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I. Einleitung

l. Einleitung

,Das typische an der Erkrankung ist, dass der Hund nichts sieht, der Ophthalmologe
aber auch nichts!” (GruBendorf, 2006).

Das Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome (SARDS) ist eine auBerst
seltene und dramatisch verlaufende Erkrankung des Hundes, die mit bilateraler
Erblindung einhergeht (Acland und Aguirre 1986). Die Erblindung tritt plétzlich-,
innerhalb weniger Tage bis Wochen auf. Am Auge sind keine Veranderungen
sichtbar, die eine Erblindung erklaren kdnnten, auch die Netzhaut erscheint
ophthalmoskopisch zunachst véllig unaufféllig (Vanisi et al. 1983). Eine
elektroretinographische Uberpriifung (ERG) zeigt aber eine fehlende retinale
Funktion.

SARDS wurde erstmals 1983 beschrieben. Damals wurde eine Vergiftung der
betroffenen Hunde als Ursache vermutet und die Krankheit daher ,toxic metabolic
retinopathy“ genannt (Vanisi et al. 1983). Andere Autoren vermuteten ein autoimmun
bedingtes Geschehen (Bellhorn et al. 1988) oder einen Zusammenhang zwischen
einem Hyperadrenokortizismus und SARDS (Mattson et al. 1992). Atiologie und
Pathogenese konnten aber bis heute nicht geklart werden. Die wenigen Studien, die
es Uber SARDS gibt, wurden Uberwiegend mit einer geringen Probandenzahl
durchgefihrt. Drei Studien (Bellhorn et al. 1988; Gilmour et al. 2006; Keller et al.
2006) die sich mit der Immunpathogenese beschaftigten, kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich der Bedeutung einer fehlgeleiteten
Immunreaktion bei SARDS.

Mit der vorliegenden  Dissertationsschrift ~ wurde  daher ein  neuer
Untersuchungsansatz verfolgt, um einen Beitrag zur Klarung der Atiologie des
SARDS zu leisten:

1. In einer Literaturstudie wurden die Forschungsergebnisse Uber SARDS
zusammengestellt. Eigene Untersuchungsergebnisse wurden nachfolgend mit
diesen Ergebnissen verglichen, Gemeinsamkeiten oder Abweichungen
diskutiert.
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2. Eine retrospektive Untersuchung der Patientendaten aus der Chirurgischen
Tierklinik zeigte die Besonderheiten von SARDS-Patienten im Vergleich zu

gesunden Tieren hinsichtlich Rasse, Alter und Geschlecht.

3. Eine Nachuntersuchung der SARDS-Patienten erméglichte eine Beurteilung
des Zustands der Netzhaut. Detaillierte Verlaufsuntersuchungen der Retina
von erkrankten Patienten fehlten bislang in der Literatur. Durch die
fotografische Dokumentation der retinalen Veranderungen konnte der

Verlauf der Erkrankung dargestellt werden.

4. Durch ein Autoantikdrperscreening wurde die These Uberprift, dass SARDS
eine Autoimmunerkrankung ist. Mit Hilfe eines Western Blots wurden
potenzielle  Autoantigene  identifiziert, um  zu  Oberprifen, ob

Autoimmunreaktionen bei Hunden mit SARDS nachweisbar sind.
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Il. Literaturiuibersicht

2.1. Klinik

Die Symptome des SARDS werden von Autoren verschiedener Studien
Ubereinstimmend geschildert. Kennzeichnend ist die Trias aus plétzlich eintretender
Blindheit innerhalb weniger Tage bis einiger Wochen, einem ophthalmoskopisch
unauffalligen oder nur leicht veranderten Fundus-, sowie einem erloschenen ERG
(Acland et al. 1984; Acland und Aguirre 1986; Granitz 2001; Mattson et al. 1992;
Miller et al. 1998; Parshall 1989; van der Woerdt et al. 1991). Typischerweise sind
die betroffenen Tiere mittleren bis hohen Alters und oft weiblich-kastrierten
Geschlechts (O'Toole et al. 1992). Alle Rassen kénnen betroffen sein, obwohl von
einer Haufung der Félle bei Dackeln berichtet wird (van der Woerdt et al. 1991). Viele
Tiere sind leicht Gbergewichtig. Die Besitzer berichten oft von Polyurie, Polydipsie
und Polyphagie, manchmal auch von Nyctalopie. Das Allgemeinbefinden der Hunde
ist nicht gestort. Serologische Untersuchungen zeigen erhdhte Blutwerte: Bei
ungeféahr der Halfte der Tiere sind bei Diagnosestellung Alkalische Phosphatase (AP)
(Vanisi et al. 1983), Kortisol, Aspartat-Aminotransferase (AST) (Chastain et al. 1985)
und Cholesterol (Acland und Aguirre 1986) erhdht. Bei Krankheitsbeginn ist der
Fundus unauffallig oder zeigt allenfalls leichte Veranderungen in Form einer
geringgradigen Hyperreflexie des Tapetum lucidums oder einer Attenuation der
retinalen GefaBe. Er verandert sich erst einige Monate nach der Diagnose (Vanisi et
al. 1983) dahingehend, dass sich die BlutgefaBe der Netzhaut verringern oder
vollstdndig verschwinden und eine vermehrte Reflexion des Tapetum lucidums
auftritt. Der Fundus &hnelt dann dem Fundus eines Hundes mit weit fortgeschrittener
progressiver Retinaatrophie (Dziezyc 2004).

2.2. Atiologie

SARDS wurde erstmals 1977 auf der Midwest Veterinary Ophthalmology Conference
in Columbus, Ohio, von Wolf und Vanisi vorgestellt (Vanisi et al. 1983). Sie wahlten
die Bezeichnung ,toxic metabolic retinopathy®, da sie von einer Vergiftung der Hunde
ausgingen. Eine andere Bezeichnung stammt von O’'Toole et al. (1992), der das
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trigerisch unauffallige Bild der Funduskopie deskriptiv ,silent retina syndrome*
nannte (O'Toole et al. 1992).

Seit der Erstbeschreibung wird die ungeklarte Ursache des SARDS in jeder
Veréffentlichung erwahnt und diskutiert (Acland und Aguirre 1986; Acland et al. 1984;
Curtis 1988; Mattson et al. 1992; Millichamp 1990; van der Woerdt et al. 1991; Vanisi
et al. 1983). Zur Klarung der Atiologie gibt es bislang aber nur wenige Ansétze.

2.2.1. Toxische Ursachen

Zunachst wurde vermutet, dass ein defekter Fettmetabolismus fur die Entstehung
von SARDS verantwortlich sein kénnte (Vanisi et al. 1983). Demnach wirden freie
Lipidradikale toxisch auf die Stdbchen und Zapfen wirken. Diese nicht naher
untersuchte Hypothese entstand, da bei laborchemischen Untersuchungen etwa die
Halfte der Patienten erhdhte Cholesterol-, Alanin-Aminotransferase- (ALT),
Alkalische Phosphatase- (AP) und Aspartat-Aminotransferase-Werte (AST)
aufwiesen. Drei Tiere wurden mit dem Coombs-Test auf antinukledre Antikorper
untersucht, zusatzlich wurde der rheumatoide Faktor bestimmt, um einen Hinweis auf
eine eventuell vorliegende autoimmune Genese zu erhalten. Alle Parameter waren
bei den Tieren aber im Referenzbereich (Vanisi et al. 1983).

Histologische Untersuchungen lieBen ebenfalls auf ein toxikologisches Geschehen
schlieBen, da bei der Untersuchung zweier Augen ein massiver und selektiver
Verlust der duBeren Segmente der Stadbchen und Zapfen vorlag. (O'Toole et al.
1992).

2.2.2. Genetische Ursache

Das gehaufte Auftreten von SARDS beim Dackel wurde von zwei Autoren
beschrieben und daraufhin ein genetischer Zusammenhang vermutet, nicht aber
naher untersucht (Granitz 2001; van der Woerdt et al. 1991).

2.2.3. Stoffwechselbedingte Ursache

Bei der Diagnosestellung zeigen typischerweise etwa die Haélfte der Patienten
Anzeichen eines Hyperadrenokortizismus. Die Besitzer berichten von Polydipsie,
Polyurie und Polyphagie. Alkalische Phosphatase (AP) (Vanisi et al. 1983), Kortisol,
Aspartat-Aminotransferase (AST) (Chastain et al. 1985) und Cholesterol (Acland und
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Aguirre 1986) sind ebenfalls bei ungefahr der Halfte der Tiere zu diesem Zeitpunkt
erhdéht. Daher wurde 1992 ein SARDS-Patient auf das Vorliegen eines
Hyperadrenokortizismus untersucht (Mattson et al. 1992). Es wurde ein Low-Dose
Dexamethason Suppressionstest, eine CT der Nebenniere und der Hypophyse
durchgefuhrt. Der Verdacht eines Hyperadrenokortizismus bestatigte sich aber nicht.

2.2.4. Autoimmunitat und SARDS

Bislang wurden drei Arbeiten iiber SARDS und eine mégliche autoimmune Atiologie
verodffentlicht (Bellhorn et al. 1988; Gilmour et al. 2006; Keller et al. 2006). In den
Studien wurden Hundeseren auf das Vorhandensein von antiretinalen Antikérpern
mittels ELISA und Western Blot untersucht. In zwei Studien wurden antiretinale
Antikbrper sowohl bei den gesunden-, als auch bei den erkrankten Hunden
nachgewiesen (Gilmour et al. 2006; Keller et al. 2006). Unterschiede in der Spezifitat
oder Reaktivitat beider Gruppen waren nicht feststellbar. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu einer dritten Studie (Bellhorn et al. 1988), in der antiretinale
Antikérper in den Seren von finf SARDS-Patienten mittels ELISA und Western Blot
nachgewiesen werden konnten, jedoch nicht bei den drei gesunden Kontrolltieren.

2.3. Diagnose

Typischerweise werden SARDS-Patienten mit akuter Blindheit vorgestellt. Der
Verlust der Sehfahigkeit entsteht innerhalb weniger Tage bis einiger Wochen (Acland
et al. 1984; Vanisi et al. 1983). Eine Nachtblindheit wird anfangs von manchen
Besitzern beobachtet (Acland et al. 1984). Der Fundus sieht unauffallig oder
zumindest nahezu unaufféllig aus. Verdnderungen sind im Sinne einer leichten
Hyperreflexie des Tapetum lucidums oder einer Attenuation der retinalen GefaBe zu
sehen (Vanisi et al. 1983). Sie erklaren das fehlende Sehvermdgen jedoch nicht. Der
Pupillarreflex ist erloschen oder nur reduziert ausldésbar (Acland et al. 1984; O'Toole
et al. 1992; Venter 1995). Um SARDS von einer Neuritis nervi optici zu
unterscheiden, ist es essenziell, dass ein ERG abgeleitet wird (Acland und Aguirre
1986). Das erloschene ERG schlieBt eine Neuritis aus. Prinzipiell ist bei der
Diagnostik von SARDS nur ein kurzes ERG Protokoll notwendig, dass eine ja/nein
Antwort Uber die Funktionalitat der Retina liefert (Narfstrom 2002).
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Bei 40-60% der SARDS-Patienten  werden  zusatzlich  systemische
Krankheitsanzeichen und veranderte Laborwerte gefunden. Etwa die Halfte der Tiere
haben einen erhdhten alkalischen Phosphatase- und Cholesterinwert und leiden

unter Polyphagie, Polydipsie und Polyurie (Acland und Aguirre 1986).

2.4. Differenzialdiagnosen

Eine plétzlich auftretende Blindheit kann durch eine akut erworbene, bilaterale
Fehlfunktion in einem der vier folgenden Bereiche entstehen:

Plétzliche Tribung der durchsichtigen Medien des Auges
Stoérung der retinalen Funktion

Dysfunktion der reizweiterleitenden Strukturen

Zentrale Blindheit

> wnp

Die verschiedenen Differenzialdiagnosen wurden bereits in der hier eingefligten
eigenen Publikation (Tierarztliche Praxis, Kleintiere 2008, 36 1: 26-46) ausflhrlich
erlautert (s.S. 36-37).

2.5. Histologische Untersuchungen an SARDS-Augen

Bislang wurden erst drei histologische Untersuchungen publiziert, in denen
insgesamt 15 Augen (zwei, sechs und sieben) untersucht wurden (Acland et al.
1984; Miller et al. 1998; O'Toole et al. 1992). Alle Studien zeigten eine véllige
Degeneration der AuBensegmente der Stdbchen und Zapfen. Die Innensegmente
der Stadbchen und Zapfen waren bei akut erblindeten Tieren noch vorhanden. In der
Interphotorezeptor Matrix, die den Raum zwischen den Photorezeptoren und dem
retinalen  Pigmentepithel (RPE) ausflllt, konnten zahlreiche Phagozyten
nachgewiesen werden (Acland et al. 1984; O'Toole et al. 1992). Die innenliegenden
Schichten der Retina (Ganglienzellschicht, innere plexiforme Schicht und innere
Kdrnerschicht), die Choroidea und das retinale Pigmentepithel waren unverandert.
(Acland et al. 1984).

Mit Hilfe der ,in situ- end-labeling technique® (ISEL) konnte nachgewiesen werden,
dass bei akut an SARDS erblindeten Tieren in der &uBeren Kdrnerschicht viele
apoptotische Zellen vorlagen (Miller et al. 1998). Langer erkrankte Tiere
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prasentierten dementsprechend eine Ausdinnung der &uBeren Kdrnerschicht
(O'Toole et al. 1992). Die ISEL-Technik farbt fragmentierte DNA an und weist so
apoptotische Zellen nach. Unklar ist trotzdem, ob die apoptotischen Vorgénge
aufgrund eines anderen, vorangehenden Stimulus einsetzen oder ob die Apoptose
die auslésende Ursache von SARDS ist (Miller et al. 1998).

2.6. Therapie

Far die Behandlung von SARDS ist bislang keine erfolgreiche Therapie bekannt
(Acland und Aguirre 1986; Mattson et al. 1992; Parshall 1989).

2.7. Retinale Antigene

2.7.1. Autoantigene

Jede koérperfremde Substanz, die eine Immunreaktion induzieren kann, ist ein
Antigen. Unter einem Autoantigen versteht man einen natirlichen Bestandteil des
Korpers, der sich wie ein Antigen verhalt (Tizard 2000). Erkennt das Immunsystem
seine eigenen Proteine als fremd, resultiert eine Immunantwort gegen eigene Zellen
und Gewebe. Die Krankheiten, die aus diesem Fehlverhalten resultieren, werden als
Autoimmunerkrankungen bezeichnet.

Zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen gibt es momentan vor allem drei

Theorien:

2.7.2. Epitop Spreading

Ein Epitop ist eine antigenetische Determinante oder ein Teil einer Oberflache eines
antigenetischen Moleklls, an das ein einzelner Antikdrper bindet. Jedes Antigen
besitzt verschiedene Epitope, die mit Antikérpern reagieren kénnen. Unter
dominanten Epitopen versteht man jene Epitope, auf die ein Tier initial reagiert, wenn
es mit einem Protein oder infektidsen Agens konfrontiert wird. Durch die molekulare
Struktur der Proteine sind manche Epitope versteckt (kryptisch), das heift, dass sie
aufgrund ihrer Lokalisation nicht mit interagierenden Antikérpern oder Lymphozyten
in Berihrung kommen. Deshalb kommt es weder zu einer Immunantwort gegen sie,

noch zu einer Toleranzentwicklung (Powell und Black 2001).
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Durch das Epitop Spreading entwickeln sich Immunantworten gegen neue,
unterschiedliche Epitope und nicht gegen das initial fokussierte, dominante Epitop.
Dieser Vorgang entsteht vor allem durch die Gewebeschadigung bei der Erkrankung
und fUhrt dazu, dass versteckte Epitope plétzlich flir das Immunsystem freiliegen und
zu einer autoaggressiven Reaktion flhren.

Richtet sich die Autoimmunantwort gegen unterschiedliche Epitope desselben
Proteins spricht man vom intramolekularen Epitop Spreading, wenn sie sich gegen
Epitope anderer Proteine richten, spricht man vom intermolekularen Epitop
Spreading (Vanderlugt und Miller 2002).

Studien Uber Multiple Sklerose (MS), experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
und Theiler's murine encephalomyelitis virus-induced demyelinating disease (TMEV-
IDD) =zeigten, dass Epitope Spreading eine pathologische Rolle in der
Aufrechterhaltung der jeweiligen Erkrankung spielt (McMahon et al. 2005).

2.7.3. Molekulares Mimikry

Molekulares Mimikry tritt auf, wenn Peptide eines Infektionserregers Ahnlichkeiten
mit Sequenzen oder Strukturen von Autoantigenen haben. Werden diese Peptide
dem MHC-Komplex prasentiert, kébnnen dadurch autoreaktive T-Zellen aktiviert
werden (Karlsen und Dyrberg 1998). Die Immunantwort richtet sich durch die
kreuzreaktive Immunreaktion zunachst gegen den Infektionserreger und spater
gegen korpereigenes Gewebe (Oldstone 1998). Die Pathogenese der autoimmunen
Myocarditis (Wilkie et al. 2006), der Multiplen Sklerose (Libbey et al. 2007) oder der
durch B3 Coxsackie Viren verursachten Myocarditis (Huber 2006) wird
beispielsweise mit einer Infektion durch verschiedene Pathogene erklart, die den

kérpereigenen Antigenen ahnlich sehen.

2.7.4. Bystander Activation

Bystander Activation heiBt woértlich Gbersetzt ,Zuschauer Aktivierung“ und ist ein
weiterer Mechanismus der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, der wahrend
einer viralen Infektion auftreten kann. Virusinfektionen flhren zu einer signifikanten
Aktivierung von antigenprasentierenden  Zellen (APC). Die aktivierten
antigenprasentierenden Zellen kdnnen wiederum autoreaktive T-Zellen aktivieren,

die im aktivierten Zustand eine Autoimmunerkrankung auslésen (Libbey et al. 2007).
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Anders ausgedriickt werden spezifische T-Zellen, die gegen das Antigen ,Y*
gerichtet sind, wahrend einer Immunantwort gegen das Antigen ,X* aktiviert, weil sie
in der N&he der ,X“-spezifischen Zellen liegen (Ehl et al. 1997).

Zusatzlich kbnnen auch virusspezifische T-Zellen eine Bystander Activation initiieren.
Sie migrieren zu den Bereichen einer Virusinfektion, zum Beispiel zum Herz,
Pankreas oder in das ZNS. Hier begegnen sie den virusinfizierten Zellen, die virale
Peptide prasentieren. CD8" T-Zellen erkennen die infizierten Zellen und geben
zytotoxische Granula ab, die den Tod der infizierten Zelle bewirken. Die
absterbenden Zellen, die CD8" T-Zellen und die Makrophagen geben Zytokine ab,
wie den Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), TNF-B, Lymphotoxin und Nitric Oxid (NO).
Diese Zytokine fUhren zu einer Vernichtung der unifizierten Nachbarzellen (Duke
1989; Libbey et al. 2007; Smyth und Sedgwick 1998).

2.7.5. Autoantigene retinaler Erkrankungen

Das Vorkommen von Autoimmunreaktionen bei retinalen Erkrankungen wurde unter
anderem bei einer Uveitis und einer Cancer Associated Retinopathy (CAR)
beschrieben. Die Uveitis ist eine Entziindung des inneren Auges, die sowohl beim
Menschen als auch beim Pferd mit rezidivierenden Entziindungsschiiben einhergeht
und unbehandelt zur Erblindung fuhrt. Als Autoantigene bei einer Uveitis wurden
unter anderem S-Antigen (Wacker 1977), Cellular Retinaldehyde Binding Protein
(CRALBP) (Deeg et al. 2006), sowie Interphotoreceptor Binding Protein (IRBP)
(Caspi et al. 1988) beschrieben.

Die Cancer Associated Retinopathy (CAR) ist eine paraneoplastische Retinopathie,
die bilateral mit einem plétzlichen oder progressiven Visusverlust beim Menschen
einhergeht. Das ERG der Patienten ist stark verandert oder ausgeléscht. CAR ist mit
einem Lungenkarzinom assoziiert (Khan et al. 2006). Gefundene Autoantigene, die
fur CAR verantwortlich gemacht werden sind Alpha Enolase (Dot et al. 2005),
Hitzeschockprotein (HSC 70) (Maeda et al. 2001) und Recoverin. Gegen Recoverin
werden Antikdrper gebildet, die auch an das Recoverin der Retina binden und hier
zur Apoptose der Photorezeptoren und damit zur Erblindung fihren (Thirkill et al.
1992).

14
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2.7.6. Studien uUber das Vorkommen von Autoimmunreaktionen bei
SARDS-Patienten

Insgesamt gibt es drei Studien Uber das Vorkommen antiretinaler Antikérper bei
SARDS-Patienten (Bellhorn et al. 1988; Gilmour et al. 2006; Keller et al. 2006).

1988 wurden die Seren von 5 Patienten mit SARDS und drei augengesunden Tieren
mittels ELISA und Western Blot untersucht (Bellhorn et al. 1988). Im Gegensatz zu
den Negativkontrollen reagierten alle SARDS-Patienten sowohl im ELISA-, als auch
im Western Blot positiv auf das aufgetrennte Retinagemisch. In der Studie wird
allerdings nicht ndher darauf eingegangen, welches Molekulargewicht die markierten
Antigene hatten. Aus diesem Grund kann keine Aussage Uber die mdglichen
Antigene gemacht werden. Nur eine Abbildung zeigt eine positive Reaktion gegen
eine Bande auf H6he von 65 kDa bei SARDS-Patienten, auf die die Kontrolltiere
nicht reagierten.

Aktuell wurden zwei weitere Studien durchgefihrt (Gilmour et al. 2006; Keller et al.
2006), die zu einem anderen Ergebnis kamen. Die Experimente wurden mit 13
SARDS-Patienten und 5 gesunden Hunden (Keller et al. 2006) bzw. mit 17 SARDS-
Patienten, 57 klinisch gesunden Tieren und 53 Tieren mit Neoplasien (Gilmour et al.
2006) durchgeflihrt. In beiden Studien zeigten sowohl gesunde-, als auch kranke
Tiere im ELISA und Western Blot Reaktionen auf verschiedene Proteine im
aufgetrennten Retinalysat.
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lll. Veroffentlichung Nr. 1

Titel: “Neuron Specific Enolase Antibodies in Patients with Sudden Acquired
Retinal Degeneration Syndrome
Autoren: Barbara K Braus, Stefanie M Hauck, Barbara Amann, Christine

Heinrich, Jens Fritsche, Roberto Késtlin, Cornelia A Deeg

Zeitschrift:  Veterinary Immunology and Immunopathology, in press
(http://www.sciencedirect.com/science/journal/01652427
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abstract

Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome (SARDS) is a disease
characterised by sudden and bilateral vision loss of dogs. Previous studies failed to
identify the underlying cause (Mattson et al., 1992; Van der Woerdt et al., 1991) and
earlier investigations about the occurrence of anti-retinal antibodies in SARDS
patients showed inconsistent results. To provide a novel approach to those findings
we designed a more detailed study. Autoantibodies of SARDS patients and normal
controls were tested against the purified autoantigens S-antigen and Cellular
Retinaldehyde Binding Protein (CRALBP) that play a role in human autoimmune
uveitis. Next we tested the autoantibody binding pattern to whole retinal lysate. No
difference in the incidence of autoantibodies could be found between SARDS

patients and healthy controls while testing the well known autoantigens S-antigen
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and CRALBP. Potential novel, yet unknown autoantigens were identified by a
screening test using the retinal proteome as autoantigenic source. In SARDS
patients and normal controls, several retinal proteins were bound by IgG antibodies,
but one band was strongly marked by SARDS patients. That band was excised,
subjected to mass-spectrometry (MALDI/TOF-TOF) and identified as Neuron Specific
Enolase. Binding of the IgG autoantibodies of SARDS affected dogs to this protein
was verified using purified NSE, revealing 25% of NSE autoantibody-positive SARDS
patients and 0% of negative controls. Our findings indicate that at least some dogs
with SARDS have autoantibodies against NSE, although it is unclear whether these
play a causative role in SARDS or whether they are the result of retinal destruction

by another mechanism.
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abbreviations:

CAR: Cancer Associated Retinopathy

CRALBP: Cellular Retinaldehyde-binding Protein

ECL: Enhanced Chemiluminescence

ERG: Electroretinogram

IVIG: Intravenous Immunoglobulins

MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation
MSDB: Mass Spectrometry Protein Sequence Database
MOWSE: Molecular Weight Search

NSE: Neuron Specific Enolase

PBS-T-PVP: PBS-Tween Polyvinylpyrrolidone

SARDS: Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome
TOF: Time of Flight
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1. introduction

Sudden Acquired retinal degeneration syndrome (SARDS) is a blinding disease in
dogs. It was first described in 1977 (Vanisi et al., 1983). Since this time the
occurrence of SARDS was reported several times in the United States, as well as in
Africa and Europe (Acland et al., 1984; Granitz, 1994; Venter and Petrick, 1995).
Patients with SARDS are presented with acute bilateral vision loss, mydriatic pupils
and with little or no pupillary response to bright light. The fundus of acutely affected
animals shows no or only subtle changes (Vanisi et al., 1983). Considerable changes
like hyperreflectivity of the tapetum and attenuated retinal vessels are only seen
several months after the onset of SARDS. Clinical confirmation is based on an
extinguished electroretinogram (ERG) (Acland et al., 1984). Affected dogs are often
middle aged to old and of female sex. Van der Woerdt reported a higher incidence in
dachshunds (1991), but several breeds can be affected. About one third (Van der
Woerdt et al., 1991) to one half (Acland et al., 1984; Parshall, 1989) of the SARDS
affected dogs are presented with polydipsia and polyuria during the onset of the
disease. Blood analysis revealed elevated amounts of Alkaline Phosphatase (AP),
Cholesterol or Aspartat Aminotransferase (AST) in about 40 to 50 % of presented
dogs (Acland and Aguirre, 1986; O'Toole et al., 1992; Parshall, 1989; Van der
Woerdt et al.,, 1991; Vanisi et al., 1983). Histological examinations showed a
selective loss of the photoreceptor layer in affected animals. In situ end-labeling
technique demonstrated numerous apoptotic nuclei overwhelmingly located in the
outer nuclear layer in dogs with SARDS (Acland et al., 1984; Miller et al., 1998). The
aetiology of SARDS remains still unclear. Possible causes include a toxic effect to
the rods and cones, mediated by an unknown toxin or by free lipid radicals (Vanisi et
al., 1983). Several studies focused on SARDS as an autoimmune disorder (Bellhorn
et al., 1988; Gilmour et al., 2006; Keller et al., 2006), but showed controversial
findings. In 1988 five dogs with SARDS were examined that had demonstrable serum
antibodies specific to pooled bovine retinal antigen contrary to three healthy dogs.
Because of these findings SARDS was suspected as an autoimmune disease
(Bellhorn et al., 1988). New investigations about SARDS and the occurrence of
autoantibodies were made in 2006. Two studies detected autoantibodies against
proteins of 25 and 50 kDa (Keller et al., 2006) or against a protein of 48 kDa (Gilmour
et al., 2006) in healthy as well as in diseased dogs, but no qualitative or quantitative
differences between both groups could be identified. SARDS as an autoimmune
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disease appears questionable after those findings. However, an anecdotal report of
two cases of SARDS describes a successful treatment with intravenous
immunoglobulin (IVlg)
(http://www.iastate.edu/~nscentral/news/2007/may/blind.shtml). IVIg is a well known
therapy for immune mediated diseases (Sorensen et al., 1998). Those findings made
it seem reasonable to provide a novel approach by testing SARDS sera with purified

autoantigens and to search for autoantigens in whole retinal lysate.

2. materials and methods

2.1. animals

Serum was obtained from 24 dogs diagnosed with SARDS and 14 normal controls.
Inclusion criteria for the SARDS group were: clinical signs (sudden blindness and an
ophthalmoscopically normal or nearly normal fundus that could not explain blindness)
and an extinguished ERG. The diagnosis was made directly after the onset of
blindness. One third of the dogs showed signs of polydipsia, polyuria and polyphagia.
Approximately 40% had elevated levels of alkaline phosphatase (AP), alanine
aminotransferase (ALT) and Cholesterol. Blood samples were taken immediately
after SARDS onset in 13 animals, after 1-4 years in 8 animals and after 5 to 8 years
from 3 animals. The control group included ophthalmological healthy dogs that were
gender and breed matched. Serum analysis revealed normal findings in these dogs.
A complete ophthalmic examination was performed on all animals including a slit
lamp examination, a direct and indirect ophthalmoscopy and a tonometry (TonoVet,
Acri.Tec, Hennigsdorf). Serum was stored at -20°C until usage.

2.2. western blots

A SDS-PAGE procedure followed by Western blot was used to screen serum
samples for antiretinal antibodies and was done as described by Laemmli (Laemmli
1970). 20 pg of purified recombinant human CRALBP (Deeg et al., 2006), purified
bovine S-Antigen (Deeg et al., 2001), porcine whole retina lysate and purified NSE
(Biomol, Hamburg) was respectively applied to the polyacrylamide gel. The
conformance of used proteins between the different species (dog/human and
dog/bovine) were 91.4 % (CRALBP), 91.9% (S-Antigen) and 98.7% (Sorensen et al.).
One part of the gel was cut off and used for silver- as well as colloidal Coomassie
(Pierce, Bonn) staining. Blotting was performed on Hybond ECL (GE-Healthcare,
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Freiburg). The membrane was cut into 0.4 cm strips, blocked with PBS-Tween
Polyvinylpyrrolidone (PBS-T-PVP) for one hour and incubated in the patient or
normal control serum (S-Ag 1:10000, CRALBP 1:5000, retinal lysate 1:2000, NSE 1:
50000) overnight. Strips were washed in PBS-T followed by incubation of rabbit anti-
dog IgG POD antiserum (1:50000) (Sigma, Deisenhofen) for one hour. Enhanced
chemiluminescence (ECL) (self made with solution A, consisting of Tris-HCI and
Luminol, solution B consisting of para-Hydroxycoumarinsdure and Dimethylsulfoxide,
and solution C consisting of H202) was used for detection of autoantibody reaction.
Exposure to an X-ray film (GE Healthcare, Freiburg) enabled the documentation of

the reaction.

2.3. mass spectrometry

The selected band was cut from silver-stained gels, destained, dehydrated in 100 pl
of 40% acetonitrile (3 x 15 min), and subjected to overnight tryptic proteolysis in 5-10
pl of 1 mMTris- HCI, pH 7.5, containing 0.01 pg/ul trypsin (Promega, Mannheim).
MALDI-TOF/TOF peptide mass fingerprints were obtained on a Bruker Reflex Il
mass spectrometer (Bruker, Bremen) as described before (Deeg et al., 2006). Briefly
samples were cocrystallized with a matrix consisting of 2,5-dihydroxybenzoic acid
(Sigma, Deisenhofen) (20 mg/ml in 20% acetonitrile, 0.1% TFA) and 2-hydroxy-5-
methoxybenzoic acid (Fluka, Neu Ulm) (20 mg/ml in 20% acetonitrile, 0.1% TFA) in a
9:1 ratio (v/v) on 400-um AnchorChip targets (Bruker, Bremen). Database searches
were performed using the Mascot software package (Matrix Science, London, UK)
allowing one miscleavage and 100-ppm mass accuracy in all mammalian entries in
the Mass Spectrometry Protein Sequence Database (MSDB). Score is given as
probability based MOWSE (Molecular weight Search) scores and considered as
significant if protein score were greater than 58 (p<0.05) for SwissProt or scores
greater 67 for MSDB (Table 1).

2.4. statistical methods

Statistical significance of differences between the frequency of S-Antigen, CRALBP
and NSE in SARDS patients and normal controls was evaluated using fisher’s exact
test. A p-value of < 0.05 was considered significant.
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3. results

To test the reaction from SARDS-sera to well known retinal autoantigens, we first
checked the reactions of 24 SARDS sera and 14 controls against purified S-Antigen
and CRALBP in Western blot analysis. 16.7 % of SARDS patients and 28.6 % of
healthy controls reacted to S-Antigen (Figure 1a). In CRALBP we found 54.2 % of
SARDS patients and 64.3 % of normal controls reacting positively (Figure 1b). We
used Fisher’s exact test to prove statistical significance. There was no significant
difference between SARDS patients and normal controls referring to the reaction to
S-Antigen (p>0.05) or CRALBP (p>0.05). Since no difference in autoantibody
frequency was detectable to the known retinal autoantigens S-Antigen and CRALBP
we next tested the autoantibody binding pattern to the retinal proteome (Figure 2).
Both groups, SARDS patients and normal controls showed many reactions to
different retinal proteins. One band at 47 kDa was strongly detected by SARDS
patients. This protein was unambiguous localized on silver stained gel, excised and
afterwards identified by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry. Spectrometric
investigation identified it as Neuron Specific Enolase (Sorensen et al.). The positive
reactions were verified with western blot analysis using purified (recombinant) NSE
(Figure 3). Validation of the immune response with purified NSE confirmed the
reaction of 25% SARDS patients to NSE (Figure 4). SARDS patient number 18, 19
and 21 are exemplary shown for positive reactions (Figure 3). Statistical significance
was proven by fisher’'s exact test. A positive correlation between SARDS and
reaction to NSE (p<0,05) was found.

4. discussion

The dogs examined in this study resemble typical SARDS cases. They were
presented with sudden vision loss, a normal or nearly normal fundus and an
extinguished ERG. In addition the occurence of polydipsia, polyuria could be noticed
in 33% of our patients, elevated liver enzymes could be noticed in approximately in
40% of our SARDS cases. It was presumed earlier that those symptoms originate
from an underlying hyperadrenocorticism, but this could not be clearly proven
(Mattson et al., 1992). It is still unclear why SARDS patients show such systemic
signs. There is no known relationship between autoantibodies against NSE and
systemic illness. The suspicion of SARDS as an autoimmune disorder was presumed
already twenty years ago and autoantibodies were found in five dogs with SARDS in
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1988 (Bellhorn et al., 1988). Recently performed studies showed controversial results
as no significant difference between SARDS patients and normal controls were found
when autoantibodies were screened against retinal lysate (Gilmour et al., 2006;
Keller et al., 2006). Autoantibodies have been found in different kinds of ocular
diseases in humans and animals. Uveitis is a well known inflammatory process of the
inner eye that can be driven by autoimmunity (Deeg et al., 2006). Untreated it
proceeds to blindness by destroying the retina by severe inflammation. Other
immune mediated retinal diseases, for example the Cancer associated retinopathy
(CAR), are mediated by autoimmunity as well and lead to bilateral and often sudden
blindness in humans. CAR is mainly driven by immune reactions to the autoantigens
recoverin and alpha-enolase (Adamus et al., 1993). Autoimmune reactivity to those
proteins results in apoptotic death of retinal cells (Adamus 2003) as seen in SARDS
affected tissue as well (Miller et al., 1998). Although an assumed similarity between
SARDS and CAR could not be proven (Keller et al., 2006) the histopathologic
findings and the resemblance of the clinical appearance support the suspicion that
SARDS could be driven by autoimmunity as well. Our first experiments testing
autoantibody responses to purified S-Antigen and CRALBP showed no differences
between SARDS patients and normal controls. Both groups were reacting equally to
purified CRALBP and S-Antigen. Our findings about S-Antigen support the results
from Gilmour (2006). She found increased immunologic activity against a 48 kD
region on Western blots with retinal lysate in dogs with SARDS as well as in healthy
controls. CRALBP and S-Antigen are well known autoantigens and responsible for
autoimmune induced uveitis in horses (Deeg et al., 2006; Deeg et al., 2004). S-
Antigen is a protein of 48 kD located selectively in the photoreceptor layer (Wacker et
al., 1977) and is thought to participate either in the inactivation of the photoresponse
or in the process of light adaptation or both (Palczewski et al., 1992). CRALBP is a
component of the visual cycle, serving as substrate carrier protein. It is located in the
retinal pigment epithelium and the retina (Crabb et al., 1988). An autoimmune
reaction to any of those proteins could explain a vision loss because of inflammation
or apoptotic processes. Hence we presumed a possible source of SARDS in the
immune reaction to those two proteins, but could not prove this suspicion. We used
proteins with highly conserved sequences for these screenings (bovine S-Antigen,
91.4% and human CRALBP, 91.9%) that were already validated in other studies for
purity (Deeg et al., 2006). Since there is a slight difference between the canine
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sequence and the proteins used in our Western blots we cannot completely rule out
that we have overlooked a reaction to a canine specific epitope, but another study
supports our finding at least regarding S-Antigen, because they could also not detect
a difference in the reaction pattern to a protein with 48 kD in canine retinal lysate
(Gilmour et al., 2006). Further, autoimmune reactions are mostly generated against
the most conserved structures of proteins (Chan and Tan, 1987; Goto et al., 2006;
Gitlits et al., 1997). Therefore it is not likely that there are major responses to S-
Antigen or CRALBP that play a role in SARDS and were missed out by our test in our
opinion.

The next step was to look for different immune reactions of both groups to the retinal
proteome. We found an interesting band that was strongly marked by SARDS
patients and identified it definitely as NSE by MALDI-TOF/TOF. Investigations with
purified NSE (human NSE, protein sequence homology 98.7%) confirmed our
findings. Twenty-five % of our SARDS patients and none of the normal controls were
reacting to purified NSE. NSE was detected earlier in neurons and neuroendocrine
cells (Margo and Lavellee, 1986).

Immunohistological examinations revealed that NSE is expressed in a subpopulation
of photoreceptors in the outer nuclear layer of the mouse retina and additionally
ganglion, amacrine, bipolar, and horizontal cells (Rich et al., 1997). Occurrence of
NSE autoantibodies in our SARDS patients could give evidence for an underlying
autoimmune reaction in these patients. Autoantibodies itself can induce an
autoimmune disease (Vincent et al., 1998), but most autoimmune diseases are T cell
mediated. In these diseases, the autoantibodies develop as a secondary reaction to
a CD4: T cell reaction as known from a large percentage of autoimmune diseases
such as autoimmune diabetes (Kurrer et al., 1997), multiple sclerosis (Thewissen et
al., 2007) or autoimmune uveitis (Deeg et al., 2006). In these cases, autoantibodies
are not directedly responsible for the pathogenesis of disease but reflect the

13 autoimmune response and can be used as a predictive marker (Aho et al., 1992;
Lernmark, 2001; Seissler and Scherbaum, 2002). The relevance of the anti-NSE
antibodies for SARDS pathogenesis can be tested by transferring the anti-NSE
antiserum of these SARDS patients in other experimental animals. If the anti-NSE
antibody generates SARDS directedly, the pathology will ensue after antibody

transfer.
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However, a study with mice where NSE antibodies were injected into mice did not
replicate SARDS (Maruyama et al, 2000). SARDS was only described in dogs so far
and we can only speculate that there is an additional factor that elicits the disease in
dogs. Finally, the presence of anti-NSE antibodies could just reflect the tissue
destruction of the retina and develop as epiphenomen due to retinal damage in
SARDS. The percentage of only 25% anti-NSE antibody positive SARDS dogs can
be explained in several ways. First, if the disease is mediated by anti-NSE
antibodies, the antibody negative animals could represent advanced stages of
SARDS. Five out of six animals showing anti NSE antibodies where suffering from
SARDS less than 18 months. It is known from other autoimmune diseases that the
autoantibody response diminishes with subsequent target tissue and therefore
autoantigen destruction, e.g. in autoimmune thyroiditis (Wick et al., 1974). This was
also shown in spontaneous autoimmune thyroiditis of dogs (Deeg et al., 1997) and in
patients with primary open angle glaucoma. The titers of anti-NSE antibody in these
patients were decreased with advancing glaucoma stages and/or deteriorating
glaucomatous visual field loss. However, the authors did also not know whether the
anti-NSE antibody production causes the destruction of retinal ganglion cells or not
(Maruyama et al., 2002). On the other hand, NSE antibodies could develop
secondary to a CD4: T-cell response and the animals developing autoantibodies
could indicate a more protective Th2 response in contrast to the autoantibody
negative SARDS patients. Last, but not least the NSE-negative animals could point
towards several different etiologies leading to the syndrome SARDS. Further studies
are needed in order to identify the exact meaning of our findings for SARDS.

5. conclusion

Our findings suggest that an autoimmune reaction to NSE could contribute to the
pathogenesis in SARDS. Further functional investigations on the character of the
anti-NSE autoimmune reactions, e.g. the possible involvement of T-cells should be

performed to gain further insight into this disease.
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Table 1: Identification of candidate autoantigen
Band- Protein Name Species Accession MW PI Protein Score
ID number (Da)
1 (black Gamma-Enolase human ENOG_HU 47107 4,91 66

arrow) MAN
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Bildunterschriften

figure 1:

Western Blots using purified S-Antigen (1a) and CRALBP (1b) as autoantigens in
SARDS affected dogs and normal controls. Anti S- Antigen and CRALBP
autoantibodies were detectable in SARDS affected dogs and normal controls. There

is no significant difference between the two groups.

figure 2:

Identification of different autoantigens. Porcine retinal proteins were dissociated by
SDS-Page, blotted on nitrocellulose and then tested with SARDS- and control-sera.
Many reactions to retinal antigens from SARDS patients and normal controls can be
seen. Some reactions can be identified in all animals, others mainly in SARDS
patients. The band of interest is assigned by a black arrow and is demonstrated
enlarged underneath (Fig. 2b).

figure 3:

Purified NSE (lane 2: ponceau stain of transferred protein) probed with
autoantibodies from SARDS patients and controls. Strong reactivity to purified NSE
was only found in 25% of SARDS patients (exemplary shown number 18, 19 and 21).

figure 4:
Reactivity to NSE: 6 out of 24 patients affected by SARDS show higher reactivity to
NSE than normal controls

table 1:

Identification of candidate autoantigen by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry.

The indicated band was identified as Gamma Enolase. Protein scores greater than
59 are significant (p<0.05) as given by MASCOT.
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IV. Veroffentlichung Nr. 2

Titel: “Der klinische Fall: Plétzliche Erblindung bei einer Dackelhindin”
Autor: B. K. Braus

Zeitschrift:  Tierarztliche Praxis Kleintiere 2008, 36 1: 26-46.
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Plotzliche Erblindung bei einer Dackelhiindin

Patient
Rauhhaardackel, weiblich kastriert, 8 Jahre alt

Anamnese

Die HUndin lauft seit finf Tagen plétzlich gegen Gegenstande, vor allem in fremder
Umgebung. Ein Unterschied zwischen Tag- und Nachtsehen besteht nicht. Die
Besitzerin bemerkte zudem, dass die Augen im auffallenden Licht griin aufleuchten.
Kurz vor der Erblindung zeigte die Hindin vermehrte Unruhe und Polyphagie. Ein
Trauma ist nicht bekannt. Bislang erfolgte keine Therapie.

Klinische Untersuchung

Die HUndin weist ein ungestértes Allgemeinbefinden auf, erscheint aber desorientiert.
Beim Freilauf im Untersuchungszimmer st6Bt sie sowohl im hellen als auch im
abgedunkelten Raum an den Untersuchungstisch und Einrichtungsgegensténde. Bei
der Augenuntersuchung fallen zunachst beidseits die mydriatischen Pupillen auf. Der
direkte und indirekte Pupillarreflex lassen sich nur verzdgert auslésen, die
Drohreaktion und der Blendreflex (,Dazzle Reflex") sind negativ.

Augenlider und Adnexe zeigen sich unaufféllig, Augenausfluss besteht nicht.
Hornhaut, vordere Augenkammer und Linse sind beidseits transparent und reizlos.
Anzeichen eines Traumas kdnnen nicht festgestellt werden. Abbildung 1 zeigt den
Fundus des Ilinken Auges. Unterschiede zwischen rechtem wund linkem
Augenhintergrund finden sich nicht. Der Augeninnendruck, gemessen mit dem
TonoVet® betragt rechts 20 mmHg, links 19 mmHg.

Problemliste
Anhand der erhobenen Befunde lasst sich folgende Problemliste aufstellen:

Plétzliche Erblindung
Mydriasis

Negativer Pupillarreflex
Polyphagie

Unruhe

35



IV. Veroéffentlichung Nr. 2

Differenzialdiagnosen
Das Hauptproblem ist die plotzliche, beidseitige Erblindung. Dafiir kommen
folgenden Differenzialdiagnosen in Betracht:

1. Plétzliche Tribung der durchsichtigen Medien des Auges
2. Akuter Verlust der retinalen Funktion

3. Dysfunktion der reizweiterleitenden Strukturen

4, Zentrale Blindheit

Ad 1

Schwerwiegende Triibungen des vorderen oder hinteren Augenabschnitts kénnen
den Visus stark einschranken und bis zur Erblindung fUhren. Im Bereich des
vorderen Augenabschnitts ist die diabetische Katarakt ein mdglicher Befund. Im
hinteren Abschnitt kdnnen vitreale oder retinale Einblutungen sowie uveitisch
bedingte Fibrineinlagerungen eine plétzliche Erblindung hervorrufen.

Bei der vorgestellten Hindin ist der Fundus uneingeschrankt einsehbar und kein

Anzeichen einer Eintribung feststellbar.

Ad 2

Ein akuter, vollstandiger Verlust der retinalen Funktion tritt entweder in Folge
einer kompletten Netzhautablésung oder des Sudden Acquired Retinal
Degeneration Syndrome (SARDS) auf. Bei beiden Erkrankungen ist die Pupille weit
und reagiert nicht oder nur verzégert auf Lichteinfall. Die Diagnose ,Ablatio retinae*
kann ophthalmoskopisch gestellt werden. Beim SARDS erscheint die Netzhaut
dagegen zunachst unauffallig.

Ophthalmoskopisch ist der Fundus unaufféllig. Das SARDS kommt als Diagnose in
Betracht.

Ad 3

Eine Dysfunktion der reizweiterleitenden Strukturen kann durch Glaukom,
Neuritis Nervi optici, Traumata oder durch Tumoren am N.opticus bedingt sein.
Auffallend ist immer die weite, nicht lichtresponsive Pupille.
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Das Glaukom wird mit der Messung des Augeninnendrucks abgeklart. Bei der
Neuritis nervi optici manifestiert sich die Entzindung entweder nahe am Bulbus als
Papillitis oder ndher am Gehirn als retrobulb&re oder préalaminére Optikusneuritis.
Eine Papillitis fallt ophthalmoskopisch durch Schwellung des Sehnervenkopfes auf.
Bei einer retrobulbaren oder pralaminaren Neuritis nervi optici erscheint der Fundus
unauffallig. Die Entzindung des Sehnerven stellt die bedeutendste
Differenzialdiagnose zum SARDS dar. Um die retrobulbare Optikusneuritis von
einem SARDS zu differenzieren, ist ein Elektroretinogramm abzuleiten. Im
Gegensatz zum SARDS zeigt sich bei der Optikusneuritis eine erhaltene
Netzhautfunktion.

Der Augeninnendruck der Hlndin liegt beidseits im Referenzbereich. Der Fundus ist
unauffallig. Eine retrobulbdre oder pralaminare Optikusneuritis kann zu diesem
Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.

Ad 4

Als Ursache fur zentrale Blindheit kommt eine chronische Enzephalitis (z.B. bedingt
durch Staupe), eine Intoxikation, eine tentoriale Herniation oder ein Kopftrauma in
Frage. Bei zentraler Blindheit sind alle okularen Funktionen erhalten. Neben dem
Pupillarreflex ist auch der Blendreflex (,Dazzle Reflex®) weiterhin positiv.

Aufgrund des ungestérten Allgemeinbefindens, des negativen Pupillarreflexes und
Blendreflexes ist eine zentrale Erblindung bei der Hindin eher unwahrscheinlich.

Weiterflihrende Diagnostik

Um die Ursache der Erblindung genauer zu lokalisieren, wurde ein
Elektroretinogramm (ERG) (RETIport©) abgeleitet. Hierfir erfolgt in
Allgemeinanasthesie eine Stimulation der Retina durch Lichtblitze. Eine
funktionstlchtige  Netzhaut generiert elektrische  Potentiale, die durch
Nadelelektroden abgeleitet werden. Die physiologische Antwort auf einen

spezifischen Lichtreiz ist eine biphasische Kurve mit zwei Kurvenmaxima (Abb.2a).
Bei der vorgestellten Hundin ergibt das Elektroretinogramm eine beidseits

erloschene Netzhautfunktion, die sich als flache Linie (sog. Flatline; Abb. 2b)

darstellt. Dadurch lasst sich die Ursache der Erblindung trotz des unauffalligen
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Fundus auf die Retina lokalisieren und es kann die Diagnose SARDS gestellt

werden.

Diagnose
Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome

Therapie

Bislang gibt es flir das SARDS keine gesicherte Behandlung. Da zwischen dieser
Erkrankung und der Neuritis nervi optici aber zumindest ophthalmoskopisch eine
sehr groBe Ahnlichkeit besteht, rat Granitz (Granitz 2001) im Zweifel zur Behandlung
mit Kortikosteroiden in absteigender Dosierung Uber mehrere Tage.

Im Mai 2007 wurden zwei blinde Hunde mit SARDS an der lowa State University mit
intravendsen Immunoglobulinen (IVIG) behandelt
(http://www.iastate.edu/~nscentral/news/2007/may/blind.shtml). Die Tiere erlangten
danach wieder einen wenn auch eingeschrankten Visus und konnten somit
Gegenstanden ausweichen. IVIG werden erfolgreich bei der Therapie autoimmuner
Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose eingesetzt (Sorensen et al. 1998). Das aus
dem gepoolten Plasma gesunder menschlicher Spender gewonnene Therapeutikum
enthélt vor allem hochgereinigtes, polyvalentes Immunglobulin G. Noch ist aber
unklar, wie lange der durch die Behandlung mit IVIG wiedererlangte Visus erhalten
bleibt. Bislang gibt es dazu keine Literaturangaben.

Prognose
Da es derzeit keine gesicherte Therapie flir das SARDS gibt, ist die Prognose quo ad

visus infaust.

Epikrise

Das Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome (SARDS) ist eine seltene
Erkrankung beim Hund, die mit bilateraler Erblindung einhergeht. Es wurde erstmals
1977 erwahnt (Vanisi et al. 1983). Die Erblindung tritt plotzlich, innerhalb von
wenigen Tagen bis Wochen auf. Ophthalmoskopisch erscheint die Netzhaut dabei
vollig unauffallig. Nur durch die elektrophysiologische Uberpriifung mittels
Elektroretinogramm kann die fehlende retinale Funktion nachgewiesen werden.
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Typischerweise haben die erkrankten Hunde ein mittleres bis hohes Alters und oft
handelt es sich um weiblich-kastrierte Tiere (O'Toole et al. 1992). Alle Rassen
kénnen betroffen sein, obwohl von einer Haufung der Falle bei Dackeln berichtet wird
(van der Woerdt et al. 1991). Auch retrospektive Untersuchungen (Daten nicht
publiziert) an 39 Hunden mit SARDS im Milnchener Raum ergaben ein vermehrtes
Auftreten dieser Erkrankung beim Dackel. Zum Vergleich wurden die Daten des
Kassen und Steueramtes Minchen herangezogen, das die Hundesteuer verwaltet.
Abbildung 3 zeigt, dass die Haufung von Dackeln mit SARDS nicht mit einer
eventuellen Haufung dieser Rasse im Minchner Raum zu erklaren ist. Auch eine
Haufung von weiblich kastrierten Hindinnen (51,3 %) lieB sich im Muinchner
Patientengut nachweisen. Das Durchschnittsalter der untersuchten Patienten betrug
8,8 Jahre.

Viele der an SARDS erkrankten Tiere sind leicht Gbergewichtig. Besitzer berichten oft
von Polyurie, Polydipsie und Polyphagie, manchmal auch von Nyctalopie. Das
Allgemeinbefinden der Hunde ist nicht gestort. Die Bestimmung klinisch-chemischer
Parameter ergibt oft auffallige Befunde. Bei ungefahr der Halfte der an SARDS
erkrankten Tiere sind erhdhte Werte der alkalischen Phosphatase (Vanisi et al.
1983), des Kortisols, der Aspartat Aminotransferase (Chastain et al. 1985) sowie
des Cholesterins (Acland und Aguirre 1986) festzustellen.

Der Fundus préasentiert sich bei Krankheitsausbruch ophthalmoskopisch unauffallig
oder weist allenfalls leichte Veranderungen in Form einer geringgradigen
Hyperreflexie des Tapetum lucidums oder einer Attenuation der retinalen GefaBe auf
(Abb. 4a). Eigene ophthalmologische Untersuchungen an 17 SARDS Patienten, die
nach unterschiedlich langen Erkrankungsdauern erneut untersucht wurden zeigen,
dass sich die Retina nach Erkrankungsausbruch zunehmend degenerativ verandert
(Abb. 4b-d). Der Fundus von Hunden mit langer andauerndem SARDS &hnelt dem
von Hunden mit Progressiven Retinaatrophie. Im Gegensatz zum SARDS erblinden
Hunde mit PRA aber schleichend. Um die Vorgange an der Retina graphisch
darzustellen wurden die Fundi der Patienten fotografisch dokumentiert, miteinander
verglichen und den Abbildungen 4a-d entsprechend nach einem Scoring beurteilt
(Abb. 5). Bei dem Vergleich der Erkrankungsdauer mit dem Zustand der Retina zeigt
sich, dass die ophthalmoskopisch erkennbare Degeneration der Netzhaut im Laufe

der Zeit linear zunimmt.
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Die Atiologie des SARDS ist bis heute ungeklart. Nach der Erstbeschreibung der
Erkrankung in den achtziger Jahren ging man zun&chst von einem defekten
Fettmetabolismus der betroffenen Tiere aus, durch den freie Lipidradikale toxisch auf
Stabchen und Zapfen wirken sollten (Vanisi et al. 1983). Auch O'Toole (1992)
vermutete aufgrund histologischer Untersuchungen, die einen massiven und
selektiven Verlust der duBeren Segmente der Stdbchen und Zapfen zeigten, ein
toxisches Geschehen. Ein Nachweis konnte aber bislang nicht erbracht werden.
Aufgrund der abweichenden Befunde bei den klinisch-chemischen Parametern sowie
der Polydipsie und Polyphagie wurde auch ein Zusammenhang zwischen SARDS
und einem Hyperadrenokortizismus vermutet (Mattson et al. 1992), der sich jedoch
ebenfalls bis dato nicht bestatigen lieB.

Zwei im Jahr 2006 publizierte Studien untersuchten eine mégliche autoimmune
Genese von SARDS. Beide Studien untersuchten Hundeseren auf das
Vorhandensein von antiretinalen Antikdrpern mittels ELISA und Western Blot. Die
Autoantikérperprevalenz differierte jedoch zwischen gesunden Kontrolltieren und
Hunden mit SARDS nicht (Gilmour et al. 2006: Keller et al. 2006). Diese Ergebnisse
stehen im Widerspruch zu einer Studie von 1988, bei der Autoantikdrper in den
Seren von SARDS-Patienten nachgewiesen werden konnten (Bellhorn et al. 1988).

Fazit fur die Praxis

Bei plétzlicher beidseitiger Erblindung und unverdndertem Fundus sollte
differenzialdiagnostisch an das SARDS gedacht werden. Oft sind Dackel betroffen.
Um SARDS von einer Neuritis nervi optici abzugrenzen, ist ein Elektroretinogramm
abzuleiten. Fir SARDS gibt es bislang keine gesicherte Therapie.
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Abb. 4b

Abb. 4c
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Abb. 4d
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Bildunterschriften

Abb. 1

Abb. 2

a)

Abb. 3

Abb. 4

Abb. 5

Fundus des linken Auges der Dackelhindin

Elektroretinogramm (ERG)

Das physiologische ERG besteht aus einer typischen Kurvenform, die
sich biphasisch aus der negativen a- und positiven b-Welle zusammen
setzt.

Erloschenes ERG: keine Netzhautfunktion vorhanden

Rassenverteilung von 39 an SARDS erkrankten Tieren im Vergleich zur
Mianchner Hundepopulation. Auffallend ist eine deutliche Haufung von
an SARDS erkrankten Dackeln (33,3 Prozent; N=13). In der Minchner
Hundepopulation gibt es nur 0,92 % gemeldete Dackel (N=256).
Obwohl die Gesamtzahl der beiden Gruppen stark differiert, scheinen

Dackel besonders haufig von SARDS betroffen zu sein.

Veranderungen des Fundus im Verlauf des SARDS; a) Fundus zu
Erkrankungsbeginn: ohne besonderen Befund; b) geringgradig
veranderter Fundus mit geringgradiger Hyperreflexie des Tapetum
lucidum; c) mittelgradig veranderter Fundus mit deutlicher
GefaBattenuation; d) hochgradig veranderter Fundus mit massiver
Hyperreflexie des Tapetum lucidum (Pfeil) und vélligem Schwund der

retinalen GefaBe (Stern)

Fundusveranderungen bei Patienten mit SARDS mit SARDS. Die
Graphik zeigt, dass sich der Augenhintergrund dieser Tiere nach
Erkrankungsausbruch zunehmend degenerativ verandert.
Netzhautscore (entsprechend Abb. 4a-d): 1 = 0.b.B., 2 = geringgradig
verandert, 3 = mittelgradig verandert, 4 = hochgradig verandert, 5 =
Fundus nicht einsehbar

47



IV. Veroéffentlichung Nr. 2
Danksagung

Die beschriebenen Untersuchungen an Patienten im Minchener Raum wurden durch

die Férderung der Hanns Seidel Stiftung e.V. ermdglicht.

48



V. Diskussion

V. Diskussion

Obgleich das SARDS bereits erstmals auf der Midwest Veterinary Ophthalmology
Conference in Columbus, Ohio erwahnt (Vanisi et al. 1983), ist die Ursache der
Erkrankung nach wie vor nicht geklart.

Alle Autoren schildern die Klinik des SARDS gleich: Typisch sei die plétzliche
Erblindung innerhalb weniger Tage bis Wochen. Die Tiere werden mit weiter, meist
nicht oder kaum lichtresponsiver Pupille vorgestellt. Die Retina der betroffenen Tiere
zeigt keine  ophthalmoskopisch ~ wahrnehmbaren  Veranderungen, das
Elektroretinogramm beweist aber die erloschene Netzhautfunktion.

Bis heute gibt es keine wissenschaftlich erwiesene Therapie fir das SARDS. Da die
Ahnlichkeit von SARDS mit der Neuritis nervi optici aber zumindest
ophthalmoskopisch sehr groB3 ist, wurde die Behandlung mit Kortikosteroiden in
absteigender Dosierung Uber mehrere Tage empfohlen (Granitz 2001), eine
Therapie, die bei der Neuritis nervi optici erfolgversprechend ist, bei SARDS
allerdings nicht.

Als Ursache des SARDS wurde zunachst eine toxische Zerstérung der
Photorezeptoren aufgrund von freien Lipid-Radikalen vermutet, die speziell die
auBeren Segmente der Photorezeptoren zerstdren sollen (Vanisi et al. 1983). Diese
Uberlegung entstand, weil man bei laborchemischen Untersuchungen bei der Hélfte
der SARDS-Patienten erhdhte Cholesterol, Alanin-Aminotransferase (ALT),
Alkalische Phosphatase (AP) und Aspartat-Aminotransferase (AST) Werte fand.
Diskutiert wurde daraufhin, dass diese Veranderungen einen defekten
Fettmetabolismus und daraus resultierend die Bildung freier Lipidradikale
reprasentieren kénnten (Vanisi et al. 1983).

Aufgrund der hohen Konzentration an ungeséttigten Fettsauren, dem permanenten
Lichteinfall und dem hohen Verbrauch an Sauerstoff reagiert die Retina sehr sensibel
auf oxidative Schaden (Zapata et al. 2007). Die ungesattigten Fettsauren der Retina
kénnten rasch durch freie Radikale geschadigt werden. Dabei ist der prinzipielle
Mechanismus dieses Zellschadens die Lipid Peroxidation, die bei oxidativem Stress
in aeroben Organismen auftritt (Zapata et al. 2007). Trotzdem ist die spezielle
Entstehung von Lipid-Radikalen, die auf die Retina einwirken kénnten bislang nicht
experimentell stichhaltig nachgewiesen.
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In der Humanmedizin werden freie Radikale mit der Entstehung der altersbedingten
Makuladegeneration (AMD) in Verbindung gebracht. Von dieser Erkrankung sind vor
allem altere Menschen Uber 65 Jahren betroffen (Drobek-Slowik et al. 2007). Die
Makula betroffener Augen atrophiert. Daraufhin setzt eine GeféaBneubildung von der
Choroidea ausgehend ein, die die Funktion der normalerweise geféaBlosen Makula
stark einschrankt (Jager und Klaver 2007). Es wird vermutet, dass die Erkrankung
aufgrund einer Abnahme von antioxidativen Enzymen entstehen kdnnte. Die
Abnahme dieser Enzymkonzentration in der Retina wird durch eine Erhéhung von
Stickstoffmonoxiden und eine gesteigerte Lipid-Peroxidation erklart (Evereklioglu et
al. 2003).

Der Verlauf von SARDS und AMD ist komplett unterschiedlich. SARDS verlauft mit
akuter Erblindung ohne sichtbare Veranderungen an der Netzhaut, die AMD verlauft
schleichend mit sichtbaren, lokalisierten Veranderungen.

Es gibt keine Studien dariber, dass ein vermehrtes Auftreten von freien Radikalen zu
so einem akuten Krankheitsverlauf fihrt, wie es bei SARDS beobachtet wird. Zudem
ist das SARDS nicht auf eine Region der Retina, etwa der area centralis retinae, die
in etwa der menschlichen Makula entspricht, beschrankt, sondern betrifft alle
Photorezeptoren gleichermaBen (Acland et al. 1984).

Es gibt bislang nur Studien bei Mausen, die die Wirkung von freien Radikalen in der
Retina untersucht haben (Yu et al. 2008). Oxidativer Stress, und damit die Bildung
von freien Radikalen, wurde hier durch die Gabe von organophosphorhaltigen
Insektiziden induziert. Die histologische Untersuchung zeigte das Auftreten von
geschrumpften Zellen, Zellkernfragmenation und das Auftreten von apoptotischen
Zellen. Eine ophthalmologische Untersuchung des Auges, eine allgemeine
Untersuchung der Tiere oder aber das Ableiten eines Elektroretinogrammes wurde
nicht durchgefihrt (Yu et al. 2008). Eine direkte Vergleichbarkeit zum SARDS beim
Hund ist daher nicht gegeben.

Eine weitere Hypothese zur Entstehung des SARDS ist die systemische Intoxikation
der betroffenen Tiere (O'Toole et al. 1992). Nachdem die Retinae von zwei
erkrankten Hunden histologisch untersucht und eine selektive, massive Zerstérung
der Stabchen und Zapfen beobachtet wurde, wurde vermutet, dass diese
spezifischen Veranderungen durch eine systemische Intoxikation oder durch
radioaktive Strahlung entstehen kdnnten (O'Toole et al. 1992). Konkrete
Untersuchungen in dieser Richtung wurden von den Autoren nicht durchgefiihrt und
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es erscheint auch fraglich, ob derartige Studien gewinnbringend waren. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass eine Intoxikation sich nur lokal auf das Auge auswirken soll
oder die radioaktive Strahlung nur ein einzelnes Tier anstatt einer bestimmten
Population an dem Ort der Exposition betreffen soll.

Beschrieben ist allerdings die plétzliche Erblindung zweier Hunde nach Gabe von
Ivermectin (Ketring 1989). Dabei waren an der Retina deutliche Veranderungen zu
sehen, neben einer Schwellung an der Papille waren retinale Falten und eine
partielle Ablatio retinae zu beobachten.

Der Unterschied zwischen einer Ivermectin Intoxikation und SARDS ist erheblich. Bei
SARDS ist der Fundus unaufféllig, bei einer lvermectin Intoxikation zeigen sich die
oben beschriebenen Veranderungen (Schwellung der Papille, retinale Falten,
partielle Ablatio retinae). Es erscheint daher unwahrscheinlich, dass Hunde mit
SARDS vor Krankheitsbeginn eine Intoxikation erlitten haben, auBerdem wird in der
Literatur bei SARDS Patienten nie Uber eine Applikation von Ivermectin berichtet
(Acland und Aguirre 1986; Acland et al. 1984; Gilmour et al. 2006; Gréanitz 2001;
Keller et al. 2006; O'Toole et al. 1992; van der Woerdt et al. 1991). Um eine
eventuelle Intoxikation von SARDS Patienten zu erkennen, missten akut an SARDS
erblindete Patienten einem Screening auf toxikologische Verédnderungen unterzogen
werden. Ohne entsprechende Untersuchungen kann die Mdoglichkeit einer

Intoxikation deshalb bislang weder bestatigt, noch verworfen werden.

Viele Studien tGber SARDS berichten von klinischen Symptomen erkrankter Tiere, die
durch das Vorliegen eines Hyperadrenokortizismus erklarbar waren. So wird in der
Literatur immer wieder tber Polyurie, Polydipsie, Polyphagie, Gewichtszunahme und
Lethargie der SARDS Patienten berichtet (Acland und Aguirre 1986; Parshall 1989;
Vanisi et al. 1983). Es wurde deshalb diskutiert, ob die betroffenen Tiere an einem
Hyperadrenokortizismus leiden kdnnten. Eine Studie untersuchte daraufhin einen
Hund mit SARDS und den oben beschriebenen Veranderungen, konnte aber trotz
erhdhter Serumkortisolwerte keinen Hyperadrenokortizismus feststellen (Mattson et
al. 1992). Die Autoren vermuteten deshalb, dass die Veranderungen der Serumwerte
von dem untersuchten Tier aufgrund von Stress zustande gekommen seien, den das
Tier durch die Erblindung erleidet (Mattson et al. 1992) oder dass SARDS Patienten
an einem wie auch immer gearteten physiologischen Hyperadrenokortizismus haben
sollen (Acland und Aguirre 1986).
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Bekannt ist, dass raumfordernde hypophysare Makroadenome, die sekundar zu
einem Hyperadrenokortizismus flhren, eine Atrophie des Tractus opticus aufgrund
einer Kompression verursachen kdnnen (Fracassi et al. 2007). Die Erblindung ist in
dem Fall nicht auf metabolische Veranderungen, sondern auf den raumfordernden
Prozess zurlckzuflhren (Fracassi et al. 2007; Miller 1991).

Im Jahr 2006 wurden 15 SARDS Patienten an der Oklahoma State University auf
das Vorhandensein von hypophysédren Neoplasien mittels Computertomographie
untersucht. Keines der Tiere hatte einen derartigen Tumor, der entweder durch
Kompression auf den Tractus opticus oder durch metabolische Veranderungen
Neben den computertumographischen Untersuchungen wurden keine weiteren Tests
durchgefihrt und es bleibt daher weiterhin fraglich, ob SARDS-Patienten tGberhaupt
an einem Hyperadrenokortizismus leiden. Trotzdem ist die Symptomatik der
Patienten auffallend und es muissten weitere Studien an einer ausreichenden
Patientenzahl durchgefihrt werden, um diese Hypothese zu untermauern.

Aufgrund des gehéauften Auftretens von SARDS beim Dackel wurde eine genetische
Atiologie des SARDS schon frither vermutet. Dackel scheinen in einem Teil der
Studien Uberproportional haufig von SARDS betroffen zu sein (Granitz 2001; van der
Woerdt et al. 1991). Die retrospektiven Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit
zeigten auch hier, dass der Dackel besonders haufig betroffen war. 33,3% (13 von
39). Um diese Pradisposition nicht durch eine zuféllige Haufung von Dackeln im
Minchner Raum relativieren zu missen, wurden die SARDS-Daten mit den Daten
des Kassen und Steueramtes verglichen, das die Hundesteuer verwaltet. Hier ist der
Dackel nur mit einer Haufigkeit von 0,92 % in der Minchner Hundepopulation
vertreten. Der Aspekt einer genetischen Disposition erscheint daher mdglich und
sollte weitergehend anhand von Stammbaumanalysen untersucht werden. Neue
Falle von SARDS sollten auBerdem multizentrisch der Rasse zugeordnet werden,

um die Haufung beim Dackel zu tberprifen.

Eine weitere Hypothese fiir die Atiologie des SARDS ist eine Autoimmunreaktion
gegen retinale Antigene. Dies wurde bisher in drei Studien untersucht (Bellhorn et al.
1988; Gilmour et al. 2006; Keller et al. 2006). Nur in einer Untersuchung (Bellhorn et
al. 1988) wurden bei funf von finf untersuchten SARDS Hunden und bei keinem der
gesunden Kontrolltiere zirkulierende antiretinale Antikbrper nachgewiesen. Die
exakten Ziel-Autoantigene wurden allerdings nicht weiter charakterisiert und es ist
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unklar, um welche Proteine es sich handelt. Allein eine Abbildung zeigt eine Bande
eines SARDS Patienten auf einer H6he von 65 kDa beim Autoantikdrperscreening im
Western Blot gegen Gesamtextrakt retinaler Proteine (Bellhorn et al. 1988).

Aktuell wurden zwei weitere Studien durchgefiihrt (Gilmour et al. 2006; Keller et al.
2006), die zu einem anderen Ergebnis kamen. Die Studien wurden deshalb angelegt,
weil eine Ahnlichkeit zwischen SARDS und der humanen Cancer Associated
Retinopathy (CAR) vermutet wurde. Bei CAR handelt es sich um eine
paraneoplastische Retinopathie, bei der bilateral ein plétzlicher oder progressiver
Visusverlust auftritt. Das ERG der Patienten ist stark verandert oder ausgeléscht.
CAR wird mit einem Lungenkarzinom assoziiert, das das retinaspezifische Protein
Recoverin exprimiert (Adamus et al. 1993; Khan et al. 2006). Gegen Recoverin
werden Antikdrper gebildet, die auch an das Recoverin der Retina binden und hier
zur Apoptose der Photorezeptoren und damit zur Erblindung fahren (Thirkill et al.
1992). Weitere identifizierte Autoantigene bei der CAR sind Alpha Enolase (Dot et al.
2005) und das Hitzeschockprotein 70 (Hsc 70) (Maeda et al. 2001).

Die Experimente wurden mit jeweils 13 SARDS Patienten und 5 gesunden Hunden
(Keller et al. 2006) bzw. mit 17 SARDS Patienten, 57 klinisch gesunden Tieren und
53 Tieren mit Neoplasien (Gilmour et al. 2006) durchgefihrt. In beiden Studien
zeigten sowohl gesunde, als auch kranke Tiere im ELISA und Western Blot
Reaktionen auf verschiedene Proteine im aufgetrennten Retinalysat aber es konnten
keine Unterschiede in der Antikdérperbindungshaufigkeit zwischen gesunden und
kranken Tieren festgestellt werden.

Die Probandenzahl aller drei Studien ist gering, es handelte sich um jeweils 5
(Bellhorn et al. 1988), 13 (Keller et al. 2006) und 17 (Gilmour et al. 2006) getestete
Patientenseren. Die Versuche wurden mit sehr niedrig angesetzten Verdinnungen
(1:200-1:2000) der Seren durchgefihrt, was im Western Blot zu falsch positiven
Ergebnissen fihren kann. Tatsachlich zeigten bei den 2006 durchgefihrten
Untersuchungen (Gilmour et al. 2006; Keller et al. 2006) alle SARDS Patienten und
Negativkontrollen vielfache positive Reaktionen auf das getestete Retinalysat, was
die Ergebnisse als fragwiirdig erscheinen lasst. Ob eine Titration der Antikdrper
durchgefihrt wurde, um festzustellen, ob der Western Blot im linearen Bereich der
Antikdrperbindung durchgefihrt wurde, ist weder dem Methoden-, noch dem

Ergebnisteil der Publikationen zu entnehmen (Gilmour et al. 2006; Keller et al. 2006).
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Alle drei Studien verwendeten Retinalysat, um Autoantigene zu identifizieren, dabei
wurde aber keine eindeutige ldentifikation der Banden mittels Massenspektrometrie
vorgenommen. Die gefundenen Banden wurden stattdessen nur anhand eines
mitgelaufenen Molekulargewichtsmarkers von ihrer GréBe her eingeschéatzt, aber
nicht eindeutig anhand ihrer Sequenz identifiziert. Weitere Versuche mit einzelnen,
aufgereinigten Proteinen wurden ebenfalls nicht durchgefiihrt, so dass eine
eindeutige Identifikation der Banden und eine Validierung der Ergebnisse ausstehen.

Um zur Klarung der Atiologie des SARDS beizutragen, wurde in der vorliegenden
Arbeit ein ausfihrlicheres Konzept zur Untersuchung von SARDS Patienten auf das
Vorhandensein von antiretinalen Antikérpern erstellt und durchgefihrt. Die humorale
Immunreaktion gegen retinale Antigene von 24 an SARDS erkrankten Tieren sowie
14 gesunden Hunden wurde mittels Western Blot Verfahren getestet. Die SARDS
Patienten wurden bei Diagnosestellung komplett ophthalmologisch untersucht und
ein ERG abgeleitet, um die Krankheit sicher zu diagnostizieren. Die
Vergleichsgruppe bestand aus einer Gruppe von ebenfalls ophthalmologisch
untersuchten und als augengesund befundenen Tieren.

Im Rahmen des Antikérperscreenings mittels Western Blot Verfahren wurden
zunachst die Seren beider Gruppen gezielt auf die beiden bekannten Autoantigene
Cellular Retinaldehyd Binding Protein (CRALBP) und S-Antigen getestet.

CRALBP ist ein wasserldsliches Protein mit einem Molekulargewicht von 36,378 kDa
(Crabb 1988). Es wurde zuerst 1977 von Futtermann et al. in der bovinen Retina
nachgewiesen. Im Rahmen ihrer Versuche konnten sie feststellen, dass es
Komplexe mit exogenem, radioaktivem 11-cis-Retinal bildet. Aufgrund dieser
Fahigkeit, wurde es als Cellular Retinaldehyd Binding Protein (CRALBP) benannt
(Saari und Crabb 2005). Es wird angenommen, dass CRALBP eine wichtige Rolle
als Substrat steuerndes Protein im visuellen Zyklus innerhalb des RPEs spielt. (Saari
et al. 1982). Es ist in den Miiller-Gliazellen und im retinalen Pigmentepithel lokalisiert
(Bunt-Milham und Saari 1983). In Rattenwelpen, die eine Woche alt waren, wurde
CRALBP zusatzlich im Ziliarkérperpigmentepithel und im auBeren Epithel der Iris
gefunden (Eisenfeld et al. 1985). Darlber hinaus wurde es im Ziliarkérper, der
Kornea, der Glandula pinealis, im N. opticus und im Gehirn nachgewiesen, nicht
jedoch in den Stabchen und Zapfen der Retina (Saari 1997).
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Mutationen am Gen RLBP1, das CRALBP codiert, fihrt beim Menschen zu retinalen
Degenerationen (Morimura et al. 1999). Durch die Mutationen kommt es zu einer
strukturellen Veranderung von CRALBP, daraufhin ist die Bindungsfahigkeit von 11-
cis-Retinal gestért und die Regeneration der retinalen Pigmente ist eingeschrankt
oder geht ganzlich verloren. Klinisch tritt zunachst eine verlangerte
Dunkeladaptionszeit auf. Spater kommt es zu Nachtblindheit, progressivem
Gesichtsfeldverlust und Attenuation der retinalen GefaBe (Morimura et al. 1999).

Eine Bildung von Autoantikbrpern gegen CRALBP kénnte eine Erblindung der
SARDS-Patienten erklaren. Die Ergebnisse der hier vorgelegten Untersuchungen
zeigen aber, dass sowohl kranke, als auch gesunde Tiere gleich haufig
Autoantikérper gegen CRALBP aufweisen (siehe Artikel: Neuron Specific Enolase
Antibodies in Patients with Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome
Veterinary Immunology and Immunopathology, Seite 22). Eine Autoimmunreaktion
gegen CRALBP ist daher offensichtlich nicht fir die Entstehung von SARDS
verantwortlich.

Deshalb wurden in einem zweiten Versuch 24 Patientenseren und 14 Kontrollseren
auf das bekannte Autoantigen S-Antigen getestet. S-Antigen ist ein Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 48 kDa (Shinohara 1987) und wurde zuerst von Wacker
1977 beschrieben. Ein Synonym flr S-Antigen ist Arrestin. Es besitzt eine
inhibitorische Funktion in der aktivierten Phototransduktionskaskade und bindet an
die phosphorylierte Form von licht-aktiviertem Rhodopsin. Es blockiert so die
Interaktion von Rhodopsin mit dem G-Protein Transduzin (Burns und Baylor 2001;
Hurley et al. 1998). S-Antigen kann vermutlich zusatzlich die retinale Freisetzung von
Rhodopsin inhibieren (Sommera 2006). Mit Hilfe immunohistochemischer Farbungen
wurde S-Antigen in den AuBensegmenten der Photorezeptoren (Yajima et al. 1983),
in Maller Zellen (Chan 1984) und in der Pinealdrise (Kalsow und Wacker 1977)
nachgewiesen.

S-Antigen wird mit der Entstehung von entzindlichen, autoimmunvermittelten
Augenerkrankungen beim Menschen in Zusammenhang gebracht. Dabei handelt es
sich um die retinale Vaskulitis (Dumonde et al. 1985) und um die
autoimmunmediierte Uveitis (Suleyman et al. 1987). Im Tierversuch fihrte die
Injektion von S-Antigen sowohl bei der Ratte (Wiggert 1991) wie beim Pferd (Deeg et

al. 2004) zur Induktion von monophasischer Uveitis.
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In den hier durchgefihrten Versuchen war kein Unterschied in der
Antikdrperbindungshaufigkeit zu S-Antigen zwischen gesunden und kranken Hunden
zu sehen (siehe Artikel: Neuron Specific Enolase Antibodies in Patients with Sudden
Acquired Retinal Degeneration Syndrome Veterinary Immunology and
Immunopathology, Seite 22). Beide Gruppen reagierten gleich haufig positiv auf S-
Antigen. Das bestatigt die Funde von Gilmour (2006), der ebenfalls eine
immunologische Aktivitdt gegen ein Protein von 48 kDa bei gesunden und kranken
Hunden fand, ohne dass die Bindungshéaufigkeit oder -starke differierte. Die
Ergebnisse zeigen, dass eine Immunreaktion gegen S-Antigen in der Atiologie des
SARDS anscheinend keine Rolle spielt.

Die Uberpriifung der Hundeseren auf die beiden Antigene CRALBP und S-Antigen
wurde wegen einer mdglichen Analogie zwischen Uveitis und SARDS durchgefihrt.
Da die Untersuchungen zeigten, dass es keinen Zusammenhang zwischen SARDS
und einer Autoantikdrperbildung gegen S-Antigen oder CRALBP gab wurde ein
weiterer Versuch durchgefihrt, um die Patienten- und Kontrollseren gegen das
gesamte Retinaproteom zu testen.

Hierzu wurde porcines Retinalysat mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und mit den
Seren der beiden Gruppen getestet. SARDS Patienten reagierten dabei besonders
deutlich auf ein Protein, das mittels Massenspektirometographie eindeutig als Neuron
Specific Enolase (Sorensen et al. 2007) identifiziert wurde (siehe Artikel: Neuron
Specific Enolase Antibodies in Patients with Sudden Acquired Retinal Degeneration
Syndrome Veterinary Immunology and Immunopathology, Seite 22). Mit
aufgereinigter NSE wurde dieses Ergebnis bestatigt. 25 % der SARDS Patienten
reagierten positiv auf das aufgereinigte NSE, dagegen keine der Kontrollen.

Enolase ist eines der am haufigsten exprimierten Proteine im Kdérper und kommt in
vielen verschiedenen Organismen vor. 1934 wurde Enolase von Lohman und
Mayerhof entdeckt, als sie die Umwandlung von 3-Phosphoglycerat in Pyruvat im
Muskelextrakt untersuchten. Die durch Enolase vermittelten Reaktionen besetzen
eine Schlusselrolle im metabolischen Pfad der Fermentation sowie der Glykolyse.

Bei Vertebraten kommt das Enzym in drei isomeren Formen (alpha, beta und
gamma) vor: Alle Arten von Enolase bestehen aus 2 identischen Untereinheiten und
haben ein Molekulargewicht zwischen 82 000 und 100 000 Dalton (Wold 1971).
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Alpha Enolase, auch als Enolase 1 bekannt, ist ein glykolytisches Enzym und wird in
den meisten Geweben exprimiert. Es ist ein Homodimer, dass aus 2 Alpha
Untereinheiten besteht. Alpha Enolase wurde als Autoantigen der Hashimoto
Enzephalopathie identifiziert (Yoneda et al. 2007). Auch Patienten mit Autoimmun
mediierter Retinopathie bildeten Autoantikérper gegen Alpha Enolase (Magrys et al.
2007). Beta Enolase wurde bislang in Herz und Skelettmuskelzellen gefunden. Der
absolute Wert von Beta Enolase im Serum korreliert mit der Zerstérung von
Muskelgewebe und kann so als Diagnostikum far die Bewertung von
Muskeliiberlastung herangezogen werden (Chosa et al. 2003).

Gamma Enolase (Neuron Specific Enolase, NSE) wurde bislang in Zellen
neuroektodermalen Ursprungs gefunden und macht 1,5% des gesamten léslichen

Proteins im Gehirn aus. Gamma Enolase ist im neuronalen Zell-Zytoplasma zu
finden, sowie in den Dendriten des menschlichen ZNS (Barone et al. 1993). Ebenso

wie Alpha-Enolase ist auch Gamma-Enolase am Vorgang der Glykolyse beteiligt und
hat neurotrophe Eigenschaften.

Studien an Mausen haben ergeben, dass Antikérper gegen NSE bevorzugt eine
Subpopulation an Photorezeptoren in der auBeren Kdrnerschicht binden (Rich et al.
1997). Die Photorezeptoren konnten als Zapfen identifiziert werden. Daneben wurde
NSE auch von Ganglienzellen und allen Zellen der inneren Kérnerschicht
(Amakrinen-, Bipolar-, und Horizontalzellen) exprimiert (Rich et al. 1997).

Das Auftreten von anti-NSE Antikérpern in SARDS Patienten kénnte ein Hinweis auf
eine autoimmune Genese des SARDS sein. Autoantikérper koénnen durch
molekulares Mimikry, Epitope Spreading oder Bystander Aktivierung entstehen und
eine Autoimmunerkrankung ausldsen.

Die meisten Autoimmunerkrankungen sind allerdings T-Zell mediiert. Das bedeutet,
dass die Antikdrper sekundar zu einer CD4" T-Zell Reaktion entstehen. CD4 ist ein
Glykoprotein, das auf der Oberflache von T-Helfer Zellen, regulatorischen T-Zellen,
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert wird. Bezlglich T-
Zellen hat CD4 eine Funktion als Co-Rezeptor fur den T-Zell Rezeptor (TCR). CD4
amplifiziert das Signal, dass durch den TCR generiert wird, indem es Tyrosin Kinase
freisetzt, die wiederum die Aktivierung von weiteren Molekllen bewirkt, die in die
Signalkaskade einer aktivierten T-Zelle involviert sind (Miceli und Parnes 1993).

Bei Erkrankungen wie dem autoimmunen Diabetes mellitus (Kurrer et al. 1997), der

multiplen Sklerose (Thewissen et al. 2007) oder der autoimmunen Uveitis beim Pferd
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(Deeg et al. 2006) sind die Autoantikérper nicht direkt far die Pathogenese der
Erkrankung verantwortlich, sondern entstehen sekundar zur pathogenetischen T-
Zellreaktion, reflektieren aber dadurch das ablaufende Geschehen. Diese
Autoantikdrper kdnnen aber als pradiktive Marker genutzt werden.

Die Relevanz der anti-NSE Antikoérper fur die Entstehung von SARDS kénnte im
Tiermodell Gberprift werden. Dazu ist das anti-NSE Serum der positiv reagierenden
Tiere in Versuchstiere zu transferieren. Sollte daraufthin SARDS entstehen, ware das
der Beweis fir die Rolle von anti-NSE Antikdrpern als Ausléser fir die Erkrankung.
Durch den Antikérpertransfer wird eine Immunreaktion gegen NSE ausgelést. Sollte
der Transfer negativ verlaufen, ware ein n&chster Schritt die Generierung von
autoreaktiven T-Zellen gegen NSE. Diese Zellen wirden wieder in Versuchstiere
verbracht werden und die Tiere auf das Auftreten einer Immunerkrankung
untersucht. Da SARDS bislang nur beim Hund beobachtet wurde, sollte man
ausschlieBlich Hunde als Versuchstiere verwenden.

Das Auftreten von anti-NSE Antikérpern kénnte auch durch eine Zerstérung des
retinalen Gewebes entstehen. Durch die wie auch immer ausgel6ste Zerstérung des
retinalen Gewebes werden die im gesunden Gewebezustand verdeckien Epitope
dem Immunsystem erstmalig prasentiet und dadurch die Bildung einer
Autoimmunreaktion initiiert. Die Autoantikérper waren dann als Folge der
Gewebezerstdérung zu verstehen und nicht als auslésendes Agens. Diese Hypothese
kénnte wiederum im Tiermodell Uberpriift werden: Sollte bei der Ubertragung von
NSE-Antikdrpern kein SARDS entstehen, sondern nur nach Ubertragung der
autoreaktiven T-Zellen, wéare das ein Beweis daflr, dass Antikbrper gegen NSE zwar
entstehen, wenn das Protein durch Zerstérung frei gesetzt wird, Autoantikbrper aber
per se nicht krankheitsmachend sind.

Erstaunlich scheint auf den ersten Blick die geringe Anzahl der NSE Antikérper
positiven Tiere in dieser Studie zu sein (siehe Artikel: Neuron Specific Enolase
Antibodies in Patients with Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome
Veterinary Immunology and Immunopathology, Seite 22). Dies kann folgendermaBen
erklart werden: Die Blutproben der an SARDS erkrankten Tiere wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten entweder direkt nach Krankheitsbeginn oder Wochen,
Monate oder Jahre danach entnommen. Auffallend ist, dass funf von sechs Anti-NSE
Antikérper positive SARDS Patienten weniger als 18 Monate erkrankt waren. Das
kénnte ein Hinweis dafiir sein, dass anti-NSE Antikdrper negative Tiere weiter
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fortgeschrittene Stadien des SARDS zeigen und daher einen abgesunkenen Spiegel
an anti-NSE-Antikérpern haben. Von anderen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. der
autoimmunen Thyreoiditis (Wick et al. 1974) oder von Patienten mit primarem
Offenwinkelglaukom (Maruyama et al. 2002) ist dieses Phanomen ebenfalls bekannt:
Die Autoantikérperantwort nimmt mit zunehmender Zerstérung des Zielgewebes ab,
weil dadurch das auslésende Agens flr die Bildung der Autoantikérper nicht mehr
prasent ist. Dies hat sich auch im Patientengut hier gezeigt: Von sechs NSE-
Antikérper positiven SARDS Patienten litten flinf weniger als 18 Monate an SARDS.
Um dies zu verifizieren, misste allerdings eine noch grdéBere Anzahl von SARDS
Patienten in verschiedenen Stadien der Erkrankung untersucht werden. Tiere, die
frisch an SARDS erkrankt sind, missten nach dieser Hypothese viele Antikérper
gegen NSE haben, Patienten mit lange andauerndem SARDS weniger.

Letztendlich kénnten NSE-Antikdrper negative Patienten auch Tiere reprasentieren,
die das Syndrom SARDS aufgrund einer anderen Atiologie entwickelt haben.

Ziel der vorgelegten-Arbeit war es, einerseits klinische Aspekte, Veranderungen des
Augenhintergrunds, Rassen- und Geschlechtsverteilung und andererseits einen
neuen Ansatz zur Klarung der Atiologie der Erkrankung zu erarbeiten. Dass 25% der
SARDS-Patienten positiv auf NSE-Antikérper reagierten, deutet auf eine

autoimmune Atiologie der Erkrankung hin.
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VI. Zusammenfassung

Zum Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome (SARDS) beim Hund
Ziel der Arbeit war es, einen Beitrag zur Klarung der Atiologie des SARDS zu leisten.
Dafir wurde zunéachst die Literatur zusammengetragen und anhand der
Untersuchung von 39 SARDS-Patienten aus dem Einzugsgebiet der Klinik die
Krankheitsentwicklung in ihren verschiedenen Stadien dokumentiert. Hierbei fiel auf,
dass ein Drittel der Tiere Dackel waren und 51,3% der erkrankten Tiere weiblich
kastriert. Die SARDS-Patienten waren durchschnittlich 8,8 Jahre alt (von 3 Monaten
bis 13 Jahren). Der ophthalmoskopische Befund zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach dem Auftreten der Erkrankung konnte mittels Fundusfotografie bei 17 Patienten
dokumentiert werden. Die Fundusveranderungen wurden anhand der Bilder in
verschiedene Grade eingeteilt und miteinander verglichen. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Verdnderungen an der Retina linear im Bezug zur
Erkrankungsdauer zunehmen und schlieBlich dem Bild einer weit fortgeschrittenen
generalisierten Progressiven Retina Atrophie (GPRA) &hneln.

In einem weiteren Teil der Studie wurde durch ein Autoantikbrperscreening die
Hypothese Uberprift, dass SARDS eine Autoimmunerkrankung sei.

Mittels Western Blot Verfahren wurden zunachst die Seren von 24 SARDS-Patienten
und 14 augengesunden Hunden auf die gereinigten Autoantigene S-Antigen and
Cellular Retinaldehyde Binding Protein (CRALBP) getestet. Hier konnte Kkein
Unterschied zwischen gesunden und kranken Tieren festgestellt werden. In einem
weiteren Schritt wurde aufgetrenntes retinales Proteom im Western Blot getestet, um
potentielle neue, bislang unbekannte Autoantigene zu identifizieren. Dabei zeigten
SARDS-Patienten vor allem eine deutliche Reaktion gegen ein Protein, dass im
Massenspektrometer (MALDI/TOF-TOF) als Neuron-Spezifische-Enolase (NSE)
identifiziert werden konnte. Zur Uberpriifung dieses Ergebnisses wurden die
Patienten- und Kontrollseren erneut mit aufgereinigter Enolase getestet. 25 % der
SARDS Patienten und keines der gesunden Kontrolltiere reagierten positiv auf NSE.
Die Ergebnisse gaben einen Hinweis auf eine mégliche autoimmune Genese des
SARDS. Noch bleibt aber unklar, ob die Antikdrper gegen NSE die Ursache fiir die
Entstehung der Erkrankung sind oder ob sie sekundar aufgrund der Zerstérung
retinalen Gewebes entstehen. Weitere Untersuchungen missten dafiir durchgefiihrt

werden.
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VIl. Summary

About the Sudden Acquired Retinal Degeneration Syndrome in the dog.

The subject of the study was to investigate the aetiology of SARDS.

Following an initial literature review, patient data and clinical findings from 39
Patients were collected and analysed. One specific observation was that one third of
all patients comprised Dachshunds and that 51.3 % of affected animals were female
neutered. The average age of SARDS patients was found to be 8.8 years (range 3
months to 13 years). The ophthalmoscopic appearance of the fundus of SARDS
patients was documented at different stages of the disease during serial
examinations with the help of fundus photography. This revealed degenerative retinal
changes which were found to progress linear following the onset of SARDS, finally
resembling dogs with severe generalised progressive retinal degeneration.

In the second part of the study, the hypothesis that SARD is an autoimmune disease,
was tested with the help of autoantibody screening. In a first step, serum from 24
SARDS patients and 14 normal controls were assessed for autoantibodies to the
purified autoantigens S-Antigen and CRALBP with the help of a western blot. No
difference in the incidence of autoantibodies could be found between SARDS
patients and healthy controls while testing the well known autoantigens S-antigen
and CRALBP.

In a second step, an attempt was made to identify new autoantigens by testing the
entire retinal proteom as an autoantigenic source, again using Western blot
techniques. Following the initial detection of a reaction against a specific protein
found almost exclusively in SARDS patients, it was possible to identify this protein
with the help of mass spectrometry (MALDI/TOF/TOF) as NSE. These findings were
verified by the binding of IgG antibodies to purified NSE in 25% of the SARDS
patients and 0% of the normal control dogs.

The results of this study suggest that an autoimmune aetiology of SARDS involving
autoantibodies against NSE is possible. However, it is unclear whether these play a
causative role in SARDS or whether they are the result of retinal destruction by
another mechanism. Further investigations into a possible autoimmune aetiology of
SARDS are therefore indicated and the role of NSE as an autoantigen must be

further assessed.
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