et al. 2021, Yin und O'Neill 2021). Komplex I, 

auch als NADH-Dehydrogenase bezeichnet, nimmt die Elektronen aus NADH auf 

und überträgt sie auf das Coenzym Q, wobei vier Protonen in den 

Intermembranraum gepumpt werden und die oxidative Phosphorylierung antreiben 

(Yin und O'Neill 2021). Hierbei wird NAD+ regeneriert, welches beispielweise nötig 

ist, um die Verfügbarkeit von Aspartat im Zytoplasma und den Umsatz von 

Metaboliten im Citratzyklus zu gewährleisten (Sullivan, Gui et al. 2015, Yin und 

O'Neill 2021). Komplex II, auch Succinat-Dehydrogenase genannt, nimmt hingegen 

die Elektronen aus FADH2 auf und überträgt sie auf Coenzym Q in einem an die 

Oxidation von Succinat zu Fumarat gekoppelten Prozess (Bennett, Latorre-Muro et 
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al. 2022). Komplex II stellt damit eine Schnittstelle zwischen der Atmungskette und 

dem Citratzyklus dar (Yin und O'Neill 2021). Die Aktivität von Komplex II ist somit 

auch an den Umsatz von Metaboliten im Citratzyklus gekoppelt und eine geringere 

Aktivität kann zur Akkumulation von vorgeschalteten Metaboliten führen und 

andersherum (Almeida, Dhillon-LaBrooy Hons et al. 2021). Die Aktivität von 

Komplex I wurde in murinen T-Zellen mit deren früher Aktivierung und Proliferation 

in Verbindung gebracht (Bailis, Shyer et al. 2019). Die Inhibierung von Komplex I 

mit Rotenon in murinen CD4+-Zellen an Tag 2 nach der Ko-Stimulation mit 

CD3/CD28 führte zu einer verminderten Teilungsrate, sowohl unter Th1- als auch 

Th2- und Th17-Kulturbedingungen (Bailis, Shyer et al. 2019). Derselbe Effekt 

konnte bei der Hemmung von Komplex III durch Antimycin A aufgezeigt werden 

(Bailis, Shyer et al. 2019). Interessanterweise konnte der antiproliferative Effekt von 

Rotenon auf die murinen Th1-Zellen durch die Supplementierung mit exogenem 

Aspartat aufgehoben werden, wodurch deutlich wurde, dass der Beitrag von 

Komplex I zur Aktivität des Malat-Aspartat Shuttle und nicht die Funktion von 

Komplex I bei der oxidativen Phosphorylierung entscheidend für die Proliferation 

war (Bailis, Shyer et al. 2019). Eine Inhibierung von Komplex I an Tag 4 nach der 

Stimulation muriner CD4+-Zellen unter Th1-Kulturbedingungen zeigte dagegen 

keinen Einfluss auf deren IFNγ-Produktion, wodurch geschlossen wurde, dass 

Komplex I wichtig für die Aktivierung der Th1-Zellen, nicht jedoch für die Ausführung 

ihrer Effektorfunktionen ist (Bailis, Shyer et al. 2019). Im Gegensatz dazu nahm die 

Inhibierung von Komplex II in murinen CD4+-Zellen unter Th1- und 

Th17-Kulturbedingungen keinen Einfluss auf deren proliferative Eigenschaften, 

konnte jedoch die IFNγ- und IL17-Produktion der Zellen signifikant reduzieren 

(Bailis, Shyer et al. 2019, Almeida, Dhillon-LaBrooy Hons et al. 2021). Diese 

Ergebnisse unterstützen ein Modell, in dem der Malat-Aspartat-Shuttle, der 

mitochondriale Citratexport und Komplex I die Substrate liefern, die für den Aufbau 

von Biomasse während der Proliferation und den epigenetischen Umbau in der 

Frühphase der T-Zell-Aktivierung benötigt werden, während Komplex II die 

Substrate dieser Wege verbraucht, was der Differenzierung entgegenwirkt und die 

terminale Th1- und Th17-Effektorfunktion verstärkt (Bailis, Shyer et al. 2019). 

Durch den Zusammenhang zwischen Komplex I und II und Metaboliten des 

Citratzyklus ist die Aktivität der Atmungskette mit epigenetischen Modifikationen 

verbunden und kann somit indirekt Einfluss auf die Transkription von Genen haben 
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(Almeida, Dhillon-LaBrooy Hons et al. 2021).  Die Komplexe I, II und III sind darüber 

hinaus die Hauptquelle für mitochondriale reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Yin 

und O'Neill 2021). ROS sind wichtige Signalmoleküle in Immunzellen und spielen 

eine Rolle bei der T-Zell-Aktivierung und Differenzierung (Peng, Lucavs et al. 2021).  

Komplex IV, auch als Cytochrom-c-Oxidase bezeichnet, ist der letzte Komplex der 

Elektronentransportkette und überträgt die Elektronen von Cytochrom c auf 

molekularen Sauerstoff (Yin und O'Neill 2021). Dabei werden 4 Protonen in den 

Intermembranraum gepumpt (Yin und O'Neill 2021). Komplex IV übernimmt darüber 

hinaus eine Funktion bei der Aktivierung, Differenzierung und der Apoptose von T-

Zellen (Schull, Gunther et al. 2015, Tan, Yang et al. 2017, Yin und O'Neill 2021). 

Die Beteiligung von Komplex IV bei der Aktivierung von murinen T-Zellen zeigte sich 

durch eine vermehrte Abundanz von Komplex IV Proteinen (Tan, Yang et al. 2017) 

und eine vermehrte Aktivität des Komplexes in Reaktion auf den 

Komplex IV-spezifischen Elektronendonator Tetramethyl-p-phenylenediamine 

(TMPD) 24 Stunden (h) nach der Aktivierung durch Ko-Stimulation mit CD3/CD28 

(Tarasenko, Pacheco et al. 2017). Der T-Zellen-spezifische Knock-Out der 

strukturellen Untereinheit „Cytochrom-c-Oxidase 10“ (COX10) in Mäusen führte zu 

einer Beeinträchtigung ihrer Aktivierung und vermehrten Apoptose in vitro 

(Tarasenko, Pacheco et al. 2017). Dabei beeinträchtigte die COX10-Defizienz die 

Differenzierung muriner CD4+-Zellen zu Th1-Zellen, nicht jedoch zu regulatorischen 

T-Zellen, was wiederum die spezifische Beteiligung einzelner 

Atmungskettenkomplexe an der Differenzierung der Th-Zellen in ihre Subtypen 

unterstreicht (Tan, Yang et al. 2017, Tarasenko, Pacheco et al. 2017).  

Eine erhöhte oxidative Phosphorylierung in den PBL und deren CD4+-Fraktion 

wurde auch bei an ERU erkrankten Pferden festgestellt (Barfuesser, Wiedemann et 

al. 2021). Interessanterweise wiesen die CD4+-Zellen von an ERU erkrankten 

Pferden trotz einer erhöhten Sauerstoffverbrauchsrate eine verminderte ATP-

verknüpfte Respiration auf, was auf eine vermehrte Aktivität der Atmungskette 

unabhängig von der ATP-Produktion hinwies (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). 

Durch diese Studie wurde ein erster Zusammenhang zwischen einem veränderten 

mitochondrialen Metabolismus und der Pathogenese der ERU hergestellt 

(Barfuesser, Wiedemann et al. 2021), jedoch bleiben die zugrundeliegenden 

Mechanismen noch ungeklärt und die Beteiligung einzelner 

Atmungskettenkomplexe an der erhöhten Sauerstoffverbrauchsrate wurden noch 
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nicht untersucht. Auch bei der nicht-infektiösen Uveitis des Menschen und der 

experimentellen autoimmunen Uveitis wurde der mitochondriale Stoffwechsel der 

peripheren Immunzellen noch nicht untersucht (Stand der PubMed 

Literaturrecherche: März 2023). Obwohl auch in anderen Autoimmunerkrankungen, 

wie der Multiplen Sklerose, der rheumatoiden Arthritis und dem systemischen Lupus 

Erythematodes, eine veränderte Aktivität der Atmungskette und eine beeinträchtigte 

Funktion der Mitochondrien als Kernelemente der Pathogenese angesehen werden 

(Clayton, MacDonald et al. 2021, Zhao, Hu et al. 2022), liegen bisher kaum spezielle 

Untersuchungen der einzelnen Komplexe der Atmungskette vor (Stand der PubMed 

Literaturrecherche: März 2023). 

 

 Respirometrische Messung des Immunzellmetabolismus 

Die Messung der respiratorischen Aktivität von Immunzellen über deren 

Sauerstoffverbrauchsrate (engl. oxygen consumption rate, OCR) ist ein wichtiges 

und wirkungsvolles Verfahren bei der Untersuchung des Immunzellmetabolismus 

und findet eine breite Anwendung in der Forschung (Jones, Sheng et al. 2021). Die 

Erzeugung von ATP durch den oxidativen Stoffwechsel im Mitochondrium der Zellen 

ist gekoppelt an die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser durch Komplex IV der 

Elektronentransportkette (Yin und O'Neill 2021). Dies bietet die Möglichkeit, über 

die Messung des Sauerstoffverbrauchs Rückschlüsse auf die Aktivität der 

Atmungskette zu ziehen (Buck, O'Sullivan et al. 2016). Der Seahorse XF Analyzer 

von Agilent bietet beispielsweise ein geschlossenes System, in dem der 

Sauerstoffverbrauch im Zellkulturmedium in bestimmten Intervallen über einen 

gesetzten Zeitrahmen gemessen werden kann (Divakaruni, Rogers et al. 2014). So 

kann die zelluläre Stoffwechselaktivität lebender Zellen und ihre Reaktion auf 

verschiedene Stimuli in Echtzeit bestimmt werden (Jones, Sheng et al. 2021). 

Abhängig von der Fragestellung kann in diesem System sowohl die mitochondriale 

Aktivität in intakten PBL gemessen werden als auch die Nutzung verschiedener 

Substrate durch die Mitochondrien unabhängig von zytoplasmatischen Vorgängen 

untersucht werden (Divakaruni und Jastroch 2022). 
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2.2.3.1 Messung der Substratoxidation in intakten Zellen 

Durch den Einsatz von Inhibitoren, die den Import spezifischer Substrate ins 

Mitochondrium oder deren Weiterverarbeitung im Mitochondrium blockieren, 

können Rückschlüsse auf die Abhängigkeit und Kapazität für das jeweilige Substrat 

gezogen werden (Voss, Hong et al. 2021). Wenn die Zellen nicht in der Lage sind,  

die Blockierung eines Substrates durch die Oxidation anderer Substrate 

auszugleichen, bedeutet das eine Abhängigkeit von dem blockierten Substrat 

(Martin und McGee 2019). Die Kapazität beschreibt hingegen, wie viel ihres 

Energiebedarfs die Zellen maximal durch ein Substrat decken können, wenn die 

Alternativen blockiert sind (Martin und McGee 2019). Die Differenz aus Kapazität 

und Abhängigkeit beschreibt damit die Fähigkeit der Zellen, die Inhibierung eines 

Stoffwechselweges zu kompensieren und damit die metabolische Flexibilität der 

Zellen (Ajaz, McPhail et al. 2021).  

 

2.2.3.2 Messung der Substratoxidation direkt am Mitochondrium 

Durch die Auswahl spezifischer Substrate, die den Mitochondrien direkt und 

exklusiv zur Verfügung gestellt werden, ist es möglich, Rückschlüsse auf die 

Aktivität einzelner Komplexe der Atmungskette zu ziehen (Salabei, Gibb et al. 

2014). Wird den Mitochondrien Pyruvat zur Verfügung gestellt und dieses als 

Acetyl-CoA im Citratzyklus oxidiert, kommt es zur Reduktion von NAD+ zu NADH, 

welches wiederum seine Elektronen an Komplex I der Atmungskette abgibt (Yin und 

O'Neill 2021). Dadurch spiegelt die Pyruvat-mediierte Sauerstoffverbrauchsrate 

indirekt die Komplex I Aktivität wider (Salabei, Gibb et al. 2014). Succinat hingegen 

führt zur Abgabe der Elektronen an Komplex II und kann daher zur Beurteilung von 

dessen Aktivität herangezogen werden (Salabei, Gibb et al. 2014). Die selektive 

Permeabilisierung der Plasmamembran ohne Beschädigung der 

Mitochondrienmembran bietet eine Möglichkeit, zielgerichtet die Oxidation 

spezifischer Substrate durch die Mitochondrien zu beurteilen (Divakaruni und 

Jastroch 2022). Dabei bietet sich im Gegenzug zur Untersuchung von isolierten 

Mitochondrien der Vorteil, dass die strukturelle und funktionale Integrität der 

Mitochondrien beibehalten wird (Salabei, Gibb et al. 2014). Bei der Untersuchung 

der respiratorischen Aktivität von Mitochondrien können verschiedene Stadien 

beurteilt werden. Diese Stadien wurden ursprünglich für isolierte Mitochondrien 
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beschrieben, können aber genauso bei der Messung der Sauerstoffverbrauchsrate 

in permeabilisierten Zellen angewandt werden (Chance und Williams 1956, Salabei, 

Gibb et al. 2014). Die gemessene Sauerstoffverbrauchsrate der Mitochondrien, 

wenn nur Sauerstoff und anorganisches Phosphat, jedoch weder 

Adenosindiphosphat (ADP) noch Substrate anwesend sind, wird als Stadium 1 

bezeichnet (Salabei, Gibb et al. 2014). Das Stadium 2 beschreibt die 

Sauerstoffverbrauchsrate, wenn Substrate, aber kein ADP zur Verfügung stehen 

und wird auch als ADP-unabhängige Respiration bezeichnet (Salabei, Gibb et al. 

2014). Die mitochondriale Respiration in Anwesenheit von Substrat und ADP wird 

als Stadium 3 bezeichnet (Salabei, Gibb et al. 2014). Sobald das gesamte ADP 

durch Phosphorylierung zu ATP verbraucht wurde, kehren die Mitochondrien in ein 

Stadium zurück, das dem Stadium 2 ähnlich ist und Stadium 4 genannt wird 

(Salabei, Gibb et al. 2014). Unter experimentellen Bedingungen kann das Stadium 4 

auch durch die Inhibierung der ATP-Synthase mit Oligomycin erreicht werden und 

wird hier als Stadium 4Oligomycin (Stadium 4O) bezeichnet (Salabei, Gibb et al. 2014). 

Das Stadium 4 bzw. das Stadium 4O entspricht im Wesentlichen dem Protonenleck 

der Mitochondrien und damit dem von der ATP-Erzeugung unabhängigen Rückfluss 

von Protonen in die mitochondriale Matrix (Nicholls 2021). Anhand des Stadiums 3 

kann die Kapazität der Atmungskette, ein zur Verfügung gestelltes Substrat zu 

nutzen, beurteilt werden (Nicholls 2021). 

Während die Messung der Sauerstoffverbrauchsrate den Vorteil bringt, die 

Stoffwechseleigenschaften lebender Zellen in Echtzeit zu messen, wird sie dadurch 

limitiert, dass die Anwendung in der Regel auf den Einsatz verschiedener Inhibitoren 

unter unphysiologischen Konditionen angewiesen ist (Jones, Sheng et al. 2021). 

Zudem kann jeweils nur ein einzelner Aspekt des Stoffwechsels untersucht werden 

(Jones, Sheng et al. 2021). Daher kann die Kombination der respirometrischen 

Messung mit anderen Analysemethoden, wie beispielsweise der differenziellen 

Proteomanalyse, zu einer vollständigeren Erfassung des mitochondrialen 

Metabolismus beitragen (Jones, Sheng et al. 2021).  
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 Differentielle Proteomanalyse 

Unter dem Begriff des Proteoms versteht man die Gesamtheit der vorliegenden 

Proteine innerhalb einer Zelle oder eines Gewebes zu einem bestimmten Zeitpunkt 

und unter bestimmten Bedingungen (Wilkins, Pasquali et al. 1996). Im Gegensatz 

zum Genom ist das Proteom hoch dynamisch (Bludau und Aebersold 2020). In 

Abhängigkeit von extrinsischen und intrinsischen Faktoren exprimieren Zellen 

verschiedene Proteine oder eine unterschiedliche Quantität an Proteinen, die durch 

posttranslationale Modifikationen und alternatives Spleißen weiter verändert 

werden können (Bludau und Aebersold 2020). Mit Hilfe der differentiellen 

Proteomanalyse können diese quantitativen Veränderungen der Proteine bestimmt 

werden und anschließend kann zwischen verschiedenen Zuständen, wie 

beispielsweise gesund und krank, verglichen werden (Suhre, McCarthy et al. 2021). 

Dies ermöglicht sowohl Einblicke in physiologische Prozesse als auch in 

Pathogenese-assoziierte Mechanismen (Suhre, McCarthy et al. 2021).  

Die Massenspektrometrie mit Flüssigkeitschromatographie-

Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (engl. liquid-chromatography-

massspectrometry/massspectrometry, LC-MS/MS) bietet ein wertvolles 

Analyseinstrument für die hochauflösende Bestimmung eines Proteoms (Rozanova, 

Barkovits et al. 2021).  

 

 LC-MS/MS 

Das Grundprinzip der Massenspektrometrie basiert auf der Ionisierung von 

Peptiden und ihrer Auftrennung anhand des Masse-Ladungs-Verhältnisses (m/z) 

mit dem anschließenden Nachweis dieser Ionen (Rozanova, Barkovits et al. 2021). 

Die am weitesten verbreitete Technik für proteomweite Studien ist die Bottom-up-

Proteomik (Bludau, Frank et al. 2021). Hierbei werden die Proteine zunächst 

enzymatisch in kleinere Peptide aufgespalten und anschließend durch die 

Flüssigkeitschromatographie aufgetrennt, ionisiert und im Massenanalysator 

gemessen (Bludau, Frank et al. 2021). Die Ionisierung der Proteine bzw. Peptide in 

der Probe erfolgt am häufigsten durch die Matrix-unterstützte Laser-

Desorption/Ionisation (MALDI) oder die Elektrospray-Ionisierung (ESI) (Rozanova, 

Barkovits et al. 2021). Bei der MS/MS, auch als Tandem-MS bezeichnet, sind zwei 

Masseanalysatoren hintereinander geschaltet (Rozanova, Barkovits et al. 2021). In 
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dem ersten dieser Analysatoren werden in der Regel Vorläuferionen isoliert, die 

anschließend in einer Kollisionszelle fragmentiert werden, und im zweiten 

Analysator werden wiederum die Fragmentspektren gemessen (Bludau, Frank et al. 

2021). Erfolgt die Fragmentierung der Vorläuferionen unabhängig von der ersten 

Messung, spricht man von datenunabhängiger Akquisition (engl. data independent 

aquisition; DIA) (Suhre, McCarthy et al. 2021). Bei der datenabhängigen Analyse 

(engl. data dependent aquisition; DDA) werden hingegen die intensivsten 

Vorläuferionen für die Messung der Fragmentspektren ausgewählt (Suhre, 

McCarthy et al. 2021). Für die Messung des m/z der ionisierten Peptide werden 

verschiedene Massenanalysatoren, wie die Ionenfalle, Quadrupols oder time-of-

flight Analysatoren eingesetzt (Rozanova, Barkovits et al. 2021). Die Detektion der 

Massenspektren erfolgt letztendlich durch die Messung der Ionenanzahl pro m/z-

Wert (Aebersold und Mann 2003). 

Der Abgleich der Massenspektren mit speziellen Proteinsequenzdatenbanken 

ermöglicht letztendlich die Identifikation der ursprünglich in der Probe enthaltenen 

Proteine. Für die Quantifizierung der Proteine unterscheidet man Methoden, bei 

denen eine Markierung mit stabilen Isotopen notwendig ist und sogenannte Label-

freie Methoden (Rozanova, Barkovits et al. 2021). Die Label-freien Messtechniken 

basieren darauf, die Abundanzen der einzelnen Peptide eines Proteins 

zusammenzufassen und zu normalisieren, um die Gesamtabundanz dieses 

Proteins zu errechnen (Rozanova, Barkovits et al. 2021). 

 

 Das mitochondriale Proteom 

Eine Besonderheit der Mitochondrien ist, dass sie auch eigene, Protein-kodierende 

DNA besitzen (Wang, Zhang et al. 2021). Das equine mitochondriale Genom wurde 

bereits in den 90er Jahren vollständig sequenziert und es wurden 13 

Protein-kodierende Gene identifiziert, die ebenfalls bei Mensch, Maus, Rind, Ratte 

und vielen weiteren Säugetieren gefunden wurden (Xu und Arnason 1994, 

Dziegielewska und Dunislawska 2022). Bei diesen 13 mitochondrial kodierten 

Proteinen handelt es sich ausschließlich um Untereinheiten der 

Atmungskettenkomplexe (Wang, Zhang et al. 2021). Die restlichen mitochondrialen 

Proteine werden von nukleärer DNA kodiert und in anderen Zellkompartimenten 
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gebildet, um dann zum Mitochondrium transportiert zu werden (Morgenstern, 

Peikert et al. 2021).  

Da die subzelluläre Lokalisation eines Proteins und seine Interaktion mit anderen 

Proteinen einen großen Einfluss auf die ausgeübte Funktion haben können, ohne 

dabei ihre Abundanz in der Gesamtzelle zu verändern, kommt den sogenannten 

„Spatial Proteomics“, die sich mit der räumlichen Organisation der Proteine 

innerhalb einer Zelle und ihrer Zuordnung zu den Zellorganellen beschäftigen, eine 

besondere Bedeutung zu (Lundberg und Borner 2019, Cho, Cheveralls et al. 2022). 

Für die Untersuchung dieser subzellulären Lokalisationen werden im Allgemeinem 

drei komplementäre Ansätze verwendet: Die massenspektrometrische Analyse 

fraktionierter Organellen, die computergestützte Analyse von 

Interaktionsnetzwerken und die Mikroskopie (Lundberg und Borner 2019). Dabei hat 

jede Technik ihre Stärken und Schwächen (Lundberg und Borner 2019). Während 

die massenspektrometrische Analyse einen hohen Durchsatz ermöglicht und 

äußerst sensitiv ist, hat die Mikroskopie eine deutlich höhere Spezifität – 

vorausgesetzt es stehen die entsprechenden spezifischen Antikörper zu Verfügung 

(Lundberg und Borner 2019). Insbesondere beim Menschen und bei Mäusen 

wurden systematische Untersuchungen zur Proteinlokalisation innerhalb 

verschiedener Zellen unternommen (Morgenstern, Stiller et al. 2017, Thul, Akesson 

et al. 2017, Morgenstern, Peikert et al. 2021, Rath, Sharma et al. 2021). Eine groß 

angelegte Fluoreszenzmikroskopie-basierte Studie untersuchte die räumliche 

Lokalisation von 12.003 Proteinen in 22 verschiedenen humanen Zelllinien (Thul, 

Akesson et al. 2017). Hierbei konnte für 1070 der Proteine eine mitochondriale 

Lokalisation aufgezeigt und in den „Human Cell Atlas“ 

(https://www.humancellatlas.org/) integriert werden (Thul, Akesson et al. 2017). In 

dieser Studie wurde ebenfalls gezeigt, dass fast die Hälfte der mitochondrialen 

Proteine in mindestens einer weiteren zellulären Lokalisation vorkamen (Thul, 

Akesson et al. 2017). Eine weitere besonders umfangreiche Studie, die darauf 

abzielte, ein experimentell gestütztes Verzeichnis des mitochondrialen Proteoms 

von Säugetieren zu erstellen, ergab ebenfalls eine mitochondriale Lokalisation bei 

über tausend Proteinen, welche als MitoCarta-Datenbank zusammengestellt 

wurden (Pagliarini, Calvo et al. 2008). 

 

https://www.humancellatlas.org/
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2.3.2.1 MitoCarta-Datenbank 

Für die Erstellung der MitoCarta-Datenbank kam eine Kombination verschiedener 

Methoden zum Einsatz, um ein möglichst verlässliches Inventar der Mitochondrien 

zusammenzustellen (Pagliarini, Calvo et al. 2008). Es wurde eine 

massenspektrometrische Proteomanalyse der isolierten Mitochondrien aus 14 

verschiedenen primären murinen Geweben durchgeführt, die Proteinlokalisierung 

einiger Proteine durch groß angelegte mikroskopische Untersuchungen bewertet 

und diese Ergebnisse wurden in sechs andere genomweite Datensätze zur 

mitochondrialen Lokalisierung unter Anwendung des Satzes von Bayes integriert 

(Pagliarini, Calvo et al. 2008). Für jedes humane und murine Gen wurde ein 

kombinierter Bayes-Wert berechnet, der mit der experimentellen Wahrscheinlichkeit 

einer tatsächlichen mitochondrialen Lokalisation korreliert und für jedes Protein 

einsehbar ist (Pagliarini, Calvo et al. 2008). Die letzte Überarbeitung der Datenbank, 

veröffentlicht im Jahr 2020, nutzte zudem den manuellen Literaturabgleich, um das 

vorherige Inventar zu überarbeiten (Rath, Sharma et al. 2021). Im Ergebnis umfasst 

die MitoCarta3.0-Datenbank (https://www.broadinstitute.org/mitocarta/mitocarta30-

inventory-mammalian-mitochondrial-proteins-and-pathways) 1136 menschliche 

und 1140 murine Gene, die mit einer FDR von weniger als 5% eine mitochondriale 

Lokalisation aufweisen (Rath, Sharma et al. 2021).  

Nicht alle von diesen Genen kodierten Proteine wurden in allen 14 Geweben 

gefunden (Pagliarini, Calvo et al. 2008). Nur etwa ein Drittel der Proteine kam in 

allen Geweben vor, während etwa 15% der Proteine gewebespezifisch waren 

(Pagliarini, Calvo et al. 2008, Delgado de la Herran, Cheng et al. 2021). Pro Gewebe 

belief sich die Zahl identifizierter mitochondrialer Proteine auf minimal 554 und 

maximal 797 (Pagliarini, Calvo et al. 2008). Die Autoren selbst räumen ein, dass 

dieses Verzeichnis mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht vollständig ist und 

insbesondere etwa Proteine, die nur in gewissen physiologischen oder 

pathologischen Zuständen ins Mitochondrium transportiert werden oder nur in 

äußerst spezialisierten Zellen vorkommen, möglicherweise nicht erfasst wurden 

(Pagliarini, Calvo et al. 2008, Rath, Sharma et al. 2021). Diese Limitation wurde 

durch den manuellen Literaturabgleich bereits teilweise aufgehoben, da hierdurch 

auch Proteine aus anderen Studien in die Datenbank aufgenommen wurden, 

solange mehrere qualitativ hochwertige experimentelle Belege für mitochondriale 

Lokalisation vorlagen (Rath, Sharma et al. 2021).  

https://www.broadinstitute.org/mitocarta/mitocarta30-inventory-mammalian-mitochondrial-proteins-and-pathways
https://www.broadinstitute.org/mitocarta/mitocarta30-inventory-mammalian-mitochondrial-proteins-and-pathways
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Eine systematische Charakterisierung des mitochondrialen Proteoms bei Pferden 

wurde noch nicht vorgenommen, sodass für die Zuordnung equiner Proteine zum 

Mitochondrium aktuell humane oder murine Datenbanken herangezogen werden 

müssen (Stand der PubMed Literaturrecherche: März 2023).  

 

2.3.2.2 Das mitochondriale Proteom von T-Zellen und dessen Anpassung bei 

Aktivierung 

Auch das mitochondriale Proteom in primären T-Zellen wurde noch nicht in 

umfangreichem Maße definiert, sondern lediglich die mitochondriale Lokalisation 

von einigen Proteinen durch Einzelnachweise mit mikroskopischen Verfahren 

bewiesen (Joshi, Stadler et al. 2019, Suomi und Elo 2022).  

An murinen T-Zellen wurden jedoch verschiedene Studien durchgeführt, die auf der 

massenspektrometrischen Analyse des Gesamtproteoms und dem nachfolgenden 

Abgleich mit einer Datenbank basierten (Ron-Harel, Santos et al. 2016, Howden, 

Hukelmann et al. 2019, Suomi und Elo 2022). So konnten in einer Studie 552 in der 

MitoCarta-Datenbank als mitochondrial klassifizierte Proteine in murinen T-Zellen 

nachgewiesen werden (Ron-Harel, Santos et al. 2016). In diesen Studien konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass die Anpassung des mitochondrialen Stoffwechsels 

von T-Zellen bei der Aktivierung mit fundamentalen Veränderungen ihres 

mitochondrialen Proteoms einhergeht (Ron-Harel, Santos et al. 2016, Tan, Yang et 

al. 2017, Marchingo und Cantrell 2022). So machten die mitochondrialen Proteine 

24 h nach der Aktivierung muriner CD4+-Zellen in vitro einen größeren Anteil am 

Gesamtproteingehalt aus (Howden, Hukelmann et al. 2019). Dabei konnte eine 

erhöhte Expression nahezu aller mitochondrialen Proteine nach der Aktivierung 

beobachtet werden; diese Induktion geschah jedoch in einem unterschiedlichen 

Umfang (Ron-Harel, Santos et al. 2016, Marchingo und Cantrell 2022). Während 

manche Proteine ihre Abundanz nur etwa verdoppelten, zeigten andere eine 200-

fache Steigerung 24 h nach der Ko-Stimulation mit CD3/CD28 muriner CD4+-Zellen 

in vitro (Ron-Harel, Santos et al. 2016). Dabei waren Proteine, die am Ein-

Kohlenstoff-Metabolismus beteiligt sind, unter den am stärksten induzierten 

Proteinen, während Proteine, die der Fettsäureoxidation zuzuordnen sind, im 

Verhältnis zur Zunahme der Mitochondrienmasse der Zelle unterrepräsentiert 

waren (Ron-Harel, Santos et al. 2016). Proteine der oxidativen Phosphorylierung 
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und des Citratzyklus wurden etwa proportional zur Mitochondrienmasse induziert 

(Ron-Harel, Santos et al. 2016). Dies spiegelt im Wesentlichen den mit der 

Aktivierung der T-Zellen einhergehenden metabolischen Wechsel wieder (Ron-

Harel, Santos et al. 2016). Der Fettsäuremetabolismus wechselt von der Oxidation 

hin zur vermehrten Synthese, was sich in einem geringeren Anteil von an der β-

Oxidation beteiligten Proteinen zeigt, und die Induktion des Ein-Kohlenstoff-

Metabolismus ist notwendig, um die Biosynthese verschiedener Schüsselmoleküle 

des Stoffwechsels zu ermöglichen (Ron-Harel, Santos et al. 2016, Kurniawan, 

Kobayashi et al. 2021). Der Anstieg des oxidativen Stoffwechsels war mit einer 

Induktion der beteiligten Proteine verbunden (Ron-Harel, Santos et al. 2016). 

Einzelne Proteine der Atmungskette können dabei eine wichtige funktionelle Rolle 

bei der T-Zell-Aktivierung, Differenzierung und deren Effektorfunktionen spielen 

(Tan, Yang et al. 2017). Beispielsweise wurde eine erhöhte Abundanz des dem 

Komplex IV angehörigen Proteins COX10 in murinen T-Zellen nach der Aktivierung 

nachgewiesen (Tan, Yang et al. 2017). In weiterführenden Versuchen wurde 

gezeigt, dass die CD4+-Zellen von Mäusen mit einem T-Zell-spezifischen COX10-

Knock-Out eine verminderte Sauerstoffverbrauchs- und Proliferationsrate und eine 

erhöhte Apoptose nach der Ko-Stimulation mit CD3/CD28 aufwiesen, was für eine 

Beteiligung des Komplex IV am Austritt aus der Ruhephase und einer schützenden 

Funktion vor der Apoptose der T-Zellen spricht. Zudem zeigten die CD4+-Zellen der 

COX10-KO Mäuse nach der Stimulation ex vivo eine verminderte IFNγ-Produktion, 

während die IL-17 und IL-2 Produktion unverändert war (Tan, Yang et al. 2017). 

Die Veränderungen des mitochondrialen Proteinprofils sind also im Wesentlichen 

mit den metabolischen Anforderungen der T-Zellen verbunden und können deren 

metabolischen Status widerspiegeln (Ron-Harel, Santos et al. 2016, Tan, Yang et 

al. 2017, Marchingo und Cantrell 2022). Dabei kann die differentielle Abundanz 

einzelner Proteine Rückschlüsse auf spezifische Effektorfunktionen zulassen und 

den Gesamtmetabolismus der Zelle beeinflussen (Tan, Yang et al. 2017).  

Im Rahmen der ERU wurde das mitochondriale Proteom der T-Zellen noch nicht 

untersucht und auch bei der humanen autoimmunen Uveitis sowie der 

experimentellen autoimmunen Uveitis lagen nach aktueller Literaturrecherche noch 

keine Studien dazu vor (Stand: März 2023).  

Bei der Untersuchung des differentiellen Proteoms isolierter Mitochondrien der PBL 

von gesunden und an rheumatoider Arthritis erkrankten Personen wurden 



 LITERATUR 

30 

vermindert abundante Proteine aufgezeigt, die der Elektronentransportkette und der 

oxidativen Phosphorylierung zuzuordnen waren (Khanna, Padhan et al. 2020). 

Dabei konnte die verminderte Abundanz von Untereinheiten der Komplexe I, II und 

IV der Elektronentransportkette funktionell mit einem verminderten 

Membranpotential und einer verminderten ROS-Produktion in Verbindung gebracht 

werden (Khanna, Padhan et al. 2020). Die PBL von an rheumatoider Arthritis 

erkrankten Patienten zeigten in anderen Studien eine verminderte 

Sauerstoffverbrauchsrate, die sich durch die verminderte Proteinabundanz erklären 

ließe (Khanna, Padhan et al. 2020, Clayton, MacDonald et al. 2021). 

Dies zeigt, wie die Untersuchung des mitochondrialen Proteoms dazu beitragen 

kann, die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen veränderter 

Stoffwechseleigenschaften zu verstehen und macht die Untersuchung des 

differentiellen Proteoms der CD4+-Zellen bei an ERU-erkrankten Pferden, die im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurde, besonders interessant. 

 

 Super-Resolution Mikroskopie 

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits angesprochen, kann die Lokalisation von 

Proteinen innerhalb der Zelle einen Einfluss auf ihre Funktion haben (Cho, 

Cheveralls et al. 2022). Ein Beispiel hierfür ist das „Dynamin-related protein 1“ 

(Drp1), welches sich in seiner inaktivierten Form im Zytoplasma befindet (Song, Yi 

et al. 2022). Wenn Drp1 durch andere Proteine aktiviert wird, wird es in großem 

Umfang zur äußeren Mitochondrienmembran rekrutiert, wo es eine wichtige Rolle 

bei der mitochondrialen Fragmentierung einnimmt (Song, Yi et al. 2022). Die 

Fragmentierung hat wiederum einen Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien 

und damit auf den Gesamtmetabolismus der Zelle (Song, Yi et al. 2022). Somit ist 

die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von Proteinen unter bestimmten 

physiologischen und pathologischen Zuständen von großem Interesse (Lundberg 

und Borner 2019). Aufgrund der klassischen Beugungsgrenze lichtmikroskopischer 

Verfahren stellte die detailreiche Darstellung der mitochondrialen Strukturen jedoch 

eine große Herausforderung dar (Yang, Yang et al. 2020). Die Entwicklung neuer 

hochauflösender fluoreszenzmikroskopischer Methoden ermöglichte es, diese 

klassische Beugungsgrenze der Lichtmikroskopie zu durchbrechen (Wu, Luo et al. 

2023). Zu diesen unter dem Begriff der „Super-Resolution Mikroskopie“ 
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zusammengenommenen Techniken gehört auch die „direct Stochastic Optical 

Reconstruction Microscopy“ (dSTORM), die eine Bildauflösung von etwa 20 nm 

zulässt (Rust, Bates et al. 2006, Heilemann, van de Linde et al. 2008). Die Technik 

des dSTORM ermöglicht die genaue Lokalisation einzelner Moleküle, die 

zusammengesetzt ein hochauflösendes Bild ergeben (Scalisi, Pisignano et al. 

2023). Hierfür ist die Fähigkeit gewisser Fluorophore essenziell, zwischen einem 

dunklen und einem hellen Stadium zu wechseln (Heilemann, van de Linde et al. 

2008, Platzer, Rossboth et al. 2020). Unter den richtigen chemischen und 

anregenden Bedingungen wechseln die Fluorophore rein zufällig zwischen dem 

Dunkel- und dem Hellzustand, woraus eine Art asynchrones Blinken resultiert 

(Scalisi, Pisignano et al. 2023). Es kann davon ausgegangen werden, dass dieses 

Aufleuchten einzelner gebundener Fluorophore jeweils von einem isolierten Molekül 

stammt, da die Wahrscheinlichkeit, dass unter den richtigen Bedingungen zwei 

benachbarte Moleküle genau gleichzeitig Licht emittieren, äußerst gering ist (Nino, 

Rafiei et al. 2017). Die Position jedes Aufleuchtens, und damit die Position jedes 

Moleküls, wird genau lokalisiert und aufgezeichnet, bis sich ein hochaufgelöstes 

Gesamtbild ergibt (Scalisi, Pisignano et al. 2023).  

Diese Technik ermöglichte die Darstellung der 3D-Struktur des mitochondrialen 

Netzwerkes in einer Nierenzelllinie (Huang, Jones et al. 2008) und die 

Untersuchung der Anordnung verschiedener Komplexe in der inneren 

Mitochondrienmembran von HeLa-Zellen (Palmer, Lou et al. 2021). Sie stellt damit 

eine wertvolle Möglichkeit dar, die Lokalisation einzelner Proteine im Mitochondrium 

zu betrachten (Palmer, Lou et al. 2021) und kann damit die aus der Proteomanalyse 

gewonnen Erkenntnisse ergänzen. Es wurden jedoch keine Veröffentlichungen 

gefunden, in denen die Mitochondrien primärer PBL im dSTORM dargestellt wurden 

(Stand der Pub Med Literaturrecherche: März 2023). 
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3 Material und Methoden 

 

 Probenmaterial 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Immunzellen aus den Blutproben von insgesamt 

15 gesunden und 17 an ERU erkrankten Pferden analysiert. Dabei wurde ein 

Kontrolltier in fünf Versuchen herangezogen, die Probenentnahme erfolgte jedoch 

zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Von einem weiteren Kontrolltier wurden die 

Zellen aus zwei Probenentnahmen in drei Versuchen und von zwei weiteren 

Kontrolltieren aus einer Probenentnahme in jeweils zwei Versuchen verwendet. Die 

Proben von drei an ERU erkrankten Pferden aus einer Probennahme wurden 

jeweils in zwei verschiedenen Versuchen verwendet.  

Bei den gesunden Pferden, die für diese Arbeit beprobt wurden, handelte es sich 

entweder um Tiere aus der Klinik für Pferde der LMU oder aus Privatbesitz, die 

klinisch gesund waren und keine Vorgeschichte einer okularen Entzündung hatten. 

Die Anzeige und Genehmigung der Blutentnahme bei diesen Kontrolltieren erfolgte 

über die Regierung von Oberbayern mit der Genehmigungsnummer ROB-55.2Vet-

2532.Vet_03-17-88. 

Die Blutproben von an ERU erkrankten Pferden wurden durch das Personal der 

Klinik für Pferde der LMU München im Rahmen der operativen Behandlung aus der 

Jugularvene gewonnen. Die Diagnose der ERU wurde dort anhand des Vorberichts 

wiederkehrender Entzündungsschübe des inneren Auges sowie klinischer Kriterien, 

wie Blepharospasmus, vermehrtem Tränenfluss, Miosis und chronischen 

Veränderungen der inneren Augenstrukturen von spezialisiertem Fachpersonal 

gestellt.  

Im Einzelnen wurde in den verschiedenen Experimenten die folgende Anzahl an 

Tieren eingesetzt: 

 

Seahorse Fuel Flex Assay: 

• PBL von sechs gesunden Pferden 

• PBL von sechs an ERU erkrankten Pferden 
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Etablierung des Seahorse Assays für permeabilisierte Zellen: 

• CD4+-Zellen von zwei gesunden Pferden 

 

Untersuchung der Pyruvat-, Succinat- und Palmitat-mediierten Aktivität im 

Seahorse XF Analyzer: 

• CD4+-Zellen von fünf gesunden Pferden 

• CD4+-Zellen von fünf an ERU erkrankten Pferden 

 

Analyse des mitochondrialen Proteoms: 

• Isolierte Mitochondrien aus den CD4+-Zellen von vier gesunden Pferden 

• Isolierte Mitochondrien aus den CD4+-Zellen von vier an ERU erkrankten 

Pferden 

 

Quantifizierung von MUL1 mittels Western Blot: 

• CD4+-Zellen von sechs gesunden Pferden 

• CD4+-Zellen von fünf an ERU erkrankten Pferden 

 

Darstellung der Mitochondrien im dSTORM: 

• CD4+-Zellen von einem gesunden Pferd 
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 Isolierung von PBL mittels Dichtegradienten-Zentrifugation 

 Puffer und Lösungen 

 

Heparin-Lösung zur Gerinnungshemmung (2500 I.E./ml) 

Heparin-Natrium1 (25.000 I.E./ml)  1,00 ml 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640  9,00ml 

Medium mit Glutamin2  

    

Trennlösung zur Isolierung von PBL mittels Dichtegradienten-Zentrifugation 

Pancoll-Trennlösung (Dichte 1,077g/ml)2, gebrauchsfertig  

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,4 

NaCl3 (136,9 mM)  8,00 g 

KCl (2,6 mM)  0,20 g 

KH2PO4 (1,4 mM)  0,20 g 

Na2HPO4 x 2H2O4 (8,1 mM)  1,45 g 

in 1000 ml destilliertem Wasser lösen, pH-Wert auf 7,4 einstellen und autoklavieren. 

 

 Gewinnung der Blutproben 

 

Die Blutproben wurden im oberen Halsdrittel aus der V. jugularis externa 

entnommen. Nach vorangegangener Desinfektion der Injektionsstelle, erfolgte je 

nach Bedarf eine Blutentnahme von 50 - 200 ml. Es wurden jeweils 50 ml 

abgenommenes Blut in Röhrchen5 mit 1 ml Heparin-Lösung (2.500 I.E./ml), oder 15 

ml Blut in Röhrchen5 mit 300 µl Heparin-Lösung (2.500 I.E./ml) überführt und 

anschließend gründlich geschwenkt. 

 

 

1 Ratiopharm, Ulm 
2 PanBiotech, Aidenbach 
3 Alle nicht extra aufgeführten Chemikalien: Merck, Darmstadt 
4 Carl Roth, Karlsruhe 
5 Sarstedt, Nümbrecht 
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 Isolierung der equinen PBL mittels Dichtegradienten-

Zentrifugation 

 

Das gewonnene equine Blut wurde zunächst etwa 10-15 min bei Raumtemperatur 

(RT) aufrechtstehend gelagert, um eine Sedimentierung der roten Blutbestandteile 

zu erlangen. Als Nächstes wurden jeweils 5 ml des überstehenden, 

lymphozytenreichen Plasmas mit einer sterilen serologischen Pipette5 unter sterilen 

Bedingungen auf 3 ml Pancoll-Tennlösung2 in 15 ml Röhrchen5 geschichtet. 

Anschließend wurden die Röhrchen5 bei RT für 25 min mit einer relativen 

Zentrifugalbeschleunigung (engl. relative centrifugal force, rcf) von 350 und geringer 

Bremse zentrifugiert. Dadurch entsteht eine Interphase zwischen der Plasma- und 

Pancoll-Schicht, die hauptsächlich aus Lymphozyten besteht. Diese Interphase 

wurde mit Hilfe einer serologischen Pipette5 abgenommen und in 50 ml Röhrchen5 

mit 30 ml PBS überführt. Die Zellen wurden zweimal gewaschen, indem sie 5 min 

bei 500 rcf und eingeschalteter Bremse zentrifugiert, dekantiert und dann wieder in 

50 ml PBS resuspendiert wurden. Wenn die Zellen für die anschließende Analyse 

im Seahorse Analyzer bestimmt waren, erfolgten die Wasch- und 

Zetrifugationsschritte bei RT, ansonsten bei 4°C.  

 

 Ermittlung der Zellzahl 

 

Für die Zellzählung wurde eine Neubauer-improved Zählkammer6 mit einer 

Kammertiefe von 0,1 mm verwendet. Es wurden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl 

Trypanblau7 vermischt und in die Zählkammer gegeben. Um die Gesamtzellzahl zu 

berechnen wurden mindestens 100 Zellen ausgezählt.  

Die Ermittlung der Gesamtzellzahl erfolgte über folgende Formel: 

 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 µ𝑙 𝑆𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 =  
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

𝑎𝑢𝑠𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒 [𝑚𝑚2] × 𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑡𝑖𝑒𝑓𝑒[𝑚𝑚] × 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔
 

 

 

 

6 NeoLab, Heidelberg 
7 VWR, Darmstadt 
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 Magnetische Zellseparation 

 

Die CD4+-Fraktion wurde aus den PBL von zwölf gesunden und zwölf an ERU 

erkrankten Pferden mittels magnetischer Separation isoliert. Dies wurde direkt im 

Anschluss an die Isolierung der PBL durgeführt. 

 

 Puffer und Lösungen 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,2 

NaCl (136,9 mM)  8,00 g 

KCl (2,6 mM)  0,20 g 

KH2PO4 (1,4 mM)  0,20 g 

Na2HPO4 x 2H2O4 (8,1 mM)  1,45 g 

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

 

0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 

EDTA 18,61g 

in 100 ml destilliertem Wasser lösen und pH-Wert auf 8,0 einstellen.  

 

MACS-Puffer 

Bovines Serum Albumin (BSA)8 (0,5 %)  0,50 g 

0,5 M EDTA (2 mM) 400 µl 

in 100 ml PBS pH 7,2 lösen. 

 

 Antikörper 

 

Folgender primärer Antikörper wurde für die magnetische Separation der equinen 

CD4+-Zellen verwendet: 

Antikörper Klon Isotyp Firma Verdünnung 

Anti-Pferd CD4 CVS4  Maus IgG1 Bio-Rad AbD 

Serotec, Neuried 

1:2000 

 

8 Serva, Heidelberg 
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Zudem kam folgender an supramagnetische Partikel gekoppelter sekundärer 

Antikörper zum Einsatz: 

Anti-Maus IgG1 MicroBeads9. 

 

 Gewinnung der CD4+-Fraktion aus equinen PBL mittels positiver 

magnetischer Separation 

 

Im Anschluss an die Präparation der equinen PBL wurden die CD4+-Zellen durch 

magnetische Separation (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS)9 aus dem 

heterogenen Zellgemisch positiv selektiert. Bei dieser Technik werden die 

gewünschten Zellen, in diesem Fall die equinen CD4+-Zellen, mit einem an 

supramagnetische Beads9 gekoppelten Antikörper markiert. Die markierten Zellen 

werden in einem Magnetfeld zurückgehalten, während die nicht markierten Zellen 

durch das Magnetfeld hindurchlaufen. Anschließend wird das Magnetfeld entfernt 

und die zurückgehaltenen Zellen können ebenfalls herausgespült und aufgefangen 

werden. Hierfür wurden 5 x 107 equine PBL in 50 ml Röhrchen5 abzentrifugiert 

(800 rcf, 5 min) und der Überstand dekantiert. Anschließend wurden die Zellen in 5 

ml MACS-Puffer resuspendiert und 2,5 µl des primären Antikörpers wurden 

hinzugefügt. Wenn die Zellen für die anschließende Messung im Seahorse Analyzer 

bestimmt waren, wurde der Antikörper 10 min bei RT inkubiert, ansonsten erfolgte 

die Inkubation 20 min bei 4°C. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 5 – 10 ml 

MACS-Puffer hinzugefügt und die Zellen erneut abzentrifugiert (800 rcf, 5 min). 

Anschließend wurde das Zellpellet in 400 μl MACS-Puffer resuspendiert und 100 μl 

anti-Maus IgG1 MicroBeads9 hinzugefügt. Wenn die Zellen für die anschließende 

Messung im Seahorse Analyzer bestimmt waren, wurden die MicroBeads9 7,5 min 

bei RT inkubiert, ansonsten erfolgte die Inkubation 15 min bei 4°C. Anschließend 

wurden wieder 5 – 10 ml MACS-Puffer hinzugefügt und die Zellen abzentrifugiert 

(300 rcf, 10 min). Das Zellpellet wurde wiederum in 500 µl MACS-Puffer 

resuspendiert. In der Zwischenzeit wurden die Separationssäulen9 in das 

Magnetfeld9 eingebracht und 3 ml MACS-Puffer zur Äquilibrierung in die Säulen 

gegeben. Danach wurden die 500 µl Zellsuspension auf die Säule aufgetragen und 

 

9 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
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dreimal mit 3 ml Puffer nachgespült. Der Durchlauf wurde in 15 ml Röhrchen5 

aufgefangen und entsprach der Negativfraktion. Nach Entfernung der Säule aus 

dem Magnetfeld wurden die zurückgehaltenen CD4+-Zellen mithilfe eines Stempels 

aus der Säule herausgespült und ebenfalls in 15 ml Röhrchen5 aufgefangen. 

Anschließend wurde die Zellzahl ermittelt (siehe Kapitel 3.2.4) und 2 x 105 Zellen 

jeder Fraktion für die Überprüfung der Reinheit im Durchflusszytometer 

abgenommen. 

 

 Durchflusszytometrie zur Kontrolle der Reinheit der CD4+-

Fraktion 

 

Direkt im Anschluss an die magnetische Separation wurde die Reinheit der 

Fraktionen anhand der Durchflusszytometrie überprüft. 

 

 Puffer und Lösungen 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,4 

Siehe Kapitel 3.2.1 Puffer und Lösungen 

 

 Antikörper 

 
Folgender primärer, direkt mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelter 

Antikörper wurde zur Untersuchung der Reinheit der equinen CD4+-Zellen nach der 

magnetischen Separation verwendet: 

Antikörper Klon Isotyp Firma Verdünnung 

Anti-Pferd 

CD4:FITC 

CVS4 Maus IgG1 Bio-Rad AbD 

Serotec, Neuried 

1:10 
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 Färbung 

 

Mittels Durchflusszytometrie können einzelne fluoreszenz-markierte Zellen 

aufgrund ihrer lichtstreuenden und fluoreszierenden Eigenschaften analysiert 

werden. Es wurden 2 x 105 Zellen der durch die magnetische Separation 

gewonnenen CD4+-Fraktion (Positivfraktion) sowie der Durchlauffraktion 

(Negativfraktion) pro Delle in 96-Well Rundbodenplatten5 ausgesät und 

abzentrifugiert (800 rcf, 1 min, 4°C). Anschließend wurden die Zellen in 30 µl einer 

1:10 Verdünnung des Antikörpers 20 min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Danach 

wurden die Zellen mit 170 µl PBS gewaschen (800 rcf, 1 min, 4°C). Zuletzt wurden 

die Zellen wieder in 200 µl PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer 

gemessen. 

 

 Detektion mittels Durchflusszytometrie 

 

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit einem MACSQuant Analyzer 

109 oder einem NovoCyte Quanteon10 Durchflusszytometer durchgeführt. Mithilfe 

der Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) kann die 

quantitative Proteinexpression einzelner Zellen und Zellpopulationen durch 

vorherige Fluorochrom-Markierung mit Antigen-spezifischen Antikörpern gemessen 

werden. Zur Detektion des Flourochroms FITC wurde der 488 nm Laser verwendet 

und das Signal mittels dem B525 Detektor aufgezeichnet. Pro Delle wurden 

mindestens 5000 Events erfasst. 

 

 Auswertung  

 

Die Auswertung der Analysen wurde mit der Flowlogic Software11 V7 durchgeführt. 

Alle Zellen wurden durch Anzeigen der Forward-Scatter-Fläche (FSC-A, Größe) 

gegen die Side-Scatter-Fläche (SSC-A, Granularität) im Dotplot dargestellt. Alle 

 

10 Agilent, Waldbronn 
11 Inivai Technologies, Mentone VIC, Australien 
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erfassten Zellen wurden in die prozentuale Auswertung eingeschlossen. Die 

Färbungen wurden mithilfe eines Histogramms ausgewertet, indem ein Gate 

zwischen den nicht-fluoreszierenden Zellen und den fluoreszierenden Zellen 

gesetzt wurde, was den Graphen des Histogramms in den linken nicht-

fluoreszierenden Teil und den rechten fluoreszierenden Teil trennte. Für den 

prozentualen Wert der fluoreszierenden Zellen (positiv) wurde die Anzahl der Zellen 

bei denen ein fluoreszierendes Signal detektiert wurde, im Verhältnis zur 

Gesamtzellzahl ermittelt. Um für weitere Versuche verwendet zu werden, musste 

die CD4+-Fraktion eine Reinheit von mindestens 95% besitzen.  

 

 Messung der Sauerstoffverbrauchsrate im Seahorse XF24 

Analyzer 

 Puffer und Lösungen 

 

Poly-D-Lysin-Lösung (50 mg/ml) 

Poly-D-Lysin 5 mg 

in 100 ml do lösen.  

 

XF-Kalibrierungspuffer 

Seahorse XF Calibrant Solution10, gebrauchsfertig 

 

Seahorse XF Medium, pH 7,4 

Seahorse XF RPMI Medium (ohne Phenolrot)10  50 ml 

2,5 M Glukose-Lösung 200 μl 

0,2 mM L-Glutamin-Lösung 500 μl 

0,1 mM Pyruvat-Lösung 500 μl 

anschließend mittels Sterilfilter12 (Porengröße 0,20 μm) steril filtrieren und bei 37°C 

im Wärmebad bis zum Experiment aufbewahren. 

 

 

 

12 Macherey-Nagel, Düren 
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1 M Kaliumhydroxid (KOH)-Lösung 

KOH 561 g 

in 10 ml destilliertem Wasser lösen. 

 

Dimethylsulfoxid (DMSO), wasserfrei 

gerauchsfertig7 

 

3x Mitochondrial Assay Solution (MAS) 

Mannitol (660 mM) 30,06 g 

Sucrose (210 mM) 17,98 g 

KH2PO4 (30 mM) 1,02 g 

MgCl2 (15 mM) 357 mg 

1 M HEPES-Lösung 1,5 ml 

EGTA (3 mM) 285 mg 

in 250 ml destilliertem Wasser lösen und pH-Wert mit 1 M KOH-Lösung auf 7,2 

einstellen. Puffer anschließend mittels Sterilfilter12 (Porengröße 0,22 µm) steril 

filtrieren und maximal für drei Monate bei 4°C lagern. 

 

1x MAS   

3x MAS 25 ml 

Destilliertes Wasser 50 ml 

pH-Wert mit 1 M KOH-Lösung auf 7,2 einstellen. 

 

1x MAS mit 0,4 % fettsäurefreiem BSA  

BSA fettsäurefrei 200 mg 

in 50 ml 1x MAS lösen und pH-Wert mit 1M KOH-Lösung auf 7,2 einstellen. Erst 

kurz vor der Verwendung herstellen. 

 

Pyruvat-Stammlösung (500 mM) 

Pyruvat 440 mg 

in 10 ml 1x MAS lösen und pH-Wert mit 1 M KOH-Lösung auf 7,2 einstellen. 

Aliquotiert maximal zwei Monate bei -20°C lagern. 
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Malat-Stammlösung (500 mM) 

Malat 670 mg 

in 10 ml 1x MAS lösen und pH-Wert mit 1 M KOH-Lösung auf 7,2 einstellen. 

Aliquotiert maximal zwei Monate bei -20°C lagern. 

 

Succinat-Stammlösung (500 mM) 

Succinat 590 mg 

in 10 ml 1x MAS lösen und pH-Wert mit 1 M KOH-Lösung auf 7,2 einstellen. 

Aliquotiert maximal zwei Monate bei -20°C lagern. 

 

Palmitoyl-L-Carnitin-Stammlösung (50 mM) 

Palmitoyl-L-Carnitin-Chlorid 5 mg 

in 229,5 µl DMSO wasserfrei lösen und maximal zwei Monate bei -20°C lagern. 

 

Adenosindiphosphat (ADP)-Stammlösung (100 mM) 

ADP-Monokaliumsalz Dihydrat 501 mg 

in 10 ml 1x MAS lösen und pH-Wert mit 1 M KOH-Lösung auf 7,2 einstellen. 

Aliquotiert maximal zwei Monate bei -20°C lagern. 

 

10 µM rekombinates Perfringolysin O (rPFO) 

XF Plamamembran Permeabilizer, gebrauchsfertig10 

 

 Inhibitoren 

 

Oligomycin-Stammlösung (0,1 M) 

Oligomycin 1mg 

in 12,6 µl DMSO wasserfrei lösen.  

 

Carbonylcyanid-4-phenylhydrazon (FCCP)-Stammlösung (0,1 M) 

FCCP 1mg 

in 39,3 µl DMSO wasserfrei lösen. 
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Antimycin A-Stammlösung (0,05 M) 

Antimycin A  1mg 

in 37,6 µl DMSO wasserfrei lösen. 

 

Rotenon-Stammlösung (0,05 M) 

Rotenon 1mg 

in 50,1 µl DMSO wasserfrei lösen. 

 

Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethylsulfid (BPTES) -

Stammlösung (1,2 mM) 

BPTES 1mg 

in 1588 µl DMSO wasserfrei lösen. 

 

Etomoxir-Stammlösung (1,6 mM) 

Etomoxir 1mg 

in 1845 µl DMSO wasserfrei lösen. 

 

Mitochondrial Pyruvat Carrier-Inhibitor UK5099-Stammlösung (0,8 mM) 

UK5099 1mg 

in 4336 µl DMSO wasserfrei lösen. 

 

 Vorbereitungen des Assays 

 

Um eine bessere Haftung der Zellen zu gewährleisten, wurden die Dellen der 

XF24-Loch-Platten10 vor dem Assay mittels einer Poly-D-Lysin-Lösung beschichtet. 

In jede Delle wurden 52 μl der Poly-D-Lysin-Lösung pipettiert und für 1-2 h bei RT 

steril unter dem Abzug inkubiert. Anschließend wurde die Poly-D-Lysin-Lösung 

abgenommen und die Dellen vorsichtig mit 1 ml sterilem, destilliertem Wasser 

gespült und danach offen unter der Sterilwerkbank stehen gelassen, bis diese 

vollständig getrocknet waren. Wenn die Platten nicht direkt im Anschluss 

Verwendung fanden, wurden sie für maximal eine Woche bei 4°C aufbewahrt. Vor 

der Verwendung wurde die mit Poly-D-Lysin beschichtete XF24-Loch-Platte10 in 

einer feuchten Kammer für 30 min bei 37°C in einem Inkubator ohne CO2-Begasung 
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vorgewärmt. Darüber hinaus erfolgte die Vorbereitung der XFe24-Sensor-Platte10. 

Pro Delle wurden 1000 μl des XF-Kalibrierungspuffers pipettiert und für mindestens 

4 h und maximal 48 h in einer Feuchtkammer im Wärmeschrank (37°C, ohne CO2) 

äquilibriert. Zusätzlich wurde der Seahorse XF24 Analyzer10 mindestens 4 h vor der 

Verwendung eingeschaltet und mit der dazugehörigen Software gekoppelt, um eine 

konstante Betriebstemperatur von 37°C zu erreichen. 

 

 Messung der Substratoxidation equiner PBL im Fuel Flex Test 

 

Für die Messung der Abhängigkeit, Kapazität und Flexibilität wurden die PBL von 

sechs gesunden und sechs an ERU erkrankten Pferden verwendet. Die PBL wurden 

direkt nach der Isolierung abzentrifugiert, in 200µl pro 8 x 105 Zellen warmem (37°C) 

Seahorse XF Medium resuspendiert und bis zur Verwendung maximal 30 min im 

Wärmeschrank aufbewahrt. 

 

3.5.4.1 Durchführung des Assays 

 

Zunächst wurde eine 1:1000 Vorverdünnung der FCCP-Stammlösung mit Seahorse 

XF Medium hergestellt. Danach wurde FCCP in einer Endkonzentration von 1 µM 

zur Zellsuspension gegeben. Pro Delle wurden 8 x 105 Zellen in 200 μl des 

Seahorse XF Mediums in die XF24-Loch-Platte10 ausgesät. Für die Bestimmung 

des Leerwertes wurden drei bis vier Dellen nur mit Seahorse XF Medium ohne 

Zellen befüllt. Anschließend wurde die XF24-Loch-Platte10 zentrifugiert (2000 rcf, 1 

min, RT, Bremse aus), um eine gleichmäßige Haftung der Suspensionszellen am 

Plattenboden zu gewährleisten. Im Anschluss wurden alle Dellen auf ein Volumen 

von 500 μl mit XF-Medium aufgefüllt und die Platte für 45 min in einem 

Wärmeschrank bei 37°C, ohne CO2-Begasung gestellt. In dieser Zeit erfolgte die 

Vorbereitung der Gebrauchslösungen der Inhibitoren und die Beladung der Ports. 

Zunächst wurde eine 1:10 Vorverdünnung der drei relevanten Inhibitoren BPTES 

(Glutamin), Etomoxir (Fettsäuren) und UK5099 (Pyruvat) hergestellt, indem 35 µl 

der Stammlösung in Eppendorf-Reaktionsgefäße5 mit 315 µl Seahorse XF Medium 

pipettiert wurden. Anschließend wurden die Ansätze eins bis sechs nach Tabelle 3.1 
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mit diesen 1:10 Vorverdünnungen pipettiert und für die Beladung der Ports 

verwendet.    

Ansatz 
(Nr.) 

Enthaltene 
Inhibitoren 

BPTES (µl) Etomoxir 
(µl) 

UK5099 (µl) Seahorse XF 
Medium (µl) 

1 BPTES 110 - - 330 

2 ETO/ UK5099 - 110 110 220 

3 ETO - 110 - 330 

4 BPTES/UK5099 110 - 110 220 

5 UK5099 - - 110 330 

6 BPTES/ETO 110 110 - 220 

Tabelle 3.1 Zusammensetzung der Ansätze eins bis sechs für die Messung der 

Substratoxidation mittels Fuel Flex Test im Seahorse XF24 Analyzer.  

Für die Bestimmung der Abhängigkeit der Zellen von einem Substrat müssen der 

für das jeweilige Substrat-spezifische Inhibitor in Port A und die anderen beiden in 

Port B pipettiert werden. Für die Bestimmung der Kapazität müssen die beiden 

anderen Inhibitoren in Port A und der spezifische Inhibitor des Substratweges in 

Port B pipettiert werden. Somit ergibt sich folgende Beladung der Ports mit den 

Ansätzen eins bis sechs aus Tabelle 3.1: 

 

Glutamin Abhängigkeit:   Port A: 1 

Port B: 2 

Glutamin Kapazität:   Port A: 2 

Port B: 1 

Fettsäure Abhängigkeit:   Port A: 3 

Port B: 4 

Fettsäure Kapazität:   Port A: 4 

Port B: 3 

Glukose Abhängigkeit:  Port A: 5 

Port B: 6 

Glukose Kapazität:    Port A: 6 

Port B: 5 

 

In Port A wurden jeweils 56 µl und in Port B 62 µl des entsprechenden Ansatzes 

pipettiert. Die finale Konzentration der Inhibitoren in der Delle während des Assays 

belief sich somit auf 3 µM für BPTES, 4 µM für Etomoxir und 2 µM für UK5099. 
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Nach der Beladung der Ports wurde die Kalibrierung der Sensoren mithilfe der 

vorbereiteten Sensorplatte durchgeführt und im Anschluss die Zellplatte gemessen. 

Die Einstellung des Messprotokolls erfolgte mithilfe der Wave Software10. Es 

wurden drei Basalmesszyklen und jeweils sechs Messzyklen nach der Injektion von 

Port A und nach der Injektion von Port B durchgeführt. Die Mischzeit wurde auf 3 

min, die Wartezeit auf 2 min und die Messzeit auf 3 min eingestellt. Für jedes Tier 

wurden pro Ansatz mindestens drei technische Replikate gemessen.  

 

3.5.4.2 Auswertung der Messergebnisse  

 

Die gemessenen Sauerstoffverbrauchsdaten wurden mithilfe der Wave Software10 

analysiert. Zunächst wurde eine Korrektur des Hintergrundes mithilfe der Leerwerte 

aus nicht mit Zellen befüllten Dellen durchgeführt. Anschließend wurden die 

prozentuale Abhängigkeit, Kapazität und Flexibilität der Zellen von Glukose, 

Glutamin und Fettsäuren für jede Delle nach den folgenden Formeln berechnet: 

 

𝐴𝑏ℎä𝑛𝑔𝑖𝑔𝑘𝑒𝑖𝑡 % = [
𝑂𝐶𝑅 𝐵𝑎𝑠𝑎𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 − 𝑂𝐶𝑅 𝑠𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑟 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟

𝑂𝐶𝑅 𝐵𝑎𝑠𝑎𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 − 𝑂𝐶𝑅 𝑎𝑙𝑙𝑒 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑒𝑛
 ] × 100% 

 

𝐾𝑎𝑝𝑎𝑧𝑖𝑡ä𝑡 % = [1 − [
𝑂𝐶𝑅 𝐵𝑎𝑠𝑎𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 − 𝑂𝐶𝑅 𝑢𝑛𝑠𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑒𝑛

𝑂𝐶𝑅 𝐵𝑎𝑠𝑎𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 − 𝑂𝐶𝑅 𝑎𝑙𝑙𝑒 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑒𝑛
 ]] × 100% 

 

𝐹𝑙𝑒𝑥𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡ä𝑡 % = 𝐾𝑎𝑝𝑎𝑧𝑖𝑡ä𝑡 % − 𝐴𝑏ℎä𝑛𝑔𝑖𝑔𝑘𝑒𝑖𝑡 % 

 

Die für die Berechnung herangezogenen Messwerte sind in Abbildung 3.1 markiert. 

Aus den drei technischen Replikaten wurde für jedes Tier ein Mittelwert gebildet. 

Die Mittelwerte der PBL der gesunden und der an ERU erkrankten Pferde wurden 

mittels Kolmogorov-Smirnov Test (KS) auf ihre Normalverteilung überprüft. Im Falle 

einer Normalverteilung (KS: > 0,05) wurde ein F-Test zur Überprüfung der 

Varianzhomogenität durchgeführt. Wenn eine gleiche Varianz angenommen 

werden konnte (F-Test > 0,05) wurde der Student’s t-Test zur Auswertung 

herangezogen. Wenn eine ungleiche Varianz angenommen wurde (F-Test ≤ 0,05) 

fand der Welch’s t-Test angewendet. Bei nicht normalverteilten Werten (KS: ≤ 0,05) 
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fand der Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test Verwendung. Werte mit p ≤ 0,05 wurden 

als statistisch signifikant angesehen. 

 

 

Abbildung 3.1 Beispielverlauf der Sauerstoffverbrauchsrate im Fuel Flex Test. Es ist ein 

beispielhafter Kurvenverlauf der Messung der Sauerstoffverbrauchsrate im Fuel Flex Test 

dargestellt. Nach drei Basalwertmessungen erfolgte die Injektion aus Port A und nachfolgend sechs 

Messungen und anschließend die Injektion aus Port B erneut gefolgt von sechs Messungen. Die 

Messwerte, die zur Berechnung der Abhängigkeit oder Kapazität herangezogen wurden, sind durch 

rote Kreise gekennzeichnet und mit den Ziffern eins bis drei beschriftet. Messpunkt 1 stellt immer 

den Basalwert dar. Bei der Messung der Abhängigkeit wird in Port A der Substrat-spezifische 

Inhibitor injiziert, sodass Messpunkt 2 die Sauerstoffverbrauchsrate nach Zugabe des spezifischen 

Inhibitors beschreibt. Bei der Messung der Kapazität werden in Port A die beiden anderen, Substrat-

unspezifischen Inhibitoren injiziert, sodass Messpunkt 2 die Sauerstoffverbrauchsrate nach den 

unspezifischen Substraten darstellt. Messpunkt 3 ist die Sauerstoffverbrauchsrate, nachdem alle 

Inhibitoren hinzugefügt wurden. 

 

 Messung der Pyruvat-, Succinat- und Palmitat-mediierten Aktivität  

 

Für die Etablierung des Assays wurden die CD4+-Zellen von zwei gesunden Pferden 

und für die Messung der Pyruvat-, Succinat- und Palmitat-mediierten Aktivität die 

CD4+-Zellen von fünf gesunden und fünf an ERU erkrankten Pferden verwendet. 

Die CD4+-Zellen wurden direkt nach der magnetischen Separation abzentrifugiert, 

in 200µl pro 1,2 x 106 Zellen warmem (37°C) Seahorse XF Medium resuspendiert 

und bis zur Verwendung maximal 30 min im Wärmeschrank aufbewahrt. 
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3.5.5.1 Durchführung des Assays 

 

Die mit Poly-D-Lysin beschichtete XF24-Loch-Platte10 wurde vor der Verwendung 

in einer feuchten Kammer für 30 min bei 37°C in einem Inkubator ohne CO2-

Begasung vorgewärmt. Für die Etablierung der optimalen Zellzahl wurden entweder 

8 x 105, 1 x 106 oder 1,2 x 106 Zellen pro Delle ausgesät. Dabei wurden 1,2 x 106 

Zellen pro Delle als optimale Zellzahl festgesetzt und daher für die weiteren 

Versuche pro Delle 1,2 x 106 Zellen in 200 μl des Seahorse XF Mediums ausgesät. 

Für die Bestimmung des Leerwertes wurden vier Dellen nur mit Seahorse XF 

Medium ohne Zellen befüllt. Anschließend wurde die XF24-Loch-Platte10 

zentrifugiert (2000 rcf, 1 min, RT, Bremse aus), um eine gleichmäßige Haftung der 

Suspensionszellen am Plattenboden zu gewährleisten. Im Anschluss wurde die 

Platte für 45 min in einem Wärmeschrank bei 37°C ohne CO2-Begasung gestellt. In 

dieser Zeit erfolgte die Vorbereitung der Gebrauchslösungen der Inhibitoren und die 

Beladung der Ports. Zunächst wurde für die Inhibitoren Rotenon, Oligomycin und 

Antimycin A (AA) aus der Stammlösung eine 1:1000 Vorverdünnung in 1x MAS 

hergestellt. 

Anschließend wurden die Ansätze eins bis sechs nach Tabelle 3.2 mit den 

Stammlösungen der Substrate und den 1:1000 Vorverdünnungen der Inhibitoren 

pipettiert und für die Beladung der Ports verwendet.    

Nr. 1x 

MAS 

(µl) 

ADP 

(µl) 

Malat 

(µl) 

Pyruvat 

(µl) 

Succinat 

(µl) 

Rotenon 
1:1000 

(µl) 

Palmitoyl-

L-carnitin 

(µl) 

Oligomycin 
1:1000 

(µl) 

AA 
1:1000 

(µl) 

1 375 50 25 50 - - - - - 

2 345 50 - - 100 50 - - - 

3 420 50 25 - - - 5 - - 

4 1350 - - - - - - 150 - 

5 1200 - - - - 150 - - 150 

Tabelle 3.2 Zusammensetzung der Ansätze eins bis fünf für die Messung der der Pyruvat-, 

Succinat- und Palmitat-mediierten Aktivität im Seahorse XF24 Analyzer. 

Für die Bestimmung der Pyruvat-mediierten Aktivität wurde Ansatz Nr. 1, für die 

Bestimmung der Succinat-mediierten Aktivität Ansatz Nr. 2 und für die Bestimmung 

der Palmitat-mediierten Aktivität Ansatz Nr. 3 in Port A aus Tabelle 3.2 pipettiert. 



 Material und Methoden 

49 

Port B wurde mit Ansatz Nr. 4 und Port C mit Ansatz Nr. 5 aus Tabelle 3.2 beladen. 

In Port A wurden jeweils 56 µl, in Port B 62 µl und in Port C 69 µl des 

entsprechenden Ansatzes pipettiert.  

Nach der Beladung der Ports wurde die Kalibrierung der Sensoren mithilfe der 

vorbereiteten Sensorplatte durchgeführt. Direkt vor der Messung wurde das 

Medium der Zellplatte durch 1x MAS mit 0,4% fettsäurefreiem BSA ersetzt. Hierfür 

wurde zunächst vorsichtig 100 µl des Seahorse XF Mediums abgenommen und 

stattdessen 400 µl 1x MAS mit 0,4% fettsäurefreiem BSA in die Delle pipettiert. Als 

Nächstes wurden wieder 400 µl vorsichtig abgenommen und durch 400 µl 1x MAS 

mit 0,4% fettsäurefreiem BSA und 1,2 nM rPFO ersetzt, sodass sich eine finale 

Konzentration von 1 nM rPFO in der Delle ergab. Bei der Testung verschiedener 

rPFO-Konzentrationen wurde die rPFO-Konzentration im Medium entsprechend 

angepasst. Im Anschluss wurde die Zellplatte gemessen. Die Einstellung des 

Messprotokolls erfolgte mithilfe der Wave Software10. Es wurden zwei 

Basalmesszyklen und jeweils zwei Messzyklen nach der Injektion von Port A, Port 

B und Port C durchgeführt. Die Mischzeit wurde auf 0,5 min, die Wartezeit auf 0,5 

min und die Messzeit auf 2 min eingestellt. Für jedes Tier wurden pro Ansatz 

mindestens drei technische Replikate gemessen.  

 

3.5.5.2 Auswertung der Messergebnisse 

 
Zunächst wurde für die gemessenen Sauerstoffverbrauchsdaten in der Wave 

Software10 eine Korrektur des Hintergrundes mithilfe der Leerwerte aus nicht mit 

Zellen befüllten Dellen durchgeführt. Anschließend wurden die korrigierten Werte in 

Excel13 exportiert und dort das Stadium 3 und Stadium 4O berechnet. Das Stadium 3 

wurde als Differenz aus dem ersten Messpunkt nach der Zugabe von Substrat und 

ADP in Port A und der vollständigen Inhibierung der Atmungskette nach Zugabe 

von Rotenon und Antimycin A in Port C bestimmt. Für die Berechnung des 

Stadiums 4O wurde der erste Punkt nach der Injektion von Rotenon und Antimycin A 

in Port C vom ersten Messpunkt nach der Injektion von Oligomycin in Port B 

abgezogen (Abbildung 3.2).  

 

13 Microsoft, Redmond, Washington, USA 
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Abbildung 3.2 Beispielverlauf der Sauerstoffverbrauchsrate bei der Messung der Pyruvat-, 

Succinat- oder Palmitat-mediierten Aktivität. Es ist ein beispielhafter Kurvenverlauf der Messung 

der Sauerstoffverbrauchsrate bei der Messung der Pyruvat-, Succinat- oder Palmitat-mediierten 

Aktivität dargestellt. Nach zwei Basalwertmessungen erfolgte die Injektion von Substrat und ADP 

aus Port A und nachfolgend zwei Messungen. Anschließend wurde Oligomycin aus Port B injiziert 

erneut gefolgt von zwei Messungen und schließlich Rotenon und Antimycin A aus Port C, erneut 

gefolgt von 2 Messungen. Die Messwerte, die zur Berechnung von Stadium 3 und Stadium 4O 

herangezogen wurden, sind durch rote Kreise gekennzeichnet.  

 

Aus den drei technischen Replikaten wurde für jedes Tier ein Mittelwert gebildet. 

Die Mittelwerte der PBL der gesunden und der an ERU erkrankten Pferde wurden 

mittels Kolmogorov-Smirnov Test (KS) auf ihre Normalverteilung überprüft. Im Falle 

einer Normalverteilung (KS: > 0,05) wurde ein F-Test zur Überprüfung der 

Varianzhomogenität durchgeführt. Wenn eine gleiche Varianz angenommen 

werden konnte (F-Test > 0,05) wurde der Student’s t-Test zur Auswertung 

herangezogen. Wenn eine ungleiche Varianz angenommen wurde (F-Test ≤ 0,05) 

fand der Welch’s t-Test angewendet. Bei nicht normalverteilten Werten (KS: ≤ 0,05) 

fand der Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test Verwendung. Werte mit p ≤ 0,05 wurden 

als statistisch signifikant angesehen. 
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 Isolation der Mitochondrien aus den equinen CD4+-Zellen 

 

Die Mitochondrien wurden direkt nach der magnetischen Separation aus den CD4+-

Zellen von vier gesunden und vier an ERU erkrankten Pferden gewonnen. Die 

Mitochondrien wurden jeweils aus 2 x 107 CD4+-Zellen gewonnen, mit Ausnahme 

eines Kontroll- und eines ERU-Tieres. Bei dem Kontrolltier wurden die 

Mitochondrien aus 6,7 x 106 CD4+-Zellen und bei dem ERU-Tier aus 1 x 107 CD4+-

Zellen isoliert. Für jedes Tier wurden zwei Ansätze mit der oben genannten Zellzahl 

durchgeführt. Davon wurde jeweils einer für die massenspektrometrische 

Untersuchung und der andere für die Kontrolle der Reinheit der Mitochondrien im 

Western Blot weiterverwendet. 

 

 Puffer und Lösungen 

 

Mitochondria Isolation Kit 

Reagenz A, B und C, gebrauchsfertig14 

 

Proteaseinhibitor ohne EDTA 

Complete Proteaseinhibitor-Cocktail, gebrauchsfertig15 

 

 Durchführung der Mitochondrienisolation  

 

Die Isolation der Mitochondrien erfolgte nach Angaben des Herstellers des 

Mitochondria Isolation Kit14. Die Zellen wurden in 2 ml Eppendorf-

Reaktionsgefäßen5 pelletiert (850 rcf, 2 min, 4°C) und der Überstand verworfen. 

Anschließend wurde das Zellpellet in 768 µl Reagenz A mit 32 µl Proteaseinhibitor 

resuspendiert und für 5 Sekunden (s) bei mittlerer Stufe auf dem Vortexmischer 

geschüttelt. Es folgten eine zweiminütige Inkubation auf Eis und die Zugabe von 

10 µl Reagenz B. Daraufhin wurde 5 s auf maximaler Stufe gevortext und die 

 

14Thermo Fisher Scientific, Bremen 
15 Roche, Penzberg 
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Suspension für 5 min auf Eis inkubiert. Dabei wurde jede Minute wieder kurz bei 

Maximum gevortext. Anschließend wurden 768 µl Reagenz C und 32 µl 

Proteaseinhibitor hinzugegeben, die Eppendorf-Reaktionsgefäße5 mehrmals 

geschwenkt und abzentrifugiert (700 rcf, 10 min, 4°C). Im Überstand waren nun die 

Mitochondrien enthalten. Dieser wurde in einen neues, low-binding Eppendorf-

Reaktionsgefäß5 überführt, während das Zellpellet verworfen wurde. Es folgte eine 

Zentrifugation bei 3000 rcf für 10 min und 4°C. Die aufgereinigten Mitochondrien 

befanden sich als Pellet am Boden der Platte, während der Überstand die 

zytoplasmatische Fraktion beinhaltete. Der Überstand wurde abgenommen und in 

neue Eppendorf-Reaktionsgefäße5 überführt, um dann bei -20°C asserviert zu 

werden. Das verbleibende Mitochondrienpellet wurde in 468 µl Reagenz A und 22 

µl Proteaseinhibitor gelöst und erneut abzentrifugiert (12000 rcf, 5 min, 4°C). Der 

Überstand wurde komplett entfernt und die aufgereinigten Mitochondrien bis zur 

Verwendung bei -20°C eingefroren. 

 

 Analyse des mitochondrialen Proteoms 

 

Zur Erstellung eines differentiellen Proteinprofils der Mitochondrien von CD4+-Zellen 

gesunder und an ERU erkrankter Pferde wurden die isolierten Mitochondrien von 

vier gesunden und vier an ERU erkrankten Tieren zunächst einem modifiziertem 

„Filter-aided Sample Preparation“ (FASP) - Verdau unterzogen und anschließend 

mittels LC-MS/MS analysiert. Aus den daraus gewonnen Massensprektren wurden 

Proteine identifiziert und quantifiziert, sowie statistisch und bioinformatisch 

analysiert.  

 

 Modifizierter FASP-Verdau der equinen Mitochondrien 

3.7.1.1 Puffer und Lösungen 

 

1 M Dithiothreitol (DTT) 

DTT (1 M)  15,42 mg 

in 1 ml HPLC Wasser lösen 
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2-Iodacetamid (300 mM)  55,4 mg 

in 1 ml HPLC Wasser lösen 

 

Harnstoffpuffer (Urea A-Puffer, UA-Puffer) 

Harnstoff (8 M)  48,03 mg 

1 M Tris-HCl pH 8,5 (100 mM)  100 µl 

in 1 ml HPLC Wasser lösen 

 

Ammoniumbicarbonat (ABC) - Puffer  

ABC (50 mM) 19,75 mg 

in 5 ml HPLC Wasser lösen 

 

Trypsin  

Trypsin16 (1mg/ml)  20 µg 

in 20 µl ABC-Puffer lösen  

 

Lys-C  

Lysyl Endopeptidase17 (0,5 mg/ml)  20 µg 

in 40 µl ABC-Puffer lösen 

 

5% Acetonitril 

Acetonitril 5 %  50 µl 

ad 1 ml ABC-Puffer 

 

Trifluoressigsäure 0,5 % 

gebrauchsfertig. 

  

 

16 Promega, Mannheim 
17 Wako, Neuss 
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3.7.1.2 Durchführung des FASP-Verdaus der equinen Mitochondrien 

 

Es wurden jeweils die aus 2 x 107 CD4+-Zellen gewonnenen Mitochondrien 

verwendet, mit Ausnahme von einem Kontroll- und einem ERU-Tier. Bei dem 

Kontrolltier wurden die Mitochondrien aus 6,7 x 106 CD4+-Zellen und bei dem ERU-

Tier aus 1 x 107 CD4+-Zellen verwendet. Die Proben wurden in 200 µl 

Harnstoffpuffer unter Zugabe von 1 µl DTT (1 M) für 30 min auf dem Schüttler bei 

RT reduziert. Anschließend wurde die Probe mit 200 µl Harnstoffpuffer verdünnt 

und es folgte die Alkylierung durch die Zugabe von 10 µl Iodoacetamid (300 mM) 

für 30 min bei RT auf dem Schüttler im Dunkeln. Um nicht umgewandeltes 

2-Iodacetamid abzufangen, wurden erneut 2 µl DTT (1 M) hinzugefügt.  

Die 30 kDa Cut-off-Zentrifugenfilter18 wurden mit 100 µl Harnstoffpuffer äquilibriert 

und 10 min bei RT mit 15000 rcf zentrifugiert. Die Proben wurden mittels 

Zentrifugation bei RT mit 15000 rcf für 15 min auf die die Zentrifugenfilter4 

übertragen und anschließend dreimal mit 200 µl Harnstoffpuffer und zweimal mit 

100 µl ABC-Puffer (50 mM) gewaschen (15000 rcf, 15 min, RT). Nach dem 

Waschen wurden die Filter4 in neue Tubes übertragen. Die Proteine wurden 

zunächst 2 h bei RT durch 0,5 µg Lysyl-Endopeptidase in 40 µl ABC-Puffer und 

anschließend für 16 h bei 37°C durch 1 µg Trypsin und 10 µl ABC-Puffer verdaut. 

Die Peptide wurden durch die Zentrifugation (15000 rcf, 15 min, RT) der Filter eluiert 

und als Durchlauf aufgefangen. Anschließend wurden 20 µl ABC-Puffer mit 5 % 

Acetonitril auf den Filter gegeben und erneut zentrifugiert (15000 rcf, 15 min, RT). 

Dieses Eluat wurde ebenfalls aufgefangen und mit dem ersten zusammengeführt. 

Zuletzt wurden die Eluate mit Trifluoressigsäure (0,5 %) angesäuert, sodass der pH-

Wert 2 betrug und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. 

  

 

18 Sartorius, Göttingen 
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 LC-MS/MS 

3.7.2.1 Puffer und Lösungen 

 

Puffer A 

Acetonitril 2%  20 ml 

Methansäure1 0,1%  1 ml 

ad 1 l HPLC Wasser1 

 

Puffer B 

Acetonitril 99.9% 980 ml 

Methansäure 0,1%  1 ml 

Ad 1 l HPLC Wasser1 

 

3.7.2.2 Flüssigkeitschromatographie und Messung der Massenspektren 

 

Die massenspektrometrische Analyse über LC-MS/MS wurde in Zusammenarbeit 

mit dem Metabolomics and Proteomics Core des Helmholtz Zentrums München 

unter der Leitung von Frau Dr. Stefanie Hauck durchgeführt. Die über FASP 

verdauten Peptide wurden im datenabhängigen Modus mittels einem Q Exactive 

HF-X Massenspektrometer14 analysiert, das online an eine UItimate 3000 RSLC 

nano-HPLC14 gekoppelt war. Die Proben wurden automatisch injiziert und auf die 

Nanotrap-Säule14 (300 µm Innendurchmesser x 5 mm, Acclaim PepMap100 C1814, 

5 µm, 100 Å) mit einer Flussrate von 30 µl/min geladen, um anschließend auf der 

analytischen Säule (75 µm Innendurchmesser × 25 cm, nanoEase MZ HSS T3 

Säule19, 1,8 µm, 100 Å) durch einen 95-minütigen nicht-linearen Gradientenfluss mit 

einer Flussrate von 250 nl/min chromatographisch aufgetrennt zu werden. Ein 

Gradient von 3 bis 40 % Acetonitril wurde durch verschiedene Zusammensetzungen 

von Puffer A und Puffer B erreicht. Nach der Nanospray Ionisierung wurden 

Peptidspektren, von den sogenannten Vorläuferionen in einem Masse zu 

Ladungsverhältnis (m/z) von 300 bis 1500 mit einer Auflösung von 60.000 im 

 

19 Waters, Eschborn 
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Profilmodus aufgenommen. Die „automatic gain control“ (AGC) Vorgabe war auf 

3e6 gestellt mit einer maximalen Injektionszeit von 30 ms. Aus diesen 

Peptidspektren wurden folgend die intensivsten 15 Stück (TOP15) für die 

Fragmentanalyse ausgewählt, wenn sie zwei- bis siebenfach geladen waren. Die 

Auflösung der Fragmentspektren lag bei 15.000 im Profilmodus, und einem AGC 

von 1e5 bei einer maximalen Injektionszeit von 50 ms. Das Isolationsfenster lag bei 

1.6 m/z und die normalisierte Kollisionsenergie wurde auf 28 festgesetzt. Der 

dynamische Ausschluss von bereits fragmentierten Vorläuferionen wurde auf 30 s 

eingestellt. 

 

 Rohdaten-Prozessierung und Quantifizierung 

 

Die Rohspektren wurden in die Software Proteome Discoverer 2.414 importiert. Die 

Pepide wurden mithilfe des Sequest HT Algorithmus in der Ensembl-Datenbank für 

Pferde (Release 108, http://www.ensembl.org/EquCab) identifiziert. Hierfür wurden 

folgende Einstellungen gewählt: vollständige Trypsin-Spaltung, 10 ppm Peptid-

Massentoleranz der Vorläuferionen und 20 mmu Fragmentmassentoleranz, eine 

verpasste Spaltung war erlaubt, Carbamidomethylierung von Cystein war als feste 

Modifikation eingestellt, Methioninoxidation und Asparagin- oder Glutamin-

Deamidierung waren als variable Modifikationen erlaubt. Für die Validierung der 

Peptidspektrum-Übereinstimmungen wurde der Perculator Algorithmus verwendet, 

wobei für jedes Spektrum nur der beste Treffer gewertet wurde und ein Grenzwert 

von einer False Discovery Rate (FDR) < 1% erfüllt wurde.   

Die Label-freie Quantifizierung erfolgte anhand der kumulativen Abundanzen aller 

Peptide der einzelnen Proteine.  Um Ungenauigkeiten bei der Lademenge der 

Proben auszugleichen wurden die Proteinabundanzen auf die Gesamtintensität der 

Proben normalisiert und die sich daraus ergebenden normalisierten Abundanzen 

wurden für die statistische Auswertung in Excel13 exportiert und log2 transformiert.  

  

http://www.ensembl.org/EquCab
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 Statistische und bioinformatische Datenanalyse 

 

Für die statistische Analyse wurden die log2-transformierten, normalisierten 

Abundanzen für die Berechnung des Student's t-Tests verwendet. Proteine wurden 

als signifikant angesehen, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war und nur dann für 

die weiteren Analysen verwendet. Die humanen Orthologe der identifizierten 

Proteine wurden mit der humanen MitoCarta3.0-Datenbank abgeglichen und als 

mitochondrial klassifiziert, wenn sich entweder das HGNC-Symbol oder der 

Genname mit einem in der Datenbank aufgeführten Symbol oder dessen 

Synonymen überschnitten. Proteine, die in weniger als 2 Proben vorkamen, wurden 

von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die bioinformatische Analyse wurde mit 

dem Ingenuity Pathway Analysis (IPA)20 Programm bei einem p-Wert Cut-off (FDR) 

≤ 0,05 durchgeführt (Datum: 04.01.2023).  

Für die Voraussage der Aktivität der Stoffwechselwege (Pathway-Aktivitäts-

Analyse; Kapitel 4.3.3), sowie der nachgeschalteten Funktionen (Downstream-

Effect-Analyse; Kapitel 4.3.8) wurde ein z-Score berechnet. Die Berechnung des z-

Scores basiert darauf, dass die Richtung der beobachteten differenziellen 

Proteinabundanz im Datensatz mit den aus der Literatur bekannten 

Zusammenhängen abgeglichen wird und für jedes Protein entweder ein Wert von 

+1 für „übereinstimmend“ oder -1 für „nicht übereinstimmend“ vergeben wird. Für 

die Berechnung des z-Scores wird die Summe der Werte durch die Wurzel aus der 

Gesamtanzahl der am Stoffwechselweg beteiligten, differentiell abundanten 

Proteine aus dem Datensatz dividiert, sodass sich die folgende Formel zur 

Berechnung ergibt: 

 

z − Score =  
∑ 𝑊𝑒𝑟𝑡𝑒

√𝑛(𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡)
 

 

Ein positiver z-score sagt eine Aktivierung und ein negativer eine Inhibition des 

Stoffwechselwegs voraus. Ein z-score größer als 2 oder kleiner als -2 wurde als 

signifikant angesehen.  

 

 

20 Qiagen, Hilden 
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 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

(SDS-PAGE) und Immunoblot 

 

Es wurden die CD4+-Zellen von sechs gesunden und fünf an ERU erkrankten 

Pferden für die Quantifizierung von MUL1 im Immunoblot verwendet. Je 1 x 107 

Zellen wurden nach der Isolierung in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße5 pelletiert 

(2200 rcf, 4°C, 10 min). Anschließend wurde der Überstand abgenommen und die 

Zellen bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Darüber hinaus wurden die aus den 

CD4+-Zellen isolierten Mitochondrien von vier gesunden und vier an ERU 

erkrankten Tieren auf ihre Reinheit überprüft. 

 

 Vorbereitung der Proben   

3.8.1.1 Puffer und Lösungen 

 

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)- 

Lysepuffer 

Harnstoff7 (9 M)  27,00 g  

Thioharnstoff21 (2 M)  7,60 g  

CHAPS (4 %)  2,00 g  

DTT (65 mM)  0,50 g  

in 50 ml doppelt destilliertem Wasser lösen und bei RT mindestens fünf Stunden 

rühren. Anschließend zu je 1 ml aliquotieren und bei -20°C lagern. Direkt vor 

Gebrauch 100 μl doppelt destilliertes Wasser pro 1 ml Lysepuffer zusetzen.  

 

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lösung 10 % 

SDS22 10,00 g 

in 100 ml doppelt destilliertem Wasser lösen. Lösung bei RT lagern. 

 

 

 

21 Cytiva, Freiburg 
22 AppliChem, Darmstadt 
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Radio-Immunoprecipitation Assay (RIPA)-Lysepuffer 

Tris-HCl4, pH 8,0 (50 mM) 60,6 mg 

NaCl (150 mM) 87,7 mg 

Natriumdeoxycholat (0,5 %) 50 mg 

NP-4015 (1 %) 100 µl  

10% SDS-Lösung (0,1 %) 100 µl 

in 10 ml destilliertem Wasser lösen. 

 

Proteaseinhibitor ohne EDTA 

Complete Proteaseinhibitor-Cocktail, gebrauchsfertig15 

 

HCl 

Salzsäure 1 M, gebrauchsfertig 

 

3.8.1.2 Zelllyse 

 

Die Zerstörung der Zellstrukturen der CD4+-Zellen erfolgte durch die Zugabe von 

100 – 200 µl RIPA-Lysepuffer, dem kurz vor der Verwendung 20 µl Complete 

Proteaseinhibitor pro ml Lysepuffer zugesetzt wurden. Anschließend wurde die 

Suspension in QIAshredder20 pipettiert und bei 16.100 rcf für 2 min zentrifugiert, um 

eine möglichst vollständige Homogenisierung zu erreichen.  

Die Lyse der isolierten Mitochondrien erfolgte mit 20 µl CHAPS-Lysepuffer und 

durch mehrmaliges auf- und abpipettieren.  

 

3.8.1.3 Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate 

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit einem Nanophotometer23. 

Der entsprechende, für die Probe verwendete Lysepuffer wurde zur Bestimmung 

des Leerwertes herangezogen und die Proteinkonzentration der Probe 

anschließend photometrisch bestimmt.  

 

23 Implen, München 
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 SDS-PAGE 

3.8.2.1 Puffer und Lösungen 

 

Acrylamid-Lösung 

Acrylamid-Bis Lösung 33 %, gebrauchsfertig8 

 

Bromphenolblau-Lösung 

Eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver 

in doppelt destilliertem Wasser lösen. 

 

Ammoniumpersulfat (APS)-Lösung 10 % 

APS8 (10 %)  0,10 g 

in 1 ml doppelt destilliertem Wasser lösen. 

 

N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamine (TEMED)-Lösung 

TEMED, gebrauchsfertig22 

 

SDS-Lösung 10 % 

Siehe Kapitel 3.8.1.1 

 

SDS-Lösung 20 % 

SDS22 20,00 g 

in 100 ml doppelt destilliertem Wasser lösen. Lösung bei RT lagern. 

 

Gelpuffer, pH 8,8 

Tris8 (1,5 M)  18,15 g 

in 100 ml doppelt destilliertem Wasser lösen und pH 8,8 auf einstellen. 

 

Sammelgelpuffer, pH 6,8 

Tris8 (0,5 M)  6,00 g 

in 100 ml doppelt destilliertem Wasser lösen und pH auf 6,8 einstellen. 
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5x Elektrophoresepuffer-Stammlösung, pH 8,3 

Tris8 (124 mM)  15,00 g 

Glycin8 (960 mM)  72,00 g 

SDS22 (0,05 %)  5,00 g 

in 1000 ml destilliertem Wasser lösen und pH auf 8,3 einstellen. 

Die Stammlösung wird für die Elektrophorese 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnt. 

 

5x Laemmlipuffer (reduzierend) 

1,5 M Tris-HCl4, pH 6,8 (250 mM)  8,33 ml 

20 % SDS-Lösung (5 %)  12,50 ml 

Glycerin, wasserfrei8 (50 %)  25,00 ml 

500 mM 2-Mercaptoethanol4  1,75 ml 

in 50 ml doppelt destilliertem Wasser und eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver 

hinzufügen. Lösung aliquotieren und bei -20°C lagern. 

 

Abdichtgel 

Doppelt destilliertes Wasser 400 μl 

33 % Acrylamid-Lösung  200 μl 

10 % APS-Lösung  20 μl 

TEMED-Lösung  2 μl 

APS- und TEMED-Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele zugeben. 

 

Laufgel (15 % SDS Gel) 

Doppelt destilliertes Wasser 2,5 ml 

Gelpuffer, pH 8,8  2,5 ml 

33 % Acrylamid-Lösung  5,0 ml 

10 % SDS-Lösung  100 μl 

10 % APS-Lösung  50 μl 

TEMED-Lösung  5 μl 

APS- und TEMED-Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele zugeben. 

 

Sammelgel (4 % SDS Gel) 

Doppelt destilliertes Wasser 6,17 ml 

Sammelgelpuffer, pH 6,8  2,50 ml 
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33 % Acrylamid-Lösung  1,33 ml 

10 % SDS-Lösung  100 μl 

Bromphenolblau-Lösung  100 μl 

10 % APS-Lösung  50 μl 

TEMED-Lösung  10 μl 

APS- und TEMED-Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele zugeben. 

 

2-Propanol 

2-Propanol (Isopropanol), gebrauchsfertig24 

 

3.8.2.2 Durchführung der 1D Gelelektrophorese 

 

Die Auftrennung der Proteine der equinen CD4+-Zell- und Mitochondrien-Lysate 

erfolgte nach der von Laemmli beschriebenen Methode durch Anlegen einer 

elektrischen Spannung in der SDS-PAGE (Laemmli 1970). Die Proteine werden 

hierbei ihrer Molekülmasse entsprechend in einem elektrischen Feld aufgetrennt, 

da sie unterschiedlich weit in ein Gel einlaufen. Die Gele wurden in einer Mini 

Protean Tetra System Gießkammer25 mit einer Größe von 8 x 7 cm und einer Dicke 

von 1 mm gegossen. Zunächst wurde ein schnell aushärtendes Abdichtgel 

gegossen, um ein Auslaufen der Gele zu vermeiden. Darauf wurde das 15%ige 

Laufgel eingefüllt und sofort mit Isopropanol überschichtet. Das Gel wurde etwa 30 

min lang bei RT stehen gelassen, um eine vollständige Aushärtung zu erreichen. Im 

Anschluss wurde das Isopropanol sorgfältig abgenommen und das Sammelgel auf 

das Laufgel geschichtet. In das noch flüssige Sammelgel wurde ein Kamm zur 

Herstellung der Probentaschen eingeführt und das Sammelgel ebenfalls etwa 30 

min bis zur Aushärtung stehen gelassen. In dieser Zeit wurden die aufzutrennenden 

Proben mit 0,6 µl reduzierendem 5x Lämmlipuffer pro µl Proteinlysat verdünnt und 

im Thermomixer26 (750 rpm) fünf Minuten bei 95°C erhitzt und anschließend direkt 

wieder auf Eis gestellt. Als Referenz für die Bandenhöhe wurde in eine der 

vorgeformten Geltaschen 4 μl einer Markerprotein-Mischung (Triple Colour Protein 

 

24 CLN, Freising 
25 BioRad, Neuried 
26 Eppendorf, Hamburg 
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Standard III8) gegeben und in die restlichen Geltaschen die jeweils aufzutrennenden 

Proben. Die ausgehärteten und befüllten Gele wurden in Elektrophoresekammern25 

überführt und diesen 1x Elektrophoresepuffer hinzugefügt. Anschließend wurden 

die Kammern an das PowerPac Basic Power Supply25 angeschlossen. Die 

Spannung wurde zunächst auf 12,5 mA pro Gel eingestellt, bis die Proben in das 

Sammelgel eingelaufen waren und die Lauffront das Laufgel erreicht hatte. Dann 

wurde die Ampèrezahl schrittweise auf 25 mA pro Gel erhöht. Als die Lauffront am 

unteren Gelrand ankam, wurde die Elektrophorese beendet. 

 

 Immunoblot 

3.8.3.1 Puffer und Lösungen 

 

Anodenpuffer I 0,3 M, pH 10,4 

Tris8  36,33 g 

Methanol24  200 ml 

in 1000 ml doppelt destilliertem Wasser lösen 

 

Anodenpuffer II 25 mM, pH 10,4 

Tris8  3,03 g 

Methanol24  200 ml 

in 1000 ml doppelt destilliertem Wasser lösen 

 

Kathodenpuffer, pH 9,4 

Tris8  3,03 g 

ε-Aminocapronsäure22  5,25 g 

Methanol24  200 ml 

in 1000 ml doppelt destilliertem Wasser lösen 

 

Ponceau-Färbelösung 

Ponceau-S (0,2 %)  0,20 g 

Trichloressigsäure8 (3 %)  3,00 g 

in 100 ml doppelt destilliertem Wasser lösen 
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PBS-Tween Lösung (PBS-T) 

Tween-2022 (0,05 %)  0,5 ml 

ad 1000 ml PBS. 

 

PBS-T mit 4% BSA 

BSA 4 g 

in 100 ml PBS-T lösen. 

 

ECL (Enhanced-Chemilumineszenz)-Lösung A 

Tris8 (20 mM)  2,42 g 

Luminol8  50 mg 

in 200 ml doppelt destilliertem Wasser lösen, pH auf 8,6 einstellen.  

Lagerung bei 4°C. 

 

ECL-Lösung B 

Para-Hydroxycumarinsäure  0,11 g 

in 100 ml DMSO lösen. 

Dunkel und bei RT lagern. 

 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 

H2O2 30 %, gebrauchsfertig 

 

ECL-Entwicklungslösung: 

Lösung A  10 ml 

Lösung B  1 ml 

30 % H2O2  3 μl  

Erst unmittelbar vor dem Gebrauch anmischen.  
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3.8.3.2 Antikörper 

 

Folgende primäre Antikörper wurde zur Färbung der Proteinbanden verwendet: 

 

Antikörper Klon Isotyp Firma Verdünnung 

Anti-human MUL1 Polyklonal Kaninchen 

IgG 

Bioss, Woburn, 

USA 

1:2000 

Anti-human 

ATP5β 

E-1 Maus IgG1 Santa Cruz, 

Heidelberg 

1:100 

Anti-human 

LAMP2b 

Polyklonal Kaninchen 

IgG 

Abcam,  

Milton, UK 

1:2000 

Anti-human 

GRP78 

40 Maus 

IgG2a 

BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:500 

Anti-Ratte B23 FC82291 Maus IgG1 Merck, 

Darmstadt 

1:1000 

Anti-human 

GAPDH 

6C5 Maus IgG1 Merck, 

Darmstadt 

1:500 

 

 

Es wurden folgende Peroxidase (POD)-gekoppelte sekundäre Antikörper 

verwendet: 

 

Antikörper  Wirtsspezies Firma Verdünnung 

Anti-Maus IgG (H+L) 

POD 

Ziege  Merck, 

Darmstadt  

1:10.000 

Anti-Kaninchen IgG (H+L) 

POD 

Ziege Fisher Scientific, 

Schwerte  

1:10.000 

 

3.8.3.3 Durchführung des Immunoblot 

 

Nach der Elektrophorese wurde ein Western Blot durchgeführt. Die aufgetrennten 

Proteine wurden mit einem diskontinuierlichen Puffersystem in einem Semi-dry-

Elektroblotter (PerfectBlue SedecTM M7) mittels vom Gel auf eine 

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran (Amersham™ Hybond™ 0,45 PVDF21) 

geblottet. Hierfür wurden zunächst spezielles Blot-Papier7 und die PVDF-Membran 

auf die Größe des Gels zugeschnitten. Auf die anodische Platte des Elektroblotters 

wurden zwei in Anodenpuffer I getränkte Blot-Papiere7 und ein in Anodenpuffer II 
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getränktes Blot-Papier7 gelegt. Als nächstes wurde die PVDF-Membran in Methanol 

und doppelt destilliertem Wasser getränkt und auf die Anodenpapiere gelegt. Das 

SDS-Gel wurde vorsichtig aus der Elektrophorese-Kammer gelöst und auf die 

Membran gelegt. Zuletzt kamen drei in Kathodenpuffer getränkte Blot-Papiere7 auf 

das Gel. Dabei wurde stets darauf geachtet Luftblasen zu vermeiden und 

entstandene Luftblasen wurden vorsichtig mit einem Western Blot Roller25 

ausgestrichen. Anschließend wurde die kathodische Platte des Elektroblotters 

aufgesetzt. Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte mit Hilfe 

eines peqPower 250V Power Supply7 bei einer Stromstärke von 2,5 mA/cm2 und 

einer Transferzeit von 40 min. 

 

3.8.3.4 Ponceau-Färbung zur Überprüfung des Proteintransfers  

 

Um den Proteintransfer auf die PVDF-Membran zu überprüfen, wurde die Membran 

zehn Minuten in Ponceau S-Färbelösung inkubiert. Anschließend wurden die 

Proteinbanden auf der Membran durch kurzes Waschen in doppelt destilliertem 

Wasser (Entfernen der Hintergrundfärbung) sichtbar gemacht und dokumentiert. 

Abschließend wurden die Membranen durch mehrmaliges Waschen in PBS-T 

komplett entfärbt. 

 

3.8.3.5 Immun-Färbung und Entwicklung der Membranen 

 

Nach der Ponceau-Färbung erfolgte die Blockade der Membranen für eine Stunde 

bei RT mit 4 % BSA in PBS-T. Anschließend wurden diese dreimal für 10 min in 

PBS-T gewaschen. Es folgte die Inkubation mit Antigen-spezifischen primären 

Antikörpern über Nacht bei 4°C. Sollten mehrere Antikörper auf einer Membran 

getestet werden, wurden die Membranen entsprechend zugeschnitten. 

Überschüssiger primärer Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen für 10 min 

mit PBS-T entfernt und es folgte die Inkubation mit einem entsprechenden 

POD-konjugierten sekundären Antikörper in PBS-T für 60 min bei RT. Danach 

wurde überschüssiger sekundärer Antikörper durch sechs Waschschritte in 10-

Minuten-Intervallen mit PBS-T entfernt. Für die Detektion der POD-markierten 
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Proteine wurden die Membranen für 2 min bei RT in einer frisch angesetzten 

ECL-Lösung (siehe Kapitel 3.7.1.2) inkubiert und die Chemilumineszenz in einem 

Amersham Imager60021 entwickelt. Nach der Entwicklung wurden die 

Blotmembranen zum Entfernen der ECL-Lösung kurz in doppelt destilliertem 

Wasser und anschließend dreimal 10 min in PBS-T gewaschen. Es folgte die 

Reinkubation mit dem nächsten primären Antikörper.  

 

3.8.3.6 Quantifikation und statistische Auswertung der MUL1 Banden  

 

In dieser Arbeit wurden die Immunoblots zur Expressionsbestimmung von MUL1 in 

den CD4+-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde quantifiziert und 

statistisch ausgewertet (siehe Kapitel 4.3.10). Hierfür wurde die Intensität der 

Banden mit Hilfe der ImageQuant Software21 quantifiziert. Dazu wurden die 

Volumina der Banden unter Berücksichtigung des Schwärzungsgrades und Abzug 

des Hintergrundes berechnet. Ein höheres Volumen entsprach dabei einer 

stärkeren Expression des detektieren Proteins in der jeweiligen Probe. Zur 

Normalisierung der MUL1-Banden auf die Proteinladung der jeweiligen Probe 

wurden die Membranen zusätzlich mit einem anti-GAPDH Antikörper reinkubiert 

und entwickelt. Die ermittelten Volumina der MUL1-Banden wurden zu den 

Volumina der GAPDH-Banden ins Verhältnis gesetzt. Anschließend wurden die 

ermittelten, normalisierten Werte der Proben von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden mittels eines Kolmogorov-Smirnov Tests (KS) auf ihre Normalverteilung 

überprüft. Hierbei ergab sich eine Normalverteilung für beide Gruppen (KS: > 0,05), 

sowie eine Varianzhomogenität (F-Test > 0,05) und somit wurde der Student’s t-

Test zur Auswertung herangezogen. Ein Wert von p ≤ 0,05 wurde als statistisch 

signifikant angesehen.  
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 Super-Resolution-Mikroskopie mittels dSTORM 

 Puffer und Lösungen 

 

Poly-D-Lysin 

siehe Kapitel 3.5.1 

 

Seahorse XF Medium 

Siehe Kapitel 3.5.1 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,4  

Siehe Kapitel 3.2.1  

 

BD Cytofix/Cytoperm Fixierungs- und Permeabilisierungslösung 

gebrauchsfertig27 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) mit 5% BSA 

BSA 5,0 g 

in 100 ml PBS, pH 7,4 lösen. 

 

Paraformaldehyd (PFA)-Fixierlösung 4 %  

PFA 40,0 g  

in 800 ml PBS eine Stunde bei 60°C rühren und im Eisbad abkühlen lassen  

auf 1000 ml mit PBS auffüllen und pH-Wert auf 7,4 einstellen. 

 

dSTORM-Basis-Puffer 

Tris-HCl, pH 8,0 (50 mM)  78,8 mg 

NaCl (10mM)  5,84 mg 

Glukose (10%)  1 g 

in 10 ml destilliertem Wasser lösen. 

 

 

 

27 BD Biosciences, Heidelberg 
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dSTORM-Imaging-Puffer 

56 mg/ml Glukoseoxidase (0,56 mg/ml) 100 µl 

3,4 mg/ml Katalase (34 µg/ml) 100 µl 

14,3 M 2-Mecaptoethanol (140 mM) 100 µl 

kurz vor der Verwendung zu 10 ml dSTORM-Basis-Puffer hinzufügen. 

 

 Antikörper 

 

Folgender primärer Antikörper wurde zur immunzytochemischen Färbung der 

equinen PBL verwendet: 

 

Antikörper Klon Isotyp Firma Verdünnung 

Anti-TOMM20 29 mIgG1 BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:200 

 

 

Zur Fluoreszenz-Färbung wurde folgender Fluoreszenz-Farbstoff-gekoppelter 

sekundärer Antikörper verwendet: 

 

Antikörper und 

Flourchrom 

Wirtsspezies Firma Verdünnung 

Anti-Maus IgG (H+L) 

Alexa 647 

Ziege  Merck, 

Darmstadt  

1:500 

 

 Färbung 

 

Es wurde die äußere Mitochondrienmembran mit einem Antikörper gegen das 

Protein „Translocase of outer mitochondrial membrane 20“ (TOMM20) auf PBL von 

einem gesunden Kontrollpferd immunzytologisch gefärbt. Zunächst wurden 

gekammerte 8-Well Objektträger28 mit einer Dicke von 0,170 mm (±0,005 mm) mit 

Poly-D-Lysin beschichtet. Dazu wurden 300µl in jedes Well pipettiert und eine 

Stunde bei RT inkubiert. Der Überstand wurde vorsichtig entfernt und anschließend 

 

28 IBL, Gerasdorf bei Wien, Österreich 
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mit 300 µl destilliertem Wasser gewaschen, indem dieses vorsichtig und langsam 

mit einer Pipette in die Ecke eines jeden Wells gegeben und aus derselben Ecke 

wieder abgenommen wurde. Alle folgenden Waschschritte wurden nach diesem 

Prinzip durchgeführt. Die Objektträger wurden anschließend bei RT unter dem 

Abzug offen stehen gelassen, bis sie vollständig trocken waren. Im Anschluss 

wurden 1 x 105 Zellen pro Delle in 300µl Seahorse XF Medium ausgesät und 4 h im 

Inkubator bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, um ein Absinken der PBL auf den Boden 

der Platte zu ermöglichen. Der Überstand wurde vorsichtig entfernt und jedes Well 

einmal mit warmem PBS (37°C) gewaschen. Anschließend wurde im 

Lichtmikroskop kontrolliert, ob die Zellen am Boden haften. Die Zellen wurden dann 

für 20 min mit BD Cytoperm/Cytofix Fixierungs- und Permeabilisierungslösung bei 

RT inkubiert, um die Plasmamembran für die intrazelluläre Färbung durchlässig zu 

machen. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal in 300 µl PBS mit 5% BSA 

gewaschen, wobei der Puffer beim letzten Waschschritt für 5 min bei RT auf den 

Zellen verblieb. Der primäre anti-TOMM20 Antikörper wurde 1:200 in PBS mit 5% 

BSA verdünnt und 300 µl der Antikörper-Verdünnung wurden in das Well gegeben. 

Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. Nach der Inkubation mit dem primären 

Antikörper erfolgten drei Waschschritte in 300 µl PBS mit 5% BSA. Beim letzten 

Waschschritt verblieb der Puffer wieder für 5-10 min im Well. Der mit Alexa 647 

gekoppelte sekundäre anti-Maus IgG Antikörper wurde 1:500 in PBS mit 5% BSA 

verdünnt und anschließend mit 5% hitzedeaktiviertem Pferdeserum versetzt und für 

30 min bei RT geschwenkt. Dies minimiert die unspezifische Bindung des 

Antikörpers gegen equine Epitope. Schließlich wurden 300 µl der präadsorbierten 

sekundären Antikörper-Verdünnung in das Well pipettiert und für 1 h bei RT 

inkubiert. Es folgten wieder drei Waschschritte nach dem gleichen Schema, der 

Puffer verblieb beim letzten Waschschritt wieder für 5 - 10 min im Well. Im Anschluss 

wurden die Zellen mit 4% PFA für 10 min bei RT fixiert und dann dreimal in 300 µl 

PBS ohne BSA gewaschen. Bis zur Bildaufnahme wurden die gefärbten und 

fixierten Zellen in 300 µl PBS bei 4°C gelagert. Kurz vor der Bildaufnahme wurden 

die Zellen erneut zweimal mit PBS (4°C) gewaschen und das PBS durch 300 µl 

dSTORM-Imaging-Puffer ersetzt.  
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 Bildaufnahme und Bildverarbeitung 

 

Die Fluoreszenzbilder wurden mit einem Abbelight Super Resolution Mikroskop29 

bestehend aus einem inversen Olympus IX83 Mikroskop30, einem Abbelight SAFe 

180 Nanoscopy Modul29 und Oxxius Lasern (LPX-640-500-CSB)31 aufgenommen.  

Der Laser mit einer Wellenlänge von 640 nm wurde über die ASTER-Technologie 

mit „total internal reflection fluorescence“ (TIRF)-Beleuchtung in das Mikroskop 

geleitet und mit einem dichroitischen Vierbandspiegel (Di03-R405/488/532/635-t1-

25×36)32 auf das 100x Ölimmersionsobjektiv reflektiert. Das emittierte Licht wurde 

mit einem Vierband-Bandpassfilter (FF01-446/510/581/703-25)32 in den 

Detektionspfad gefiltert. Die Emission der Flourochrome wurde mit einer optischen 

Pixelgröße von 108 nm durch eine 2048 × 2048 Pixel sCMOS-Kamera (Orca-fusion 

C1440-20UP)33 aufgenommen. 

Die Bildaufnahme erfolgte mit 50 Hz. Es wurden 10.000 Bilder mit einer 

Laserleistung von etwa 40 mW aufgenommen. Die Rekonstruktion der 

hochauflösenden Bilder erfolgte mit der Software NEOAnalysis29 unter Verwendung 

des Gauß'schen Anpassungsalgorithmus und die laterale Drift wurde mit einem 

Algorithmus zur Korrektur der Kreuzkorrelation korrigiert. 

 

 

  

  

 

29 Abbelight, Cachan, Frankreich 
30 Olympus, Tokio, Japan 
31 Oxxius, Lannion, Frankreich 
32 Semrock, Rochester, USA 
33 Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan 
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4 Ergebnisse 

 Untersuchung der Abhängigkeit und Kapazität der PBL 

gesunder und an ERU erkrankter Pferde vom Glukose-, 

Glutamin- und Fettsäurestoffwechsel 

Der Stoffwechsel von Immunzellen ist ein rasant wachsendes Forschungsfeld und 

seine Rolle bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen rückt immer mehr in 

den Fokus (Galgani, Bruzzaniti et al. 2020). Wir konnten in unserer Arbeitsgruppe 

bereits einige Unterschiede im Metabolismus der PBL und CD4+-Zellen von Pferden 

mit ERU im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren aufzeigen (Barfuesser, 

Wiedemann et al. 2021). Sowohl PBL als auch die daraus isolierte CD4+-Fraktion 

von Pferden mit ERU zeigten im Basalstadium eine erhöhte 

Sauerstoffverbrauchsrate (engl. oxygen consumption rate; OCR), die auf eine 

vermehrte oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien zurückzuführen ist 

(Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Darüber hinaus zeigten die PBL von an ERU 

erkrankten Tieren eine erhöhte basale sowie kompensatorische Glykolyserate 

(Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Eine mögliche Erklärung für die Unterschiede 

in der Glykolyserate und der oxidativen Phosphorylierung wäre eine sich 

grundsätzlich unterscheidende Fähigkeit der Zellen, die Substrate Glukose 

(Pyruvat), Glutamin (Glutamat) oder Fettsäuren in den Mitochondrien zu nutzen. Um 

dem nachzugehen, wurden die prozentuale Abhängigkeit, Kapazität und Flexibilität 

der PBL von gesunden und an ERU erkrankten Pferden von Glukose (Pyruvat; 

Abbildung 4.1), Glutamin (Abbildung 4.2) und langkettigen Fettsäuren (Abbildung 

4.3) mithilfe des Fuel Flex Tests im Seahorse XF Analyzer untersucht und 

verglichen.  

Alle getesteten Tiere in beiden Gruppen hatten eine Glukosekapazität von 100%. 

Von Glukose waren die PBL gesunder Pferde im Mittel zu 75,8% und die PBL von 

an ERU erkrankten Pferden zu 73,9% abhängig. Die Glukose-Flexibilität belief sich 

im Durchschnitt auf 24,3% für die Kontrollgruppe und 26,1% für die ERU-Gruppe. 

Die prozentuale Kapazität, Abhängigkeit und Flexibilität der PBL von Glukose 

unterschieden sich zwischen gesunden und an ERU erkrankten Pferden nicht 

signifikant (Abbildung 4.1). 
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Abbildung 4.1 Abhängigkeit, Kapazität und Flexibilität der PBL gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde von Glukose.  Es sind die prozentuale Abhängigkeit und Kapazität der equinen 

PBL gesunder (grau; n=6) und an ERU erkrankter (blau; n=6) Pferde von Glukose dargestellt. Die 

Flexibilität ergibt sich aus der Subtraktion der Abhängigkeit von der Kapazität (Flexibilität % = 

Kapazität % - Abhängigkeit %). Es ist jeweils der Mittelwert in Prozent dargestellt und die 

Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte bei keinem der Parameter ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (n.s. = nicht 

signifikant; Students t-Test).       

 

Die PBL von Kontrolltieren zeigten im Mittel eine Glutaminkapazität von 9,0% und 

die PBL von an ERU erkrankten Pferden eine von 3,6%. Die PBL von keinem der 

Tiere zeigte eine Abhängigkeit von Glutamin. Da die Abhängigkeit von Glutamin bei 

allen Tieren 0% betrug, entspricht die Flexibilität zugleich der Kapazität. Die 

prozentuale Kapazität, Abhängigkeit und Flexibilität der PBL von Glutamin 

unterschieden sich nicht signifikant zwischen gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden (Abbildung 4.2). 
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Abbildung 4.2 Abhängigkeit, Kapazität und Flexibilität der PBL gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde von Glutamin. Es sind die prozentuale Abhängigkeit und Kapazität der equinen 

PBL gesunder (grau; n=6) und an ERU erkrankter (blau; n=6) Pferde von Glutamin dargestellt. Die 

Flexibilität ergibt sich aus der Subtraktion der Abhängigkeit von der Kapazität (Flexibilität % = 

Kapazität % - Abhängigkeit %). Es ist jeweils der Mittelwert in Prozent dargestellt und die 

Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte bei keinem der Parameter ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (n.s. = nicht 

signifikant; Mann-Whitney U-Test).       

 

Bei Fettsäuren bestand im Mittel eine Kapazität von 29,1% bei den PBL von 

Kontrolltieren und 27,5% bei den PBL von Pferden mit ERU. Die Abhängigkeit 

betrug 5,5% bei den PBL von gesunden und 3,8% bei den PBL von erkrankten 

Pferden. Es wurde eine Flexibilität von 23,6% für die PBL gesunder Pferde und von 

24,2% für die PBL erkrankter Pferde errechnet. Es gab keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den PBL von gesunden und an ERU erkrankten Tieren bei 

den getesteten Parametern Kapazität, Abhängigkeit und Flexibilität (Abbildung 4.3).  
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Abbildung 4.3 Abhängigkeit, Kapazität und Flexibilität der PBL gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde von langkettigen Fettsäuren. Es sind die prozentuale Abhängigkeit und 

Kapazität der equinen PBL gesunder (grau; n=6) und an ERU erkrankter (blau; n=6) Pferde von 

langkettigen Fettsäuren dargestellt. Die Flexibilität ergibt sich aus der Subtraktion der Abhängigkeit 

von der Kapazität (Flexibilität % = Kapazität % - Abhängigkeit %). Es ist jeweils der Mittelwert in 

Prozent dargestellt und die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte bei 

keinem der Parameter ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen 

festgestellt werden (n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney U-Test).       

 

Zusammengenommen ist zu sagen, dass die PBL sowohl bei der gesunden als 

auch bei der erkrankten Gruppe eine hohe Abhängigkeit und Kapazität bei der 

Verstoffwechselung von Glukose zeigten, während sie nur eine geringe 

Abhängigkeit und moderate Kapazität vom Fettsäurestoffwechsel hatten. Von 

Glutamin waren die equinen PBL nicht abhängig, hatten jedoch die Kapazität, 

dieses zu einem geringen Prozentsatz zu nutzen. Für keines der Substrate konnte 

ein signifikanter Unterschied bei der Abhängigkeit, Kapazität oder Flexibilität 

zwischen den PBL von gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt 

werden.  
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 Untersuchung der Aktivität von Komplex I und Komplex II der 

Atmungskette sowie der Oxidation langkettiger Fettsäuren im 

Mitochondrium der CD4+-Zellen gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde 

Um die zugrundeliegenden Mechanismen der von unserer Arbeitsgruppe 

beobachteten Veränderungen bei der oxidativen Phosphorylierung in intakten 

CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021) 

besser zu verstehen, wurden nun Versuche an equinen CD4+-Zellen mit 

permeabilisierter Plasmamembran durchgeführt. Hierfür wurde die 

Plasmamembran der CD4+-Zellen mit rPFO permeabilisiert und die 

Sauerstoffverbrauchsrate in Reaktion auf verschiedene Substrate und Inhibitoren 

mithilfe eines Seahorse XF Analyzers gemessen. Als Substrat kam für die Versuche 

entweder Pyruvat mit Malat (Substrate für Komplex I), Succinat (Substrat für 

Komplex II) in Kombination mit Rotenon (Inhibitor von Komplex I) oder Palmitoyl-L-

Carnitin (langkettige Fettsäure) jeweils in Kombination mit ADP zum Einsatz, gefolgt 

von der Injektion von Oligomycin und zuletzt Rotenon mit Antimycin A. Anhand der 

Veränderungen der Sauerstoffverbrauchsrate in Reaktion auf die Substrate und 

Inhibitoren wurde das Stadium 3 und 4O der mitochondrialen Respiration errechnet.  

Da noch keine Protokolle für die Untersuchung permeabilisierter equiner CD4+-

Zellen im Seahorse XF Analyzer vorlagen (Stand der Literaturrecherche: März 

2023), musste der Assay zunächst für diesen Zelltyp optimiert werden. 

 

 Etablierung einer optimalen Zellzahl zur Messung der Pyruvat- 

und Succinat-mediierten Aktivität in permeabilisierten equinen 

CD4+-Zellen 

Eine Optimierung der Zelldichte ist wichtig für die funktionelle Untersuchung von 

Mitochondrien in permeabilisierten Zellen (Salabei, Gibb et al. 2014). Für die 

Messung equiner CD4+-Zellen im Seahorse XFe24 Analyzer wurde dies bisher noch 

nicht durchgeführt (Stand der PubMed Literaturrecherche: Februar 2023).  

Die maximale Sauerstoffverbrauchsrate der Zellen sollte dabei nicht unter 100 und 

nicht über 800 pmol/min liegen, um technisch verlässliche Messungen im Seahorse 

Analyzer zu gewährleisten (Salabei, Gibb et al. 2014). Die CD4+-Zellen eines 
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gesunden Pferdes wurden daher mit den Zellzahlen 8 x 105, 1 x 106 und 1,2 x 106 

Zellen pro Delle ausgesät und mit 1 nM rPFO permeabilisiert. Nach der Messung 

von zwei Basalwerten wurde entweder Pyruvat mit Malat und ADP (Komplex I; 

Abbildung 4.4 A) oder Succinat mit Rotenon und ADP (Komplex II; Abbildung 4.4 B) 

in Port A injiziert. Die maximale Sauerstoffverbrauchsrate nach der Injektion der 

Substrate in Port A nahm mit steigender Zellzahl zu. Es konnte beobachtet werden, 

dass die Sauerstoffverbrauchsrate nach der Zugabe von Komplex I-Substraten 

deutlich niedriger lag als nach der Zugabe von Komplex II-Substraten. Dies ist zum 

Teil darauf zurückzuführen, dass bei der Abgabe von zwei Elektronen aus NADH 

an Komplex I insgesamt vier Protonen mehr in den Intermembranraum gepumpt 

werden als beim Eintritt der Elektronen über Komplex II, was wiederum dazu führt, 

dass weniger Sauerstoff für die Erzeugung der gleichen Menge ATP notwendig ist 

(Brand und Nicholls 2011, Nicholls 2021). Erst bei einer Zellzahl von 1,2 x 106 Zellen 

pro Delle zeigten die permeabilisierten equinen CD4+-Zellen nach der Injektion der 

Komplex I-Substrate eine Sauerstoffverbrauchsrate von 100 pmol/min, während bei 

geringeren Zellzahlen dieser Grenzwert unterschritten wurde. Die 

Sauerstoffverbrauchsrate nach der Injektion der Komplex II-Substrate lag bei einer 

Zellzahl von 1,2 x 106 Zellen pro Delle im Mittel bei 635 pmol/min, sodass für beide 

Ansätze bei dieser Zellzahl die maximale Sauerstoffverbrauchsrate innerhalb der 

erwünschten Spanne von 100 bis 800 pmol/min lag. Eine Zellzahl von 1,2 x 106 

Zellen pro Delle wurde daher als optimal angesehen und für alle weiteren Analysen 

mit permeabilisierten equinen CD4+-Zellen verwendet.  
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Abbildung 4.4 Optimierung der Zelldichte pro Delle zur Messung der 

Sauerstoffverbrauchsrate in permeabilisierten CD4+-Zellen. Die Darstellung zeigt 

vergleichend die Sauerstoffverbrauchsrate von mit rPFO permeabilisierten equinen CD4+-Zellen 

bei 8 x 105, 1 x 106 und 1,2 x 106 ausgesäten Zellen pro Delle. In Port A wurde Pyruvat mit Malat 

und ADP (A) oder Succinat mit Rotenon und ADP (B) injiziert. Bei einer Zellzahl von 1,2 x 106 

Zellen konnten nach der Substratinjektion Sauerstoffverbrauchsraten zwischen 100 und 

800 pmol/min gemessen werden, daher wurde diese Zellzahl pro Delle als optimale Zelldichte 

ausgewählt und für die weiteren Versuche verwendet. 
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 Für die Permeabilisierung equiner CD4+-Zellen kann rPFO in einer 

Konzentration von 1 nM eingesetzt werden 

Die optimale Konzentration an rPFO zur Permeabilisierung der Zellmembran 

equiner CD4+-Zellen wurde ebenfalls noch nicht beschrieben (Stand der PubMed 

Literaturrecherche: Februar 2023). Für viele Zelltypen kann rPFO in einer 

Konzentration von 1 nM eingesetzt werden, sollte jedoch für jede Zellart individuell 

bestimmt werden (Divakaruni, Wiley et al. 2013, Divakaruni, Rogers et al. 2014). Um 

zu testen, ob für equine CD4+-Zellen eine Konzentration von 1 nM ebenfalls adäquat 

ist, wurden die CD4+-Zellen eines gesunden Pferdes mit rPFO mit den 

Konzentrationen 0,5 nM, 1 nM oder 3 nM permeabilisiert. Eine Gruppe ohne 

Permeabilisierung diente als Kontrolle. Anschließend wurde die 

Sauerstoffverbrauchsrate in Reaktion auf die Injektion von Succinat mit ADP und 

Rotenon, dann Oligomycin und zuletzt Rotenon und Antimycin A im Seahorse XF 

Analyzer gemessen. Das in Port A injizierte Succinat und ADP kann in intakten 

Zellen die Plasmamembran nicht überwinden und steht daher nur in 

permeabilisierten Zellen den Mitochondrien als Substrat zur Verfügung (Divakaruni, 

Wiley et al. 2013, Divakaruni, Rogers et al. 2014). Dies verdeutlicht die 

Sauerstoffverbrauchskurve der CD4+-Zellen, die nicht permeabilisiert wurden (0 nM 

rPFO). Hier sieht man keinen Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate nach Injektion 

von Succinat und ADP, da diese die Plasmamembran nicht überwinden können. Bei 

unvollständiger Permeabilisierung ist daher eine geringere 

Sauerstoffverbrauchsrate nach der Injektion zu erwarten (Divakaruni, Wiley et al. 

2013).  

Bei den equinen CD4+-Zellen zeigte sich, dass die höchste 

Sauerstoffverbrauchsrate bei einer rPFO-Konzentration von 1 nM erreicht werden 

konnte, während sie bei 0,5 nM noch deutlich darunter lag. Durch eine Steigerung 

der rPFO-Konzentration auf 3 nM konnte keine höhere Sauerstoffverbrauchsrate 

erreicht werden (Abbildung 4.5). Dies spricht dafür, dass eine vollständige 

Permeabilisierung der equinen CD4+-Zellen bei 1 nM rPFO erreicht werden konnte. 

Die Konzentration wurde daher als optimal angesehen und für die weiteren 

Versuche verwendet.  
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Abbildung 4.5 Vergleich der Sauerstoffverbrauchsrate von equinen CD4+-Zellen nach der 

Permeabilisierung mit verschiedenen rPFO Konzentrationen. Die Darstellung zeigt vergleichend 

die Sauerstoffverbrauchsrate equiner CD4+-Zellen nach Zugabe von rPFO in den Konzentrationen 

0, 0,5, 1 und 3 nM. Nach der Messung von zwei Basalwerten wurden zunächst Succinat zusammen 

mit Rotenon und ADP, dann Oligomycin und zuletzt Rotenon und Antimycin A injiziert. Es ist zu 

sehen, dass die Sauerstoffverbrauchsrate nach Injektion von Succinat/Rot/ADP bei einer 

Konzentration von 1 nM rPFO am höchsten war, während sie bei 0,5 nM deutlich niedriger lag. Die 

Sauerstoffverbrauchsrate unterschied sich nur wenig zwischen Konzentrationen von 1 und 3 nM 

rPFO. Dies spricht dafür, dass die Zellen bereits bei 1 nM vollständig permeabilisiert sind und keine 

höhere Konzentration nötig ist. Nach der Oligomycin-Injektion sank die Sauerstoffverbrauchsrate 

wieder auf ein nahezu identisches Niveau zwischen allen Ansätzen.   

 

 Zwischen der Pyruvat-, Succinat- und Palmitat-mediierten 

Aktivität der Atmungskette der CD4+-Zellen gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde bestand kein Unterschied 

Nach der Optimierung der Versuchsbedingungen sollte nun die Pyruvat-, Succinat- 

und Palmitat-mediierte Aktivität der Atmungskette zwischen CD4+-Zellen von 

gesunden und an ERU erkrankten Tieren verglichen werden. Die CD4+-Zellen von 

fünf ERU und fünf Kontrolltieren wurden mittels magnetischer Separation positiv 

selektiert und besaßen eine Reinheit von mindestens 96%; ihre 

Sauerstoffverbrauchsrate wurde dann in Reaktion auf verschiedene Substrate und 

Inhibitoren mithilfe eines Seahorse XFe24 Analyzers bestimmt (s. auch 3.5.5).  
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Für die Messung der Pyruvat-mediierten Respiration von Komplex I wurden den 

equinen CD4+-Zellen Pyruvat und Malat zusammen mit ADP als Substrate zur 

Verfügung gestellt. Es konnte eine deutliche Pyruvat-mediierte Aktivität gemessen 

werden (Abbildung 4.6 A). Es bestand weder im Stadium 3 noch im Stadium 4O ein 

signifikanter Unterschied zwischen CD4+-Zellen von gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden (Abbildung 4.6 B).  

 

Abbildung 4.6 Messung der Pyruvat-mediierten Aktivität von Komplex I der Atmungskette in 

CD4+-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde nach Permeabilisierung der 

Plasmamembran.  Dargestellt ist die Sauerstoffverbrauchskurve (A) und ein Balkendiagramm der 

Stadium 3 und Stadium 4O Respiration (B) von mit 1 nM rPFO permeabilisierten CD4+-Zellen 

gesunder (grau; n=5) und an ERU erkrankter (blau; n=5) Pferde. Nach der Messung von zwei 

Basalwerten wurden Pyruvat mit Malat und ADP injiziert. Dies führte zu einem Anstieg der 

respiratorischen Aktivität und damit der Sauerstoffverbrauchsrate und stellt das Stadium 3 

Respiration dar. Als zweites wurde Oligomycin injiziert, um die ADP unabhängige Respiration 

(Stadium 4O) zu messen und zuletzt wurden Rotenon und Antimycin A hinzugefügt, was die 

Beurteilung des Restwerts des Sauerstoffverbrauchs und die Berechnung des Stadium 3 und 4O 

zulässt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Bei der Aktivität von Komplex I konnte kein 

Unterschied in den CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden 

(n.s. = nicht signifikant; Mann-Whitney U-Test). 

 

Wird den Zellen hingegen Succinat zur Verfügung gestellt und gleichzeitig der 

Komplex I durch Rotenon gehemmt, lässt sich die Komplex II-mediierte Respiration 

der Zellen beurteilen (Salabei, Gibb et al. 2014). Es konnte ein deutlicher Anstieg 

der Sauerstoffverbrauchsrate der equinen CD4+-Zellen in Reaktion auf die Succinat 

Injektion beobachtet werden (Abbildung 4.7 A). Die CD4+-Zellen von an ERU 
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erkrankten Tieren zeigten zwar eine durchschnittlich deutlich geringere Stadium 3 

Respiration in Reaktion auf Succinat, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant 

(p = 0.058; Abbildung 4.7). Es konnten also auch bei der Komplex II-mediierten 

Aktivität der Atmungskette keine signifikanten Unterschiede in der Stadium 3 oder 

Stadium 4O Respiration zwischen gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

festgestellt werden (Abbildung 4.7 B).  

 

Abbildung 4.7 Messung der Succinat-mediierten Aktivität von Komplex II der Atmungskette 

in CD4+-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde nach Permeabilisierung der 

Plasmamembran. Dargestellt ist die Sauerstoffverbrauchskurve (A) und ein Balkendiagramm der 

Stadium 3 und Stadium 4O Respiration (B) von mit 1 nM PMP permeabilisierten CD4+-Zellen 

gesunder (grau; n=5) und an ERU erkrankter (blau; n=5) Pferde. Nach der Messung von zwei 

Basalwerten wurden Succinat mit Rotenon und ADP injiziert. Dies führte zu einem Anstieg der 

respiratorischen Aktivität und damit der Sauerstoffverbrauchsrate und stellt die Stadium 3 

Respiration dar. Als zweites wurde Oligomycin injiziert, um die ADP unabhängige Respiration 

(Stadium 4O) zu messen und zuletzt wurden Rotenon und Antimycin A hinzugefügt, was die 

Beurteilung des Restwerts des Sauerstoffverbrauchs und die Berechnung des Stadium 3 und 4O 

zulässt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Bei der Aktivität von Komplex II konnte kein 

Unterschied in den CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden 

(n.s. = nicht signifikant; Welch‘s t-Test ). 

 

Zuletzt wurde noch die Aktivität der Atmungskette in permeabilisierten CD4+-Zellen 

von gesunden und an ERU erkrankten Pferden mit Palmitoyl-L-Carnitin als Substrat 

untersucht. Dies entspricht der Palmitat-mediierten Aktivität der Atmungskette, die 

Kopplung an Carnitin gewährleistet den Transport von Palmitat ins Mitochondrium 

(Salabei, Gibb et al. 2014). Durch einen deutlichen Anstieg der 
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Sauerstoffverbrauchsrate als Reaktion auf die Injektion von Palmitoyl-L-Carnitin 

konnte gezeigt werden, dass Palmitat als Substrat für die Mitochondrien der equinen 

CD4+-Zellen fungiert (Abbildung 4.8 A). Es konnte jedoch ebenfalls weder im 

Stadium 3 noch im Stadium 4O ein signifikanter Unterschied in der 

Palmitat-mediierten Aktivität der Atmungskette bei CD4+-Zellen zwischen gesunden 

und an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden (Abbildung 4.8 B). 

 

Abbildung 4.8 Messung der Palmitat-mediierten Oxidation langkettiger Fettsäuren in CD4+-

Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde nach Permeabilisierung der Plasmamembran. 

Dargestellt ist die Sauerstoffverbrauchskurve (A) und ein Balkendiagramm der Stadium 3 und 

Stadium 4O Respiration (B) von mit 1 nM PMP permeabilisierten CD4+-Zellen gesunder (grau; n=5) 

und an ERU erkrankter (blau; n=5) Pferde. Nach der Messung von zwei Basalwerten wurden 

Palmitoyl-L-Carnitin mit Malat und ADP injiziert. Dies führte zu einem Anstieg der respiratorischen 

Aktivität und damit der Sauerstoffverbrauchsrate und stellt die Stadium 3 Respiration dar. Als zweites 

wurde Oligomycin injiziert, um die ADP unabhängige Respiration (Stadium 4O) zu messen. Zuletzt 

wurden Rotenon und Antimycin A hinzugefügt, was die Beurteilung des Restwerts des 

Sauerstoffverbrauchs und die Berechnung von Stadium 3 und 4O zulässt. Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichung. Bei der Oxidation langkettiger Fettsäuren konnte kein Unterschied in den 

CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden (n.s. = nicht 

signifikant; Mann-Whitney U-Test). 
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 Analyse des Proteoms der Mitochondrien von CD4+-Zellen 

gesunder und an ERU erkrankter Pferde 

Durch die isolierte Untersuchung der Pyruvat-, Succinat- und Palmitat-mediierten 

Respiration mithilfe der Messung der Sauerstoffverbrauchsrate in permeabilisierten 

CD4+-Zellen konnte keine Erklärung für die höhere basale Aktivität der oxidativen 

Phosphorylierung gefunden werden, die in intakten CD4+-Zellen von Tieren mit ERU 

beschrieben wurde (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021) (siehe Kapitel 4.2.3). Bei 

der Betrachtung einzelner Komplexe oder Substrate in permeabilisierten 

Zellen - oder auch isolierten Mitochondrien - ist jedoch zu bedenken, dass nicht ein 

einzelner Enzymkomplex für die Veränderungen in der Respirationsrate der Zellen 

verantwortlich sein muss und komplexere Zusammenhänge nicht dargestellt 

werden können (Brand und Nicholls 2011). Daher wurde als nächstes das Proteom 

der Mitochondrien aus CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

vergleichend untersucht und bioinformatisch analysiert. Dies sollte dazu beitragen, 

die Veränderungen im Mitochondrien-Stoffwechsel von CD4+-Zellen von Pferden 

mit ERU auf Proteinebene genauer zu charakterisieren und zusammenhängende 

Stoffwechselwege zu identifizieren. Dabei war von besonderem Interesse, ob sich 

Unterschiede in den Abundanzen der an der oxidativen Phosphorylierung, am 

Glukose- oder am Fettsäurestoffwechsel beteiligten Proteine zeigen und welche 

Proteine hier in den CD4+-Zellen vom Pferd gefunden werden können. Die CD4+-

Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden wurden mittels magnetischer 

Separation aus den PBL positiv selektiert und besaßen eine Reinheit von 

mindestens 96%. Nach der Isolation der Mitochondrien erfolgte die Identifizierung, 

Quantifizierung und differentielle Analyse ihres Proteoms.  

Mit Hilfe der LC-MS/MS konnten insgesamt 4340 Proteine eindeutig identifiziert 

werden. Durch Abgleich der identifizierten Proteine mit der human MitoCarta3.0 

Datenbank (https://www.broadinstitute.org/files/shared/metabolism/mitocarta/huma

n.mitocarta3.0.html) (Rath, Sharma et al. 2021) konnten 629 dieser Proteine 

eindeutig dem Mitochondrium zugeordnet werden. Sieben der Proteine kamen nur 

in einer einzelnen Probe vor und wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen, 

so dass sich 622 identifizierte mitochondriale Proteine für die weiteren Analysen 

ergaben. 

 

https://www.broadinstitute.org/files/shared/metabolism/mitocarta/human.mitocarta3.0.html
https://www.broadinstitute.org/files/shared/metabolism/mitocarta/human.mitocarta3.0.html
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 Identifikation von 89 differentiell abundanten mitochondrialen 

Proteinen in den CD4+- Zellen von an ERU erkrankten Tieren 

Von den 622 mitochondrialen Proteinen konnte bei insgesamt 89 Proteinen eine 

signifikant (p < 0,05; Student‘s t-Test) unterschiedliche Abundanz zwischen den 

CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden. 

Dies entsprach einer signifikant veränderten Abundanz bei 14,3 % der identifizierten 

mitochondrialen Proteine. Einundfünfzig der Proteine in den Mitochondrien der 

CD4+-Zellen von ERU-Tieren wiesen eine höhere (Tabelle 4.1) und 38 eine 

geringere Abundanz (Tabelle 4.2) im Vergleich zu denen der CD4+-Zellen von 

Kontrolltieren auf. 

a) 

Nr. 

b) 

Protein 

c) 

Genname 

d) 

Accession Nummer 

e) 

p-Wert 

1 
Mitochondrial E3 ubiquitin protein 
ligase 1 

MUL1 ENSECAP00000013139 ≤ 1 x 10-17 

2 
Golgi brefeldin A resistant guanine 
nucleotide exchange factor 1  

GBF1 ENSECAP00000021486 ≤ 1 x 10-17 

3 G-rich RNA sequence binding factor 1  GRSF1 ENSECAP00000021717 ≤ 1 x 10-17 

4 
Myeloid cell leukemia sequence 1 
(BCL2-related)  

MCL1 ENSECAP00000016379 ≤ 1 x 10-17 

5 Mitochondrial ribosomal protein L53 MRPL53 ENSECAP00000022877 ≤ 1 x 10-17 

6 Mitochondrial ribosomal protein S21  MRPS21 ENSECAP00000007760 ≤1 x 10-17 

7 Mitochondrial ribosomal protein S30  MRPS30 ENSECAP00000007360 ≤ 1 x 10-17 

8 Mitochondrial ribosomal protein S5  MRPS5 ENSECAP00000001647 ≤ 1 x 10-17 

9 
Mitochondrial translational release 
factor 1-like  

MTRF1L ENSECAP00000002523 ≤ 1 x 10-17 

10 
Biogenesis of lysosomal organelles 
complex-1, subunit 1  

BLOC1S1 ENSECAP00000016922 ≤ 1 x 10-17 

11 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 
alpha subcomplex 3 

NDUFA3 ENSECAP00000013512 ≤ 1 x 10-17 

12 PTC7 protein phosphatase homolog PPTC7 ENSECAP00000004768 ≤ 1 x 10-17 

13 Small integral membrane protein 20  SMIM20 ENSECAP00000021489 ≤ 1 x 10-17 

14 
NADH-ubiquinone oxidoreductase 
chain 3 

MT-ND3 ENSECAP00000023102 ≤ 1 x 10-17 

15 C-x(9)-C motif containing 2  CMC2 ENSECAP00000000668 ≤ 1 x 10-17 

16 Coenzyme Q10 homolog B  COQ10B ENSECAP00000004704 ≤ 1 x 10-17 
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17 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, 
member 15  

DNAJC15 ENSECAP00000005755 ≤ 1 x 10-17 

18 GTP-binding protein 10  GTPBP10 ENSECAP00000015219 ≤ 1 x 10-17 

19 
Isopentenyl-diphosphate delta 
isomerase 1  

IDI1 ENSECAP00000022536 ≤ 1 x 10-17 

20 AFG1 like ATPase AFG1L ENSECAP00000020986 ≤ 1 x 10-17 

21 Mitochondrial ribosomal protein L54 MRPL54 ENSECAP00000001032 ≤ 1 x 10-17 

22 Mitochondrial ribosomal protein S6  MRPS6 ENSECAP00000010341 ≤ 1 x 10-17 

23 
Translocase of inner mitochondrial 
membrane 21 homolog 

TIMM21 ENSECAP00000014432 ≤ 1 x 10-17 

24 
Translocase of inner mitochondrial 
membrane domain containing 1 

TIMMDC1 ENSECAP00000004306 ≤ 1 x 10-17 

25 
Equus caballus ferritin, heavy 
polypeptide 1  

FTH1 ENSECAP00000002766 ≤ 1 x 10-17 

26 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, 
alpha/beta subcomplex 1 

NDUFAB1 ENSECAP00000008698 4,45 x 10-07 

27 
Acyl-CoA dehydrogenase family, 
member 10 

ACAD10 ENSECAP00000011813 4,45 x 10-07 

28 Diazepam binding inhibitor  DBI ENSECAP00000016516 6,21 x 10-05 

29 
SRA stem-loop interacting RNA 
binding protein 

SLIRP ENSECAP00000000444 8,38 x 10-05 

30 
TP53-regulated inhibitor of apoptosis 
1-like protein 

TRIAP1 ENSECAP00000010061 2,22 x 10-04 

31 BCL2-associated X protein  BAX ENSECAP00000014372 2,37 x 10-04 

32 
Cytochrome c oxidase subunit 6A, 
mitochondrial 

COX6A1 ENSECAP00000010311 4,27 x 10-04 

33 Iron sulfur domain 1 CISD1 ENSECAP00000006854 4,46 x 10-04 

34 
Pyruvate dehydrogenase kinase, 
isozyme 2  

PDK2 ENSECAP00000020559 1,42 x 10-03 

35 Frataxin  FXN ENSECAP00000016646 1,06 x 10-02 

36 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
Fe-S protein 7 

NDUFS7 ENSECAP00000000315 1,37 x 10-02 

37 Synaptosomal-associated protein SNAP29 ENSECAP00000017929 2,01 x 10-02 

38 
Oxidase (cytochrome c) assembly 1-
like  

OXA1L ENSECAP00000013385 2,19 x 10-02 

39 
Mitochondrial inner membrane 
organizing system 1  

MINOS1 ENSECAP00000006217 2,39 x 10-02 

40 Quinoid dihydropteridine reductase  QDPR ENSECAP00000003989 2,62 x 10-02 

41 Solute carrier family 25, member 5  SLC25A5 ENSECAP00000011418 2,98 x 10-02 

42 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 
beta subcomplex 1 

NDUFB1 ENSECAP00000021337 3,04 x 10-02 
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43 
28S ribosomal protein S17, 
mitochondrial 

ZNF713 ENSECAP00000010325 3,45 x 10-02 

44 Parkinson protein 7  PARK7 ENSECAP00000014829 3,61 x 10-02 

45 Mitochondrial intermediate peptidase MIPEP ENSECAP00000006416 3,87 x 10-02 

46 
Plasminogen receptor with a C-
terminal lysine 

PLGRKT ENSECAP00000012612 3,87 x 10-02 

47 Mitochondrial ribosomal protein L40  MRPL40 ENSECAP00000007751 4,26 x 10-02 

48 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 
beta subcomplex 7 

NDUFB7 ENSECAP00000015242 4,42 x 10-02 

49 
Equus caballus lactate 
dehydrogenase B 

LDHB ENSECAP00000009370 4,52 x 10-02 

50 Peroxiredoxin 6 PRDX6 ENSECAP00000019986 4,56 x 10-02 

51 
Mitochondrial import inner membrane 
translocase subunit Tim9 B-like 
protein 

TIMM10B ENSECAP00000000559 4,93 x 10-02 

Tabelle 4.1 Alle 51 signifikant höher abundanten mitochondrialen Proteine in CD4+-Zellen von 

an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren.  a) Fortlaufende Nummer 

des Proteins sortiert nach der statistischen Signifikanz, b) Proteinname wie in der Ensembl-Protein-

Datenbank für Pferde EquCab3.0 v.108.3 aufgeführt (abgerufen am 05.01.2023; 

https://www.ensembl.org/Equus_caballus), c) Genname des Proteins, d) Protein-Zugangsnummern, 

wie in der Ensembl-Datenbank für Pferde EquCab3.0 v.108.3 aufgeführt, e) Statistische Signifikanz 

der Unterschiede in der Abundanz der mitochondrialen Proteine in CD4+-Zellen von an ERU 

erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren, errechnet mit dem Student's t-Test. 

 

a) 

Nr. 

b) 

Protein 

c) 

Genname 

d) 

Accession Nummer 

e) 

p-Wert 

1 Solute carrier family 25, member 40  SLC25A40 ENSECAP00000007663 ≤ 1 x 10-17 

2 Selenoprotein O SELENOO ENSECAP00000022456 1,57 x 10-06 

3 
Protein tyrosine phosphatase, 
mitochondrial 1 

PTPMT1 ENSECAP00000010555 1,17 x 10-05 

4 Mitochondrial ribosomal protein L17  MRPL17 ENSECAP00000008082 4,00 x 10-05 

5 Isochorismatase domain containing 2 ISOC2 ENSECAP00000013611 1,13 x 10-03 

6 Solute carrier family 25, member 19 SLC25A19 ENSECAP00000008460 1,19 x 10-03 

7 Lysophospholipase-like 1  LYPLAL1 ENSECAP00000010337 1,23 x 10-03 

8 Solute carrier family 25, member 1 SLC25A1 ENSECAP00000018840 5,19 x 10-03 

9 Deoxyuridine triphosphatase DUT ENSECAP00000013678 5,73 x 10-03 

10 
Diablo, IAP-binding mitochondrial 
protein 

DIABLO ENSECAP00000017797 5,86 x 10-03 

11 GrpE-like 1, mitochondrial  GRPEL1 ENSECAP00000007642 7,54 x 10-03 
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12 
Equus caballus superoxide 
dismutase 2, mitochondrial 

SOD2 ENSECAP00000009823 1,09 x 10-02 

13 Solute carrier family 25, member 29  SLC25A29 ENSECAP00000004540 1,15 x 10-02 

14 Spastic paraplegia 7  SPG7 ENSECAP00000016432 1,33 x 10-02 

15 NIF3 NGG1 interacting factor 3-like 1 NIF3L1 ENSECAP00000018398 1,49 x 10-02 

16 Peroxiredoxin 5  PRDX5 ENSECAP00000015414 1,50 x 10-02 

17 Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase HADH ENSECAP00000017807 1,52 x 10-02 

18 Translocator protein  TSPO ENSECAP00000019163 1,54 x 10-02 

19 FUN14 domain containing 2  FUNDC2 ENSECAP00000022812 1,59 x 10-02 

20 GTP binding protein 3 GTPBP3 ENSECAP00000016285 1,61 x 10-02 

21 Phospholipid scramblase 3 PLSCR3 ENSECAP00000013329 1,70 x 10-02 

22 Stomatin (EPB72)-like 2 STOML2 ENSECAP00000015477 1,78 x 10-02 

23 Mitochondrial ribosomal protein L38 MRPL38 ENSECAP00000012373 1,87 x 10-02 

24 Peroxiredoxin 4  PRDX4 ENSECAP00000008266 2,08 x 10-02 

25 Coproporphyrinogen oxidase  CPOX ENSECAP00000014225 2,16 x 10-02 

26 Mitochondrial ribosomal protein L18  MRPL18 ENSECAP00000010237 2,21 x 10-02 

27 
Flavin adenine dinucleotide 
synthetase 1  

FLAD1 ENSECAP00000020238 2,26 x 10-02 

28 
Equus caballus catechol-O-
methyltransferase 

COMT ENSECAP00000005379 2,31 x 10-02 

29 Acyl-CoA thioesterase 4 ACOT4 ENSECAP00000007897 2,51 x 10-02 

30 Nipsnap homolog 3A NIPSNAP3A ENSECAP00000004528 2,52 x 10-02 

31 ATP synthase subunit a MT-ATP6 ENSECAP00000023105 2,70 x 10-02 

32 
Electron-transfer-flavoprotein, alpha 
polypeptide  

ETFA ENSECAP00000002000 2,88 x 10-02 

33 
Translocase of outer mitochondrial 
membrane 20 homolog 

TOMM20 ENSECAP00000017214 2,88 x 10-02 

34 Mitochondrial ribosomal protein S28 MRPS28 ENSECAP00000013010 3,32 x 10-02 

35 
Hydroxysteroid (17-beta) 
dehydrogenase 10  

HSD17B10 ENSECAP00000013274 3,70 x 10-02 

36 
Branched chain amino-acid 
transaminase 2, mitochondrial  

BCAT2 ENSECAP00000009482 3,75 x 10-02 

37 Malic enzyme  ME2 ENSECAP00000005430 4,38 x 10-02 

38 Peptidylprolyl isomerase F  PPIF ENSECAP00000007049 4,89 x 10-02 

Tabelle 4.2 Alle 38 signifikant geringer abundanten mitochondrialen Proteine in CD4+ Zellen 

von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. a) Fortlaufende 

Nummer des Proteins sortiert nach der statistischen Signifikanz, b) Proteinname wie in der Ensembl-

Protein-Datenbank für Pferde EquCab3.0 v.108.3 aufgeführt (abgerufen am 05.01.2023; 
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https://www.ensembl.org/Equus_caballus), c) Genname des Proteins, d) Protein-Zugangsnummern, 

wie in der Ensembl-Datenbank für Pferde EquCab3.0 v.108.3 aufgeführt, e) Statistische Signifikanz 

der Unterschiede in der Abundanz der mitochondrialen Proteine in CD4+-Zellen von an ERU 

erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren, errechnet mit dem Student's t-Test. 

 

 Pathway-Anreicherungs-Analyse differentiell abundanter 

Proteine im mitochondrialen Proteom von CD4+-Zellen gesunder 

und an ERU erkrankter Pferde 

Um funktionelle Zusammenhänge der differentiell abundanten mitochondrialen 

Proteine mit biologischen Stoffwechselwegen und Funktionen zu ermitteln, wurde 

eine Pathway-Anreicherungs-Analyse durchgeführt. Pathway-Anreicherungs-

Analysen basieren darauf, Schnittmengen zwischen vordefinierten kanonischen 

Stoffwechselwegen und im Datensatz vorhandenen Proteinen zu identifizieren 

(Reimand, Isserlin et al. 2019). Findet sich eine Schnittmenge, die größer als zufällig 

zu erwarten ist, besteht eine Anreicherung dieses Stoffwechselwegs. Die 

Canonical-Pathway-Analyse der Proteine, die in den Mitochondrien der CD4+-Zellen 

von Pferden mit ERU differentiell abundant waren, ergab insgesamt 30 signifikant 

(p<0,05; Fisher’s exact test) angereicherte Stoffwechselwege (Abbildung 4.9).  
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Abbildung 4.9 Alle 30 im Datensatz signifikant (p < 0,05) angereicherten kanonischen 

Stoffwechselwege. Die Länge der Balken korreliert mit der statistischen Signifikanz, welche von 

oben nach unten abnehmend ist. Die orangene Linie symbolisiert den Grenzwert der Signifikanz. 

Unter den signifikant angereicherten Stoffwechselwegen sind unter anderem die mitochondriale 

Dysfunktion sowie die oxidative Phosphorylierung zu finden. Darüber hinaus kommen 

Stoffwechselwege, die dem Lipid-, Glukose- und Aminosäurestoffwechsel zugeordnet werden 

können vor.   

Interessanterweise befanden sich die „Mitochondriale Dysfunktion“ und die 

„Oxidative Phosphorylierung“ unter den fünf angereicherten Stoffwechselwegen mit 

der höchsten Signifikanz. Des Weiteren ergaben sich signifikant angereicherte 

Stoffwechselwege, die mit dem Lipidstoffwechsel zusammenhängen, wie „Fatty 

Acid β-Oxidation I“, oder dem Glukosestoffwechsel zuzuordnen sind, wie „Pyruvat 

Fermentation to Lactate“. Den genannten Stoffwechselwegen zugeordnete, 

differentiell abundante Proteine können der Tabelle 4.3 entnommen werden. Diese 

Ergebnisse zeigen erhebliche Unterschiede im mit dem Stoffwechsel assoziierten, 
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differentiellen Proteom der Mitochondrien von CD4+-Zellen von Pferden im 

Zusammenhang mit ERU auf. 

a) Angereicherter Pathway b) Zugeordnete Proteine 

Mitochondrial Dysfunction 

BAX▲, COX6A1▲, CPOX▼, HSD17B10▼, MT-ATP6▼, 
MT-ND3▲, NDUFA3▲, NDUFAB1▲, NDUFB1▲, 
NDUFB7▲, NDUFS7▲, PARK7▲, PPIF▼, PRDX6▲, 
SOD2▼, TOMM20▼ 

Oxidative Phosphorylation 
COX6A1▲, MT-ATP6▼, MT-ND3▲, NDUFA3▲, 
NDUFAB1▲, NDUFB1▲, NDUFB7▲, NDUFS7▲ 

Fatty Acid β-Oxidation HADH▼, HSD17B10▼ 

Pyruvat Fermentation to Lactate LDHB▲ 

Tabelle 4.3 Ausgewählten Stoffwechselwegen zugeordnete Proteine. a) Auswahl an signifikant 

angereicherten Pathways im Datensatz, b) dem Pathway zugeordnete, differentiell abundante 

Proteine. Das nachstehende Dreieck gibt die Richtung der veränderten Abundanz an (▲= höher 

abundant in Mitochondrien der CD4+-Zellen von ERU Tieren; ▼= geringer abundant in Mitochondrien 

der CD4+-Zellen von ERU Tieren). 

 

 Pathway-Aktivitäts-Analyse differentiell abundanter Proteine im 

mitochondrialen Proteom von CD4+-Zellen gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde 

Die höhere Abundanz eines Proteins bedeutet nicht gleich, dass es eine erhöhte 

Aktivierung des zugeordneten Stoffwechselweges bewirkt und andersherum bewirkt 

eine verminderte Abundanz nicht immer eine Inhibierung. So stellt die Pathway-

Anreicherungs-Analyse zwar eine wichtige Grundlage für die erste Einordnung der 

differenziell abundanten Proteine in biologischen Systemen dar, lässt aber nur 

bedingt eine Voraussage über die Aktivität des jeweiligen Stoffwechselweges zu. 

Daher wurde im nächsten Schritt eine Pathway-Aktivitäts-Analyse der 

Stoffwechselwege mithilfe der Berechnung eines z-Scores zur Aktivitätsvoraussage 

durchgeführt. Hierfür wird die Richtung der beobachteten differenziellen 

Proteinabundanz im Datensatz mit aus der Literatur bekannten Zusammenhängen 

abgeglichen und jeweils entweder eine Aktivierung (positiver z-Score) oder 

Inhibierung (negativer z-Score) vorausgesagt. Ein z-Score größer als zwei oder 

kleiner als minus zwei kann als signifikant angesehen werden (Kramer, Green et al. 

2014, Shao, Wang et al. 2020).  
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Für drei der angereicherten Stoffwechselwege konnten signifikante 

Aktivierungsprognosen abgegeben werden. Für den „Sirtuin Signaling Pathway“ 

(z=-2,33) und das „Granzyme A Signaling“ (z=-2,45) wurde eine Inhibition 

vorausgesagt, während die oxidative Phosphorylierung (z=2,12) aktiviert war 

(Abbildung 4.10). 

Für die restlichen Stoffwechselwege ergab sich entweder kein klares 

Aktivitätsmuster oder es konnte kein Aktivitätsmuster berechnet werden.  

  

Abbildung 4.10 Angereicherte Stoffwechselwege mit signifikant verändertem vorausgesagten 

Aktivitätsmuster (absoluter z-Score >2). Die Länge der Balken impliziert die Signifikanz der 

Anreicherung des Stoffwechselwegs auf einer negativ logarithmischen Skala. Die Stoffwechselwege 

sind aufsteigend nach z-Score sortiert und der errechnete z-Score ist jeweils unterhalb des Namens 

des Stoffwechselweges angegeben. Die Stoffwechselwege „Granzyme A Signaling“ und „Sirtuin 

Signaling Pathway“ sind in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Tieren 

inhibiert (negativer z-Score; blau), die „Oxidative Phosphorylation“ aktiviert (positiver z-Score; 

orange). Zum jeweiligen Stoffwechselweg zugeordnete Proteine sind im jeweiligen Balken 

angegeben und das nachstehende Dreieck gibt die Richtung der veränderten Abundanz an (▲= 

höher abundant in Mitochondrien der CD4+-Zellen von ERU Tieren; ▼= geringer abundant in 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von ERU Tieren). 
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 Das „Granzyme A Signaling“ war in den Mitochondrien der CD4+-

Zellen von an ERU erkrankten Pferden inhibiert 

Für das „Granzyme A Signaling“ ergab sich ein signifikant negativer z-Score (z=-

2,45) und damit eine Inhibition. Dem „Granzyme A Signaling“ wurden 6 Proteine 

(Abbildung 4.10) aus dem Datensatz zugeordnet, die alle Subeinheiten des 

Komplexes I der Atmungskette sind und eine höhere Abundanz in den 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von ERU-Tieren zeigten. 

 

 Der „Sirtuin Signaling Pathway“ war in den Mitochondrien der 

CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden inhibiert 

Für den Sirtuin Signalweg wurde ebenfalls ein signifikant negativer z-Score 

berechnet (z=-2,33) und damit eine Inhibition vorausgesagt. Das mitochondriale 

Sirtuin-Netzwerk umfasst viele Bereiche des Stoffwechsels und besteht aus 

mehreren Subnetzwerken, in denen insgesamt 197 Proteine und 341 Interaktionen 

identifiziert wurden (Yang, Nagasawa et al. 2016). Insgesamt wurden diesem 

Stoffwechselweg 14 der differentiell abundanten Proteine zugeordnet (Abbildung 

4.10).  

 

 Der Stoffwechselweg der oxidativen Phosphorylierung war in den 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

aktiviert   

Für den Stoffwechselweg der oxidativen Phosphorylierung wurde eine deutliche 

Aktivierung vorausgesagt. Insgesamt acht differentiell abundante Proteine in den 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von Pferden mit ERU konnten der Atmungskette 

zugeordnet werden (Tabelle 4.3 und Abbildung 4.10). Dieses Ergebnis unterstreicht 

die durch unsere Arbeitsgruppe bereits beobachtete erhöhte basale oxidative 

Phosphorylierungsrate in CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Tieren (Barfuesser, 

Wiedemann et al. 2021) und kann jetzt einen genaueren Einblick in die 

zugrundeliegenden molekularen Veränderungen und Funktionsmechanismen 

innerhalb der Atmungskette liefern.  
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 Die unterschiedlich abundanten Proteine innerhalb des 

Stoffwechselweges der oxidativen Phosphorylierung sind dem 

Komplex I, IV und V der Atmungskette angehörig 

Eine erhöhte Aktivität der oxidativen Phosphorylierung in den CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren konnte bereits 

gezeigt werden (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Bisher konnte allerdings noch 

nicht geklärt werden, wo im Stoffwechselweg der oxidativen Phosphorylierung der 

Ursprung der veränderten Aktivität liegt. Um nun ein besseres Verständnis über die 

molekularen Vorgänge zu gewinnen, nahmen wir als nächstes die acht signifikant 

differentiell abundanten Proteine unter die Lupe, die dem Stoffwechselweg der 

oxidativen Phosphorylierung zugehörig waren. Sechs der Proteine (75%) stellten 

Subeinheiten der NADH Dehydrogenase (Komplex I) dar und zeigten alle eine 

signifikant höhere Abundanz in den Mitochondrien bei CD4+-Zellen von ERU Tieren. 

Es handelte sich dabei um die Proteine MT-ND3, NDUFA3, NDUFAB1, NDUFB1, 

NDUFS7 und NDUFB7. Das in Mitochondrien equiner CD4+-Zellen von ERU-Tieren 

signifikant höher abundante Protein COX6A1 wurde der Cytochrom-c-Oxidase 

(Komplex IV) zugeordnet, während das signifikant geringer abundante, 

mitochondrial kodierte Protein MT-ATP6 zur ATP-Synthase (Komplex V) gehörte 

(Abbildung 4.11). 

 

Abbildung 4.11 Schematische Darstellung der Atmungskette mit ihren Komplexen und den in 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von ERU-Tieren differentiell abundanten Proteinen in Komplex 

https://flexikon.doccheck.com/de/Cytochrom-c-Oxidase
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I, IV und V. Dargestellt sind die Komplexe I-V der Atmungskette, lokalisiert in der inneren 

Mitochondrienmembran. Elektronen von NADH+H+ bzw. FADH2 werden über Komplex I bzw. 

Komplex II in die Elektronentransportkette aufgenommen und über Coenzym Q (CoQ) an Komplex 

III und dann Komplex IV weitergegeben. Die Komplexe I, III und IV pumpen hierdurch Protonen aus 

der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum, sodass ein Protonengradient entsteht. Diese 

protonenmotorische Kraft wird wiederum von Komplex V, der ATP-Synthase, genutzt um ADP zu 

ATP zu phosphorylieren, während die Protonen entlang ihres Gradienten zurück in die 

mitochondriale Matrix strömen. Komplex I, IV und V wurden besonders hervorgehoben und die 

differentiell abundanten Proteine in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten 

Tieren in dem Komplex beschriftet, dem sie jeweils zugehörig sind. Der Pfeil vor dem Protein gibt 

jeweils die Richtung der veränderten Abundanz in ERU an. Erstellt mit BioRender.com. 

 

 Downstream-Effekt-Analyse differentiell abundanter Proteine im 

mitochondrialen Proteom von CD4+-Zellen gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde  

Eine Analyse der Downstream-Effekte erlaubt die Identifizierung von molekularen 

und zellulären Funktionen, die durch die differentiell abundanten Proteine im 

Datensatz mit hoher Wahrscheinlichkeit beeinflusst sind (Kramer, Green et al. 

2014).  

Die Downstream-Effekt-Analyse der differentiell abundanten Proteine im 

mitochondrialen Proteom von CD4+-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde 

zeigte die „Cellular Assembly and Organization“ als hoch signifikant angereicherte 

Kategorie und innerhalb dieser Kategorie die „Organization of Mitochondria“ als 

angereicherte Funktion mit der höchsten Signifikanz.  

Auch bei der Analyse der Downstream-Effekte ist über die Berechnung des 

z-Scores eine Voraussage möglich, ob eine molekulare oder zelluläre Funktion 

erhöht oder vermindert ist. Es konnte für zwei Downstream-Funktionen ein 

signifikant veränderter z-Score berechnet werden. Für die Funktion „Fatty Acid 

Metabolism“ wurde eine signifikant verminderte Aktivität vorausgesagt, während für 

die „Accumulation of Lipid“ eine signifikant erhöhte Aktivität identifiziert wurde. Die 

der jeweiligen Funktion zugeordneten Proteine können der Tabelle 4.4 entnommen 

werden. 
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a) 

Kategorie 

b) 

Funktion 

c) 

p-Wert 

d) 

Vorausgesagtes 

Aktivitätsmuster 

e) 

z-Score 

f) 

Zugeordnete 

Proteine 

Cellular 
Assembly and 
Organization 

Organization 
of 

Mitochondria 
1,26 x 10-09 – 

 
– 
 

MUL1▲ 
AFG1L▲ 
BAX▲ 
FXN▲ 
HSD17B10▼ 
PARK7▲ 
SOD2▼ 
SPG7▼ 
STOML2▼ 

Lipidmetabolism 

Fatty Acid 
Metabolism 

6,73 x 10-03 vermindert -2,0 

ACOT4▼ 
DBI▲ 
ETFA▼ 
ME2▼ 
PARK7▲ 
PRDX6▲ 
SLC25A1▼ 
TRIAP1▲ 
TSPO▼ 

Accumulation 
of Lipid 

1,18 x 10-02 erhöht 2,2 

BAX▲ 
BLOC1S1▲ 
DBI▲ 
FXN▲ 
PRDX6▲ 
PTPMT1▼ 

Tabelle 4.4 Auswahl an signifikant angereicherten Downstream-Funktionen. a) Kategorie; 

Überbegriff der Downstream-Funktion, b) angereicherte Downstream-Funktion, c) p-Wert der 

Anreicherung der Downstream-Funktion, d) aufgrund des z-Scores vorausgesagtes Aktivitätsmuster, 

e) z-Score der Downstream-Funktion, f) der Funktion zugeordnete, differentiell abundante Proteine. 

Das nachstehende Dreieck gibt die Richtung der veränderten Abundanz an (▲= höher abundant in 

Mitochondrien der CD4+ Zellen von ERU Tieren; ▼= geringer abundant in Mitochondrien der CD4+ 

Zellen von ERU Tieren). 

 

 Identifikation von MUL1 als Kandidatenprotein für weiterführende 

Untersuchungen 

Das Protein „Mitochondrial E3 ubiquitin protein ligase 1“ (MUL1) zeigte in 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu den 

Kontrolltieren eine höhere Proteinabundanz mit hoch signifikantem p-Wert 

(Abbildung 4.12.). Bei anderen Spezies und Zelllinien wurde gezeigt, dass MUL1 

dynamische Vorgänge in den Mitochondrien reguliert und die mitochondriale 

Fragmentierung (Fission) begünstigt (Braschi, Zunino et al. 2009, Peng, Ren et al. 

2016). Beim Pferd wurde das Protein bisher noch nicht beschrieben (Stand der 
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PubMed Literaturrecherche: Februar 2023). MUL1 spielt eine Rolle bei der Funktion 

„Organization of Mitochondria“ (s. 4.3.7). Dies macht es zu einem interessanten 

Kandidaten für weitere Analysen. 

 

Abbildung 4.12 Volcano Plot aller 622 identifizierten mitochondrialen Proteine. Es ist die 

Signifikanz (y-Achse) gegen das Verhältnis der Proteinabundanz von ERU zu Kontrolle (x-Achse) 

aufgetragen. Jedes Protein aus dem Datensatz ist als Punkt dargestellt und die grau gestrichelte 

Linie gibt den Grenzwert der statistischen Signifikanz (p<0.05) an. Die 51 Proteine, die in den 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden eine statistisch signifikant höhere 

Abundanz zeigten, sind in grün dargestellt, während die 38 Proteine mit geringerer Abundanz in rot 

dargestellt sind.  
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 Quantifizierung von MUL1 in CD4+-Zellen von gesunden und 

an ERU erkrankten Pferden 

Die Expression von MUL1 in CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden wurde als nächstes im Western Blot untersucht.   

In den CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden war MUL1 signifikant erhöht 

(p = 0,044; Student‘s t-Test; Abbildung 4.13). Darüber hinaus konnte damit das 

Vorkommen von MUL1 in equinen CD4+-Zellen bestätigt werden.  

 

Abbildung 4.13 Quantifizierung der Expression von MUL1 in CD4+-Zellen gesunder und an 

ERU erkrankter Pferde im Western Blot. Die MUL1-Expression wurde mittels Western Blot 

untersucht und nach Normalisierung auf GAPDH quantifiziert. Es sind die auf den Faktor 1 

genormten Daten der Kontrollgruppe (graue Säule) und die darauf bezogenen Werte der an ERU 

erkrankten Pferde (blaue Säule) dargestellt. Die Expressionsstärke von MUL1 war in CD4+-Zellen 

von an ERU erkrankten Pferden (n=5) um das 1,6-fache höher als in CD4+-Zellen gesunder 

Kontrollpferde (n=6). Der Unterschied war signifikant (* p ≤ 0,05; Student‘s t-Test).  
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 Darstellung der Mitochondrien equiner PBL mittels dSTORM 

In der Proteomanalyse wurde MUL1 zunächst in Mitochondrien der CD4+-Zellen von 

Pferden identifiziert. Mit Western Blots wurde das Vorhandensein von MUL1 in 

equinen CD4+-Zellen bestätigt. Deshalb sollte das Protein in einem nächsten Schritt 

eingehender charakterisiert werden und geklärt werden, ob es neben den 

Mitochondrien auch in anderer intrazellulärer Lokalisation vorkommt. Eine einfache 

Methode der Aufklärung der Topografie ist die Fluoreszenz-basierte Mikroskopie. 

Allerdings stellt die gut aufgelöste, fluoreszenzmikroskopische Darstellung der 

Mitochondrien und ihrer Proteinkomplexe eine Herausforderung dar, denn die 

Größe der Proteinkomplexe unterschreitet die klassische Beugungsgrenze der 

optischen Mikroskopie teilweise beträchtlich (Palmer, Lou et al. 2021). Durch die 

hochauflösende direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (dSTORM), 

welche eine Bildauflösung von etwa 20 nm zulässt, kann diese Beugungsgrenze 

durchbrochen werden (Rust, Bates et al. 2006). Dies erlaubt nicht nur eine 

Darstellung der Anordnung und Interaktion von Proteinkomplexen in der 

Mitochondrienmembran, sondern auch eine wesentlich detailliertere Beurteilung der 

mitochondrialen Morphologie (Huang, Jones et al. 2008, Palmer, Lou et al. 2021).  

Bisher konnten noch keine Veröffentlichungen gefunden werden, in denen die 

Mitochondrien primärer PBL im dSTORM darstellt werden (Stand der Pub Med 

Literaturrecherche: Februar 2023). Um die Untersuchung der subzellulären 

Lokalisation einzelner Kandidatenproteine zu ermöglichen, wurde daher zunächst 

eine Methode für die Bildgebung equiner PBL mittels dSTORM etabliert (Methode 

s. 3.10). Die äußere Mitochondrienmembran wurde mit einem Antikörper gegen das 

Protein „Translocase of outer mitochondrial membrane 20“ (TOMM20) markiert. 

Mithilfe der dSTORM Technik konnte ein hochauflösendes Bild der Mitochondrien 

in equinen PBL erstellt werden (Abbildung 4.16 B). Während in der 

lichtmikroskopischen Darstellung aufgrund der Brechungsgrenze kein scharfes Bild 

der Mitochondrien möglich ist, können im dSTORM die einzelnen Mitochondrien 

scharf dargestellt und ihre Hohlraumstruktur sichtbar gemacht werden (Abbildung 

4.16 A und B). Dies bereitet den Weg für zukünftige Untersuchungen zur 

Proteinlokalisation im Mitochondrium und anderen zellulären Abteilungen, sowie zur 

Beurteilung der mitochondrialen Morphologie.  
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Abbildung 4.14 Vergleichende Darstellung der Mitochondrien eines equinen PBL im Widefield 

(A) und dSTORM (B). Die äußere Mitochondrienmembran wurde mit einem Antikörper gegen 

TOMM20 markiert und dieser mit einem Alexa 647 gekoppelten sekundären Ziege-anti-Maus IgG (H 

und L) Antikörper sichtbar gemacht. Im Widefield ist aufgrund der klassischen Beugungsbegrenzung 

von mikroskopischen Aufnahmen die mitochondriale Struktur nur zu erahnen, während bei der 

dSTORM Aufnahme das mitochondriale Netzwerk detailreich dargestellt ist und die 

Hohlraumstruktur der Mitochondrien sichtbar wird. 
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5 DISKUSSION 

Die ERU ist eine weltweit vorkommende, immun-mediierte Augenerkrankung bei 

Pferden, die durch spontane, wiederkehrende Entzündungsschübe im inneren Auge 

gekennzeichnet ist (Degroote und Deeg 2021). Im Krankheitsverlauf überwinden 

autoreaktive Lymphozyten, insbesondere CD4+-Zellen, die Blut-Retina-Schranke 

(Gilger, Malok et al. 1999, Deeg, Kaspers et al. 2001). Dies führt zur Zerstörung von 

intraokularem Gewebe und unbehandelt letztendlich zur Erblindung des betroffenen 

Auges (Deeg, Ehrenhofer et al. 2002, Gerding und Gilger 2016). Die 

zugrundeliegenden Mechanismen, die die autoreaktiven Immunzellen dazu 

befähigen, die Blut-Retina-Schranke zu überwinden und in das immunprivilegierte 

Organ Auge einzudringen, konnten bis heute nicht vollständig geklärt werden 

(Degroote und Deeg 2021). In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt 

werden, dass die PBL von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu den PBL 

gesunder Pferde einen veränderten metabolischen Phänotyp aufweisen 

(Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Es konnten signifikante Unterschiede bei der 

oxidativen Phosphorylierung und glykolytischen Aktivität der PBL festgestellt 

werden, insbesondere bei der CD4+-Fraktion von gesunden und an ERU-erkrankten 

Pferden (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Die PBL von an ERU erkrankten 

Tieren zeigten unter anderem eine erhöhte oxidative Phosphorylierung im 

Basalstadium, die auch bei der isolierten Betrachtung der CD4+-Zellen zu sehen 

war (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Im Rahmen dieser Arbeit sollten diese 

metabolischen Unterschiede der PBL und insbesondere der CD4+-Zellen genauer 

charakterisiert und die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen in den CD4+-

Zellen untersucht werden.  

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die erhöhte basale oxidative 

Phosphorylierung durch eine veränderte Fähigkeit der PBL von an ERU erkrankten 

Pferden, ein bestimmtes Substrat zu nutzen, bedingt sein könnte. Hierfür wurde die 

Fähigkeit der PBL von gesunden und an ERU erkrankten Pferden, verschiedene 

Substrate im Mitochondrium zu verwenden, untersucht. Es konnte erstmals gezeigt 

werden, dass equine PBL unabhängig von der Gruppe, zu der sie gehörten, eine 

hohe Abhängigkeit und eine hohe Kapazität für den Glukosestoffwechsel 

aufwiesen, während sie eine geringe Abhängigkeit und eine mittlere Kapazität für 

den Fettsäurestoffwechsel besaßen. Von Glutamin waren die equinen PBL beider 
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Gruppen nicht abhängig, hatten jedoch die Kapazität, dieses zu einem geringen 

Prozentsatz zu nutzen (siehe Kapitel 4.1). Dieses Ergebnis trägt grundsätzlich zu 

einer Charakterisierung der Stoffwechseleigenschaften equiner PBL bei und deckt 

sich mit Untersuchungen an humanen PBL, die ebenfalls eine Abhängigkeit von 

Glukose, nicht jedoch von Glutamin und Fettsäuren nach der Entkopplung mit FCCP 

zeigten (Ajaz, McPhail et al. 2021).  

Die PBL der gesunden Pferde unterschieden sich in ihrer prozentualen 

Abhängigkeit und Kapazität sowie Flexibilität bei allen drei Substraten nicht 

signifikant von den PBL der an ERU erkrankten Tiere (siehe Kapitel 4.1). Durch 

diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die PBL beider Gruppen unter den 

experimentellen Bedingungen grundsätzlich die gleichen Fähigkeiten besitzen, die 

Substrate Glukose, Glutamin und langkettige Fettsäuren zur Deckung ihres 

Energiebedarfs im Mitochondrium zu nutzen. Die in den PBL von an ERU 

erkrankten Pferden festgestellte erhöhte basale oxidative Phosphorylierung und 

aerobe Glykolyse (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021) konnte also nicht auf 

veränderte prozentuale Fähigkeiten der Zellen, ein bestimmtes Substrat zu nutzen, 

zurückgeführt werden. Hierfür gibt es verschiedene mögliche Erklärungen. In einer 

Studie mit CD4+-Zellen eines Mäusemodells für Systemischen Lupus 

Erythematodes (SLE) sowie mit CD4+-Zellen von SLE-Patienten wurde 

beispielsweise festgestellt, dass diese eine vermehrte Expression von Genen aus 

Glukose-, Fettsäure- und Aminosäuremetabolismus im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen zeigten (Yin, Choi et al. 2015). Bei diesen Zellen wurde zuvor ebenfalls 

eine erhöhte Glykolyserate sowie oxidative Phosphorylierung beobachtet und es 

wurde daraus geschlossen, dass alle drei Stoffwechselwege zu den Veränderungen 

beitragen könnten (Yin, Choi et al. 2015). Wenn man bedenkt, dass die 

Abhängigkeit und die Kapazität der equinen PBL in dieser Arbeit in Prozent 

bestimmt wurden, ist es möglich, dass die PBL von Pferden mit ERU zwar eine 

erhöhte Substratoxidation aufweisen, dies aber keinen Einfluss auf die prozentuale 

Verteilung der Substratnutzung hat, da diese für alle Substrate gleichermaßen 

erhöht ist. 

Zudem ist denkbar, dass Veränderungen nur in bestimmten Subgruppen, wie 

beispielsweise den CD4+-Zellen, gesehen werden können und in der heterogenen 

Gruppe der PBL nicht sichtbar werden. Entweder weil die Unterschiede sehr klein 

sind oder weil sich Subgruppen entgegensetzt verhalten. Beispielsweise konnte in 
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den PBL von gesunden und an ERU erkrankten Pferden kein Unterschied in der 

ATP-verknüpften Respiration gesehen werden, wohl aber bei der Betrachtung 

isolierter CD4+-Zellen (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Um zu überprüfen, ob 

es Unterschiede bei den CD4+-Zellen gibt, die bei der Untersuchung der 

Gesamtgruppe der PBL nicht gesehen wurden, sollte der Fuel Flex Test mit dieser 

Untergruppe der PBL durchgeführt werden.  

Darüber hinaus wird bei dem hier angewandten Test ein Minimum (Abhängigkeit) 

und Maximum (Kapazität) der Substratoxidation durch die Zellen bestimmt, 

während sich die tatsächliche Rate der Substratverwendung irgendwo dazwischen 

befinden kann. Kleine Veränderungen im Verhältnis der Substratoxidation müssen 

keinen Einfluss auf die messbare Kapazität der Zellen haben, können aber einen 

großen Einfluss auf ihr Schicksal haben (Jones, Sheng et al. 2021). Es wäre also 

eine weitere Möglichkeit, dass die Zellen von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden zwar die gleiche Abhängigkeit und Kapazität von einem Substrat haben, 

die tatsächliche Oxidation dieses Substrates aber verändert ist, da die Zellen es 

mehr oder weniger bevorzugt nutzen. Dies konnte zum Beispiel bei stimulierten PBL 

von Typ 2 Diabetes Patienten im Vergleich zu stimulierten PBL von Personen ohne 

Diabetes beobachtet werden (Nicholas, Proctor et al. 2019). Hier konnte in den PBL 

der Diabetes-Gruppe ebenfalls eine erhöhte aerobe Glykolyse festgestellt werden, 

aber kein Unterschied in der Abhängigkeit und Kapazität der Zellen bei der Nutzung 

der Substrate Glukose, Glutamin oder Fettsäuren (Nicholas, Proctor et al. 2019). In 

diesem Fall wurde durch weitere Versuche gezeigt, dass die PBL der Typ 2 

Diabetes Patienten die Oxidation von Glukose und Fettsäuren über Glutamin 

bevorzugten, eine Vorliebe, die bei PBL von Personen ohne Diabetes nicht 

beobachtet werden konnte (Nicholas, Proctor et al. 2019). Dies weist darauf hin, 

dass trotz gleicher Fähigkeiten der Mitochondrien bestimmte Substrate bevorzugt 

verwendet werden können und diese Vorliebe unter Umständen ausreicht, um 

Veränderungen im glykolytischen oder oxidativen Stoffwechsel auszulösen. Um in 

equinen PBL den Umsatz einzelner Substrate in speziellen Stoffwechselwegen zu 

beurteilen, müssten weitere Versuche durchgeführt werden. Besonders geeignet 

hierfür wäre beispielsweise die Bestimmung des Metaboloms nach Inkubation mit 

stabilen, Isotopen-markierten Substraten, wie 13C6-Glukose, 13C5-Glutamin oder 

13C16-Palmitat (Jones, Sheng et al. 2021). Hierdurch könnten neben dem Umsatz 

der Substrate im naiven Zustand auch kompensatorische Mechanismen der Zellen 
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untersucht und zwischen gesunden und erkrankten Tieren verglichen werden. Es 

könnte beispielsweise nach einer Inhibierung des mitochondrialen Pyruvat-Carriers 

beurteilt werden, ob in den Zellen beider Gruppen vermehrt Zwischenprodukte des 

Citratzyklus aus 13C5-Glutamin oder 13C16-Palmitat vorliegen.  

Zuletzt ist denkbar, dass die PBL von an ERU erkrankten Pferden ihren erhöhten 

oxidativen Stoffwechsel durch Substrate antreiben, die im Rahmen des Fuel Flex 

Tests nicht untersucht wurden, oder zumindest auf solche ausweichen können. So 

können beispielsweise kurz- und mittelkettige Fettsäuren die 

Mitochondrienmembran ohne spezifische Transportsysteme überwinden und ihre 

Oxidation im Mitochondrium daher durch Etomoxir nicht gehemmt werden (Cucchi, 

Camacho-Munoz et al. 2019). In humanen und murinen T-Effektorzellen führten 

Kulturbedingungen ohne Glukose zu einer verminderten Proliferation, die durch 

Supplementation mit Inosin als alternativer Kohlenhydratquelle für den Stoffwechsel 

wiederhergestellt werden konnte (Wang, Gnanaprakasam et al. 2020). Dies 

unterstreicht die metabolische Flexibilität von Immunzellen und zeigt, dass auch 

andere Kohlenhydratquellen die Effektorfunktionen der Zellen unterstützen können. 

Die Verfügbarkeit der extrazellulären Nährstoffe im Medium wurde unter den im 

Rahmen dieser Arbeit angewendeten Versuchsbedingungen zwar kontrolliert, 

allerdings haben die Zellen hierbei noch die Möglichkeit verschiedenste endogene 

Substrate abzubauen und damit die blockierten Stoffwechselwege zu 

kompensieren.   

Eine Möglichkeit, die Aktivität der Atmungskette als Reaktion auf bestimmte 

Substrate unabhängig von den im Zytoplasma ablaufenden Prozessen und damit 

weitgehend unabhängig von endogenen Substraten zu betrachten, ist die 

Untersuchung der mitochondrialen Aktivität nach selektiver Permeabilisierung der 

Plasmamembran. Nach aktueller Literaturrecherche wurden noch keine Daten aus 

Versuchen an permeabilisierten equinen Immunzellen veröffentlicht (Stand der 

PubMed Literaturrecherche: März 2023), sodass zunächst eine Optimierung der 

Versuchsbedingungen notwendig war. Nach der Optimierung der Zelldichte und 

rPFO-Konzentration war eine verlässliche Messung der Sauerstoffverbrauchsrate 

in permeabilisierten equinen CD4+-Zellen möglich. Im Vergleich zu dem Assay mit 

intakten equinen CD4+-Zellen war eine höhere Zellzahl notwendig, um für alle 

Substrate eine Sauerstoffverbrauchsrate oberhalb der mindestens erwünschten 

100 pmol/min zu erlangen (siehe Kapitel 4.2.1). Zudem war eine Konzentration des 
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rPFO von 1 nM optimal zur Permeabilisierung der Plasmamembran equiner CD4+-

Zellen, während eine geringere Dosis noch nicht ausreichte. Dies deckt sich mit 

Ergebnissen aus anderen Studien, in denen rPFO in einer Konzentration von 1 nM 

für verschiedene Zelllinien und primäre Zellen optimal war (Divakaruni, Wiley et al. 

2013). Darunter fallen primäre Makrophagen aus dem Knochenmark, 

C2C12-Myoblasten, primäre kortikale Neuronen der Ratte, H9C2-Kardiomyozyten 

und einige weitere adhärente Zellen sowie murine CD8+-Zellen (Divakaruni, Wiley 

et al. 2013, Champagne, Hatle et al. 2016). In unserer Studie konnten wir zeigen, 

dass dies auch für equine CD4+-Zellen galt. Somit konnte hier zum ersten Mal der 

Einfluss verschiedener Substrate auf die Sauerstoffverbrauchsrate in 

permeabilisierten equinen Immunzellen und damit die Untersuchung ihrer 

respiratorischen Komplexaktivität beschrieben werden.  

Im Vergleich zeigte sich bei den getesteten Substraten Pyruvat, Succinat und 

Palmitat kein signifikanter Unterschied in der Aktivität der Atmungskette zwischen 

permeabilisierten CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

(siehe Kapitel 4.2.3). Dies weist darauf hin, dass diese Substrate und damit die 

dadurch gemessene Aktivität von Komplex I oder Komplex II nicht alleine für die 

durch Barfüßer et al. beobachtete erhöhte oxidative Phosphorylierung in CD4+-

Zellen von an ERU erkrankten Tieren verantwortlich ist (Barfuesser, Wiedemann et 

al. 2021). Es ist zu bedenken, dass im Rahmen dieser Arbeit nur Pyruvat und Malat 

als Komplex I Substrate getestet wurden. Neben Pyruvat kann auch Glutamat als 

Substrat für Komplex I dienen (Nolfi-Donegan, Braganza et al. 2020). Es wäre also 

eine Möglichkeit, dass eine Veränderung der Komplex I Aktivität nicht für Pyruvat 

sichtbar ist, jedoch für Glutamat als Substrat. Um abzuprüfen, ob eine Veränderung 

der Aktivität von Komplex I in Reaktion auf andere Substrate auftritt, sollte eine 

Messung der Sauerstoffverbrauchsrate in Reaktion auf Glutamat oder auch der 

Kombination aus Pyruvat, Malat und Glutamat als Substrat in zukünftigen 

Versuchen durchgeführt werden. 

In Reaktion auf Succinat zeigten die CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

sogar die Tendenz zu einer geringeren Respirationskapazität und damit zu einer 

geringeren Komplex II Aktivität. Eine verminderte Komplex II Aktivität könnte zu 

einem pro-inflammatorischen Phänotyp der CD4+-Zellen beitragen, der über eine 

erhöhte intrazelluläre Citratkonzentration vermittelt wird. Komplex II nimmt nicht nur 

Elektronen aus FADH2 in die Elektronentransportkette auf, sondern katalysiert in 
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einem gekoppelten Prozess auch die Reaktion von Succinat zu Fumarat im 

Citratzyklus (Yin und O'Neill 2021). In den PBL von Patienten mit rheumatoider 

Arthritis führte eine verminderte Expression der Succinyl-CoA-Ligase, die den 

Schritt vor Komplex II im Citratzyklus und damit die Bildung von Succinat katalysiert, 

zu einer erhöhten Ansammlung von Citrat und einem dadurch mediierten, vermehrt 

pro-inflammatorischen T-Effektor-Phänotyp (Wu, Qiu et al. 2020). Dieser zeichnete 

sich durch eine erhöhte IFNγ-Produktion sowie gesteigerte 

Wanderungseigenschaften aus (Wu, Qiu et al. 2020), wie sie auch bei an ERU 

erkrankten Pferden beschrieben wurden (Saldinger, Nelson et al. 2020, 

Wiedemann, Amann et al. 2020). Zunächst müsste hier jedoch geprüft werden, ob 

sich die Tendenz einer geringeren Komplex II Aktivität in den CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Tieren bestätigt, indem eine größere Kohorte getestet wird. Eine 

Erklärung für eine erhöhte basale oxidative Phosphorylierung der CD4+-Zellen von 

an ERU erkrankten Tieren könnte eine verminderte Komplex II Aktivität allerdings 

nicht liefern. 

So konnte durch die Untersuchung individueller Komplexe und Substrate der 

Mitochondrien in den PBL von an ERU erkrankten im Vergleich zu gesunden 

Pferden die Ursache der Veränderungen bei der oxidativen Phosphorylierung weder 

auf ein spezielles Substrat noch auf einen speziellen Komplex der Atmungskette 

eingegrenzt werden. Dagegen konnten auf Proteinebene erhebliche Unterschiede 

in den Mitochondrien von CD4+-Zellen zwischen gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden aufgezeigt werden. Es zeigten sich Veränderungen von am 

Substratstoffwechsel sowie der Atmungskette und der mitochondrialen 

Organisation beteiligten Proteine. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass nicht ein 

einzelnes Enzym oder Substrat für die Veränderung der oxidativen 

Phosphorylierung ausschlaggebend ist, sondern vielmehr ein komplexerer 

Zusammenhang besteht. Die quantitative massenspektrometrische Untersuchung 

mit nachfolgender bioinformatischer Auswertung bietet eine äußerst sensitive 

Methode, die im Gegensatz zur Untersuchung einzelner Aspekte des Metabolismus 

komplexere Zusammenhänge der Stoffwechsel- und Signalwege im Mitochondrium 

darstellen kann (Gomez-Serrano, Camafeita et al. 2018).  

Es konnten insgesamt 4340 Proteine im Mitochondrienisolat der equinen CD4+-

Zellen eindeutig identifiziert und quantifiziert werden. Es wurde gezielt das Proteom 

isolierter Mitochondrien untersucht, da dies im Vergleich zur Untersuchung ganzer 
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Zellen einige Vorteile bringt (Kabiri, von Toerne et al. 2021). Zum einen werden die 

meisten mitochondrialen Proteine im Zytoplasma gebildet und dann zu ihrer 

Ziellokalisation im Mitochondrium transportiert (Song, Herrmann et al. 2021). Zum 

anderen gibt es Proteine, die nicht ausschließlich im Mitochondrium, sondern auch 

in anderen Organellen vorkommen, oder nur unter gewissen physiologischen oder 

pathologischen Zuständen ins Mitochondrium transportiert werden (Thul, Akesson 

et al. 2017). Die Untersuchung des differentiellen Proteoms isolierter Mitochondrien 

lässt daher ein klareres Bild der tatsächlich vorliegenden mitochondrialen 

Proteinverhältnisse zu, ohne dass die im Zytoplasma oder anderen Organellen 

vorkommende Quantität der Proteine einen großen Einfluss nimmt. Die Anzahl von 

4340 identifizierten Proteinen wirkt zunächst relativ hoch, wenn man bedenkt, dass 

bisher laut MitoCarta3.0 Datenbank insgesamt 1136 Proteine beim Menschen und 

1140 Proteine bei der Maus einer mitochondrialen Lokalisation zugeordnet wurden 

(Rath, Sharma et al. 2021). Ein Grund für diese Diskrepanz könnte darin liegen, 

dass die Mitochondrien im Zellverband teilweise sehr eng mit anderen Organellen 

verbunden sind (Giorgi, De Stefani et al. 2009, Gomez-Serrano, Camafeita et al. 

2018). Durch diese strukturelle Verbindung der Mitochondrien, v.a. mit dem 

endoplasmatischen Retikulum, aber auch dem Nucleus und den Peroxisomen, kann 

bei der Isolierung der Mitochondrien eine Kontamination der mitochondrialen 

Fraktion mit Proteinen aus diesen Organellen nie ganz ausgeschlossen werden 

(Gomez-Serrano, Camafeita et al. 2018, Kruse, Sahebekhtiari et al. 2020).  

Um diese Mitochondrien-fremden Proteine aus der weiteren Analyse 

auszuschließen, wurden die identifizieren Proteine aus unserer Studie mit der 

humanen MitoCarta3.0 Datenbank abgeglichen. Insgesamt konnten so 622 

Proteine eindeutig dem Mitochondrium zugeordnet werden. Es ist allerdings zu 

beachten, dass noch keine pferdespezifischen Datenbanken des mitochondrialen 

Proteoms zur Verfügung stehen, da dieses bei Pferden noch nicht untersucht wurde 

(Stand der Literaturrecherche: Februar 2023). Daher erfolgte der Abgleich der 

humanen Orthologe unserer Proteinidentifikationen mit einer humanen Datenbank. 

Darüber hinaus werden laufend neue Proteine im mitochondrialen Proteom 

identifiziert und ergänzt, sodass die in der Datenbank aufgeführten Proteine, wenn 

auch laufend aktualisiert und erweitert, nur den aktuellen Wissensstand 

widerspiegeln (Delgado de la Herran, Cheng et al. 2021). Es besteht also die 

Möglichkeit, dass einzelne, eigentlich mitochondriale Proteine von der Analyse 
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ausgeschlossen wurden, da sie pferdespezifisch oder nach dem aktuellen 

Wissensstand nicht als „mitochondrial“ klassifiziert sind. Führt man auf der anderen 

Seite keinen Abgleich mit einer Datenbank durch, wird man Proteine in die Analyse 

einbeziehen, die als Kontamination aus anderen Organellen einzustufen sind. Um 

möglichst spezifische Veränderungen in den Mitochondrien der CD4+-Zellen bei an 

ERU erkrankten Pferden zu finden, wurde der Abgleich mit der Datenbank gewählt 

und dadurch das Risiko eines Informationsverlustes in Kauf genommen. Dennoch 

lieferten die Ergebnisse dieses Datensatzes nun wertvolle grundlegende 

Erkenntnisse über das mitochondriale Proteinprofil der CD4+-Zellen bei Pferden und 

können zudem zu einem besseren Verständnis der Pathophysiologie der ERU 

beitragen. 

Die Zahl von 622 mitochondrialen Proteinen deckt sich im Wesentlichen mit der 

Anzahl mitochondrialer Proteine, die in anderen Studien beschrieben wurden. In 

einer Proteomstudie an primären murinen CD4+-Zellen wurden durch Abgleich des 

Proteoms der Gesamtzelle mit der MitoCarta-Datenbank 552 mitochondriale 

Proteine identifiziert (Ron-Harel, Santos et al. 2016). Bei der proteomischen 

Untersuchung isolierter Mitochondrien einer Jurkat-Zellinie konnte insgesamt 680 

Proteinen eine mitochondriale Lokalisation zugeordnet werden (Rezaul, Wu et al. 

2005). In verschiedenen Geweben von Mäusen konnten je nach Gewebe zwischen 

554 und 797 Proteine aus Mitochondrien gefunden werden (Pagliarini, Calvo et al. 

2008).  

Insgesamt waren 14,3 % der 622 identifizierten mitochondrialen Proteine signifikant 

differentiell abundant zwischen den CD4+-Zellen von gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden. Hierdurch konnten deutliche Veränderungen der Mitochondrien 

aufgezeigt und neue Erkenntnisse über die möglichen zugrundeliegenden 

molekularen Mechanismen der in den CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

beobachteten veränderten Stoffwechseleigenschaften erlangt werden. Besonderes 

Interesse galt Veränderungen, die mit der mitochondrialen Substratoxidation und 

der oxidativen Phosphorylierung zusammenhingen.  

Interessanterweise wiesen die Ergebnisse der differentiellen mitochondrialen 

Proteomanalyse nun auf einen verminderten Lipidmetabolismus und eine vermehrte 

Akkumulation von Lipiden hin (siehe Kapitel 4.3.2 und 4.3.8). In den Mitochondrien 

der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden konnte eine verminderte 

Abundanz der an der Fettsäureoxidation beteiligten Proteine „Hydroxyacyl-CoA 
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dehydrogenase“ (HADH) und „Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10“ 

(HSD17B10) festgestellt werden (siehe Kapitel 4.3.2). Beide Proteine haben 

Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenaseaktivität und sind in den dritten Schritt der β-

Oxidation von Fettsäuren involviert (Liu, Chen et al. 2020, Fang, Li et al. 2022). Ihre 

verminderte Abundanz könnte also bedeuten, dass die Oxidation von Fettsäuren im 

Mitochondrium der CD4+-Zellen vermindert ist. Bezieht man hier mit ein, dass keine 

signifikanten Unterschiede bei der Untersuchung der Abhängigkeit und Kapazität 

der PBL von langkettigen Fettsäuren sowie in der Palmitat-mediierten Aktivität der 

Atmungskette festgestellt werden konnten (siehe Kapitel 4.1 und 4.2.3), liegt nahe, 

dass die Veränderung des Lipidmetabolismus durch die Oxidation kurz- und 

mittelkettiger Fettsäuren und nicht durch die Oxidation langkettiger Fettsäuren 

bedingt sein könnte. Im Einklang mit dieser Annahme konnte in verschiedenen 

humanen Geweben gezeigt werden, dass HADH und HSD17B10 eine höhere 

Affinität zu kurzen und mittleren Hydroxyacetyl-CoA-Kettenlängen haben (He, Yang 

et al. 1989, He, Schulz et al. 1998, Shafqat, Marschall et al. 2003, Yang, He et al. 

2005, Fang, Li et al. 2022). Durch weitere Versuche könnte die Beteiligung kurz- 

und mittelkettiger Fettsäuren am mitochondrialen Metabolismus der Immunzellen 

von Pferden und insbesondere Unterschiede bei der ERU charakterisiert werden. 

Dies könnte durch die Untersuchung der mitochondrialen Aktivität in 

permeabilisierten CD4+-Zellen in Reaktion auf mittelkettige Fettsäuren, wie 

beispielsweise Octanoat und kurzkettige Fettsäuren, wie beispielsweise Butyrat, 

erfolgen.  

Darüber hinaus könnte eine verminderte Fettsäureoxidation und die verminderte 

HADH-Abundanz auf einen aktivierten T-Effektorzell-Phänotyp der CD4+-Zellen von 

an ERU erkrankten Pferden hinweisen. In humanen T-Zellen wurde nach der 

Aktivierung eine verminderte Proteinabundanz der an der Fettsäureoxidation 

beteiligten Proteine, darunter HADH, festgestellt (Ron-Harel, Santos et al. 2016). 

Die funktionelle Bedeutung einer verminderten HADH-Abundanz wurde in 

Lymphozyten allerdings noch nicht untersucht (Stand der PubMed 

Literaturrecherche: Februar 2023). In Darmkrebszellen konnte die verminderte 

Expression von HADH jedoch mit einer vermehrten Proliferation, Migration und 

Invasivität der Tumorzellen in Verbindung gebracht werden (Shen, Song et al. 

2017). Metabolisch gesehen können zwischen aktivierten T-Zellen und Tumorzellen 

immer wieder Parallelen gefunden werden, die auf ähnliche Anforderungen beim 
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Aufbau von Biomasse für die rasche Proliferation zurückzuführen sind (Andrejeva 

und Rathmell 2017), sodass denkbar ist, dass eine verminderte HADH-Abundanz 

in aktivierten Lymphozyten ähnliche Effekte hat. Um zunächst eine Einsicht zu 

bekommen, welche Folgen eine verminderte HADH Aktivität in equinen CD4+-Zellen 

hat, könnten die proliferativen Eigenschaften oder auch die 

Wanderungseigenschaften der CD4+-Zellen von gesunden Pferden nach der 

Inhibierung von HADH überprüft werden. 

Im Gegensatz zur verminderten Oxidation wurde auf der anderen Seite eine 

vermehrte Akkumulation von Lipiden vorausgesagt. Die Akkumulation von Lipiden 

könnte unter anderem durch eine vermehrte Fettsäuresynthese bedingt sein. Dies 

konnte beispielsweise bei T-Zellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis gezeigt 

werden, in denen vermehrte Lipideinlagerungen festgestellt wurden (Shen, Wen et 

al. 2017). In dieser Studie wurde die Beteiligung der erhöhten Fettsäuresynthese 

bei der Formation von Lipideinlagerungen nachgewiesen und zudem ein direkter 

Einfluss der Fettsäuresynthese auf die vermehrte Migration und Gewebeinvasivität 

der CD4+-Zellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis gezeigt (Shen, Wen et al. 

2017). Da die PBL von an ERU erkrankten Pferden ebenfalls erhöhte 

Migrationseigenschaften besaßen (Wiedemann, Amann et al. 2020), könnte dies 

einen interessanten Zusammenhang darstellen. Der Lipidgehalt der CD4+-Zellen 

von gesunden und an ERU erkrankten Tieren sollte zunächst in weiteren Versuchen 

quantifiziert werden, um so eine Akkumulation von Lipiden in den Zellen von an 

ERU erkrankten Tieren zu bestätigen. Neutrale Fette könnten in den equinen 

Immunzellen zum Beispiel mit dem fluoreszierenden Farbstoff 4,4-Difluoro-

1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacen (BODIPY 493/503) gefärbt 

(Qiu und Simon 2016) und anschließend mithilfe eines Durchflusszytometers oder 

Fluoreszenzmikroskops dargestellt und quantifiziert werden. 

Der Stoffwechselweg „Pyruvate Fermentation to Lactate“, dem das in den 

Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden höher abundante 

Protein „Equus caballus lactate dehydrogenase B“ (LDHB) zugeordnet wurde, war 

ebenfalls signifikant angereichert. Laktatdehydrogenasen katalysieren die 

Umwandlung von Pyruvat und NADH zu Laktat und NAD+ und andersherum 

(Shibata, Sogabe et al. 2021). Bei der Laktatdehydrogenase handelt es sich um ein 

Tetramer, das aus verschiedenen Kombinationen der Untereinheiten A und B 

zusammengesetzt sein kann (Dawson, Goodfriend et al. 1964). Während die 



 DISKUSSION 

113 

Untereinheit Laktatdehydrogenase A eine höhere Affinität für Pyruvat zeigt, 

katalysiert die LDHB bevorzugt die Reaktion von Laktat zu Pyruvat, die unter 

anderem im Mitochondrium stattfinden kann (Dawson, Goodfriend et al. 1964, 

Deng, Gao et al. 2022). Dies könnte bedeuten, dass die CD4+-Zellen von an ERU 

erkrankten Tieren vermehrt Laktat in ihren Mitochondrien umsetzen und dieses als 

Substrat für den Citratzyklus nutzen. In humanen und murinen CD4+-Zellen führten 

erhöhte Laktatkonzentrationen im Medium zu verminderter Proliferation, 

Zytokinproduktion und oxidativer sowie glykolytischer Stoffwechselaktivität 

(Decking, Bruss et al. 2022). Die Überexpression von LDHB konnte die 

Zytokinproduktion in den humanen CD4+-Zellen teilweise wiederherstellen und 

steigerte deren oxidativen Stoffwechsel (Decking, Bruss et al. 2022). Im 

Zusammenhang mit der ERU könnte die erhöhte Abundanz von LDHB also eine 

Rolle bei der beobachteten erhöhten oxidativen Phosphorylierung der CD4+-Zellen 

von an ERU erkrankten Pferden spielen und dazu führen, dass sie ihre 

Effektorfunktionen im entzündeten Gewebe besser ausführen können. Ob Laktat 

als Substrat für den mitochondrialen oxidativen Stoffwechsel von equinen CD4+-

Zellen dienen kann und ob in dessen Nutzung ein Unterschied zwischen gesunden 

und an ERU erkrankten Pferden besteht, ist bislang nicht bekannt. Dies sollte mit 

weiteren Versuchen erforscht werden. Hierzu könnte die Sauerstoffverbrauchsrate 

permeabilisierter CD4+-Zellen in Reaktion auf Laktat als Substrat bestimmt und 

zwischen gesunden und an ERU erkrankten Pferden verglichen werden. Darüber 

hinaus wäre eine Untersuchung des Einflusses der LDHB-Aktivität auf die 

glykolytische Aktivität der Zellen interessant. Die CD4+-Zellen von an ERU 

erkrankten Pferden zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren eine verminderte basale 

Glykolyserate, aber eine erhöhte kompensatorische Glykolyse bei Inhibition der 

mitochondrialen Respiration (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021). Die dort im 

Rahmen des Glycolytic Rate Assays bestimmte Glykolyserate geht im Wesentlichen 

auf die Ansäuerung des Mediums durch von den Zellen produzierte Protonen bei 

der Umwandlung von Glukose zu Laktat zurück (Travaglio, Michopoulos et al. 

2023). Geht man davon aus, dass die CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

vermehrt im Zytoplasma entstandenes Laktat ins Mitochondrium aufnehmen und 

dort zu Pyruvat verstoffwechseln, könnte das dazu führen, dass das Medium 

weniger angesäuert wird und daraus eine vermeintlich geringere Glykolyserate 

resultiert. Auch diese Hypothese sollte durch weitere Versuche untersucht werden. 
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Hierfür könnte beispielsweise die LDHB-Aktivität durch den LDHB-spezifischen 

Inhibitor AXKO-0046 (Shibata, Sogabe et al. 2021) blockiert und daraufhin erneut 

die Glykolyserate der Zellen bestimmt werden.  

Passend zu der in vorherigen Versuchen beobachteten erhöhten basalen oxidativen 

Phosphorylierung der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden (Barfuesser, 

Wiedemann et al. 2021) konnte in der bioinformatischen Analyse des differentiellen 

Proteoms die oxidative Phosphorylierung als signifikant angereicherter, aktivierter 

Stoffwechselweg in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten 

Pferden aufgezeigt werden (siehe Kapitel 4.3.5). Darüber hinaus konnten hierbei 

die am Stoffwechselweg der oxidativen Phosphorylierung beteiligten differentiell 

abundanten Proteine dem Komplex I, IV und V der Atmungskette zugeordnet 

werden (siehe Kapitel 4.3.6). Das dem Komplex V der Atmungskette zugehörige, 

durch mitochondriale DNA kodierte Protein „ATP-Synthase subunit a“ (MT-ATP6) 

zeigte eine verminderte Abundanz in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Pferden. In den CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

konnte zuvor eine verminderte, ATP-verknüpfte Respiration festgestellt werden 

(Barfuesser, Wiedemann et al. 2021) und es liegt daher nahe, dass MT-ATP6 

hierbei eine Rolle spielt. MT-ATP6 ist eine Untereinheit des F0-Komplexes der ATP-

Synthase (Komplex V) der Atmungskette, die den Protonenkanal in der inneren 

Mitochondrienmembran bildet. MT-ATP6 ist hier hauptsächlich bei der Bildung der 

Protonenpore und der Kopplung des Protonenflusses an die rotierende F0-

Untereinheit c beteiligt (Jonckheere, Smeitink et al. 2012, Moreno-Loshuertos, 

Movilla et al. 2023). Im Zusammenhang mit ERU oder anderen Uveitiden ist dieses 

Protein in Immunzellen bisher noch nicht beschrieben worden (Stand PubMed 

Literaturrecherche: Februar 2023). Ein Zusammenhang zwischen MT-ATP6 und 

Autoimmunerkrankungen wurde jedoch bereits bei Patienten mit SLE hergestellt, 

bei denen eine verminderte MT-ATP6 Genexpression in PBL nachgewiesen wurde 

(Lee, Sugino et al. 2011). Die funktionelle Bedeutung dieser verminderten 

Genexpression wurde allerdings nicht weiter untersucht (Lee, Sugino et al. 2011). 

Eine Möglichkeit wäre, dass die verminderte MT-ATP6-Abundanz zu einer 

generellen Inhibierung der ATP-Synthase führt, sodass weniger Protonen zur ATP-

Erzeugung durch die Pore strömen und damit die geringere ATP-verknüpfte 

Respiration zustande kommt. Zusammen mit der erhöhten Aktivität der 

Elektronentransportkette (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021) würde dies zu einer 
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Hyperpolarisation der Mitochondrienmembran führen. Im physiologischen Rahmen 

wurde eine Hyperpolarisation der Mitochondrienmembran bei der Aktivierung von 

humanen T-Zellen gezeigt (Matarrese, Gambardella et al. 2003, Gerner, 

Niederstaetter et al. 2019), aber auch im Zusammenhang mit 

Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise bei humanen T-Zellen von SLE-

Patienten (Gergely, Grossman et al. 2002) und PBL von Typ 1-Diabetes-Patienten 

(Chen, Chernatynskaya et al. 2017) beschrieben.  

Unter Berücksichtigung der Funktionen von MT-ATP6 bei der Bildung der 

Protonenpore der ATP-Synthase wäre eine weitere Möglichkeit, dass die 

verminderte Abundanz zu einer erhöhten Durchlässigkeit der Pore für Protonen 

führt, deren Durchfluss nicht an die Synthese von ATP gekoppelt ist, und dass 

dadurch die verminderte ATP-verknüpfte Respiration zustande kommt. In diesem 

Fall wäre eine Erklärung für die erhöhte basale Sauerstoffverbrauchsrate, dass 

vermehrt Protonen durch die Elektronentransportkette in den Intermembranraum 

gepumpt werden müssen, um einer Depolarisierung entgegenzuwirken und ein 

normales Membranpotential aufrechtzuerhalten. Beim Menschen sind verschiedene 

Mutationen des MT-ATP6 Gens bekannt und je nach Mutation konnte es sowohl zu 

einem erhöhten als auch zu einem verringerten mitochondrialen Membranpotential 

kommen (Ganetzky, Stendel et al. 2019). Es sind also beide Möglichkeiten denkbar. 

Jedoch waren die Mutationen im MT-ATP6 Gen beim Menschen in der Regel mit 

einer verminderten Sauerstoffverbrauchsrate verknüpft (Ganetzky, Stendel et al. 

2019), was einen Kontrast zu den im Pferd beobachteten Verhältnissen darstellt. 

Die Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials der CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten im Vergleich zu gesunden Pferden könnte helfen, hier weiter zu 

differenzieren. Hierfür könnten beispielsweise fluoreszierende Farbstoffe wie TMRE 

herangezogen werden, die sich ladungsabhängig im Mitochondrium ansammeln 

und deren Fluoreszenzintensität somit negativ mit dem Membranpotential korreliert 

(Jones, Sheng et al. 2021).  

In dieser Arbeit konnte erstmals das in ERU vermindert abundante Protein MT-

ATP6 als potenziell verantwortlicher Kandidat identifiziert und damit eine sehr 

wahrscheinliche Beteiligung von Komplex V selbst an der verminderten ATP-

verknüpften Respiration festgestellt werden. 

Im Gegensatz zu MT-ATP6 zeigten die dem Komplex I und IV zugeordneten 

differentiellen Proteine alle eine signifikant höhere Abundanz in den Mitochondrien 
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der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten im Vergleich zu gesunden Pferden (siehe 

Kapitel 4.3.6).  

Der Komplex IV, auch Cytochrom-c-Oxidase, katalysiert den Transfer von 

Elektronen auf Sauerstoff und pumpt gleichzeitig zwei Protonen in den 

Intermembranraum (Mansilla, Racca et al. 2018, Yin und O'Neill 2021). Eine erhöhte 

Sauerstoffverbrauchsrate während der oxidativen Phosphorylierung, wie sie in den 

CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Tieren beobachtet wurde (Barfuesser, 

Wiedemann et al. 2021), ist daher zwangsläufig mit einem erhöhten Umsatz von 

Sauerstoff zu Wasser durch Komplex IV verbunden. Hierbei ist denkbar, dass 

Komplex IV selbst an diesem erhöhten Sauerstoffverbrauch beteiligt ist, oder aber 

dieser nur begleitend durch die erhöhte Aufnahme von Elektronen in die 

Transportkette durch Komplex I oder II bedingt ist. Durch die differentielle 

Proteomanalyse wurde nun gezeigt, dass sowohl Proteine aus Komplex I als auch 

aus Komplex IV eine erhöhte Abundanz in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von 

an ERU erkrankten Pferden hatten. Dies legt nahe, dass beide Komplexe eine 

höhere Aktivität aufweisen könnten und so an der erhöhten 

Sauerstoffverbrauchsrate und damit an der erhöhten oxidativen Phosphorylierung 

beteiligt sein könnten. Dies könnte wiederum für einen aktivierten metabolischen 

Phänotyp der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden sprechen. So wurde 

sowohl Komplex I als auch Komplex IV in anderen Spezies mit der Aktivierung von 

T-Zellen und deren proliferativen Eigenschaften in Verbindung gebracht (Tan, Yang 

et al. 2017, Bailis, Shyer et al. 2019, Yin und O'Neill 2021). In murinen T-Zellen 

wurde nach der Aktivierung eine Erhöhung der Komplex IV Aktivität beobachtet, 

wobei hierbei keine vermehrte Abundanz der Komplex IV Proteine festgestellt wurde 

(Tarasenko, Pacheco et al. 2017). In einer anderen Studie konnte dagegen in den 

T-Zellen von Mäusen gezeigt werden, dass diese nach der Ko-Stimulation mit 

CD3/CD28 eine höhere Abundanz des Komplex IV Proteins „Cytochrom-c-Oxidase 

10“ (COX10) zeigten (Tan, Yang et al. 2017). 

In den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden zeigte 

hingegen das dem Komplex IV zugeordnete Protein „Cytochrome-c-Oxidase 

Subunit 6A“ (COX6A1) eine erhöhte Abundanz. Dessen Funktion wurde bisher 

weder in den Immunzellen beim Pferd noch im Zusammenhang mit der T-Zellen-

Aktivierung beschrieben (Stand der PubMed Literaturrecherche: Februar 2023). Es 

wäre also denkbar, dass COX6A1 bei equinen Immunzellen eine ähnliche Funktion 
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bei der Aktivierung aufweist wie COX10 bei den murinen Zellen. Beide Proteine 

stellen eine nukleär kodierte, strukturelle Untereinheit des Komplex IV dar, deren 

bekannte Funktionen vor allem in der Regulation und dem Zusammenbau des 

Komplexes liegen (Tan, Yang et al. 2017, Luo, Yan et al. 2021). Darüber hinaus 

wurde für beide Proteine eine schützende Funktion vor der Apoptose beschrieben 

(Eun, Woo et al. 2008, Tarasenko, Pacheco et al. 2017). Die Deletion von COX10 

in den murinen T-Zellen und die damit verbundene Dysfunktion von Komplex IV 

führte zu einer verringerten Proliferationsrate sowie einer erhöhten Apoptose nach 

der Aktivierung (Tan, Yang et al. 2017). Eine verminderte Apoptose der PBL von an 

ERU erkrankten Pferden wurde bereits nachgewiesen (Schauer, Kleinwort et al. 

2018). Die höhere Abundanz von COX6A1 in den CD4+-Zellen könnte hierbei eine 

Rolle spielen und die Zellen vor der Apoptose schützen. So konnte die 

Überexpression von COX6A1 in einer humanen Glioblastomzelllinie die induzierte 

Apoptose unterdrücken (Eun, Woo et al. 2008).  

Die genaue Rolle von Komplex IV bei der Pathogenese der ERU sollte in weiteren 

Versuchen beleuchtet werden. Zunächst sollte untersucht werden, ob tatsächlich 

eine gesteigerte Aktivität von Komplex IV in den CD4+-Zellen von an ERU 

erkrankten Tieren besteht. Hierfür könnte zum Beispiel die 

Sauerstoffverbrauchsrate der CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden nach Permeabilisierung der Plasmamembran in Reaktion auf 

Tetramethylphenylendiamin (TMPD) gemessen werden (Salabei, Gibb et al. 2014). 

TMPD ist ein nicht-physiologischer Elektronendonator, der seine Elektronen direkt 

an Komplex IV abgibt und damit eine Beurteilung unabhängig von den 

vorangeschalteten Komplexen ermöglicht (Salabei, Gibb et al. 2014, Acin-Perez, 

Beninca et al. 2021).  

Dem Komplex I der Atmungskette wurden insgesamt 6 Proteine zugeordnet, die alle 

eine höhere Abundanz in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU 

erkrankten Pferden zeigten (siehe Kapitel 4.3.6). Dies legt eine Beteiligung des 

Komplex I am veränderten Stoffwechsel, insbesondere der erhöhten oxidativen 

Phosphorylierung der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden nahe. Der 

Komplex I, auch NADH-Dehydrogenase genannt, transferiert zwei Elektronen von 

NADH auf Cytochrom c und pumpt dabei vier Protonen in den Intermembranraum 

(Yin und O'Neill 2021). Die erhöhte Abundanz von Proteinen aus Komplex I der 

Atmungskette könnte dafürsprechen, dass sich die peripheren CD4+-Zellen von 
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Pferden mit ERU in einem frühen Stadium der Aktivierung befinden und der 

Komplex I der Atmungskette hierbei eine wichtige Rolle einnimmt. In murinen Th1-

Zellen führte die Inhibierung von Komplex I mit Rotenon zu einer signifikant 

reduzierten Proliferation, was zeigt, dass die Komplex I Aktivität eine wichtige Rolle 

für die proliferativen Eigenschaften der Zellen spielt (Bailis, Shyer et al. 2019). Die 

Inhibierung führte hier zu einem erhöhten NADH/NAD+ Verhältnis und zudem zu 

einer verminderten zellulären Aspartatkonzentration (Bailis, Shyer et al. 2019). 

Durch die Zugabe von Aspartat zu den mit Rotenon behandelten Zellen konnten die 

proliferativen Eigenschaften weitestgehend wiederhergestellt werden (Bailis, Shyer 

et al. 2019). Damit wurde gezeigt, dass die Rolle von Komplex I für die Proliferation 

der murinen Th1 Zellen nicht etwa von dessen Beitrag zur ATP-Generierung 

abhängt, sondern vielmehr von dessen Beeinflussung des NADH/NAD+-

Verhältnisses und des zellulären Aspartatstoffwechsels (Bailis, Shyer et al. 2019). 

Aspartat stellt wiederum eine wichtige Aminosäure für die Biosynthese von 

Nukleotiden und Proteinen dar, die für die Proliferation benötigt werden (Sullivan, 

Gui et al. 2015). Interessanterweise führte die Rotenonbehandlung der Zellen am 

Tag 4 nach der Aktivierung nicht zur Reduktion der IFNγ-Produktion der murinen 

Th1-Zellen (Bailis, Shyer et al. 2019). Unter diesem Aspekt ist davon auszugehen, 

dass die Aktivität von Komplex I vor allem in der frühen Aktivierungs- und 

Differenzierungsphase von Bedeutung ist, nicht jedoch für die Ausführung der 

Effektorfunktionen (Bailis, Shyer et al. 2019). Darüber hinaus ist Komplex I eine 

Hauptquelle für reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen spezies, ROS), 

die wiederum als Signalmoleküle für metabolische Veränderungen dienen (Scialo, 

Fernandez-Ayala et al. 2017, Yin und O'Neill 2021). Dadurch wird klar, dass die 

Effekte von Veränderungen an Komplex I und damit die Bedeutung der erhöhten 

Proteinabundanz in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten 

Pferden äußerst vielfältig sein können. Bezieht man hier jedoch mit ein, dass 

gleichzeitig zur erhöhten Aktivität der Elektronentransportkette eine verminderte 

ATP-verknüpfte Respiration in den CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

gezeigt wurde (Barfuesser, Wiedemann et al. 2021), könnte das bedeuten, dass 

vermehrt Funktionen des Komplexes I, die nicht der reinen ATP-Synthese dienen, 

in den CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden für den veränderten Phänotyp 

ausschlaggebend sind. Bei verschiedenen Zelllinien konnte sogar gezeigt werden, 

dass deren Proliferationsfähigkeit durch die Behandlung mit Oligomycin unterdrückt 
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wurde, aber durch Zugabe von einer geringen Dosis an FCCP wiederhergestellt 

werden konnte (Sullivan, Gui et al. 2015). Das zeigt, dass dort die Proliferation zwar 

abhängig von der Aktivität der Elektronentransportkette, aber unabhängig von der 

ATP-Synthase-Aktivität war (Sullivan, Gui et al. 2015). Entsprechende Versuche 

wurden jedoch noch nicht mit Immunzellen von Pferden durchgeführt und daher 

muss hier zunächst nachgewiesen werden, dass der Komplex I bei equinen CD4+-

Zellen ähnliche Funktionen erfüllt (Stand der Literaturrecherche: Februar 2023). 

Durch Stimulationsversuche könnte untersucht werden, ob die CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren eine höhere 

Proliferationsrate zeigen und wie sich die Inhibition von Komplex I der 

Atmungskette, beispielsweise durch Rotenon, auf die Proliferation der equinen 

Zellen auswirkt. 

Eine höhere Aktivität des Komplexes I in Reaktion auf Pyruvat konnte jedoch 

zwischen den CD4+-Zellen von an ERU erkrankten und gesunden Pferden nicht 

festgestellt werden. Es besteht die Möglichkeit, dass die erhöhte Abundanz von 

Komplex I Proteinen keine vermehrte Aktivität des Komplexes in der 

Elektronentransportkette mit sich bringt. So könnte es sich beispielsweise auch um 

die Akkumulation nicht funktionstüchtiger Proteine handeln, oder die höher 

abundanten Proteine nehmen keinen direkten Einfluss auf die Aktivität der 

Elektronentransportkette. Allerdings würde weder die Akkumulation 

funktionsunfähiger Proteine noch eine unveränderte Aktivität der Atmungskette die 

beobachtete erhöhte basale oxidative Phosphorylierung der intakten CD4+-Zellen 

von an ERU erkrankten Pferden erklären. Wahrscheinlicher ist daher die bereits 

diskutierte Möglichkeit, dass die Komplexaktivität in Reaktion auf andere Substrate 

eine Rolle spielt, oder erst die Kombination verschiedener Substrate zu einer 

erhöhten Aktivität des Komplexes führt.  

Bei der Analyse der den differentiell angereicherten Proteinen nachgelagerten 

Funktionen (siehe Kapitel 4.3.8) zeigte sich die „organization of mitochondria“ als 

angereicherte Funktion mit der höchsten Signifikanz. Dies weist möglicherweise 

darauf hin, dass Veränderungen in der Morphologie der Mitochondrien bei den 

CD4+-Zellen von Pferden mit ERU vorliegen könnten. Mitochondrien haben die 

Fähigkeit, sich zu verbinden oder zu teilen und können somit sowohl in einer 

länglichen, fusionierten Form, als auch in einer fragmentierten Form vorliegen (Di 

Daniele, Simula et al. 2021). Unter den Proteinen, die die mitochondriale 
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Organisation beeinflussen können, fand sich das in den Mitochondrien der CD4+-

Zellen von an ERU erkrankten Pferden höher abundante Protein “Mitochondrial E3 

ubiquitin ligase 1” (MUL1) (siehe Kapitel 4.3.7.). Dieses Protein wurde beim Pferd 

bisher noch nicht beschrieben (Stand der Literaturrecherche: März 2023). In HeLa 

Zellen wurde gezeigt, dass die Überexpression von MUL1 die mitochondriale 

Fragmentierung fördert, indem es das für die mitochondriale Fragmentierung 

wichtige Protein „Dynamin-related protein 1“ (Drp1) durch SUMOylation stabilisiert 

(Ding, Li et al. 2017, Calle, Garrido-Moreno et al. 2022). Darüber hinaus bewirkt 

MUL1 in HeLa Zellen eine Degradierung des Proteins „Mitofusin 2“ (Mfn2), welches 

eine Rolle bei der Fusionierung von Mitochondrien spielt (Yun, Puri et al. 2014). 

Morphologische Veränderungen in CD4+-Zellen stehen in enger Verbindung mit 

ihrem metabolischen Phänotyp und ihren Effektorfunktionen (Song, Yi et al. 2022). 

In Mäusen wurde gezeigt, dass T-Effektorzellen eher mit kleineren, fragmentierten 

Mitochondrien assoziiert sind, während vermehrt fusionierte Mitochondrien bei T-

Gedächtniszellen gesehen wurden (Buck, O'Sullivan et al. 2016, Song, Yi et al. 

2022). Die erhöhte MUL1-Abundanz in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Pferden könnte bedeuten, dass diese ebenfalls vermehrt in einer 

fragmentierten Form vorliegen. Die erhöhte Abundanz könnte auch an der 

verminderten Kopplung von Elektronentransportkette und ATP-Synthese in den 

CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Tieren beteiligt sein. Die Umwandlung der 

mitochondrialen Struktur geht in der Regel mit einer Veränderung der Einstülpungen 

der inneren Mitochondrienmembran (Cristae mitochondriales) einher, was 

wiederum die Effizienz der Elektronentransportkette und ihre Kopplung an die 

oxidative Phosphorylierung beeinflusst (Buck, O'Sullivan et al. 2016). Zellen mit 

fragmentierten Mitochondrien favorisierten die aerobe Glykolyse, während sie mit 

fusionierten Mitochondrien vermehrt die oxidative Phosphorylierung zur 

Energiegewinnung nutzten (Buck, O'Sullivan et al. 2016). Die CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Pferden zeigten allerdings basal einen vermehrt oxidativen 

Stoffwechsel und eine geringere glykolytische Aktivität (Barfuesser, Wiedemann et 

al. 2021). Sie konnten bei Inhibierung der oxidativen Phosphorylierung allerdings 

vermehrt auf die aerobe Glykolyse zurückgreifen (Barfuesser, Wiedemann et al. 

2021). Diese Ergebnisse passen nicht ganz zu einer rein fragmentierten 

mitochondrialen Morphologie und bedürfen daher weiterer Untersuchungen. 

Darüber hinaus wurde in humanen T-Zellen gezeigt, dass die mitochondriale 
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Fragmentierung und Umlagerung an die Polkappen der Zelle für die Zellpolarisation 

und -migration essenziell ist (Campello, Lacalle et al. 2006). Dies könnte wiederum 

ebenfalls für eine vermehrt fragmentierte Form der Mitochondrien der CD4+-Zellen 

von an ERU erkrankten Pferden sprechen, da die PBL von an ERU erkrankten 

Tieren gesteigerte Wanderungseigenschaften in einer 3D Kollagenmatrix zeigten 

(Wiedemann, Amann et al. 2020). 

Weder im Rahmen der ERU noch der experimentellen autoimmunen Uveitis wurde 

die mitochondriale Morphologie oder Lokalisation nach aktueller Literaturrecherche 

bisher beschrieben (Stand: Februar 2023). In einer Studie an einem humanen 

Patienten mit nicht infektiöser Uveitis wurden in den vitrealen CD4+-Zellen vermehrt 

fragmentierte Mitochondrien beschrieben, während die peripheren CD4+-Zellen 

vergleichsweise elongierte Mitochondrien zeigten (Tagirasa, Kaza et al. 2020). In 

dieser Studie wurde die mitochondriale Morphologie allerdings nur bei einem 

einzelnen Patienten bestimmt und keine peripheren CD4+-Zellen von 

augengesunden Menschen einbezogen (Tagirasa, Kaza et al. 2020). Die 

Fragmentierung der Mitochondrien der vitrealen CD4+-Zellen spricht für einen 

Effektorzell-Phänotyp (Song, Yi et al. 2022). Eine Beurteilung, ob dieser Prozess 

gegebenenfalls schon in den peripheren CD4+-Zellen von Uveitispatienten beginnt, 

ist in der genannten Studie allerdings nicht möglich, da keine Analyse der 

mitochondrialen Morphologie der peripheren CD4+-Zellen von augengesunden 

Menschen zum Vergleich vorliegt (Tagirasa, Kaza et al. 2020). So wäre es auch 

möglich, dass die peripheren CD4+-Zellen der Uveitispatienten im Vergleich zu 

peripheren CD4+-Zellen von augengesunden Menschen keinen Unterschied bei der 

Morphologie oder sogar eine höhere Fragmentierung aufweisen. Die mitochondriale 

Morphologie peripherer und vitrealer CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 

sowie peripherer CD4+-Zellen von gesunden Pferden sollte untersucht und 

verglichen werden. Als erster Schritt in diese Richtung wurde im Rahmen dieser 

Arbeit ein Protokoll für die Darstellung der Mitochondrien von equinen PBL mittels 

dSTORM etabliert (siehe Kapitel 4.4).  

Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse für einen frühen 

Aktivierungsstatus der peripheren CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden auf 

molekularer Ebene. Ein solch vermehrt aktivierter Phänotyp wurde bereits durch 

andere Ergebnisse bei den peripheren CD4+-Zellen beschrieben (Saldinger, Nelson 

et al. 2020, Wiedemann, Amann et al. 2020, Degroote und Deeg 2021) und hier 
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konnten entsprechende Veränderungen auch auf Proteinebene gezeigt werden. 

Inwiefern diese Unterschiede auf Proteinebene der Grund oder die Folge eines 

geänderten metabolischen Phänotyps sind, ist in der Regel schwer zu beurteilen 

(Tan, Yang et al. 2017). Insbesondere, da die molekularen Mechanismen bei der 

Aktivierung von equinen CD4+-Zellen noch nicht ausreichend erforscht sind und die 

gezogenen Schlüsse größtenteils auf Erkenntnissen aus Zelllinien oder aus 

anderen Spezies basieren. Die differentielle Untersuchung des mitochondrialen 

Proteoms der CD4+-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden nach 

polyklonaler Stimulation wäre daher ein interessanter Ansatz für die weitere 

Forschung. Hierdurch könnten sowohl physiologische Mechanismen der 

Aktivierung equiner CD4+-Zellen aufgezeigt als auch Unterschiede in der 

Aktivierung der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden untersucht werden. 

Besonders spannend wäre es dabei, die Proteinprofile zu verschiedenen 

Zeitpunkten der Aktivierung zu betrachten. Dadurch könnte beurteilt werden, ob sich 

die hier beschriebenen Veränderungen tatsächlich mit einem frühen 

Aktivierungsstatus der equinen CD4+-Zellen decken oder sich ein alternativer 

Aktivierungsweg zeigt.  

Ein genaues Verständnis der molekularen Vorgänge, die zur Entstehung von 

Pathologien führen, ist essenziell für die Entwicklung neuer Diagnostik- und 

Therapiemöglichkeiten. Durch die in der Proteomanalyse dargestellten 

mitochondrialen Veränderungen bei an ERU erkrankten Pferden könnte 

beispielsweise Metformin ein interessanter Kandidat für die therapeutische 

Intervention sein. Metformin wird bereits bei Patienten mit Typ-2-Diabetes 

eingesetzt, sein genauer Wirkmechanismus ist aber noch nicht vollständig 

verstanden (Nojima und Wada 2023). Als einer der Effekte von Metformin ist die 

Inhibierung von Komplex I der Atmungskette beschrieben (Nojima und Wada 2023). 

In primären murinen Makrophagen aus dem Knochenmark, die mit LPS stimuliert 

wurden, konnte Metformin die durch umgekehrte Elektronenübertragung (engl. 

reverse electron transfer, RET) an Komplex I induzierte ROS-Produktion senken 

(Batandier, Guigas et al. 2006, Kelly, Tannahill et al. 2015, Yin und O'Neill 2021). 

Darüber hinaus unterdrückte Metformin in Non-Obese Diabetic (NOD)-Mäusen die 

Differenzierung von T-Zellen zu Th1- und Th17-Zellen und förderte die 

Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen über die Inhibierung von Komplex I 

(Duan, Ding et al. 2019). Ein Ungleichgewicht zwischen pro-inflammatorischen und 
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regulatorischen T-Zellen wurde auch im Rahmen der experimentellen Uveitis bei 

der Maus beschrieben (Wang, Zhou et al. 2022). Ein solches Ungleichgewicht 

wurde im Rahmen der ERU noch nicht untersucht, könnte aber auch dort eine Rolle 

spielen. In humanen Leber-, Lungen- und Dünndarmzelllinien konnte gezeigt 

werden, dass Metformin die mitochondriale Morphologie beeinflusst und zu 

vermehrt fusionierten Mitochondrien führt (Du, Zhu et al. 2022). Bei primären 

Immunzellen oder Immunzelllinien wurde dieser Effekt bislang nicht untersucht 

(Stand der PubMed Literaturrecherche: Februar 2023). Positive Effekte von 

Metformin konnten schon bei anderen Autoimmunerkrankungen wie SLE (Yin, Choi 

et al. 2015), experimenteller autoimmuner Arthritis (Son, Lee et al. 2014) und 

Psoriasis (Tsuji, Hashimoto-Hachiya et al. 2020) gezeigt werden. In einem 

Nagermodell für infektiöse Uveitis konnte Metformin den Krankheitsverlauf der 

Endotoxin-induzierten Uveitis mildern (Kalariya, Shoeb et al. 2012). Die im Rahmen 

dieser Arbeit gezeigte Beteiligung von Komplex I der Atmungskette an den 

metabolischen Veränderungen und die erlangten Hinweise auf eine vermehrte 

Fragmentierung der Mitochondrien der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten 

Pferden machen Metformin daher zu einem besonders spannenden Kandidaten mit 

möglichem therapeutischem Potential. In weiteren Versuchen sollte deshalb 

zunächst die dosisabhängige Wirkung von Metformin auf equine Immunzellen in 

vitro getestet werden. Es sollte untersucht werden, ob durch die Behandlung der 

Zellen mit Metformin die in Immunzellen von ERU-Tieren beobachteten 

metabolischen Unterschiede, wie die erhöhte basale Sauerstoffverbrauchsrate oder 

die erhöhte IFNγ-Produktion und deren gesteigerten Wanderungseigenschaften, 

aufgehoben werden können und wie deren Effektoreigenschaften, wie 

beispielsweise die Proliferation, hierdurch beeinflusst werden.   

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die bereits publizierten Veränderungen der 

oxidativen Phosphorylierung der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden mit 

erheblichen Veränderungen des mitochondrialen Proteinprofils in Verbindung 

gebracht werden. Die Ergebnisse sprechen für eine Beteiligung von Komplex I und 

IV an der erhöhten Aktivität der Atmungskette und lassen sich mit einem vermehrt 

aktivierten Phänotyp der Immunzellen bei der ERU in Einklang bringen. Es konnte 

eine fundierte wissenschaftliche sowie technische Grundlage für spezifische 

weiterführende Untersuchungen geschaffen werden.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine weltweit vorkommende, 

hochprävalente, immun-mediierte Erkrankung, die durch wiederkehrende 

Entzündungsschübe innerer Augenstrukturen gekennzeichnet ist. Im 

Krankheitsverlauf überwinden autoreaktive Immunzellen, mehrheitlich CD4+-Zellen, 

die Blut-Retina-Schranke und führen zur Zerstörung von intraokularem Gewebe.  

Die genauen Mechanismen, die zur Aktivierung der Immunzellen in der Peripherie 

und deren anschließender Migration ins Auge führen, konnten bis heute nicht 

vollständig geklärt werden. Nachgewiesen ist, dass die Immunzellen im peripheren 

Blut der erkrankten Pferde auch während der symptomfreien Intervalle einen pro-

inflammatorischen Phänotyp aufweisen, der sich unter anderem durch eine erhöhte 

Motilität, verminderte Apoptose und vermehrte Zytokinproduktion äußert. Solche 

Veränderungen in der Effektorfunktion von Immunzellen sind in der Regel eng mit 

Veränderungen ihres Metabolismus verbunden. In einer vorangegangenen Studie 

unserer Arbeitsgruppe wurden bei an ERU erkrankten Pferden veränderte 

Stoffwechseleigenschaften ihrer peripheren Blutlymphozyten und insbesondere der 

CD4+-Fraktion nachgewiesen. Die zugrundeliegenden Mechanismen dieser 

metabolischen Veränderungen sind bisher jedoch noch ungeklärt.  

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Vorgänge, die zu dem veränderten 

metabolischen, pro-inflammatorischen Phänotyp der peripheren Blutlymphozyten 

und speziell der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden führen, genauer zu 

charakterisieren und damit zu einem besseren Verständnis der 

Krankheitsentstehung beizutragen. Hierfür wurde einerseits die Nutzung 

verschiedener Substrate im Mitochondrium analysiert und andererseits wurden die 

Veränderungen auf molekularer Ebene untersucht. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die veränderten 

Stoffwechseleigenschaften der peripheren Blutlymphozyten von an ERU erkrankten 

Pferden nicht auf veränderte Fähigkeiten zur Nutzung von Glukose, Glutamin oder 

langkettigen Fettsäuren im mitochondrialen Stoffwechsel zurückzuführen sind.  

Um Zusammenhänge zwischen dem veränderten mitochondrialen Metabolismus 

und den Vorgängen auf molekularer Ebene aufzudecken, wurde im Weiteren eine 

differenzielle Proteom-Analyse des mitochondrialen Proteinprofils von CD4+-Zellen 

gesunder und an ERU-erkrankter Tiere durchgeführt. Im Ergebnis konnten hierbei 
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622 mitochondriale Proteine identifiziert werden, von denen 14,3 % eine signifikant 

differenzielle Abundanz zwischen gesunden und an ERU erkrankten Tieren 

aufwiesen.  

Dabei konnte zum ersten Mal eine signifikant verminderte Abundanz der Proteine 

HADH und HSD17B10 im Zusammenhang mit der ERU aufgezeigt werden. Beide 

Proteine spielen eine Rolle bei der Fettsäure β-Oxidation mit einer erhöhten Affinität 

für kurz- und mittelkettige Fettsäuen. Ein veränderter Lipidmetabolismus, 

insbesondere kurz- und mittelkettiger Fettsäuren, könnte damit zu den 

metabolischen Veränderungen der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Tieren 

beitragen. 

Außerdem zeigte sich eine erhöhte Abundanz der Laktatdehydrogenase B, die auf 

eine gesteigerte Verstoffwechselung von Laktat hindeutet und eine Erklärung für die 

in vorangegangenen Studien nachgewiesene, verminderte Laktatsekretion der 

CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden bieten könnte.  

Darüber hinaus war das Protein MUL1 unter den hoch signifikanten und am 

stärksten angereicherten Proteinen in den Mitochondrien der CD4+-Zellen von an 

ERU erkrankten Tieren. Dieses Protein wurde beim Pferd zuvor in Lymphozyten 

noch nicht beschrieben, nimmt jedoch bei anderen Spezies eine wichtige Rolle bei 

der mitochondrialen Fragmentierung ein, was auf eine veränderte mitochondriale 

Morphologie der CD4+-Zellen von an ERU erkrankten Pferden hindeutet. Das 

Vorkommen und die erhöhte Expression von MUL1 in den equinen CD4+-Zellen 

konnte im Western Blot bestätigt werden.  

Zudem konnte eine vermehrte Aktivität der Atmungskette nicht nur allgemein 

bestätigt, sondern spezifisch mit einer erhöhten Abundanz von Proteinen aus 

Komplex I und IV in Verbindung gebracht werden. Das dem Komplex V zugeordnete 

Protein MT-ATP6 zeigte dagegen eine verminderte Abundanz und gibt eine 

Erklärung für die verminderte ATP-verknüpfte Respiration der CD4+-Zellen ERU-

erkrankter Tiere auf molekularer Ebene, die in vorangegangenen Studien gezeigt 

wurde.  

Insgesamt lassen sich die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Veränderungen 

auf molekularer Ebene mit einem vermehrt aktivierten, pro-inflammatorischen 

Phänotyp der CD4+-Zellen in Einklang bringen, können eine Erklärung für einige 

zuvor beschriebene Veränderungen des Immunzellmetabolismus bieten und 

schaffen die Grundlage für weitere spezifische Untersuchungen.  
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7 SUMMARY 

Equine recurrent uveitis (ERU) is a highly prevalent, immune-mediated disease 

characterized by remitting-relapsing inflammation of the inner eye, affecting horses 

worldwide. In the course of the disease, autoreactive immune cells, mainly CD4+ 

cells, cross the blood-retinal barrier and lead to the destruction of intraocular tissue.  

The exact mechanisms that lead to the activation of the immune cells in the 

periphery and their subsequent migration into the eye have not been fully elucidated 

to date. It has been proven that the immune cells in the peripheral blood of the 

diseased horses exhibit a pro-inflammatory phenotype, which manifests itself 

through increased motility, reduced apoptosis and increased cytokine production, 

even during quiescent stage of the disease. Such changes in the effector function 

of immune cells are closely associated with changes in their metabolism. In a 

previous study conducted by our research group, altered metabolic properties of 

their peripheral blood lymphocytes and in particular of the CD4+ fraction were 

detected in horses suffering from ERU. However, the underlying mechanisms of 

these metabolic changes are still unclear.  

The aim of this work was therefore to more precisely characterize the mechanisms 

that lead to the altered metabolic, pro-inflammatory phenotype of the peripheral 

blood lymphocytes and especially of the CD4+ cells of horses suffering from ERU 

and thus to contribute to a better understanding of the disease development. For 

this purpose, the use of different substrates in the mitochondrion was analyzed and 

the changes on the molecular level were investigated. 

In this study, it was shown that the altered metabolic properties of peripheral blood 

lymphocytes of horses suffering from ERU are not due to altered abilities in utilizing 

glucose, glutamine or long-chain fatty acids in mitochondrial metabolism.  

In order to uncover correlations between the altered mitochondrial metabolism and 

the processes at the molecular level, a differential proteome analysis of the 

mitochondrial protein profile of CD4+ cells from healthy and ERU-diseased animals 

was carried out. As a result, 622 mitochondrial proteins were identified, of which 

14.3 % showed a significant differential abundance between healthy and ERU-

diseased animals.  

For the first time, a significantly reduced abundance of the proteins HADH and 

HSD17B10 could be shown in connection with ERU. Both proteins play a role in 



 SUMMARY 

128 

fatty acid β-oxidation with an increased affinity for short and medium chain fatty 

acids. An altered lipid metabolism, especially of short- and medium-chain fatty acids, 

could thus contribute to the metabolic alterations of CD4+ cells from animals 

suffering from ERU. 

Furthermore, an increased abundance of lactate dehydrogenase B was shown, 

which indicates an increased metabolism of lactate and could explain the reduced 

lactate secretion of CD4+ cells of ERU-diseased horses, which has been shown in 

previous studies.  

Furthermore, the protein MUL1 was among the highly significant and most enriched 

proteins in the mitochondria of CD4+ cells of ERU-diseased animals. This protein 

has not yet been described in equine lymphocytes, but plays an important role in 

mitochondrial fragmentation (fission) in other species, suggesting that mitochondrial 

morphology is altered in CD4+ cells of ERU-affected horses. The presence and 

increased expression of MUL1 in the equine CD4+ cells was confirmed by Western 

Blot analysis.  

In addition, an increased activity of the respiratory chain could not only be confirmed 

in general, but specifically associated with an increased abundance of proteins in 

complex I and IV. In contrast, the protein MT-ATP6, which is assigned to complex 

V, had a reduced abundance and provides an explanation for the reduced ATP-

linked respiration of CD4+ cells of ERU-diseased animals at the molecular level 

shown in previous studies.  

Overall, the changes at the molecular level described in this study are consistent 

with a pre-activated, pro-inflammatory phenotype of CD4+ cells, may explain some 

previously described changes in immune cell metabolism, and provide the basis for 

further investigations. 
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