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1 EINLEITUNG 

 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU), eine spontane immunmediierte Erkrankung 

des inneren Pferdeauges ist die vorherrschende Ursache für eine erworbene 

Blindheit beim Pferd (Gilger and Michau, 2004; Halliwell and Hines, 1985; Rebhun, 

1979). Neben der veterinärmedizinischen Bedeutsamkeit steht mit dieser Erkrankung 

ein spontanes Tiermodell für die humane autoimmune Uveitis zur Verfügung (Deeg 

et al., 2007c; Dick, 1998). Die zugrunde liegenden Pathomechanismen dieser T-Zell 

mediierten (Deeg et al., 2002a; Romeike et al., 1998), durch Zerstörung der Retina 

zum Verlust des Visus führenden Erkrankung, sind nach wie vor noch nicht 

ausreichend geklärt. Durch seinen unmittelbaren Kontakt zur Retina (Balazs, 1973; 

Weidman, 1973) stellt der Glaskörper ein wertvolles Probenmaterial bei der 

Erforschung vitreoretinaler Erkrankungen wie der ERU dar und ermöglicht der 

Forschung einen indirekten Blick auf die in der Retina ablaufenden 

pathophysiologischen Prozesse (Garcia-Ramirez et al., 2009; Garcia-Ramirez et al., 

2007). Ferner unterstreichen die therapeutischen Erfolge der Vitrektomie (Werry and 

Gerhards, 1992) die Bedeutung der im Glaskörper enthaltenen Faktoren für das 

Krankheitsgeschehen. Der vergleichsweise einfache Zugang zu Glaskörperproben 

von betroffenen Pferdeaugen im Zuge therapeutischer Maßnahmen (Werry and 

Gerhards, 1992) ermöglicht eine Analyse der im Probenmaterial vorhandenen 

Proteine in allen Stadien der Erkrankung.  

Biologischen Mechanismen liegen eine Vielzahl verschiedener Proteine zugrunde, 

die sich vorübergehend zu großen funktionalen Interaktionskomplexen (Michaud and 

Snyder, 2002) oder Zellsignaltransduktionswegen (Souchelnytskyi, 2002) 

zusammenfinden. Diese Proteine sind im Rahmen dynamischer, 

ineinandergreifender Interaktionen an vielen biologischen Prozessen beteiligt 

(Freese et al., 2009; Logan and Nusse, 2004). Die massenspektrometrischen 

Proteinanalyseverfahren unterliegen einer fortschreitenden Weiterentwicklung (Chen 

and Pramanik, 2008). Gepaart mit immer umfangreicheren, Spezies spezifischen 

Peptid-Sequenz-Datenbanken, ist nunmehr sowohl eine umfassende qualitative  

Analyse (Washburn et al., 2001) als auch eine Quantifizierung der Proteine (Wang et 

al., 2008; Bantscheff et al., 2007) im Probenmaterial möglich. Aufgrund der so 

gewonnenen Informationen über die in einem Gewebe im physiologischen und im 
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pathologischen Zustand exprimierten Proteine ermöglichen datenbankbasierte 

Interaktionsnetzwerkanalysen die Identifikation der an einer Krankheit beteiligten 

Signaltransduktionswege (Albrethsen et al., 2010; Wang et al., 2008). Basierend auf 

umfangreicheren Datensätzen dank verbesserter technischer Analysemethoden war 

das Ziel dieser Arbeit, Pathogenese assoziierte Glaskörperproteine und deren 

funktionelle Interaktionsnetzwerke in der ERU zu identifizieren und zu analysieren 

sowie neue potenzielle Interaktionen zwischen den exprimierten Proteinen 

aufzudecken. Hierdurch sollte auf Protein-Ebene eine Basis für funktionelle und 

systembiologische Analysen geschaffen werden, um das Verständnis der zugrunde 

liegenden Mechanismen bei der equinen und humanen autoimmunen Uveitis zu 

verbessern. 
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2 LITERATUR 

 

 

2.1 Equine rezidivierende Uveitis 

 

Bei der equinen rezidivierenden Uveitis handelt es sich um eine immunmediierte 

Panuveitis (Gilger and Michau, 2004). Aufgrund des progressiven Verlaufes führt 

diese Erkrankung im chronischen Endstadium zum vollkommenen Verlust der 

Sehfähigkeit (Deeg, 2009; Gilger et al., 2008; Cook et al., 1983). 

 

2.1.1 Klinisches Erscheinungsbild der ERU 

 

Das typische klinische Erscheinungsbild der ERU ist charakterisiert durch seinen 

rezidivierenden Verlauf (Gerhards and Wollanke, 2001), bei dem Phasen akuter 

Uveitisschübe von Ruhephasen unterschiedlicher Länge unterbrochen werden 

(Gilger et al., 1999; Spiess, 1997; Cook et al., 1983). Obwohl initial oft nur ein Auge 

betroffen ist, erkrankt im Verlauf der Erkrankung das andere meist auch (Spiess, 

1997; Cook et al., 1983). In der akuten Phase sind die Symptome der ERU, abhängig 

von den in Mitleidenschaft gezogenen anatomischen Strukturen und dem 

Erkrankungsstadium, sehr variabel (Gerhards and Wollanke, 2001; Spiess, 1997). 

Die Dauer und das Ausmaß der Entzündung, sowie der vorangegangenen Episoden 

bestimmen hierbei maßgeblich die zu beobachtenden pathologischen 

Veränderungen (Rebhun, 1979). Generell kann eine akute Uveitis eine Entzündung 

der Iris, des Ziliarkörpers und der Choroidea beinhalten, bei gleichzeitig möglicher 

Beteiligung von vorderer Augenkammer, Kornea, Linse, Retina und Glaskörper 

(Gilger and Michau, 2004; Gilger et al., 1999).  

Eine akute vordere Uveitis ist für die betroffenen Pferde sehr schmerzhaft und äußert 

sich typischerweise durch Photophobie, Blepharospasmus und Lakrimation sowie 

durch ödematöse und gerötete Konjunktiven (Gerhards and Wollanke, 2001; Spiess, 

1997; Cook et al., 1983; Rebhun, 1979). Eine ebenso zu beobachtende Miosis wird, 

falls nicht durch chronische Veränderungen wie Synechien verhindert, als 

Kardinalsymptom der Uveitis angesehen (Cook et al., 1983; Rebhun, 1979). Bei einer 

hinteren Uveitis fehlt die Schmerzsymptomatik der vorderen Uveitis oder ist nur sehr 
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milde ausgeprägt (Gilger and Michau, 2004; Gerhards and Wollanke, 2001). Diese 

für den Laien nur schwer erkennbare Form der Uveitis ist durch Glaskörpertrübung 

und Netzhautdegeneration mit Ablösung und Narbenbildung gekennzeichnet und 

betrifft hauptsächlich Retina, Glaskörper und Choroidea (Gilger and Michau, 2004; 

Gerhards and Wollanke, 2001). Des Weiteren wird vornehmlich bei Appaloosa- und 

Kaltblutpferden noch eine schleichende Form der ERU beschrieben, bei der eine 

schwache, unterschwellige Entzündung persistiert und schließlich zu den klinischen 

Anzeichen einer chronischen ERU führt (Gilger and Michau, 2004). 

Ophthalmologische Befunde in den Ruhephasen der chronischen ERU wie hintere 

Synechien, Glaskörpertrübung, peripapilläre Netzhautnarben, fokale Katarakte und 

Hornhautödeme (Gilger et al., 1999; Spiess, 1997) sind als Spätschäden 

vorangegangener Entzündungsschübe zu sehen (Frühauf et al., 1998). Mit jedem 

Rezidiv nehmen die okulären Läsionen an Ausmaß und Schweregrad zu (Gilger and 

Michau, 2004; Cook et al., 1983). Dieser progressive Verlauf der Krankheit ist 

verantwortlich für die bei der ERU auftretenden pathologischen Veränderungen wie 

Phtisis bulbi, Netzhautdegeneration und letztendlich Erblindung (Gilger and Michau, 

2004; Gerhards and Wollanke, 2001; Gilger et al., 1999; Cook et al., 1983). Sowohl 

die charakteristischen klinischen Veränderungen als auch anamnestisch erhobene 

frühere Entzündungsschübe sind notwendig, um die klinische Diagnose ERU auf 

eine solide Basis zu stellen (Gilger and Michau, 2004; Spiess, 1997). 

 

2.1.2 Veterinärmedizinische Bedeutung der ERU 

 

Als vorherrschende Ursache für eine erworbene Blindheit bei Pferden (Halliwell and 

Hines, 1985; Rebhun, 1979) betrifft die ERU ca. 7,6% bis 12% der Pferdepopulation 

weltweit (Gilger and Michau, 2004; Szemes and Gerhards, 2000; Spiess, 1997) und 

war in einer Studie des Department für Pferde der Vetsuisse Fakultät der Universität 

Zürich mit 32% die insgesamt am häufigsten diagnostizierte Augenerkrankung 

(Spiess, 1997). Erblindete Pferde bergen aufgrund ihrer fluchttiertypischen 

Verhaltensweisen ein erhebliches Gefahrenpotenzial für die mit ihrer Versorgung 

betrauten Menschen und schließlich für sich selbst. Aus Tierschutz- und 

Sicherheitsgründen bleibt oft nur noch die Euthanasie der betroffenen, ansonsten 

körperlich gesunden Tiere (Deeg, 2008; Gilger et al., 1999).  
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2.1.3 Ätiologie  

 

Trotz eines erheblichen Wissenszuwachses in Bezug auf die immunmediierte 

Pathogenese der equinen rezidivierenden Uveitis (Deeg, 2009; Deeg et al., 2008; 

Deeg et al., 2007b; Deeg et al., 2004a; Deeg et al., 2001; Gilger et al., 1999; Kalsow 

and Dwyer, 1998; Romeike et al., 1998) ist deren Ätiologie noch weitgehend 

ungeklärt. Viele virale, bakterielle und parasitäre Infektionen wie EHV-1, EAV 

Brucellose, Toxoplasmose, Leptospirose, Streptokokkose und Onchocerkose, 

werden mit dem initialen Auftreten einer akuten Uveitis in Verbindung gebracht 

(Schwink, 1992; Cook et al., 1983; Matthews and Handsombe, 1983). Insbesondere 

persistierende Leptospiren werden von einigen Autoren als bakterielle Auslöser für 

eine ERU in Erwägung gezogen (Brandes et al., 2007; Faber et al., 2000). Da diese 

Assoziation in anderen Untersuchungen allerdings nicht bestätigt werden konnte 

(Gilger et al., 2008; Pearce et al., 2007; Matthews et al., 1987), ist die Bedeutung 

einer bakteriellen Infektion für die ERU weiterhin unklar (Gilger et al., 2008). 

 

2.1.4 Pathogenese der ERU 

 

Die equine rezidivierende Uveitis wird als immmunmediierte Erkrankung angesehen 

(Deeg et al., 2006a; Deeg et al., 2006b; Gilger and Michau, 2004; Deeg et al., 2001; 

Gilger et al., 1999). Der zellulären Immunantwort kommt dabei eine zentrale 

Bedeutung zu (Romeike et al., 1998). Vor allem CD4+ Th1-Zellen (Deeg et al., 2001; 

Gilger et al., 1999) überwinden die Blut-Retina-Schranke, dringen in das betroffene 

Auge ein und infiltrieren Glaskörper, Retina und Iris (Deeg et al., 2002a; Deeg et al., 

2001; Romeike et al., 1998). Die T-Zellen bilden Lymphfollikel-ähnliche Strukturen in 

der Choroidea und dem Irisstroma, eine für die equine rezidivierende Uveitis 

charakteristische Besonderheit (Deeg et al., 2002a). Vereinzelt gelang im Zentrum 

dieser Follikel auch der Nachweis von CD20+ Zellen (Romeike et al., 1998). Nur bei 

einer kleinen Gruppe von an ERU erkrankten Pferden (15%) fand man im Glaskörper 

überwiegend granulozytäre Zellinfiltrate (Deeg et al., 2001). Die im 

immunhistologischen Präparat zu beobachtenden Zellinfiltrate der Retina waren im 

Anfangsstadium der ERU hauptsächlich auf die vaskularisierten Teile der Netzhaut 

beschränkt und bestanden zum größten Teil aus T-Zellen. Augen, die sich in einem 

weiter fortgeschrittenen Stadium der ERU befanden, zeigten eine massive Infiltration 
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der Retina mit T-Zellen (Deeg et al., 2002a). Somit ist die Retina in allen Stadien der 

ERU von einer Entzündung betroffen. Pathologische Veränderungen beginnen mit 

der Zerstörung der Photorezeptoraußensegmente (Deeg et al., 2002a). Bei 

Fortschreiten der Erkrankung ist auch die Ganglienzellschicht und die innere 

Körnerschicht betroffen, wohingegen die äußere Körnerschicht und die Müller-

Gliazellen erst im Endstadium betroffen sind. Letztendlich führt die ERU zu einer 

totalen Zerstörung der retinalen Strukturen (Deeg et al., 2002a). In diesem 

Endstadium der Erkrankung sind kaum noch Entzündungszellinfiltrate in der Retina 

nachzuweisen (Deeg et al., 2002a). Es konnte gezeigt werden, dass intraokuläre T-

Zellen der an ERU erkrankten Pferde nach in vitro Stimulation mit verschiedenen in 

der Retina exprimierten Autoantigenen wie CRALBP und IRBP proliferierten und 

demnach gegen diese Autoantigene sensibilisiert waren (Deeg et al., 2007b; Deeg et 

al., 2006b; Deeg et al., 2002b; Deeg et al., 2001). Durch die periphere Applikation 

von sowohl CRALBP, als auch IRBP konnte in 100% der Fälle eine ERU-ähnliche 

Erkrankung beim Pferd induziert werden, was einen kausalen Zusammenhang 

zwischen einer Autoimmunantwort gegen diese Proteine und der Manifestation einer 

ERU impliziert (Deeg et al., 2006b; Deeg et al., 2002b). Das in der Lewis-Ratte hoch 

uveitogene Protein S-Ag zeigte hingegen beim Pferd ein nur schwach uveitogenes 

Potenzial. Lediglich eines der fünf mit S-Ag immunisierten Pferde entwickelte eine 

monophasische, aber schwere Uveitis, jedoch konnten bei allen fünf Pferden im 

peripheren Blut autoreaktive T-Zellen gegen S-Ag nachgewiesen werden (Deeg et 

al., 2004b). Der im Rahmen weiterer Untersuchungen zur autoimmunen 

Pathogenese der ERU erbrachte Nachweis von intra- und intermolekularem Epitop 

Spreading im Krankheitsverlauf bietet zudem eine schlüssige Erklärung für die 

charakteristischen Rezidive dieser Erkrankung (Deeg et al., 2006a; Deeg et al., 

2002b). Dies konnte durch in vitro T-Zell Proliferationsassays bei Pferden mit ERU 

nachgewiesen werden, deren Immunreaktion über einen Zeitraum von 22 Monaten 

beobachtet wurde. Die Pferde wurden im Abstand von zwei Monaten auf reaktive T-

Zellen gegen Epitope der in der Retina exprimierten Autoantigene S-Antigen und 

IRBP untersucht. Bei allen acht Pferden gelang der Nachweis von intermolekularem 

Epitop Spreading, entweder von S-Ag auf IRBP oder umgekehrt. Für sieben der acht 

Pferde wurde intramolekulares Epitop Spreading nachgewiesen, bei dem sich die T-

Zellreaktion im Krankheitsverlauf gegen andere Epitope desselben Proteins richtete 

(Deeg et al., 2006a). Ein weiteres Schlüsselereignis in der Pathogenese der ERU 
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stellt der Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke dar. Einen ersten Hinweis auf 

den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke im Verlauf der Erkrankung lieferte die 

intravitreale Detektion von aus dem Blut stammenden Tetanustoxoid-Antikörpern bei 

an ERU erkrankten Pferden (Deeg et al., 2001). In vergleichenden Analysen der 

Retina- und Glaskörper-Proteinexpressionsmuster gesunder und an ERU erkrankter 

Pferdeaugen zeigte sich eine deutliche Zunahme klassischer Serumproteine wie 

Albumin und, im Falle des Glaskörpers, eine deutlich erhöhte 

Gesamtproteinkonzentration in den von ERU betroffenen Proben, was ebenfalls 

einen Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke impliziert (Deeg et al., 2007a; 

Hauck et al., 2007). In Gewebeschnitten ist der Zusammenbruch der äußeren Blut-

Retina-Schranke (gebildet vom retinalen Pigmentepithel) bei der ERU eindeutig 

nachweisbar (Deeg et al., 2002a). Des Weiteren konnten bei der Untersuchung des 

Retinaproteoms erstmals auch aktivierte Müller-Gliazellen als potenziell wichtige 

Faktoren bei der Aufrechterhaltung der entzündlichen Prozesse der ERU identifiziert 

werden (Hauck et al., 2007). 

 

2.1.5 Therapie der ERU 

 

2.1.5.1 Konservative Therapie 

 

Aufgrund der noch ungeklärten Ätiologie verfolgt die klassische, konservative 

Therapie der ERU das Ziel, durch Eindämmen der Entzündungsreaktion während 

einer akuten Uveitis die bleibende Schädigung am Auge so gering wie möglich zu 

halten und die teilweise erheblichen Schmerzen zu lindern (Gilger and Michau, 2004; 

Gerhards and Wollanke, 2001; Schwink, 1992; Rebhun, 1979). Dabei kommen lokal 

oder subkonjunktival Steroide zum Einsatz (Spiess, 1997), um eine Suppression der 

Immunreaktion zu erreichen (Werry and Gerhards, 1992). Die Anwendung von 

Mydriatika und Zykloplegika vermindern den durch Spasmus des Ziliarmuskels 

hervorgerufenen Schmerz und beugen der Bildung einer hinteren Synechie vor 

(Gerhards and Wollanke, 2001; Schwink, 1992). Am häufigsten findet als 

Mydriatikum Atropin in Form von Augensalbe oder Augentropfen Verwendung 

(Schwink, 1992; Rebhun, 1979). Weiter werden systemisch verabreichte 

Antiphlogistika wie Flunixin Meglumin oder Phenylbutazon bis zum Abklingen der 
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akuten Entzündungssymptome empfohlen (Gilger and Michau, 2004; Gerhards and 

Wollanke, 2001). 

 

2.1.5.2 Operative Therapie der ERU 

 

Mit dem Ziel, eine möglichst langfristige Kontrolle der ERU zu gewährleisten und 

somit die rezidivierenden Entzündungsschübe zu verhindern, finden zwei 

unterschiedliche chirurgische Ansätze Verwendung (Keller and Hendrix, 2005; Gilger 

and Michau, 2004). 

 

2.1.5.2.1 Zyklosporin-A Implantat 

 

Das zyklische Peptid Zyklosporin-A hemmt die Transkription von Interleukin-2 (IL 2), 

blockiert die T-Zell-Aktivierung und führt somit zu einer Unterdrückung der zell- 

mediierten Immunantwort (Ho et al., 1996). Ferner existieren Hinweise auf eine 

Erhöhung der regulatorischen T-Zell Population peripherer T-Zellen korrelierend mit 

einer Zyklosporin-A Therapie bei Menschen mit atopischer Dermatitis (Brandt et al., 

2009). Aufgrund der Th-1 mediierten Immunantwort in der ERU mit hohen IL-2 

Spiegeln in chronisch an ERU erkrankten Augen bietet sich Zyklosporin-A zur 

Therapie der ERU an (Gilger et al., 1999). Die hydrophoben Eigenschaften von 

Zyklosporin-A bedingen allerdings, abgesehen von der Kornea, eine schlechte 

Penetration okulärer Strukturen bei topischer Applikation (Mosteller et al., 1985). Im 

Tierversuch zeigte ein intravitreales Zyklosporin-A Implantat eine deutliche Reduktion 

der Entzündung, der Gewebezerstörung und der infiltrierenden T-Lymphozytenzahl 

bei experimentell induzierter Uveitis des Pferdes (Gilger et al., 2001). Für diesen 

Versuch wurden ein mit H37RA-mTB Antigen, einem Zellwandbestandteil eines 

attenuierten Mykobakterium tuberkulosis Stammes, induzierbares Uveitismodell 

verwendet. Dafür erfolgte eine zweimalige periphere Immunisierung der 

Versuchspferde mit dem Antigen. Uveitiden konnten dann durch die intravitreale 

Injektion von 25 µg H37RA-mTB ausgelöst werden. Dank der Reinduzierbarkeit der 

Uveitis durch intraokuläre Injektion von H37RA-mTB war es möglich, die Wirkung des 

Zyklosporin Implantates auf die Entzündungsreaktion im Vergleich zu einer 

Kontrollgruppe mit einem Zyklosporin freien Implantat zu untersuchen (Gilger et al., 

2000). In einer klinischen Studie verhinderte das intravitreale Zyklosporin-A Implantat 
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ERU-Rezidive bei einem Großteil der behandelten Tiere. Diese Therapie führte 

jedoch in 13% der Fälle zu einer Netzhautablösung als postoperative Komplikation 

(Gilger et al., 2001). Die Methode wurde daraufhin durch Verwendung eines 

suprachoroidalen Zyklosporin-A Implantates verbessert. Es gelang bei 67 an ERU 

erkrankten Pferden einen signifikanten Rückgang der Uveitis-Rezidive (von 

durchschnittlich 0,544 Rezidiven pro Monat vor Einsetzen des Implantates auf 

durchschnittlich 0,096 Rezidive pro Monat im Beobachtungszeitraum nach dem 

Eingriff) zu erreichen und gleichzeitig die Rate der postoperativen Netzhautablösung 

auf 1,2% zu reduzieren (Gilger et al., 2006). 

 

2.1.5.2.2 Pars-Plana Vitrektomie beim Pferd 

 

Durch die Pars-Plana Vitrektomie werden Entzündungszellen, 

Entzündungsmediatoren und Trübungen aus dem Glaskörper beseitigt. Zusätzlich 

zur Entfernung optisch störender Strukturen resultiert eine Vitrektomie auch in einer 

Verbesserung der intraokularen Flüssigkeitsdynamik, was zu einem verbesserten 

Abtransport von Entzündungsprodukten über das Kammerwasser führt (Werry and 

Gerhards, 1992). Dies verringert das erneute Auftreten von Glaskörpertrübungen bei 

einer weiteren Entzündungsreaktion (Tóth et al., 2006). Die Pars-Plana Vitrektomie 

wird empfohlen um die Sehfähigkeit zu erhalten, die Rezidivneigung zu reduzieren 

und eine Enukleation des Bulbus zu vermeiden (Frühauf et al., 1998; Werry and 

Gerhards, 1992). Der hierbei ermöglichte Zugang zu Glaskörperprobenmaterial für 

diagnostische Untersuchungen stellt eine vorteilhafte Begleiterscheinung dieser 

Technik dar (Werry and Gerhards, 1992). Eine der ersten Langzeitstudien zur 

Vitrektomie beim Pferd zeigte, dass bei 97,7% der vitrektomierten Pferdeaugen im 

untersuchten Zeitraum keine Rezidive mehr auftraten und in 72% der Augen die 

Sehfähigkeit erhalten blieb (Winterberg and Gerhards, 1997). Weitere Studien 

verweisen ebenfalls auf ein Sistieren der Rezidive bei 85% (Frühauf et al., 1998) bis 

94% der therapierten Pferde (von Borstel et al., 2005). Der Rückgang der Rezidivrate 

nach der Anwendung dieser Therapieform wird mit den, durch die Vitrektomie 

entfernten, für das Bestehen der Entzündung kritischen Faktoren erklärt (Gilger and 

Michau, 2004; Werry and Gerhards, 1992).  

Postoperative Komplikationen wie Katarakte traten teilweise häufig auf, wie 

beispielsweise in der von Frühauf und Mitarbeitern durchgeführten Studie mit einer 



 Literatur 

- 19 - 

Rate von 48% (Frühauf et al., 1998), wobei eine vorangegangene Schädigung der 

Augen dafür verantwortlich gemacht wurde. Berichte über vollständigen Visusverlust 

aufgrund von Kataraktbildung oder Netzhautablösung reichen von 14% (von Borstel 

et al., 2005) bis zu 28% (Winterberg and Gerhards, 1997) der operierten Pferde. Eine 

von einer deutschen Pferdeklinik durchgeführte Studie zu diesem Thema, in die 499 

vitrektomierte Augen miteinbezogen wurden, verweist hingegen auf eine niedrige 

Kataraktrate von 0,4% und eine Retinaablösung in nur 0,6% der Fälle (Tóth et al., 

2006).  

 

2.2 Uveitis des Menschen und tiermodellbasierte Uveitisforschung 

 

Etwa 10% der Erblindungsfälle beim Menschen im westlichen Kulturkreis sind durch 

Uveitis bedingt (Bodaghi et al., 2001; Nussenblatt, 1990). Dabei stellen chronische 

Uveitiden für eine erworbene und zugleich durch eine Behandlung potenziell 

vermeidbare Erblindung die Hauptursache in der Bevölkerung dar (Tellier, 2007). 

Ungefähr 40% der Uveitiden sind mit einer zugrundeliegenden, oft 

autoimmunmediierten, Erkrankung assoziiert (Jakob et al., 2009) und können die 

primäre und schwerste klinische Manifestation dieser Erkrankungen darstellen 

(Tellier, 2007). Humanes Probenmaterial erkrankter Augen ist meist nicht verfügbar 

(Garcia-Ramirez et al., 2007; Becker et al., 2000) oder kann erst im Endstadium der 

Erkrankung gewonnen werden. Für die Erforschung der grundlegenden 

Entzündungsmechanismen muss deshalb vorwiegend auf Tiermodelle 

zurückgegriffen werden (Forrester, 1991). 

 

2.2.1 Autoimmune Uveitis des Menschen 

 

Der Begriff humane autoimmune Uveitis fasst eine sehr heterogene Gruppe 

potenziell zu Erblindung führender entzündlicher Augenerkrankungen des Menschen 

zusammen. Für diese wird aufgrund gemeinsamer Charakteristika wie dem Mangel 

an einem vorhandenen infektiösen Agens, dem Vorhandensein reaktiver, auf retinale 

Antigene sensibilisierter T-Zellen, einer MHC-Assoziation und der Besserung der 

Symptome bei immunsuppressiver Therapie, eine autoimmune Genese 

angenommen (Caspi et al., 2008; Caspi, 2003). Oft sind diese Erkrankungen okuläre 

Manifestationen systemischer Erkrankungen. So wird für das Vogt-Koyanagi-Harada 
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Syndrom, in dessen Verlauf rezidivierende Uveitiden beobachtet werden können, 

eine T-Zell mediierte Autoimmunantwort gegen ein noch unbekanntes Melanozyten 

assoziiertes Antigen vermutet (Damico et al., 2005b; Sugita et al., 1996).  

Die Behçet’sche Erkrankung ist eine chronische rezidivierende Vaskulitis, die fast alle 

Organe betreffen kann (Bonfioli and Orefice, 2005a). Sie ist durch rezidivierende 

ulzerative Hautläsionen, Schleimhautaphten und Uveitiden gekennzeichnet, wobei 

alle diese charakteristischen Symptome selbstlimitierend sind, ausgenommen die 

Uveitis (Sakane et al., 1999). Die Erkrankung ist weltweit mit deutlichen regionalen 

Unterschieden verbreitet und ca. 70% der Betroffenen leiden an Uveitiden (Sakane 

et al., 1999). Für die Behçet’sche Erkrankung wird ein durch unbekannte Faktoren 

ausgelöster autoimmuner Prozess bei genetisch prädisponierten Individuen 

angenommen (Kulaber et al., 2007; Okunuki et al., 2007; Pay et al., 2007; George et 

al., 1997).  

Die Birdshot-Chorioretinopathie, eine autoimmunmediierte Uveitis, ist an das 

Vorhandensein des HLA-A29-Antigens gekoppelt (de Kozak et al., 2008; Baarsma et 

al., 1990). Der selten auftretenden sympathischen Ophthalmie, die meist nach 

okulären Traumata oder chirurgischen Interventionen auftritt (Ozbek et al., 2009; 

Zhang et al., 2009a), liegt meist eine T-Zell vermittelte Autoimmunreaktion gegen 

Linsen-Autoantigene zu Grunde (Pleyer and Dutescu, 2009; Damico et al., 2005a; 

Sugita et al., 1996).  

Als bilaterale chronische Uveitis stellt sich die Sarkoidose assoziierte Uveitis dar 

(Kawaguchi et al., 2007; Bonfioli and Orefice, 2005b), deren Pathogenese ebenfalls 

eine autoimmune Komponente zugeschrieben wird (Zaba et al., 2010; Mempel et al., 

2000).  

Begleitende Uveitiden finden sich außerdem bei juveniler idiopathischer Arthritis 

(Heiligenhaus et al., 2007), bei autoimmuner Hepatitis (Lim et al., 2009) und bei bis 

zu einem Drittel der Patienten mit autoimmunem Lupus erythematodes (Sivaraj et al., 

2007).  

 

2.2.1.1 Therapie der autoimmunen Uveitis des Menschen 

 

Bei der Therapie der immunmediierten humanen Uveitis steht eine 

Immunsuppression und Entzündungshemmung im Mittelpunkt. Kortikosteroide sind 

bei den meisten Uveitiden das Mittel der Wahl für das initiale Behandlungsregime 
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(Sudharshan et al., 2010; Pleyer and Dutescu, 2009; Becker et al., 2005). 

Unerwünschte Nebenwirkungen wie eine steroidinduzierte Erhöhung des 

Augeninnendrucks bei lokaler Anwendung (IOP) (Levin et al., 2002) oder 

systemische Nebenwirkungen schränken ihre Anwendung allerdings ein (Becker et 

al., 2005). Bei Patienten, die stark auf eine systemische Steroidtherapie reagieren, 

oder bei Ausbleiben eines Therapieerfolges, wird auf nicht-steroidale 

Immunsuppressiva zurückgegriffen. Verwendet werden in diesem Falle T-Zell-

Hemmer wie Zyklosporin oder Antimetaboliten wie Methotrexat (Sudharshan et al., 

2010; Pleyer and Dutescu, 2009; Becker et al., 2005). Eine weitere Therapieoption 

bietet die intravenöse Gabe von Immunglobulinen (Tellier, 2007; Seider et al., 2001) 

oder immunmodulierenden, monoklonalen Antikörpern (Mushtaq et al., 2007; Becker 

et al., 2005; Thurau et al., 1994). 

Bei Bestehen einer Uveitis trotz maximal tolerabler Medikation und mit 

entzündungsbedingter Einschränkung der Sehfähigkeit durch 

Glaskörperhämorrhagie und –trübung oder Bildung epiretinaler Membranen kann 

eine Vitrektomie in Betracht gezogen werden (Bansal et al., 2010; Ahn et al., 2005; 

Becker and Davis, 2005; Becker et al., 2003). Diese ist besonders bei der 

intermediären Uveitis erfolgversprechend (Becker and Davis, 2005), aber auch 

Patienten mit persistierender pädiatrischer Uveitis scheinen von einer Vitrektomie zu 

profitieren (Giuliari et al., 2010). Allerdings ist die Durchführung einer Vitrektomie bei 

Uveitiden ohne ausgeprägte Glaskörperinfiltrationen kontraindiziert (Becker et al., 

2003). 

 

2.2.2 Tiermodelle in der Uveitis-Forschung 

 

Bei der in verschiedenen Tiermodellen induzierbaren experimentellen autoimmunen 

Uveitis (EAU) handelt es sich um eine T-Zell mediierte autoimmune  

Augenerkrankung (LeHoang et al., 2008; Wildner et al., 2008; Caspi, 2003; Becker et 

al., 2000; Caspi et al., 1986). Auch wenn in keinem der Tiermodelle das vollständige 

histopathologische oder klinische Bild der humanen Uveitis reproduzierbar ist 

(Becker et al., 2000), zeigen sich in einigen Punkten Parallelen zu der autoimmunen 

Uveitis des Menschen. So nehmen in all diesen Tiermodellen CD4+ T-Zellen eine 

zentrale Rolle ein (de Smet and Chan, 2001). Aufgrund dessen und der geringen 

Verfügbarkeit humaner Gewebeproben wird die EAU zur Erforschung der an 
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Uveitiden beteiligten Mechanismen herangezogen (Agarwal and Caspi, 2004; Caspi, 

2003; Becker et al., 2000). Am weitesten verbreitet sind die in der Lewis-Ratte und 

der Maus etablierten EAU Tiermodelle (Caspi et al., 2008; Wildner et al., 2008; 

Caspi, 2003). Eine EAU kann in beiden Spezies durch periphere Injektion retinaler 

Proteine wie IRBP oder S-Antigen, den am besten charakterisierten retinalen 

Autoantigenen bei EAU, induziert werden (Iwata et al., 2009; Wildner et al., 2008; 

Suzuki et al., 1989; Caspi et al., 1988). Es bleibt anzumerken, dass im Mausmodell 

IRBP deutlich uveitogener wirkt als S-Antigen (Caspi et al., 1990) und nur bestimmte 

Labormauslinien, wie HLA transgene Mäuse, für eine durch S-Antigen induzierte 

EAU empfänglich sind, wohingegen Wildtyp-Mäuse eine hohe Resistenz zeigen 

(Pennesi et al., 2003). 

Eine weitere Möglichkeit eine EAU auszulösen, ist der adoptive Transfer. Dabei 

werden aktivierte, gegen retinale Proteine sensibilisierte Lymphozyten auf ein 

passendes Empfängertier übertragen (Shao et al., 2006; McAllister et al., 1987; 

Palestine et al., 1986; Mochizuki et al., 1985). In einem Experiment mit radioaktiv 

markierten, gegen S-Antigen sensibilisierten Lymphozyten konnte dies sehr gut 

veranschaulicht werden (Palestine et al., 1986). Die Autoren gewannen Lymphozyten 

aus Lymphknoten von zuvor mit S-Antigen immunisierten Ratten. Die Zellen wurden 

nach in vitro Aktivierung mit S-Antigen und radioaktiver Markierung durch 

intraperitoneale Injektion auf passende Empfängertiere übertragen, worauf sieben 

der neun Tiere eine EAU entwickelten. Der größte Anteil der transferierten Zellen, die 

aufgrund ihrer Radioaktivität nachgewiesen werden konnten, sammelte sich in Leber, 

Milz, Hoden und Thymus der Tiere an. Nur wenige Zellen waren ins Auge 

vorgedrungen, was jedoch zur Entstehung einer EAU genügt hatte (Palestine et al., 

1986). Mittlerweile ist bekannt, dass T-Zellen funktional für das Auslösen einer EAU 

durch adoptiven Transfer verantwortlich sind (Wildner et al., 2008; Shao et al., 2005). 

Diese Lymphozytenfraktion wird gezielt für die neueren Transfermodelle verwendet 

(Wildner et al., 2008; Shao et al., 2005). Dieses Tiermodell veranschaulicht die 

zentrale Rolle, die gegen retinale Autoantigene sensibilisierte T-Zellen in der 

Pathogenese autoimmuner Uveitiden einnehmen. Die EAU Modelle in Ratte und 

Maus haben zwar zu einem besseren Verständnis der Mechanismen der 

autoimmunen Uveitis geführt, für die Untersuchung des rezidivierenden Charakters 

der humanen Uveitis sind diese Tiermodelle allerdings nur eingeschränkt 

verwendbar. Denn trotz der erfolgreichen Induktion einer rezidivierenden EAU in 
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Ratten durch Induktion mit IRBP-Peptiden wie zum Beispiel R14 (Diedrichs-Mohring 

et al., 2008), verläuft ein Großteil der etablierten EAU Modelle in der Ratte typischer-

weise akut monophasisch. Des Weiteren kann die IRBP-induzierte EAU im 

Mausmodell zwar spontane Rezidive hervorrufen, diese lassen sich jedoch nicht 

beeinflussen oder vorhersagen (Caspi, 2003). 

 

2.2.3 Bedeutung der ERU als spontanes und induzierbares Tiermodell 

der humanen autoimmunen Uveitis 

 

Schon vor einiger Zeit wurde man auf die Parallelen zwischen der ERU und humaner 

Uveitis aufmerksam (Dick, 1998; Kalsow and Dwyer, 1998; Romeike et al., 1998; 

Hines, 1984). Sowohl im klinischen Erscheinungsbild als auch bei den 

pathologischen Veränderungen im Gewebe gleicht die equine rezidivierende Uveitis 

der immunmediierten Uveitis des Menschen (Deeg et al., 2002a; Deeg et al., 2001) 

und stellt das einzig verlässliche, spontane (Deeg et al., 2008) und mittlerweile gut 

akzeptierte Modell für die humane autoimmune Uveitis dar (Deeg, 2009).  

Probenmaterial erkrankter Tiere ist in allen Krankheitsstadien verfügbar und kann 

zudem im Zuge therapeutischer Maßnahmen (Werry and Gerhards, 1992) gewonnen 

werden. Der spontane, rezidivierende Verlauf der ERU offenbart den 

wissenschaftlichen Wert dieses Tiermodells bei der Erforschung der initialen 

Mechanismen, die zur Etablierung einer autoimmunen Uveitis und der 

charakteristischen Rezidive führen, und bietet dadurch einen Vorteil gegenüber den 

klassischen induzierbaren EAU Modellen (Deeg et al., 2008). Die Etablierung eines 

mittels retinaler Autoantigene wie IRBP und CRALBP induzierbaren, der ERU 

ähnlichen Uveitismodells im Pferd (Deeg et al., 2008; Deeg et al., 2006b; Deeg et al., 

2002b) bietet den entscheidenden Vorteil, in derselben Spezies einen spontanen und 

induzierten Krankheitsverlauf vergleichend untersuchen zu können. Sowohl bei der 

IRBP- als auch der CRALBP-induzierten Uveitis des Pferdes können Uveitisschübe 

mehrere Male gezielt re-induziert werden (Deeg et al., 2006b; Deeg et al., 2002b). 

Dies hebt sie von den meist monophasischen oder nicht vorhersagbar 

rezidivierenden EAU Modellen in Ratte und Maus (Caspi, 2003) deutlich ab und 

macht sie für spätere Studien zur Evaluierung therapeutischer Konzepte für die 

Kontrolle autoimmuner Rezidive äußerst wertvoll (Deeg et al., 2004b). Für das im 
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Pferdemodell neu entdeckte und charakterisierte retinale Autoantigen CRALBP 

konnte bereits eine Bedeutung in der humanen autoimmunen Uveitis nachgewiesen 

werden (Deeg et al., 2007c; Deeg et al., 2006b). 

 

2.3 Der Glaskörper und seine Bedeutung für die Erforschung 

vitreoretinaler Erkrankungen 

 

In der hinteren Augenkammer gelegen, nimmt der Glaskörper einen Großteil des 

Auges ein, steht in Kontakt zu okulären Strukturen wie Retina, Linse und Ziliarkörper 

und fördert die Anlagerung der Retina an die Choroidea (Carastro, 2004; Balazs, 

1973; Weidman, 1973; Hogan, 1963). Als größte anatomische Komponente des 

Auges besteht der Glaskörper zu 99% aus Wasser und zu etwa einem Prozent aus 

Hyaluronsäure, Hyalozyten und Kollagenfibrillen (Carastro, 2004). Ein Netzwerk 

dünner Kollagenfibrillen, bestehend aus Kollagen II, IX, V und XI, sorgt für die 

Aufrechterhaltung der Gelstruktur des Glaskörpers, wobei die Zwischenräume der 

Kollagenfibrillen beim Säugetier vor allem von Hyaluronsäure ausgefüllt werden 

(Bishop, 2000). Okuläre Gewebe wie Zilliarkörperepithel oder retinale Gliazellen sind 

an der Biosynthese von Glaskörperbestandteilen potenziell beteiligt (Itakura et al., 

2005; Carastro, 2004; Bertazolli-Filho et al., 2003; Bishop et al., 2002; Laicine and 

Haddad, 1994). Es wird davon ausgegangen, dass die Strukturproteine des 

Glaskörpers wie Kollagen II und Fibrillin zum größten Teil aus dem Ziliarkörper 

stammen. Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese dieser Strukturproteine 

während der Embryogenese sehr hoch ist, postnatal jedoch eine deutliche 

Erniedrigung der Syntheserate erfolgt, welche sich schließlich, der Annahme nach, 

auf einem minimalen Niveau einpendelt (Halfter et al., 2008; Halfter et al., 2005). 

Dies führt vermutlich mit fortschreitendem Lebensalter zu einer erniedrigten 

Abundanz dieser Proteine im Glaskörper (Halfter et al., 2008; Halfter et al., 2005). 

Die hohe Halbwertszeit vieler dieser Glaskörperstrukturproteine wird als Ursache für 

deren niedrige Syntheserate im Erwachsenenalter vermutet, da eine anhaltende 

Expression von sehr langsam abbaubaren Proteinen auf Dauer zu einer 

Ansammlung dieser Proteine im Glaskörper und dadurch zu einer Einschränkung der 

Sehfähigkeit führen könnte (Halfter et al., 2008; Halfter et al., 2005). Für die 

Vorläuferform von Kollagen II, Prokollagen II, wurde nach Vergleich der 
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Glaskörperkonzentration des Proteins vor und nach einer Vitrektomie eine 

gleichbleibende Synthesersate im Erwachsenenalter postuliert (Itakura et al., 2005). 

Allerdings fehlte dieser Studie ein Vergleich mit der embryonalen und postnatalen 

Syntheserate. Für verschiedene andere Glaskörperproteine konnte ebenfalls eine 

lokale Sekretion im Auge nachgewiesen werden. So wird das Glaskörperprotein 

Opticin von nicht pigmentiertem Zilliarkörperepithel sezerniert (Le Goff and Bishop, 

2007). Bei Apolipoprotein E handelt es sich um ein Sekretionsprodukt der Müller-

Gliazellen (Amaratunga et al., 1996), und das ebenfalls im Glaskörper nachweisbare 

Protein Transferrin stammt zumindest teilweise aus okulärem Gewebe (Bertazolli-

Filho et al., 2003; Laicine and Haddad, 1994). Im Gegensatz zu den mit dem Alter 

abnehmenden Konzentrationen der Glaskörperstrukturproteine scheint dies nicht für 

alle Proteine zuzutreffen (Halfter et al., 2008; Halfter et al., 2005). So wurde für 

Transferrin und Fibronektin zumindest beim Huhn eine konstante Konzentration im 

Glaskörper von der Embryogenese bis zum adulten Tier nachgewiesen (Halfter et al., 

2008; Halfter et al., 2005). Funktionell wird einem intakten Glaskörper eine zentrale 

Bedeutung für ein gesundes Auge zugeschrieben (Holekamp, 2010). Diese Aussage 

basiert unter anderem auf der beobachteten Assoziation von altersbedingter 

(Harocopos et al., 2004) oder operativer (Melberg and Thomas, 1995) 

Glaskörperverflüssigung und Kataraktentwicklung (Holekamp, 2010). Eine durch 

Verflüssigung des Glaskörpers bedingte Alternierung bei der Verteilung molekularen 

Sauerstoffs im Auge, eine kürzlich für den Glaskörpers entdeckte Funktion (Shui et 

al., 2009), könnte an der Kataraktbildung beteiligt sein (Holekamp, 2010). Aufgrund 

des engen Kontaktes zwischen Glaskörper und Retina (Balazs, 1973; Weidman, 

1973) beeinflussen sowohl physiologische als auch pathologische Zustände der 

Retina die Zusammensetzung der Proteinkomponenten des Glaskörpers (Shitama et 

al., 2008). Können keine Retinaproben für Forschungszwecke gewonnen werden, so 

wird oft Glaskörpermaterial verwendet, um einen indirekten Blick auf die in der Retina 

ablaufenden pathophysiologischen Prozesse werfen zu können (Garcia-Ramirez et 

al., 2009; Garcia-Ramirez et al., 2007). Veränderungen im Proteinexpressionsmuster 

des Glaskörpers konnten bei verschiedenen vitreoretinalen Erkrankungen 

nachgewiesen werden (Zipplies et al., 2010a; Gao et al., 2008; Shitama et al., 2008; 

Deeg et al., 2007a; Garcia-Ramirez et al., 2007; Kim et al., 2007; Funatsu et al., 

2003; Yamane et al., 2003).  
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Des Weiteren stellt der Glaskörper bei verschiedenen Augenerkrankungen ein 

potenzielles Reservoir für Entzündungsmediatoren dar (Bahk et al., 2007). Die 

Bedeutung der im Glaskörper enthaltenen Faktoren für die bei einer Uveitis 

ablaufenden immunologischen Vorgänge veranschaulichte ein im Kaninchen  

induzierbares Uveitis Modell (Brinkman et al., 1990). Die Autoren induzierten eine 

primäre Uveitis durch intravitreale Injektion von humanem Serum Albumin. Durch 

intravenöse Injektion des verwendeten humanen Albumins konnte nach Abklingen 

der primären Uveitis ein sekundärer Schub ausgelöst werden. Beim Vergleich des 

Schweregrades der sekundären Uveitis zwischen vitrektomierten und nicht 

vitrektomierten Augen der jeweils selben Tiere beobachtete man einen milderen 

Verlauf der Uveitis in den vitrektomierten Augen. Es zeigte sich demnach eine 

Assoziation zwischen Bestehen des pathologisch veränderten Glaskörpers und der 

Reaktivierung der sekundären Immunantwort (Brinkman et al., 1990).  

 

2.4 Differenzielle Proteomanalyse 

 

Unter einem Proteom versteht man die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem 

bestimmten Zeitpunkt eines definierten Zustands in einem Organismus oder Gewebe 

von einem Genom exprimiert werden (Wilkins et al., 1996a; Wilkins et al., 1996b). 

Das Proteom eines Organismus ist hoch dynamisch und verändert sich je nach 

funktionalem Zustand, sei er physiologisch oder pathologisch. Diese Effekte auf die 

Proteinzusammensetzung eines Gewebes oder einer Körperflüssigkeit können 

charakteristische Veränderungen als Reaktion auf eine Krankheit oder einen 

sonstigen Reiz darstellen (Apweiler et al., 2009). Die differenzielle Proteomanalyse 

untersucht durch Vergleichsexperimente Gewebe in gesundem und erkranktem 

Zustand mit dem Ziel, Änderungen der Proteinexpressionsmuster zu detektieren 

(Jungblut et al., 1999). Durch diesen nicht-Hypothesen getriebenen Ansatz können 

somit Moleküle mit einer Schlüsselposition im untersuchten Krankheitsgeschehen 

und letztendlich die damit zusammenhängenden und mit der Pathogenese 

assoziierten Signalwege identifiziert werden (Hauck et al., 2007). Die Identifikation 

und Charakterisierung krankheitsspezifischer Proteine oder Biomarker zur 

Früherkennung und Prognostik einer Erkrankung ist von zentraler Bedeutung für ein 

grundlegendes Verständnis pathologischer Prozesse (Apweiler et al., 2009). 
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2.4.1 Differenzielle Proteomanalyse bei der ERU 

 

Durch die Identifizierung von mit der ERU assoziierten, proteinbasierten 

Signalübertragungswegen und Biomarker erhofft man sich ein verbessertes 

Verständnis der Pathomechanismen dieser Erkrankung (Deeg et al., 2007a). 

Basierend auf 2D-PAGE und 2D-Difference-in-gel-electrophoresis (2D-DIGE) wurden 

bei der ERU die Proteome betroffener Gewebe wie Retina und Glaskörper sowie 

Serum und periphere Blutleukozyten im kranken und gesunden Zustand 

vergleichend analysiert. Basierend auf diesen Untersuchungen konnten neue 

Erkenntnisse über die der ERU zugrunde liegenden Pathomechanismen gewonnen, 

und mit PEDF ein potenzieller Serum-Biomarker identifiziert werden (Kramer, 2010; 

Zipplies et al., 2010a; Zipplies et al., 2009; Deeg et al., 2007a; Hauck et al., 2007). 

Der Nachweis eines deutlich erhöhten Gesamtproteingehalts in den 

Glaskörperproben von an ERU erkrankten Pferden, der mit einem Durchschnitt von 

3,67 mg/ml 24 mal höher lag als der durchschnittliche Proteingehalt der Glaskörper 

gesunder Pferdeaugen, rückte eine Untersuchung der Proteinzusammensetzung des 

Glaskörpers in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Durch 2D-PAGE 

Analyse der Glaskörper konnten bei den Proben erkrankter Tiere im Mittel 522 

verschiedene Proteinspots detektiert werden, welche durchschnittlich 482 

detektierten Proteinspots der Kontrollproben gegenüberstanden (Deeg et al., 2007a). 

Insgesamt konnten 139 Proteinspots identifiziert werden, die 42 verschiedene 

Proteine repräsentierten, von denen neun Proteine bei der ERU differenziell 

exprimiert waren. Die Abundanz der Proteine Albumin, Komplementfaktor 3, 

Apolipoprotein A1, IgG, Karboxylesterase D1 sowie SAP18 war in uveitischen 

Proben deutlich erhöht, wohingegen die Expression des Plasma-Retinol-bindenden 

Proteins und der an der Blut-Retina-Schranke beteiligten Proteine PEDF und 

Prostaglandin H2 D-Isomerase deutlich zurückging. Die in der Retina ebenfalls 

zurückgehende PEDF-Expression korrelierte mit der Zunahme der Expression des 

Proteins VEGF und der Zerstörung der Blut-Retina-Schranke. Aufgrund dieser Funde 

wurde eine zentrale Rolle der verminderten PEDF-Expression für die Pathogenese 

der ERU vermutet (Deeg et al., 2007a). Eine erniedrigte Expression des die 

Neoangiogenese inhibierenden und gleichzeitig die Blut-Retina-Schranke 

stabilisierenden Proteins PEDF fand sich auch bei der differenziellen 

Proteomanalyse der Retina von an ERU erkrankten und Kontrollaugen (Hauck et al., 
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2007). Dieselbe Studie zeigte auch eine gravierende Veränderung des 

Proteinexpressionsmusters von Markerproteinen für den Zusammenbruch der Blut-

Retina-Schranke im Zuge der Erkrankung, deren Expression in der Retina mit dem 

Schweregrad der ERU positiv korrelierte. Zu diesen Proteinen zählen Transferrin, 

Albumin und Hämoglobin. Insgesamt konnten 125 Proteinspots erfolgreich 

identifiziert werden. Für 17 verschiedene Proteine konnte eine differenzielle 

Expression in der uveitischen Retina nachgewiesen werden, darunter die vermehrte 

Expression des glialen fibrillären sauren Proteins (GFAP) sowie Vimentin im 

erkrankten Gewebe bei gleichzeitig verminderter Expression von Glutamin-

Synthetase. Dieses Expressionsprofil wurde als Hinweis auf eine Aktivierung von 

Müller-Gliazellen im Krankheitsgeschehen der ERU gewertet. Nach 

immunhistochemischem Nachweis der Expression des pro-inflammatorischen 

Zytokins IFN-gamma an den Müller-Gliazellen in der an ERU erkrankten Retina 

wurde für diese Zellen eine entzündungsfördernde Funktion im Pathomechanismus 

der ERU postuliert (Hauck et al., 2007). 

Um potenzielle Biomarker für die Früherkennung der ERU identifizieren zu können 

folgte eine differenzielle Analyse des Serumproteoms, im Zuge derer 128 

Proteinspots 33 verschiedener Proteine eindeutig identifiziert werden konnten. 

Sieben dieser Proteine waren in Seren von ERU-Pferden im Vergleich zu 

Kontrollpferden differenziell reguliert. Für IgG konnte eine erhöhte Expression in den 

Seren erkrankter Pferde detektiert werden, während hingegen die Expression von 

PEDF, verschiedenen Albuminfragmenten, Antithrombin III, Vitamin D bindendem 

Protein, Komplementfaktor 1 sowie der leichten Kette von Komplementfaktor 4 

deutlich erniedrigt war. Das auch schon in den differenziellen Proteomanalysen des 

ERU-Zielgewebes als vermindert exprimiert detektierte Protein PEDF wurde 

aufgrund dessen als vielversprechender Serumbiomarkerkandidat angesehen und 

konnte in einer Kohorte von 116 ERU- und 115 Kontrollseren mittels Sandwich-

ELISA erfolgreich validiert werden (Zipplies et al., 2009). In einem zweiten 

Experiment untersuchten dieselben Autoren depletierte Seren. Je nach Probe gelang 

eine Detektion von 1318 bis 1669 Proteinspots, für 34 Spots konnte mittels 2D-DIGE 

eine differenzielle Expression zwischen ERU und Kontrollgruppe festgestellt werden. 

Fünfzehn dieser Spots von insgesamt zehn verschiedenen Proteinen wurden 

eindeutig identifiziert. Für das in dieser Studie erstmals mit Uveitis in Verbindung 

gebrachte entzündungsassoziierte Protein Kininogen konnte neben der verminderten 
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Expression im Serum von an ERU erkrankten Pferden eine erhöhte Expression in 

uveitischen Glaskörpern und Retinae nachgewiesen werden (Zipplies et al., 2010a). 

Um neue Erkenntnisse über die zellmediierten Pathomechanismen der ERU zu 

erhalten schloss sich eine differenzielle Untersuchung der in peripheren 

Blutleukozyten exprimierten Proteine mittels 2D-DIGE an (Kramer, 2010). Für das 

Lymphozytenproteom wurden 1581 Proteinspots detektiert, wovon 352 Proteinspots, 

welche 229 verschiedene Proteine repräsentieren, eindeutig identifiziert werden 

konnten. Unter den 50 differenziell exprimierten Proteinspots dieses Experiments 

fanden sich Spots von neun eindeutig identifizierten Proteinen. Ein zweites 2D-DIGE 

Experiment, welches auch Granulozyten mit einbezog, führte zur Detektion von 

ebenfalls 50 differenziell exprimierten Proteinspots, aus denen 20 differenziell 

exprimierte Proteine identifiziert werden konnten. Von den differenziell exprimierten 

Proteinen dieser Analysen erscheinen die funktionell mit der Zellmigration 

zusammenhängenden und in den Leukozyten der erkrankten Tiere deutlich 

vermindert exprimierten Proteine Talin1 und Septin 7 für die T-Zell mediierte 

Pathogenese der ERU besonders interessant (Kramer, 2010). 

 

2.4.2 Differenzielle Proteomanalyse der Glaskörper von Ratten mit EAU 

 

Neben der von Deeg et al (siehe Kapitel 2.4.1) durchgeführten differenziellen 

Analyse des Glaskörperproteoms bei der equinen rezidivierenden Uveitis (Deeg et 

al., 2007a) finden sich nur spärliche Berichte über die Anwendung dieses 

proteomischen Ansatzes bei der Untersuchung der Proteinexpression in Glaskörpern 

anderer Uveitis-Tiermodelle (Pubmed Recherche Stand März 2010). Bahk et al. 

analysierten Proteine der Glaskörperproben eines IRBP-induzierten EAU Modells in 

der Ratte und fanden eine vermehrte Expression von betaA4-Kristallin und B2-

Kristallin sowie eine posttranslationale Modifikation von alphaA-Kristallin und B-

Kristallin in den EAU Glaskörperproben (Bahk et al., 2007). Die Analyse der Proteine 

erfolgte mittels 2D-Gelelektrophorese mit nachfolgender Identifikation über MALDI-

TOF/MS, sowie einer nicht gelbasierten LC/LC-MS/MS–Analyse, wobei durch die 

letztere mit im Mittel 200 verschiedenen identifizierten Proteinen im Vergleich zur 

gelbasierten Analyse mit nur 30 identifizierten Proteinspots, eine deutlich höhere 

Effektivität erreicht wurde. Durch die LC/LC-MS/MS- Analyse konnte zudem eine 
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vermehrte Expression von Heat-Schock-Proteinen in den EAU Glaskörperproben 

detektiert werden (Bahk et al., 2007). 

 

2.4.3 Differenzielle Proteomanalyse von Glaskörpermaterial bei humanen 

vitreoretinalen Erkrankungen 

 

Der durch offensichtliche Gründe bedingte Mangel an humanen Retinaproben hat 

den im Zuge therapeutischer Maßnahmen gewonnen Glaskörper in den Fokus des 

wissenschaftlichen Interesses bei der Erforschung vitreoretinaler Erkrankungen 

gerückt. Man erhofft sich so indirekt Erkenntnisse über die Pathomechanismen in der 

Retina gewinnen zu können (Garcia-Ramirez et al., 2009; Garcia-Ramirez et al., 

2007). Erstaunlicherweise fehlen bislang systematische Analysen der 

Glaskörperproteinexpressionsmuster von Uveitispatienten, hingegen wurden 

differenziell exprimierte Proteine in Glaskörpern von Patienten mit verschiedenen 

Retinopathieformen von mehreren Autoren untersucht. Mittels 2D-Gelelektrophorese 

konnten Yamane et al. etwa 600 Proteinspots in Glaskörperproben von Patienten mit 

proliferativer diabetischer Retinopathie (PDR) detektieren, woraus 141 Spots von 38 

verschiedenen Proteinen massenspektrometrisch identifiziert werden konnten 

(Yamane et al., 2003). Die Proteine Katalase und Neuronen spezifische Enolase 

(NSE) konnten in der Vergleichsgruppe mit Makulaloch nicht nachgewiesen werden, 

und wurden somit als differenziell und für die untersuchte Erkrankung bedeutsam 

eingestuft (Yamane et al., 2003). 2007 nutzten Garcia-Ramirez et al. die 2D-DIGE 

Technik um erstmalig eine systematische quantitative Analyse des 

Glaskörperproteoms bei PDR-Patienten durchzuführen (Garcia-Ramirez et al., 2007). 

Sie detektierten annähernd 1400 Proteinspots, aus denen 41 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe differenziell exprimiert waren. Diese Spots konnten 11 verschiedenen 

Proteinen zugeordnet werden. Eine erhöhte Expression wurde für Proteine der 

Komplementfaktorfamilie sowie Apolipoprotein A1 und Fibrinogen nachgewiesen, 

wohingegen die Expression von  Inter-alpha-Trypsininhibitor, IRBP und PEDF zurück 

ging (Garcia-Ramirez et al., 2007). Mittels einer nicht-gelbasierten Methode (2D-

nano-LC-MS/MS) gelang Yu et al. die Identifikation von 255 verschiedenen Proteinen 

aus Glaskörpern von Patienten mit proliferativer Retinopathie (PVR) und 

Kontrollproben (Yu et al., 2008). Komplementfaktoren und extrazelluläre Proteine 

waren verstärkt oder exklusiv in PVR-Proben exprimiert, wobei die Autoren das auch 
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im Serum nachweisbare Kininogen 1 als potenziellen Biomarker postulierten (Yu et 

al., 2008). 

Die stetig steigenden Proteinidentifikationszahlen aus den untersuchten 

Glaskörperproben der neueren Studien spiegeln die fortschreitenden 

Verbesserungen auf dem Gebiet der Massenspektrometrie wieder und weisen auf 

das bisher nicht genutzte Potential dieser Methode bei der Studie der 

Proteinexpression in Glaskörpern von Uveitis Patienten hin. 

 

2.4.4 Massenspektrometrie 

 

Die Massenspektrometrie ist zu einem unverzichtbaren Werkzeug der biologischen 

Forschung geworden, ohne deren Hilfe viele wichtige Erkenntnisse über die an 

biologischen Mechanismen beteiligten Proteine sowie deren post-translationale 

Modifikationen und Interaktionen mit anderen Proteinen nicht möglich wären (Ahrne 

et al., 2009; Kocher et al., 2009; Chen and Pramanik, 2008).  

 

2.4.4.1 LC-MS/MS 

 

Die klassisch gebräuchliche Methode um Proteine komplexer biologischer Proben zu 

identifizieren, zu quantifizieren und zu vergleichen ist die der 

massenspektrometrischen Analyse vorangestellte zweidimensionale 

Gelelektrophorese (Hanash, 2000; Langen et al., 2000). Bei dieser Technik werden 

die Proteine zuerst über ihren isoelektrischen Punkt aufgetrennt, um danach in der 

zweiten Dimension anhand ihres Molekulargewichts separiert zu werden. Die 

Analyse komplexerer Proteome wird dabei durch die erforderliche Extraktion, 

Verdauung und Analyse jedes einzelnen detektierten Proteinspots erheblich 

erschwert. Ferner birgt diese Methode den Nachteil einer begrenzten Sensitivität und 

technischer Schwierigkeiten bei der Auftrennung und Identifikation nicht-löslicher, 

niedrig abundander, membranständiger Proteine sowie von Proteinen mit sehr 

hohem oder niedrigem Molekulargewicht und extremen isoelektrischen Punkten (Old 

et al., 2005; Corthals et al., 2000; Santoni et al., 2000; Fountoulakis et al., 1999). 

Eine Alternative zu dieser Methode bietet die nicht-gelbasierte, an ein 

Massenspektrometer gekoppelte Flüssigkeitschromatographie (LC-MS/MS) 

(McDonald and Yates, 2002). Hier wird eine sogenannte bottom-up 
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Herangehensweise verwendet, bei der die Proteine einer Probe zuerst mittels 

proteolytischer Spaltung zu kleineren Peptiden verdaut werden, um im Anschluss an 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC), mittels einer Elektrospray- oder 

Nanosprayionisierung ionisiert und schließlich durch Tandem-Massenspektrometrie 

(MS/MS) analysiert zu werden. Die MS/MS Spektren einzeln eluierter Peptide 

werden gewonnen, und die in der Probe vorhandenen Proteine können so über 

Abgleiche mit vorhergesagten MS/MS Spektren einer Proteinsequenzdatenbank 

unter Verwendung von Programmen wie Mascot (http://www.matrixscience.com/) 

identifiziert werden (Chen and Pramanik, 2008; Wang et al., 2008; Craig et al., 2004; 

McDonald and Yates, 2002). Verschiedene massenspektrometrische Systeme wie 

beispielsweise lineare Ionenfallen, Orbitrap oder Hybrid MS/MS-Spektrometer 

können für die LC-MS/MS Analyse verwendet werden (Chen and Pramanik, 2008; 

Makarov et al., 2006; Scigelova and Makarov, 2006). Die Systeme sind meist on-line 

gekoppelt, wo bei sich on-line auf ein System bezieht, bei dem die zu analysierenden 

Fraktionen ohne Unterbrechung des Arbeitsflusses automatisch von Dimension zu 

Dimension weitergereicht werden (Dixon et al., 2006). Eine Quantifizierung kann 

dann mittels Label-free Quantifizierung erfolgen, die entweder auf einer 

Spektrenzählung (spectral count) oder einer Peptidchromatographie-

Intensitätsmessung basieren kann (Wang et al., 2008; Bantscheff et al., 2007; Wang 

et al., 2006; Liu et al., 2004). Da immer komplexere biologische Proben untersucht 

werden müssen, befindet sich die Massenspektrometrie in einer fortwährenden 

Weiterentwicklung. Konnten mit der gelbasierten Analysemethode bei guten 

Ergebnissen 500 bis 600 Proteine aus einer Probe identifiziert werden (Zhu et al., 

2010; Langen et al., 2000), so erlaubten schon die ersten LC-MS/MS Systeme eine 

Identifikation von fast 1500 verschiedenen Proteinen (Washburn et al., 2001). Mit 

neueren LC-MS/MS Systemen sind noch bessere Resultate möglich, Zhang et al. 

konnten mit dieser Methode 13779 unterschiedliche Peptide von etwa 2982 

Proteinen in Mäuseplasma detektieren (Zhang et al., 2008). 

 

2.4.4.2 LTQ Orbitrap 

 

Ein mit der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie kompatibles Massen-

spektrometrie-System ist das Hybrid MS/MS-Spektrometer LTQ Orbitrap (Chen and 

Pramanik, 2008; Scigelova and Makarov, 2006). Das System besteht aus zwei 
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vollständigen Masseanalysegeräten und setzt sich aus dem ersten 

Massenanalysegerät, einer linearen Ionenfalle, einer zwischengeschalteten C-Trap 

und dem Orbitrap Massen Analysator (einer elektrostatischen Ionenfalle) zusammen. 

Die in der linearen Ionenfalle gesammelten Ionen werden axial ausgeworfen und in 

die C-Trap übergeleitet, wo sie gespeichert und komprimiert werden, was die 

Analysekapazitäten des Hybrid MS/MS Systems zusätzlich verbessert. Danach 

werden die Ionen radial aus der C-Trap ausgeworfen, in die Orbitrap eingespeist und 

rotieren dort um eine zentrale, spindelförmige Elektrode, wobei sie zusätzlich axial 

oszillieren. Die Frequenz der Oszillation wird durch das Masse/Ladungs-Verhältnis 

der Ionen beeinflusst und ermöglicht eine Detektion der Massenspektren (Perry et 

al., 2008; Scigelova and Makarov, 2006). Die LTQ Orbitrap zeichnet sich durch eine 

hohe Auflösung von über 100 000 (FWHM) und hohe Massegenauigkeit (2-5 ppm) 

aus, was die Rate falschpositiver Protein-Identifikationen in bottom-up Versuchen 

signifikant reduziert und die LTQ Orbitrap zu einem leistungsstarken Instrument für 

die Analyse komplexer Proteingemische macht (Perry et al., 2008; Makarov et al., 

2006). 

 

2.4.5 Systembiologie 

 

Systembiologie ist eine Disziplin der Wissenschaft, die danach strebt, alle 

molekularen Elemente eines biologischen Systems zu erfassen und zu quantifizieren 

(Hood et al., 2004). Auf diese Weise können die Interaktionen dieser Elemente 

beurteilt, eingeschätzt und in graphische Netzwerkmodelle übertragen werden. Diese 

graphische Netzwerkmodelle dienen als Basis für Hypothesen, um neu auftretende 

Mechanismen und biologische Prozesse erklären zu können (Hood et al., 2004). 

Biologische Mechanismen werden von einer Vielzahl von Proteinen erzeugt, die sich 

zu temporären funktionalen Gruppen zusammenfinden, wobei ein einzelnes Protein 

in verschiedenen funktionalen Gruppen und somit bei verschiedenen Mechanismen 

eine Rolle spielen kann (Monti et al., 2009). Für das Verständnis der auf zellulärer 

Ebene ablaufenden Mechanismen und die molekulare Funktion einzelner Proteine in 

Bezug auf diese ist ein weitreichendes Verständnis der Protein-Protein Interaktionen 

notwendig (von Mering et al., 2007).  

Der in den letzten Jahren angewendete systembiologische Ansatz, im Zuge dessen 

groß angelegte Proteinanalysen durchgeführt wurden, hat neue Aspekte der 
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Pathogenese vielschichtiger Krankheiten wie neurodegenerativer Erkrankungen ans 

Licht gebracht. Die proteomische Analyse komplexer biologischer Proben resultiert in 

einer umfassenden Darstellung und Charakterisierung der Proteinexpressionsmuster 

(Liu et al., 2010). Diese recht junge Wissenschaftsdisziplin hat in die 

Uveitisforschung noch nicht Einzug gehalten, findet aber in der Tumorforschung 

bereits Verwendung. Bei Prostatatumoren spiegeln sich die verschiedenen 

Krankheitsstadien in den sich dynamisch verändernden Protein-Expressionsmustern 

der betroffenen Zellen wieder (Hood et al., 2004). In einer Studie zu androgen 

unabhängigem Prostatakrebs konnte mittels differenzieller Identifizierung exprimierter 

Phosphoproteine und anschließender Signalweganalyse durch die STRING (Search 

Tool �ort he recurring Instances of the Neighborhood of Genes)-Software 

(http://string.embl.de/, frei im Web zugänglich) der MAPK-Signaltransduktionsweg als 

potenziell an der Entartung der Zellen beteiligter Vorgang detektiert werden (Wang et 

al., 2009). Dies rückt den MAPK-Signalweg in den Fokus einer möglichen Therapie 

für Androgen unabhängigen Prostatakrebs (Wang et al., 2009). Auf der Suche nach 

einer Verbindung zwischen den pathologischen Befunden von kolorektalen 

Adenomen und Karzinomen und den zugrunde liegenden Tumor-assoziierten 

genetischen Mechanismen untersuchte eine Forschergruppe verschiedene Zellkern-

Proteinfraktionen, darunter auch die Zellkernmatrixproteine dieser Tumorzellen 

mittels LC-MS/MS (Albrethsen et al., 2010). Es konnten über 889 Proteine 

reproduzierbar identifiziert werden. In der datenbankbasierten Protein-Protein 

Interaktionsanalyse der 158 Proteine der Zellkernmatrixfraktion zeigten sich drei 

verschiedene funktionale Proteincluster: Eine hnRNP (Heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins)-Gruppe, ein Gruppe aus Strukturproteinen und eine Gruppe mit 

Kernporenproteinen. So konnte am Ende ein umfassender funktionaler Überblick 

über die Proteinfraktion der Zellkernmatrix dieser Tumorzellen erzielt werden, was 

erste Aufschlüsse über die Veränderungen während der Kanzerogenese an dieser 

potenziell an der Genregulation beteiligten Struktur ergab (Albrethsen et al., 2010). 

Diese und ähnliche Studien verdeutlichen das Potenzial der funktionalen Proteomik 

und der Datenbank gestützten Proteininteraktionsanalyse. Basierend auf dieser 

Interaktionsanalyse kann in den identifizierten Proteinexpressionsmustern nach 

funktionalen Modulen gesucht werden, was zu einem umfassenderen, 

systematischeren Verständnis der zugrunde liegenden Pathomechanismen führt 

(Pinkert et al., 2010).  
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Die Medizin von heute ist reaktiv und konzentriert sich auf die Therapie bereits 

existierender Erkrankungen meist spät in deren Verlauf. Systembiologische 

Herangehensweisen hingegen könnten auf dem Weg zu einer mehr prädiktiven und 

letztendlich präventiven Medizin in Zukunft eine entscheidende Rolle spielen (Hood 

et al., 2004). 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

 

3.1 Probenmaterial 

 

Insgesamt wurden in dieser Arbeit Proben von 87 verschiedenen Pferden untersucht. 

3.1.1 Glaskörperproben 

 

In dieser Arbeit fanden 35 Glaskörperproben von 26 augengesunden Pferden und 30 

Glaskörperproben von 30 an ERU erkrankten Pferden Verwendung. Alle Proben der 

an ERU erkrankten Tiere stammten aus dem Patientengut der Klinik für Pferde der 

Ludwig-Maximilians-Universität München (Vorstand Prof. H. Gerhards). Die Diagnose 

der equinen rezidivierenden Uveitis wurde anhand klinischer Kriterien gestellt (Werry 

and Gerhards, 1992). Die Glaskörperproben augengesunder Pferde stammten 

entweder von Pferden, die aufgrund anderer nicht heilbarer Erkrankungen 

euthanasiert werden mussten, oder von zur Lebensmittelgewinnung in der 

Pferdemetzgerei Veit (Deggendorf) geschlachteten Pferden. Für die Experimente 

erfolgte keine Selektion der Proben.   

Die Glaskörperproben der augengesunden Pferde wurden nach der Euthanasie oder 

der Schlachtung zeitnah entnommen. Die Entnahme wurde unter Verwendung 

steriler Spritzen und Kanülen durchgeführt. Der Einstich erfolgte im dorsotemporalen 

Bereich des Bulbus in der Sklera, ca. 0,5 cm entfernt vom Rand der Kornea. Die 

Glaskörperproben der an ERU erkrankten Pferdeaugen wurden im Rahmen einer 

therapeutischen Pars-Plana–Vitrektomie gewonnen und lagen danach in BSS1 

Lösung 1:10 verdünnt vor. Um einem Abbau der Proteine in den Glaskörperproben 

durch Proteasen vorzubeugen, erfolgte die Zugabe eines Proteaseinhibitors2. Die 

Proben wurden nach der Gewinnung aliquotiert, währenddessen bei 4°C auf Eis 

gekühlt und anschließend bei -20°C gelagert. 

 

                                                 
1 Fa. Alcon, Freiburg 
2 Fa. Roche, Mannheim 
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3.1.1.1 Gefriertrocknung und Dialyse 

 

Um für die Experimente die erforderlichen Proteinmengen in möglichst kleinen 

Volumina vorliegen zu haben, erfolgte eine Volumeneinengung der 

Glaskörperproben durch Gefriertrocknung. Nach Einfrieren der Proben in flüssigem 

Stickstoff konnte den Proben das Wasser durch Sublimation im Vakuum eines 

Lyophilisators entzogen werden. Das Lyophilisat wurde danach in einer 

entsprechend geringen Menge Aqua bidest. gelöst. 

Da hohe Ionenkonzentrationen bei der Auftrennung der Proteine, insbesondere 

während der isoelektrischen Fokussierung, potenziell interferieren können, wurden 

die Glaskörperproben zur Reduktion des Salzgehaltes dialysiert. Die Dialyse erfolgte 

bei 4°C für 12 Stunden in Slide-A-Lyzer Mini Dialysegefäßen3 (3,5 kDa cut-off) gegen 

einen Phosphatdialysepuffer. Anschließend erfolgte die Proteinbestimmung der 

Proben nach der von Bradford beschriebenen Methode (Bradford, 1976). 

 

Phosphatdialysepuffer pH 7,6 

 

Na2HPO4    7,52 g 
 

NaH2PO4    1,07 g 
 

gelöst in 1000 ml Aqua bidest. 

 

3.1.2 Präparate für die Immunhistochemie 

 

Für diese Arbeit erfolgte die immunhistochemische Untersuchung von 12 gesunden 

und 19 an ERU erkrankten Pferdeaugen. Alle Augenpräparate lagen bereits in 

Paraffin eingebettet vor. 

 

 

                                                 
3 Fa .Thermo-Scientific, Bonn 
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3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben nach 

Bradford 

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Glaskörperproben erfolgte nach der 

von Bradford beschriebenen Methode (Bradford, 1976). Diese beruht auf der 

Verschiebung des Absorbtionsmaximums des Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau 

G-250 von 470 nm auf 595 nm nach der Komplexbildung des Farbstoffes mit 

Proteinen. Die Absorption verhält sich dabei proportional zu der in der Probe 

vorhandenen Proteinmenge. Durch Abgleich mit der Eichkurve eines 

Standardproteins kann dann die Proteinmenge in der Probe bestimmt werden. 

In zwei Vertiefungen einer 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatte4 wurden je 5 µl der zu 

bestimmenden Probe pipettiert, und anschließend je 250 µl Bradford-Reagenz5 

zugegeben. Als Eichkurve diente ein BSA6-Standard der in den Konzentrationen 0, 

0,125, 0,25, 0,5, 1 und 2 mg/ml auf derselben 96-Lochplatte in derselben Art und 

Weise wie die zu bestimmende Probe gemessen wurde. Nach Zugabe des Bradford-

Reagenz und ca. 30 sekündiger Inkubation der Platte auf einem Schüttler erfolgte 

nach zehn weiteren Minuten die photometrische Bestimmung der Absorption bei 595 

nm. Zur Messung der Lichtabsorption diente ein vollautomatisch arbeitendes 

Mikroprozessor gesteuertes Lesegerät7. Die Probenproteinmenge wurde dann durch 

Abgleich der erhaltenen Nettoabsorption der Probe (Durchschnittswert der 

Doppelbestimmung) mit der Eichkurve berechnet. 

 

Lösungen für die Proteinbestimmung 

 

  Bradford –Reagenz8, gebrauchsfertig 

  BSA-Standard Lösung, 2 mg/ml 

 

 

 

                                                 
4 Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
5 Fa. Sigma, Deisenhofen 
6 Alle nicht extra aufgeführten Chemikalien: Fa. Applichem, Darmstadt 
7 Fa. Tecan, Crailsheim 
8 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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3.3 Puffer und Lösungen 

 

3.3.1 Puffer und Lösungen für die 1D und 2D Gelelektrophorese 

 

Acrylamid-Lösung 

Acrylamide-Bis Lösung, 33%9 gebrauchsfertig. 

 

Tris-HCl-Puffer 1 M, pH 6,8 

Tris (1 M) 12,11  g  

mit 5 M HCl auf pH 6,8 titrieren, 

ad 100 ml Aqua bidest. 

 

Äquilibrierungslösung 

1 M Tris-HCl pH 6,8 50,00 ml 

Glycerin 300,00 ml 

Harnstoff10 (6 M) 360,00  g 

SDS (1,8%) 18,00  g 

ad 1000 ml Aqua bidest. 

 

Agarose Lösung: 

Agarose11 (0,5%) 0,25  g  

ad 50 ml Elektrophoresepuffer.  

 Nach dem Aufkochen die Lösung auf 58°C temperieren. 

Vor der Verwendung wurden zusätzlich 0,5 ml SDS-Lösung 20% 

zugesetzt. 

 

Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Lösung 10% 

Ammoniumpersulfat (10%) 0,10  g 

 ad 1 ml Aqua bidest. 

                                                 
9  Fa. Serva, Heidelberg 
10 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
11 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
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Elektrophoresepuffer-Stammlösung, pH 8,3 

Tris (120 mM) 15,00  g 

Glycin (960 mM) 72,00  g 

SDS (0,05%)   5,00  g 

 ad 1000 ml Aqua bidest. Die Stammlösung wurde  

für die Elektrophorese 1:5 mit Aqua dest. verdünnt. 

 

Gelpuffer, pH 8,8 

Tris (1,5 M) 18,15  g 

 mit 5 M HCl auf pH 8,8 titrieren. 

 Ad 100 ml Aqua bidest. 

 

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lösung 10% 

Na-dodecylsulfat (35 mM) 10,00  g 

 ad 100ml Aqua bidest. Lösung bei Raumtemperatur lagern. 

 

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lösung 20% 

Na-dodecylsulfat (70 mM) 20,00  g 

 ad 100 ml Aqua bidest. Lösung bei Raumtemperatur lagern. 

 

Probenpuffer (reduzierend) 

Aqua bidest. 4,00 ml 

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 1,00 ml 

Glycerin, wasserfrei 0,80 ml 

SDS-Lösung (10%) 1,60 ml 

Bromphenolblau-Lösung 0,20 ml 

2-Mercaptoethanol12 0,40 ml 

 ergibt 8,00 ml Probenpuffer. 

 

Sammelgelpuffer, pH 6,8 

Tris (0,5 M) 6,00  g 

 ad 100 ml Aqua bidest. 

 Mit 5 M HCl auf pH 6,8 einstellen. 

                                                 
12 Fa. BioRad, München 
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Lysepuffer 

 Harnstoff 13(9M)                                         27,00 g 

 Thioharnstoff14 (2M)                                    7,60 g 

 CHAPS15 (4%)                                            2,00 g 

 DTT16 (65 mM)                                            0,50 g 

 Ad 50 ml Aqua bidest.  

 Bei Raumtemperatur fünf Stunden rühren, dann zu je 1 ml aliquotieren 

und bei -20°C lagern. Vor Gebrauch 100 µl Aqua bidest. zugeben. 

   

     

3.3.2 Puffer und Lösungen für den Western Blot 

 

Anodenpuffer I 0,3 M, pH 10,4 

Tris 36,33  g 

Methanol, reinst 200,00 ml  

 ad 1000 ml Aqua bidest. 

 

Anodenpuffer II 25 mM, pH 10,4 

Tris 3,03  g 

Methanol, reinst 200,00 ml 

 ad 1000 ml Aqua bidest. 

 

Kathodenpuffer, pH 9,4 

Tris 3,03  g 

ε-Aminocapronsäure17 5,25  g  

Methanol, reinst 200,00 ml 

 ad 1000 ml Aqua bidest. 

 

 

 

 

                                                 
13

  Fa. GE Healthcare, Freiburg 
14

  Fa. Sigma, Deisenhofen 
15

  Fa. Sigma, Deisenhofen 
16

  Fa. Serva, Heidelberg 
17 Fa. Merck, Darmstadt 
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Ponceau-Färbelösung 

Ponceau-S18 (0,2%) 0,20  g 

Trichloressigsäure (3%) 3,00  g 

 ad 100 ml Aqua bidest. 

 

PBS-Tween Lösung (PBS-T) 

NaCl (136,9 mM) 8,00  g 

KCl (2,6 mM) 0,20  g 

KH2PO4 (1,4 mM) 0,20  g 

Na2HPO4 x 2H2O (8,1 mM) 1,45  g 

Tween-20 (0,05%) 0,50 ml 

 ad 1000 ml Aqua dest. 

 

          PBS-Tween-Polyvinylpyrrolidone (PBS-T-PVP) Lösung, pH 7,2  

Polyvinylpyrrolidone19 (PVP40) 10,00  g 

 ad 1000 ml PBS-T. 

 
ECL Lösung A  

Tris-HCl (0,1 M), pH 8,6 2,42  g 

Luminol20 0,05  g 

 ad 200 ml Aqua bidest. 

 Lagerung bei 4°C. 

 
ECL Lösung B 

Para-Hydroxycoumarinsäure21 110,00 mg 

 in 100 ml DMSO lösen. 

 Dunkel und bei RT lagern.  

 
H2O2 (30%) 

 

  

                                                 
18 Fa. Sigma, Deisenhofen 
19 Fa. Sigma, Deisenhofen 
20 Fa. Sigma, Deisenhofen 
21 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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 ECL-Gebrauchslösung 

Unmittelbar vor Gebrauch wurden die Lösungen in folgendem Verhältnis 

gemischt: 

Lsg. A 1,00 ml 

Lsg. B 0,10 ml 

H2O2 3,00 µl 

 

3.3.3 Puffer und Lösungen für die Strep/FLAG-Tandem Affinitäts-

Aufreinigung 

 

 
 PEI-Transfektionsreagenz 

  Polyethylenimine22 100 µg 

In 900 ml NaCl-Lösung (150 mM) pH 5,5 lösen, bei 80°C im Wasserbad vier 

Stunden inkubieren, auf Raumtemperatur abkühlen lassen, mit NaCl-Lösung 

(50 mM) auf einen Liter auffüllen,  

pH-Wert mit HCl auf 7,8 einstellen, steril filtrieren. 

 

 TBS (10fach konzentriert) 

 Tris  3,63  g 

 NaCl  8,76  g 

 ad 100 ml Aqua bidest. und mit HCl auf pH 7,4 einstellen. 

 

 Zell-Lysepuffer (20 ml)  

 TBS (10x) 2 ml 

 Phosphatase Inhibitor 123 200 µl 

 Phosphatase Inhibitor 224 200 µl 

 Proteaseinhibitor Roche 

Complete EDTA frei (50x)25 400 µl 

 Nonidet P4026 110 µl 

 ad 20 ml Aqua bidest. 

                                                 
22 Fa. Polysciences Europe GmbH, Eppelheim 
23 Fa. Sigma, Deisenhofen 
24 Fa. Sigma, Deisenhofen 
25 Fa. Roche, Mannheim 
26 Fa. Roche, Mannheim 
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 Wasch Puffer (15 ml) 

 TBS (10x) 1,5 ml 

 Phosphatase Inhibitor 127 150 µl 

 Phosphatase Inhibitor 228 150 µl 

 Proteaseinhibitor Complete  

EDTA frei (50x)29 300 µl 

 Nonidet P4030 18 µl  

 ad 15 ml Aqua bidest. 

 

 FLAG-Elutions Puffer 

 200 µg/ml FLAG-Peptid31 in TBS (1x). 

  

 Strep-Elutionspuffer 

 D-Desthiobiotin (10x)32, 1:10 in Aqua bidest. verdünnen.  

 

 

3.3.4 Puffer und Lösungen für die Expression von SFRP-2 in E. coli  

 

 

 L-Arabinose33 (20%) 

 4 g mit Aqua bidest. auf 20 ml auffüllen und steril filtrieren. 

 

 Ampicillin34 (100 mg/ml) 

 In Aqua bidest lösen und steril filtrieren. 

 

 Glucoselösung (50%) 

 50 g Glucose mit Aqua bidest. auf 100 ml auffüllen und steril filtrieren. 

 

  

                                                 
27 Fa. Sigma, Deisenhofen 
28 Fa. Sigma, Deisenhofen 
29 Fa. Roche, Mannheim 
30 Fa. Roche, Mannheim 
31 Fa. Sigma, Deisenhofen 
32 Fa. IBA GmbH, Göttingen 
33 Fa. Sigma, Deisenhofen 
34 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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 Hefe-Glyzerol Medium 

 Glyzerol 12,00  g 

 Hefe Extrakt35 20,00  g 

 NaCl 5,00  g 

 ad 1000 ml Aqua dest. , bei 121°C autoklavieren und anschließend 

 Ampicillin (100 mg/ml) 1,00  l 

 Glucose (50% Lösung) 2,00 ml 

 zugeben. 

 

 Bakterien-Lysepuffer 

 Tris (50 mM) 3,00  g 

 Nonidet P4036 250 µl 

 DTT37 (1 M Lösung)  50 µl 

Proteaseinhibitor Complete  

EDTA frei38 1 Tablette 

 ad 50 ml Aqua bidest. 

 

 Lysozym aus Hühner Eiweiß39 

 50 mg/ml in PBS. 

 

 Benzonase Nuklease-Lösung 

Benzonase40 (250 U/µl) 1,3 µl 

 Glycerin 500 µl 

 Tris-HCl (1 M Lösung) pH 8 20 µl 

 MgCl2 (1 M Lösung) 2 µl 

 NaCl 120 µl 

ad 1 ml Aqua bidest. 

 

  

                                                 
35 Fa. Sigma, Deisenhofen 
36 Fa. Roche, Mannheim 
37 Fa. Serva, Heidelberg 
38 Fa. Roche, Mannheim 
39 Fa. Sigma, Deisenhofen 
40 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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 Äquilibrierungspuffer 

 Tris (1 M Lösung) pH 7,4 1,00 ml 

 NaCL (1 M Lösung) 1,50 ml 

 Nonidet P4041 250 µl 

 ß-Mercaptoethanol 35 µl 

 ad 50 ml Aqua bidest. 

 

 Puffer B 

 Tris (10 mM) 0,12  g 

 NaH2PO4 x H2O (100 mM) 1,38  g 

 Proteaseinhibitor42 zwei Tabletten 

 ad 100 ml Aqua bidest.  

 

 Pro 10 ml Puffer B  4,8 g Urea (8 M) 

 und mit NaOH auf pH 8 einstellen.  

. 

 Puffer C 

 Tris (10 mM) 0,12  g 

 NaH2PO4 x H2O (100 mM) 1,38  g 

 ad 100 ml Aqua bidest.  

 

 Pro 10 ml Puffer C  4,8 g Urea (8 M) 

 und mit HCl auf pH 6,3 einstellen.  

. 

 Puffer D 

 Tris (10 mM) 0,12 g 

 NaH2PO4 x H2O (100 mM) 1,38 g 

 ad 100 ml Aqua bidest. 

 

 Pro 10 ml Puffer D  4,8 g Urea (8 M)  

 mit HCl auf pH 5,9 einstellen.  

 
                                                 
41 Fa. Roche, Mannheim 
42 Fa. Roche, Mannheim 
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 Puffer E 

 Tris (10 mM) 0,12  g 

 NaH2PO4xH2O (100 mM) 1,38  g 

 ad 100 ml Aqua bidest. 

 

 Pro 10 ml Puffer E  4,8 g Urea (8 M) 

 mit HCl auf pH 4,5 einstellen.  

 

 

3.3.5 Puffer und Lösungen für die Ammoniumsulfatfällung von IgY 

 

 TBS 

Tris 6,05  g 

NaCl 43,50  g 

 ad 5000 ml Aqua bidest., mit HCl auf pH 7,3 einstellen. 

 

 Dextransulfatlösung (10%) 

 Dextransulfat-Natriumsalz 30,00  g  

 ad 300 ml TBS (pH 7,3)  

  

 Calciumchloridlösung 

 CaCl2 x 2H2O (1 M) 14,76  g 

 ad 100 ml Aqua bidest.  

  

 

 Dialysepuffer (pH 7,8) 

NaCl 45,00  g 

KH2PO4 1,65  g 

Na2HPO4 29,03  g 

 ad 5000 ml Aqua bidest. 
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3.3.6 Puffer und Lösungen für die Gelatin-Zymographie und reverse 

Gelatin-Zymographie 

 

 

 Gelatine-Vorratslösung 

 Gelatine43 100 mg unter Wärmezufuhr in 10 ml Aqua bidest. vollständig 

lösen. 

 

 Zymographie-Probenpuffer 

 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 2,50 ml 

 Glyzerin 2,00 ml 

 SDS-Lösung (10%) 4,00 ml 

 0,1% Bromphenolblau 0,50 ml 

 ad 10 ml Aqua bidest.  

 

 Renaturierungspuffer  

 Triton X-10044 2,5 ml ad 100 ml Aqua bidest. 

 

 Entwicklungspuffer 

 Tris  6,05  g 

 NaCl 11,68  g 

 CaCl2 0,73  g 

 Brij 3545 200 µl 

 ad 1000 ml Aqua bidest.  

 Mit  HCl auf einen pH von 7,6 einstellen. 

 

  

 

 

 

 

                                                 
43

 Fa. Sigma, Deisenhofen 
44 Fa. Sigma, Deisenhofen 
45 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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Kolloidale Coomassiefärbung nach Kang et al. 

Die Sensitivität dieser kolloidalen Coomassie-Färbemethode liegt bei  

1 ng Protein (Kang et al., 2002). Es wurde nach folgendem Protokoll 

vorgegangen: 

 

 Zeit Lösung 

Waschen 3 x 10 Min H2O bidest. 

Inkubieren Über Nacht 0,02% Coomassie Brilliant Blue 

G250 

2% Phosphorsäure 

5% Aluminiumsulfat46 

10% Ethanol 

In Aqua bidest. gelöst. 

Waschen 2 x 10 Min H2O bidest 

Entfärben beliebig 10% Ethanol 

2% Phosphorsäure 

In Aqua bidest. gelöst. 

Waschen  H2O bidest. 

 

3.3.7 Puffer und Lösungen für die Immunhistochemie 

 

EDTA-Puffer 0,1 M, pH 8,0 

EDTA47     29,22  g 

ad 1000 ml Aqua dest. 

 

 

Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS) pH 7,3 

Tris          1,21 g 

NaCl          8,76 g 

ad.1000 ml Aqua dest. 

Zur Herstellung von TBS-Tween (TBS-T) pH 7,3 wurden zusätzlich 

0,05% Tween-20 (0,5 ml/1000 ml TBS) zugesetzt. 

                                                 
46

 Fa. Sigma, Deisenhofen 
47 Fa. Merck, Darmstadt 
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3.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  

(SDS-PAGE) 

 
3.4.1 Eindimensionale Gelelektrophorese 

 
Die eindimensionale Auftrennung der Glaskörperproteine erfolgte nach der von 

Laemmli beschriebenen Methode der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

(Laemmli, 1970). In einer Mini Protean II Cell Gießkammer48 wurden Gele mit einer 

Größe von 8 x 7 cm und einer Geldicke von 1 mm gegossen. Dabei wurde ein 

Trenngel mit einer Trennstrecke von 5 cm und einer Acrylamidkonzentration von 8%, 

10% oder 12% mit einem Sammelgel von 2 cm Länge und einer 

Acrylamidkonzentration von 4% überschichtet. Zur Herstellung von je zwei Gelen mit 

der für den jeweiligen Versuch gewünschten Acrylamidkonzentration fanden folgende 

Lösungen Verwendung: 

 

 
Sammelgel  

4% 

Trenngel 

8% 

Trenngel 

10% 

Trenngel 

12% 

Aqua bidest. 6,17 ml 4,84 ml 4,20 ml 3,50 ml 

Gelpuffer pH 8,8 -- 2,50 ml 2,50 ml 2,50 ml 

Sammelgelpuffer pH 

6,8 
2,50 ml -- -- -- 

Acrylamidlösung 

30% 
1,33 ml 2,66 ml 3,30 ml 4,00 ml 

SDS-Lösung 10% 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

 
Unmittelbar vor dem Gießen erfolgte die Zugabe von jeweils 50 µl APS 10% sowie 

20 µl TEMED. Das Trenngel wurde bis zu seiner Polymerisierung mit Isopropanol 

überschichtet. Nach Entfernen des Isopropanols folgte die Überschichtung des 

Trenngels mit dem Sammelgel. Um eine Auftrennung mehrerer Proben in einem Gel 

zu ermöglichen, wurde vor der Polymerisierung in das Sammelgel ein Kamm zur 

Vorformung von Probentaschen eingelassen. Die aufzutrennende Proteinpräparation 
                                                 
48 Fa. BioRad, München 
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wurde im Verhältnis 1:3 mit reduzierendem Probenpuffer gemischt und fünf Minuten 

bei 96°C erhitzt. Um später die Bandenhöhe ablesen zu können, wurde in einer der 

vorgeformten Taschen ein Molekulargewichtsmarker (PageRuler Prestained Protein 

Ladder) 49 aufgetrennt. Nach Bestückung der restlichen Taschen mit der benötigten 

Menge des Probengemisches konnten die Gele in die Elektrophoresekammern 

eingesetzt werden. Diese wurden dann mit Elektrophoresepuffer befüllt. Während der 

ersten zehn Minuten erfolgte die Elektrophorese mit einer konstanten Stromstärke 

von 10 mA pro Gel, danach wurde schrittweise auf eine konstante Stromstärke von 

25 bis 30 mA pro Gel erhöht (Power Pac 300 Power Supply50). Die 

Gelelektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront das Ende des Trenngels 

erreichte. 

 

3.4.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese 

 
3.4.2.1 Rehydrierung der IPG Streifen 

 
Zur isoelektrischen Fokussierung wurden auf 11 cm langen Kunststoffstreifen fixierte, 

getrocknete Polyacrylamidgele mit einem immobilisierten, nichtlinearen pH-

Gradienten von 3-11 eingesetzt (Immobiline DryStrip pH 3-11 NL51 IPG-Strip). Mittels 

Rehydrierung wurden die Proteine auf die Streifen übertragen, indem die Proben mit 

Lysepuffer zu einem konstanten Volumen aufgefüllt (das Gesamtvolumen bestimmt 

die Dicke des zu rehydrierenden Gels) und mit Trägersubstanzen für die 

isoelektrische Fokussierung (Pharmalyte) versetzt wurden. 

 
Die Rehydrierungslösung für die 11 cm Streifen setzte sich folgendermaßen 

zusammen:   

Probe mit Lysepuffer 210,00 µl 

  Pharmalyte 3-1052       2,20 µl 

  Bromphenolblau53       2,00 µl 

Nach der Verteilung der Rehydratationslösung in die Vertiefung einer Quellkammer 

wurde die Schutzfolie vom trockenen IPG-Streifen abgezogen und dieser unter 

Vermeidung von Luftblasenbildung mit der Gelfläche auf die Probe aufgelegt. Um zu 
                                                 
49 Fa. Fermentas, St. Leon-Rot 
50 Fa. BioRad, München 
51 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
52 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
53 Fa. Merck, Darmstadt 
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verhindern, dass der im Lysepuffer enthaltene Harnstoff auskristallisiert, folgte eine 

Überschichtung der Streifen mit entgastem Paraffinöl. Die Rehydrierung der 

trockenen Streifen durch Aufnahme der Probe erfolgte innerhalb von 12 Stunden (In-

Gel Hydrations-Methode). 

 

3.4.2.2 Isoelektrische Fokussierung (erste Dimension) 

 

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte in einer Multiphor II Elektrophoreseeinheit54. 

Beim Aufbau der Elektrophoreseeinheit wurde zwischen Kühlplatte und Wanne sowie 

zwischen Wanne und Streifenhalter möglichst luftblasenfrei Paraffinöl pipettiert, um 

während der Fokussierung eine gleichmäßige Temperatur von 20°C 

aufrechtzuerhalten. Die rehydrierten Streifen wurden mit der gequollenen Gelseite 

nach oben so auf dem Streifenhalter positioniert, dass ihre saure Seite zur Kathode 

und die basische Seite zur Anode zeigte. Nach dem Auflegen der angefeuchteten 

Elektrodenstreifen55 wurden die Elektroden platziert und die IPG-Streifen mit 

entgastem Paraffinöl überschichtet. Durchgeführt wurde die isoelektrische 

Fokussierung der 11 cm langen IPG-Streifen mit Hilfe eines EPS 3501 XL 

Electrophoresis Power Supply56 nach folgendem Programm: 

 

Phase 1 2 3 

Spannung (V) 150 300 1000 

Max. Stromstärke (mA) 2 2 2 

Max. Wirkleistung (W) 5 5 5 

Zeit (h) 2 3 13 

 

Am Ende des Programms erfolgte entweder die sofortige Verwendung der IPG 

Streifen für die zweite Dimension, oder alternativ die Lagerung der Streifen bei -20°C 

bis zu ihrem weiteren Gebrauch. 

 

 

 

                                                 
54 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
55 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
56 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
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3.4.2.3 Äquilibrierung der IPG-Streifen und zweite Dimension 

 
Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die IPG-Streifen jeweils zehn Minuten 

nacheinander in folgenden Lösungen äquilibriert:  

 

Reduktionslösung:  Äquilibrierungslösung + DTT57 (0,3 g/30 ml), 

Carbamylierungslösung: Äquilibrierungslösung + Jodacetamid58 (1,44 g/30 ml). 

 

Der Carbamylierungspuffer enthielt außerdem 0,01% Bromphenolblau59, um die 

Lauffront bei der anschließenden SDS-Gelelektrophorese sichtbar zu machen. Ein 

Zusatz von DTT zum ersten Äquilibrierungspuffer diente der kompletten Reduktion 

von Disulfidbrücken zu SH-Gruppen, die anschließend mit Jodacetamid in stabile 

Carbamidomethyl-Gruppen umgewandelt wurden. Um das Auftreten 

elektroendosmotischer Effekte während des Proteintransfers zu reduzieren, war in 

der Äquilibrierungslösung Harnstoff und Glycerin enthalten. 

Nach der Äquilibrierung wurden die Streifen unter Vermeidung von Luftblasenbildung 

zwischen Gel und Streifen auf ein Polyacrylamidlaufgel aufgelegt und anschließend 

mit in Laufpuffer aufgekochter und auf 56°C temperierter Agarose (0,5%) 

überschichtet. Nach Aushärtung der Agarose wurden die Gele in die 

Elektrophoresekammern eingesetzt und diese mit Laufpuffer befüllt. Die Gele liefen 

45 Minuten bei konstant 1,5 Watt pro Gel ein und wurden dann auf konstante 15 

Watt pro Gel erhöht (BP 500 Plus Power Supply60). 

Um eine Überhitzung der Gele zu vermeiden, erfolgte die Elektrophorese bei einer 

Umgebungstemperatur von 4°C. Sobald die blaue Lauffront das untere Ende des 

Gels erreicht hatte, wurde der Lauf beendet und die Gele für den Western Blot 

weiterverwendet. 

 

 

 

 

                                                 
57 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
58 Fa. Sigma, Deisenhofen 
59 Fa. Merck, Darmstadt 
60 Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg 
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3.5 Western Blot 

 

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit einem 

diskontinuierlichen Puffersystem in einem Semi-dry-Elektroblotter (Blue Flash-L)61 

vom Gel auf eine PVDF Transfer Membran62 überführt. Die Blot-Papiere63 und die 

PVDF Membran wurden auf die Größe des Gels zugeschnitten und übereinander 

geschichtet. Auf die anodische Platte des Elektroblotters wurden zwei in 

Anodenpuffer I getränkte Blot-Papiere und ein in Anodenpuffer II getränktes Blot-

Papier gelegt. Es folgte die zuvor in Methanol und Aqua bidest. getränkte PVDF 

Membran und anschließend das SDS-Gel. Den Abschluss bildeten drei in 

Kathodenpuffer getränkte Blot-Papiere auf dem Gel. Nach der Eliminierung von für 

den Proteintransfer störenden Luftblasen mittels einer sauberen Glaspipette konnte 

die kathodische Platte aufgesetzt werden. Der Transfer der Proteine erfolgte mit Hilfe 

eines BP 500 Plus Power Supply64 bei einer Stromstärke von 2,5 mA/cm2 und einer 

Transferzeit von 40 Minuten. Die PVDF Membran wurde nun kurz in Aqua bidest. von 

Gelresten befreit, daraufhin für zehn Minuten in Ponceau-S-Färbelösung gefärbt und 

anschließend, um die Proteinbanden sichtbar zu machen, dreimal kurz mit Aqua 

bidest. gewaschen. Die Sensitivität der Ponceau Färbung liegt bei 250-500 ng 

Protein (Salinovich and Montelaro, 1986). Zum Entfärben der Membran diente  

PBS-T. 

 

3.6 Immunoblot 

 

Nach Blockierung der Membran mit einer PBS-Tween-Polyvinylpyrrolidone-Lösung 

(PBS-T-PVP siehe Kapitel 3.3.2, Inkubationszeit: eine Stunde bei RT) wurde diese 

dreimal je zehn Minuten mit PBS-T gewaschen und bei 4°C über Nacht mit einem 

Antigen-spezifischen, primären Antikörper in geeigneter Verdünnung inkubiert. 

Anschließend wurde dreimal mit PBS-T gewaschen. Um die gebundenen Antikörper 

später visualisieren zu können, folgte nun die Inkubation der Membran mit einem 

zweiten, in PBS-T verdünnten, Peroxidase (POD)-konjugierten Antikörper für eine 

Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde die Membran sechsmal zehn 

                                                 
61 Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg 
62 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
63 Fa. Machery-Nagel, Düren 
64 Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg 
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Minuten lang mit PBS-T gewaschen. Das Signal der POD-markierten Proteinbanden 

wurde durch die Enhanced-Chemilumineszenz (ECL)-Entwicklung visualisiert. Zu 

diesem Zweck wurde die ECL-Lösung, wie bereits beschrieben, angesetzt, auf die 

Membran aufgetragen und zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Detektion der Lumineszenz erfolgte anschließend mit einem Röntgenfilm (SUPER-

2000G, Ortho, FUJI) 65 bei einer je nach Signalstärke variablen Belichtungszeit. 

Als primäre Antikörper wurden in dieser Arbeit für den Immunoblot folgende 

Antikörper verwendet: 

 

Antikörper  
Produziert 

in 

Klonalität 

(Klon) 
Firma/Herkunft 

Verdünnung 

in PBS-T 

Anti-Pferd- 

Alpha-2-Makroglobulin  
Ziege polyklonal 

Dunn Labortechnik 

GmbH, Asbach 
1:1000 

Anti-human-MMP-2 Maus 
monoklonal 

(42-5D11) 
Millipore, Schwalbach 1:500 

Anti-Maus-Osteopontin  Ziege polyklonal 
R&D Systems, 

Wiesbach 
1:500 

Anti-human-TIMP-2  Maus 
monoklonal 

(3A4) 
Biozol, Erding 1:500 

 

Als sekundäre Antikörper fanden folgende POD gekoppelte Antikörper Verwendung: 

 

Antikörper 
Produziert 

in 
Klonalität Firma/Herkunft 

Verdünnung 

in PBS-T 

Anti-Maus-IgG (H+L) Ziege polyklonal 
Sigma, 

Deisenhofen 
1:5000 

Anti-Ziegen-IgG (H+L) Pferd polyklonal 
Linaris GmbH, 

Wertheim 
1:10 000 

 

 

 

 

 

 

                                                 
65 Fa. Christiansen, Planegg 
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3.6.1 Densitometrische Bildanalyse der 1D Western Blot Signale 

 
Zur Quantifizierung der eindimensionalen Signale erfolgte die densitometrische 

Analyse des Schwärzungsgrades der detektierten Banden. Die entwickelten 

Röntgenfilme wurden mit einem Scanner (ImageScanner)66 unter Verwendung der 

Software LabScan 5.067 mit einer Auflösung von 600 dpi eingescannt. Die 

densitometrische Auswertung der Signale erfolgte mit Hilfe des 1D-

Analyseprogramms ImageQuantTL68. Dabei entspricht die Intensität der Signalstärke 

der Pixelintensität der jeweiligen Bande. 

 

3.6.2 Statistische Auswertung 

 

Für die Auswertung der im Western Blot detektierten Banden wurden über 

Imagequant69 die Schwärzungsgrade der jeweiligen Banden ermittelt und diese, 

ERU- und Kontrollproben vergleichend, mit dem Kolmogorov-Smirnov Test auf ihre 

Normalverteilung geprüft. Bei statistischer Signifikanz des Kolmogorov-Smirnov 

Tests lag keine Normalverteilung vor und der Mann-Whitney Test wurde zur 

statistischen Auswertung herangezogen. Lag eine Normalverteilung vor, wurde der 

Student’s t- Test verwendet. 

 

3.7 Generierung eines polyklonalen Huhn-anti-human-SFRP-2 

Antikörpers 

 

3.7.1 Expression und Aufreinigung von SFRP-2 

 

3.7.1.1 Transformation der E.coli 

 

Chemisch kompetente Escherichia coli (Stamm BL21-AI70) wurden mit einem SFRP-

2 Plasmid71 (human, kloniert in pDEST17, N-terminaler His-Tag) mittels Hitzeschock 

                                                 
66 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
67 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
68 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
69 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
70 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
71 Plasmid kloniert und zur Verfügung gestellt von Dr. S. Hauck, Helmholtz-Zentrum München 
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transformiert. Aus einer Kultur der so gewonnenen SFRP-2 exprimierenden 

Bakterien konnte ein Glyzerol-Stock angelegt werden, welcher bei -80°C gelagert 

wurde. 

 

 

3.7.1.2 Expression und Aufreinigung  

 

Die Aufreinigung des SFRP-2 aus den Bakterien erfolgte mittels Affinitäts- 

Chromatographie (Bindung des Polyhistidin-Motivs an NI-NTA-Agarose72). 

Die mit SFRP-2 transformierten Bakterien wurden in 5 ml Hefe-Glycerol-Medium 

(Puffer und Lösungen siehe Kapitel 3.3.4) bis zu einer optischen Dichte (OD) von 0,6 

(bei 600 nm) bei 37°C und 200 rpm inkubiert, anschließend in einen 

Erlenmeyerkolben mit 100 ml YG-Medium überführt und bis zu einer OD (bei 600 

nm) von 0,4 weiter bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 1 ml 

Arabinoselösung (20%), wonach die Bakterienkultur bei 30°C und 200 rpm für 12 

Stunden geschüttelt wurde. Die Bakteriensuspension konnte nun in zwei 50 ml 

Zentrifugationsröhrchen73 überführt und bei 3500 rcf und 4°C zentrifugiert werden. 

Der Überstand wurde verworfen, die gewonnenen Pellets in je 5 ml Bakterien-

Lysepuffer gelöst und in einem 15 ml Zentrifugationsröhrchen74 zusammengeführt. 

Nach Zugabe von 80 µl Lysozym75 folgte eine Inkubationszeit von 20 min bei 

Raumtemperatur auf einem Rollenmischer76. Die Bakterienlösung wies nun eine 

schleimige Konsistenz auf. Benzonase (80 µl) und Magnesiumchlorid (bis zu einer 

Endkonzentration von 2 nM) wurden zugesetzt, die Lösung bei Raumtemperatur für 

eine halbe Stunde auf dem Rollenmischer inkubiert und im Anschluss bei 3500 rcf 

und 4°C abzentrifugiert. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Überstandes konnte 

das so gewonnene Pellet in 4 ml Lysepuffer resuspendiert werden. Es folgte eine 

zweimalige Ultraschallbehandlung (je 10 Sekunden, 30% Amplitude) und ein 

anschließender Zentrifugationsschritt bei 4°C und 8000 rcf. Dieser Arbeitskomplex 

(Resuspension, Ultraschall, Zentrifugation) wurde insgesamt dreimal durchgeführt. 

Nach dem letzten Zentrifugationsschritt erfolgte die Resuspension des Pellet in 

einem Milliliter Puffer B. Diese Lösung wurde gut gemischt und für zehn Minuten bei 

                                                 
72 Fa. Quiagen, Hilden 
73 Fa. Sarstedt, Nürnbrecht 
74 Fa. Sarstedt, Nürnbrecht 
75 Fa. Sigma, Deisenhofen 
76 Fa. NeoLab, München 
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15000 rcf zentrifugiert. Der Überstand wurde mit in Äquilibrierungspuffer 

gewaschener Ni-NTA Agarose77 (0,5 ml) für eine Stunde bei 4°C auf einem 

Überkopfmischer78 bei 20 rpm inkubiert. Nach Überführen des Gemisches in eine 

Poly-Prep-Säule79 konnte der Durchfluss aufgefangen werden. Es folgten zwei 

Waschschritte mit je 2 ml Puffer C, und je 3 Elutionsschritte mit je 0,5 ml Puffer D und 

E. Jede Fraktion wurde getrennt aufgefangen. Um den Erfolg der SFRP-2 

Aufreinigung zu bestimmen, wurden je 10 µl pro Eluat mittels SDS-PAGE aufgetrennt 

und das Gel anschließend Coomassie (Kang et al., 2002) gefärbt. Das aufgereinigte 

SFRP-2 zeigte sich als blaue Bande auf einer Höhe von ca. 34 kDa. Der 

Proteingehalt der entsprechenden Eluate wurde bestimmt (Kapitel 3.2). Bis zur 

weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung des gereinigten SFRP-2 bei -20°C. 

 
3.7.2 Immunisierung 

 
Die Gewinnung eines polyklonalen Anti-SFRP-2 Antikörpers erfolgte im Rahmen des 

Projekts mit der Anzeigennummer 55.2-1-54-2531.6-6-08 (Regierung von 

Oberbayern). 

Ein Huhn (Interne Nr. 294) wurde mit gereinigtem, rekombinantem, humanem, in 

E.coli exprimiertem SFRP-2 (siehe Kapitel 3.7.1) immunisiert:  

Um später die erfolgreiche Antikörperproduktion nachvollziehen zu können, wurde 

dem Huhn vor der ersten Immunisierung ca. 10 ml Blut zur Gewinnung von Serum 

abgenommen (Serum Tag 0). Nach Desinfektion der Einstichstelle mit 70% Ethanol 

erfolgte die Entnahme von Blut aus der Vena jugularis. Das Blut wurde bei 

Raumtemperatur für vier Stunden in Serumröhrchen80 inkubiert und anschließend für 

zehn Minuten bei 300 rcf abzentrifugiert. Danach konnte das Serum abpipettiert und 

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden. Im Anschluss an die 

Blutentnahme erfolgte nach Desinfektion der Einstichstelle die intramuskuläre 

Injektion von 200 µg gereinigtem SFRP-2 mit 0,2 ml FCA81 in die 

Pectoralismuskulatur. 29 Tage später wurden erneut 200 µg gereinigtes SFRP-2, 

diesmal mit 0,2 ml FIA82, injiziert. Nach weiteren 7 Tagen konnte wieder ca. 10 ml 

Blut zur Serumgewinnung (Serum Tag 36) entnommen werden. Mittels Western Blot 

                                                 
77 Fa. Quiagen, Hilden 
78 Fa. NeoLab, München 
79 Fa. Biorad, München 
80 Fa Fa. Sarstedt, Nürnbrecht. Sarstedt, Nürnbrecht 
81 Fa. Sigma, Deisenhofen 
82 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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wurde das gewonnene Serum auf Antikörper gegen SFRP-2 untersucht. Gereinigtes, 

rekombinantes SFRP-2 wurde zu diesem Zweck mittels SDS-PAGE (Kap. 3.4.1) 

aufgetrennt, auf eine PVDF Membran83 überführt (Kap. 3.5), jeweils mit Serum von 

Tag 0 und Tag 36 (1:100 in PBS-T verdünnt) inkubiert und über einen POD 

gekoppelten, sekundären polyklonalen Kaninchen-anti-Huhn-IgY-Antikörper84 mittels 

ECL detektiert. 

Während im Serum von Tag 0 (Abb. 3.1a) keine Anti-SFRP-2 Antikörper 

nachgewiesen werden konnten, zeigte das an Tag 36 gewonnene Serum bei gleicher 

Verdünnung ein deutliches Signal für SFRP-2 (Abb. 3.1b). 

 

 

 

Aufgrund der so nachgewiesenen erfolgreichen Anti-SFRP-2 Antikörperbildung 

wurde nach weiteren sieben Tagen mit dem Sammeln von Eiern des immunisierten 

Huhns für die IgY-Aufreinigung begonnen. 

 

3.7.3 Extraktion von IgY aus Eidotter durch Ammoniumsulfatfällung 

 

Aus den gesammelten Eiern des immunisierten Huhns wurde IgY durch 

Ammoniumsulfatfällung nach folgendem Protokoll extrahiert (Lösungen und Puffer 

siehe Kapitel 3.3.5): 

Dotter von drei Eiern wurden vom Eiweiß getrennt, mit TBS (im Verhältnis 1:10) 

verdünnt und 30 Minuten bei Raumtemperatur verrührt. Nach dem Umfüllen in 50 ml 

Röhrchen85 und der Zentrifugation bei 4°C und 4000 rcf für 15 Minuten konnte der 

Überstand vorsichtig abgenommen werden. Der so gewonnene Überstand wurde mit 

0,4 ml Dextranlösung (10%) pro Gramm Dotter versetzt und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur verrührt. Anschließend folgte die Zugabe von je einem Milliliter 

Calziumchlorid-Lösung (1 M) pro Gramm Dotter und weitere 15 Minuten auf dem 

                                                 
83 Fa. GE-Healthcare, Freiburg 
84 Fa. Sigma, Deisenhofen 
85 Fa. Sarstedt, Nürnbrecht 

Abb. 3.1: Nachweis SFRP-2 spezifischer 
Antikörper in Serum von Huhn 294. 
Western Blot mit je 1 µg rekombinantem 
SFRP-2. (a) Serum Huhn 294 Tag 0; keine 
Anti-SFRP-2 Antikörper detektierbar (b) 
Serum Tag 36 mit deutlichem Signal für 
SFRP-2. 
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Rührgerät bei Raumtemperatur, gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt für 

30 Minuten bei 4°C und 5000 rcf. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und 

durch einen Faltenfilter86 filtriert. Das gewonnene Filtrat wurde in Dialyse-

Schläuche87 (cut-off 14 kDa) überführt und über Nacht bei 4°C gegen fünf Liter TBS 

dialysiert. 

Das Gewicht des Dialysates wurde bestimmt, massenanteilig 26% Ammoniumsulfat 

zugegeben und bei Raumtemperatur eine halbe Stunde verrührt. Nach Zentrifugation 

für 30 Minuten bei 7500 rcf und 4°C wurde das Sediment in 15 ml TBS gelöst und 

über Nacht bei 4°C gegen fünf Liter TBS dialysiert. Es folgten zwei weitere 

Dialyseschritte für je 12 Stunden bei 4°C in jeweils fünf Liter Dialysepuffer. 

Um möglichst reines IgY zu erhalten wurde eine weitere Aufreinigung des Dialysates 

mit der HiTrap-IgY-Purification-HP88-Säule gemäß den Angaben des Herstellers 

angeschlossen. Die Proteinkonzentration des aufgereinigten IgY konnte durch die 

Methode von Bradford (Bradford, 1976) ermittelt werden (Kapitel 3.2). Abschließend 

erfolgte der Beweis der Detektion von SFRP-2 durch das aufgereinigte IgY im 

Western Blot. Während die IgY-Fraktion eines unimmunisierten Huhnes 

rekombinantes SFRP-2 nicht nachzuweisen vermochte (Abb. 3.2a, Kontroll-IgY), 

ermöglichte das aufgereinigte IgY des mit SFRP-2 immunisierten Huhnes einen 

Nachweis von rekombinantem, gereinigtem SFRP-2 (Abb. 3.2b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
86 Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
87 Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
88 Fa. GE-Healthcare, Freiburg 

Abb. 3.2: Nachweis SFRP-2 spezifischer 
Antikörper in aufgereinigtem Dotter-IgY von 
Huhn 294. Western Blot mit je 1 µg 
rekombinantem SFRP-2. (a) Kontroll Dotter-
IgY; (b) Dotter-IgY Huhn 294 Tag 46. 
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3.8 Strep/FLAG-Tandem-Affinitäts-Aufreinigung (SF-TAP) von 

SFRP-2 

 

Es wurde die von Glöckner et al. beschriebene SF-TAP zur Untersuchung von 

Proteininteraktionen angewendet (Gloeckner et al., 2009b; Gloeckner et al., 2007). 

Verwendet wurde humanes SFRP-2 kloniert in das SF-Tag-Plasmid89 (C terminal), 

Puffer und Lösungen siehe Kapitel 3.3.3.  

 

3.8.1 Transiente Transfektion der Hek-293T Zellen 

 

Hek-293T Zellen wurden auf 14 cm Platten90 (1x107 Zellen pro Platte) in DMEM91 (+ 

10% FBS92, 1% Pen/Strep93) ausgesät, über Nacht bei 37°C inkubiert und am 

nächsten Tag mit dem SF-TAP-SFRP-294 Plasmid nach folgendem Protokoll  

transient transfiziert: 

Pro 14 cm Platte wurden 8 µl Plasmid mit 1000 µl PEI-Lösung versetzt und 10 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen konnte das alte DMEM von der 

Platte abgenommen und durch 15 ml frisches Medium ersetzt werden. Die PEI-

Plasmidlösung wurde vorsichtig auf der Platte verteilt und sechs Stunden bei 37°C 

inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von weiteren 10 ml Medium und eine Inkubation 

von 48 Stunden bei 37°C. Nach Ende der 48 Stunden wurden die Zellen zweimal in 

DMEM ohne FBS gewaschen und für weitere 24 Stunden bei 37°C in FBS-freiem 

DMEM inkubiert. 

 
3.8.2 SF-Tandem Affinitäts Aufreinigung von SFRP-2 

 
Für die Aufreinigung wurden drei 14 cm Platten mit transient transfizierten HEK-293T 

Zellen verwendet. Als Negativkontrolle diente eine 14 cm Platte untransfizierter HEK-

293T Zellen, die analog aufgearbeitet und analysiert wurde. Das SFRP-2 wurde nach 

folgendem Protokoll aufgereinigt. 

                                                 
89 Plasmid kloniert und zur Verfügung gestellt von Dr. S.Hauck, Helmholtz-Zentrum München 
90 VWR International GmBH, Darmstadt 
91 Fa. Biochrom, Berlin 
92 Fa. Biochrom, Berlin 
93 Fa. Biochrom, Berlin 
94 Plasmid kloniert und zur Verfügung gestellt von Dr. S.Hauck, Helmholtz-Zentrum München 
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Der Zellkulturüberstand (Medium) wurde gründlich von den Platten abgesaugt und 

steril filtriert, um ihn von Zellen und Zellbruchstücken zu befreien, und auf 4°C 

gekühlt. Danach wurde direkt mit der Aufreinigung der Proteinkomplexe aus dem 

Überstand begonnen. 

Die Zelllen wurden durch Zugabe von 1 ml Lysepuffer pro 14 cm Platte mit Hilfe 

eines sterilen Plastikschabers95 von der Platte abgekratzt und die Zellen der 

verschiedenen Platten in einem 15 ml Zentrifugationsröhrchen zusammengeführt. Es 

folgte eine 40-minütige Inkubation unter Schütteln (30 rpm) bei 4°C. Das Zelllysat 

wurde abzentrifugiert (13000 rcf, 10 min, 4°C), der Überstand vorsichtig 

abgenommen und steril filtriert (0,22 µm Spritzenfilter96). Das erhaltene Pellet wurde 

verworfen. 

 

3.8.2.1 Aufreinigung über Strep-Tactin Superflow Beads 

 

Strep-Tactin-Superflow-Beads97 wurden drei Mal mit TBS (600 µl pro 100 µl 

komprimierte Beads) gewaschen. Dem steril filtrierten Zelllysat und dem 

Zellkulturüberstand wurden je 100 µl komprimierte Strep-Taktin-Beads zugegeben, 

danach erfolgte ein Inkubationsschritt von zwei Stunden auf einem 

Überkopfschüttler98 bei 4°C. Im Anschluss wurde sowohl das Zelllysat als auch der 

Zellkulturüberstand abzentrifugiert (5000 rcf, 4°C, 1 min Zelllysat, 5 min 

Zellkulturüberstand). Der Überstand der jeweiligen Fraktion wurde bis ca. zwei 

Zentimeter über den abzentrifugierten Beads verworfen, die Beads mit dem 

restlichen Überstand aufgeschwemmt und auf je eine Säule pipettiert (Illustra 

Microspin-Column99). Nach Öffnen der Säule und Abfluss der Flüssigkeit erfolgte ein 

dreimaliger Waschschritt der in der Säule zurückgehaltenen Beads mit je 500 µl 

Waschpuffer. Nachdem der Waschpuffer durch vorsichtiges Abzentrifugieren 

vollständig entfernt worden war, wurden die Säulen wieder verschlossen und die 

Beads mit 400 µl eines Strep-tag-Elutionspuffer100 für zehn Minuten bei 4°C inkubiert. 

Während dieser Zeit wurden die Beads immer wieder vorsichtig aufgeschwemmt. Die 

Säulen wurden anschließend wieder geöffnet und das Eluat durch Zentrifugation 

                                                 
95

 Fa. Sarstedt, Nürnbrecht 
96 Fa. Millipore, Schwalbach 
97 Fa. IBA GmbH, Göttingen 
98 Fa. NeoLab, München 
99 Fa. GE Healthcare, Freiburg 
100 Fa. IBA GmbH, Göttingen 
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(1000 rcf, 1 min) in je ein 2 ml Reaktionsgefäß101 überführt. Das Eluat des 

Zellkulturüberstandes wurde nun auf Eis bis zur Beendigung des Protokolls gelagert. 

 

3.8.2.2 Zweite Aufreinigung des Zelllysat-Eluates über Anti-Flag-M2-Agarose-

Beads 

 

Anti-Flag-M2-Agarose-Beads102 wurden dreimal mit TBS (600 µl pro 50 µl 

komprimierte Beads) gewaschen. Die Beads (50 µl) wurden mit 300 ml TBS 

vorsichtig aufgeschwemmt und auf eine neue Säule pipettiert (Illustra Microspin-

Column103). Durch vorsichtiges Zentrifugieren (5 s, bei 100 rcf) wurde nach Öffnen 

der Säule das TBS entfernt. Die Säule wurde wieder verschlossen und das Zelllysat-

Eluat auf die Beads pipettiert. Es folgte die Inkubation bei 4°C auf einem 

Überkopfschüttler104. 

Nach der Inkubation wurde die Flüssigkeit durch vorsichtiges Abzentrifugieren (5 s, 

bei 100 rcf) entfernt und die Beads dreimal mit 500 µl Waschpuffer und anschließend 

einmal mit 500 µl TBS gewaschen. Das TBS wurde erneut durch vorsichtiges 

Abzentrifugieren entfernt. Die Säule wurde wieder verschlossen, 200 µl FLAG-

Elutionspuffer hinzugegeben und mit den Beads unter gelegentlichem, vorsichtigem 

Aufschwemmen für zehn Minuten inkubiert. Anschließend wurde das Eluat durch 

Zentrifugation (1000 rcf, 1 min) aus der geöffneten Säule in je ein 2 ml 

Reaktionsgefäß105 überführt. 

 

3.8.2.3 Chloroform-Methanol Fällung 

 

Im Anschluss an die SF-TAP-Aufreinigung erfolgte eine Chloroform-Methanol-Fällung 

der Proteine der jeweiligen Eluate: 

Je 200 µl Eluat wurden mit 800 µl Methanol (100%) versetzt und gemischt. Die Mixtur 

wurde abzentrifugiert (9000 rcf, 30 s, Raumtemperatur), danach wurden 200 µl 

Chloroform zugegeben und erneut vorsichtig gemischt. Nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt (9000 rcf, 30 s, Raumtemperatur) erfolgte die Zugabe von 600 

                                                 
101 Fa. Sarstedt, Nürnbrecht 
102 Fa. Sigma, Deisenhofen 
103 Fa. GE Healthcare 
104 Fa. NeoLab, München 
105 Fa. Sarstedt, Nürnbrecht 
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µl LiChrosolv Wasser für die Chromatographie 106 und eine anschließende gründliche 

Vermischung, so lange bis eine milchige Lösung vorlag. Diese Lösung wurde 

wiederum abzentrifugiert (2 min, 9000 rcf, Raumtemperatur). Es bildeten sich zwei 

Phasen, wobei die Proteine in der Interphase angereichert waren. Der Überstand 

wurde bis auf 2 mm vor der Interphase abgenommen und verworfen. Es folgte eine 

weitere Zugabe von 600 µl Methanol. Nach gründlicher Mischung wurde die Lösung 

abzentrifugiert (2 min, 9000 rcf, Raumtemperatur). Es bildete sich ein weißes, 

flockiges Präzipitat. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen, das Präzipitat 

unter einem Abzug getrocknet und bis zur massenspektrometrischen Analyse (siehe 

Kapitel 3.10) bei -20°C gelagert. 

 

3.9 Gelatin-Zymographie und Reverse Zymographie 

 

Die Gelatin-Zymographie ist eine elektrophoretische Technik, welche die Möglichkeit 

bietet, Matrix-Metalloproteinasen aufgrund ihrer gelatinolytischen Wirkung zu 

detektieren (Troeberg and Nagase, 2004; Leber and Balkwill, 1997; Heussen and 

Dowdle, 1980). Die Matrix-Metalloproteinasen stellen sich in der Zymographie als 

helle Banden vor dunklem Hintergrund dar. Es kann zwischen der latenten (Pro-) 

Form des Proteins (welche im Zuge der Zymographie ebenfalls aktiviert wird) und der 

jeweils ca. 10 kDa kleineren, aktivierten Form unterschieden werden (Oliver et al., 

1997; Woessner, 1995; Springman et al., 1990). 

 

3.9.1 Gelatin-Zymographie 

 

Für die Gelatin-Zymographie wurden je 10 µg Glaskörper pro Probe mit 

Zymographie-Probenpuffer (diese und alle weiteren Lösungen siehe Kapitel 3.3.6) zu 

gleichen Teilen versetzt und für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE unter 

Verwendung eines 8% Trenngels (Kapitel 3.4), in das Gelatine107 bis zu einer 

Endkonzentration von 1 mg/ml eingebracht worden war. Im Gegensatz zu der in 

Kapitel 3.4 beschriebenen Methode erfolgt bei der Zymographie die Separation der 

Proteine unter denaturierenden (SDS), aber nicht unter reduzierenden Bedingungen. 

                                                 
106  Fa Merck, Darmstadt 
107 Fa. Sigma, Deisenhofen 
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Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Zymographie-Gel für 45 Minuten 

unter leichtem Schütteln mit 100 ml Renaturierungspuffer gewaschen, wobei nach 

der Hälfte der Zeit ein Austausch des Puffers erfolgte. Anschließend wurde der 

Renaturierungspuffer abgegossen, durch 100 ml Entwicklungspuffer ersetzt und das 

Gel für weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Entwicklungspuffer 

wurde erneut ausgetauscht und das Gel bei 37°C für zwölf Stunden inkubiert. Es 

folgte die Färbung des Zymographie-Gels mit Coomassie (Kang et al., 2002). 

Gelatinolytische Aktivität erschien nun als helle Bande vor dunklem Hintergrund an 

Stellen, an denen die Matrix-Metalloproteinasen die Gelatine verdaut hatten. Als 

Positivkontrolle diente rekombinantes, humanes (Pro-) MMP-9108 (0,5 ng) und (Pro-) 

MMP-2109 (4 ng) Protein, das analog zu den Glaskörperproben elektrophoretisch 

aufgetrennt wurde. Zur Abschätzung der molekularen Masse der beobachteten 

Banden diente ein Molekulargewichtsmarker110. Um Serinproteasen als potenzielle 

Verursacher der gelatinolytischen Aktivität auszuschließen, wurde ein Zymographie-

Gel in Gegenwart des Serinproteaseinhibitors PMSF (2 mM) entwickelt. PMSF 

hemmt Serinproteasen, die Matrix-Metalloproteinaseaktivität bleibt davon aber 

unbeeinträchtigt. Ein identisches Zymographie-Gel wurde unter Zugabe des 

spezifischen Matrix-Metalloproteinaseinhibitors EDTA (20 mM) entwickelt. Als 

Referenz diente ein Zymographie-Gel mit den gleichen Glaskörperproben, welches 

ohne Zugabe von Inhibitoren nach dem Standardprotokoll entwickelt wurde. 

 

3.9.2 Reverse Zymographie 

 

Die Reverse Zymographie dient der Detektion von Inhibitoren der Matrix-

Metalloproteinasen (TIMPs) (Hawkes et al., 2001; Oliver et al., 1997). Für die 

Reverse Zymographie wurde je 10 µg der jeweiligen Glaskörperprobe unter den in 

Kapitel 3.9.1 beschriebenen Bedingungen in einem gelatinhaltigen 12% Trenngel 

aufgetrennt und in der dort beschriebenen Weise entwickelt und gefärbt. Im 

Unterschied zur Gelatin-Zymographie erfolgte jedoch zusätzlich die Zugabe von 0,8 

µg rekombinantem111, humanem (Pro-) MMP-2 Protein zum Trenngel. Dies bedingte 

den Verdau der Gelatine im gesamten Gel, mit Ausnahme der Areale, an denen eine 

Hemmung der MMP-2 durch Inhibitoren der aufgetrennten Probe zum Tragen kam. 
                                                 
108 Fa. ProteaImmun GmbH, Berlin 
109 Fa. ProteaImmun GmbH, Berlin 
110 Fa. Fermentas, St. Leon-Rot 
111

 Fa. ProteaImmun GmbH, Berlin 
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Die Zonen der Matrix-Metalloproteinase Hemmung konnten als blaue (da durch 

Coomassie anfärbbare) Banden vor hellem Hintergrund detektiert werden. Um in 

Coomassie anfärbbare Proteine als Ursprung der beobachteten Banden 

auszuschließen, wurden Glaskörperproben unter denselben Bedingungen wie für die 

Reverse Zymographie aufgetrennt. Im Unterschied kam ein normales SDS-Gel ohne 

Zugabe von Gelatine oder MMP-2 zum Einsatz. Dieses Gel wurde ebenfalls mit 

Coomassie gefärbt, und danach die für die MMP-2 Hemmung in der Reversen 

Zymographie relevanten Areale mit dem Färbemuster der Reversen Zymographie 

verglichen. 

 

3.10 Massenspektrometrische Identifikation von Proteinen 

 

Je 10 µg Glaskörperprotein aus Proben von acht gesunden und acht uveitischen 

Pferdeaugen wurden mittels LC-MS/MS massenspektrometrisch analysiert. Für jede 

Probe wurde eine Messung durchgeführt.  

 

3.10.1 In-Lösung-Verdau der Proben 

 

Die Proben wurden mit einer 50 mM Ammoniumbicarbonat-Lösung auf ein Gesamt- 

Volumen von 60 µl gebracht. Es folgte die Zugabe von 3 µl Rapigest112 und nach 

gründlicher Mischung die Zugabe von 3 µl DTT113 (100 mM). Nach erneuter 

gründlicher Durchmischung erfolgte eine zehnminütige Inkubation bei 60°C unter 

Schütteln. Im Anschluss wurden je 3 µl Iodacetamid114(300 mM) hinzugegeben, und 

die Probe für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Als Nächstes 

erfolgte die Zugabe von je 4 µl Trypsin115 (0,5 µg/µl in 50 mM Ammoniumbicarbonat) 

und die Inkubation bei 37°C über Nacht. Am nächsten Tag wurde das Rapigest mit je 

4 µl konzentrierter HCl (32%) ausgefällt und mittels 30-minütiger Zentrifugation 

(16000 rcf) bei Raumtemperatur entfernt. Von dem so gewonnenen Überstand (ca. 

70 ml) wurden je 20 µl pro Probe direkt für die LC-MS/MS verwendet. 

 

 

                                                 
112 Fa. Waters GmBH, Eschborn 
113 Fa. Merck, Darmstadt 
114 Fa. Sigma, Deisenhofen 
115 Fa. Promega, Mannheim 
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3.10.2 LC-MS/MS 

 

Die Liquid-Chromatographie Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-Analyse wurde mit 

einem Ultimate3000 nano HPLC System durchgeführt, welches online an ein LTQ 

OrbitrapXL116 Massenspektrometer mittels einer Nano Spray Ionenquelle gekoppelt 

ist. 

Das HPLC System ist mit einer Nano Trap Säule117 (100 µm i.d. x 2 cm, gepackt mit 

Acclaim PepMap100C18, 5 µm, 100Å Material) und einer analytischen Säule118 (75 

µm i.d. x 15 cm, Acclaim PepMap 100 C18, 3 µm, 100Å Material) ausgestattet.  

 
Die Proben aus dem in-Lösung-Verdau (je 20 µl) wurden automatisch injiziert und mit 

einer Fließgeschwindigkeit von 30 µl/Minute in 5% Puffer B (98% Acetonnitril, 0,1% 

FA in HPLC reinem Wasser) und 95% Puffer A (2% Acetonnitril und 0,1% FA in 

HPLC reinem Wasser) auf die Nano Trap Säule geladen.  

Nach fünf Minuten wurden die Peptide eluiert und auf der analytischen Säule 

aufgetrennt. Diese Auftrennung fand durch einen Gradienten von 5-50% Puffer B bei 

einer Flussrate von 300 nl/Minute über eine Zeit von 140 Minuten statt. Auf der Säule 

verbleibende Peptide wurden durch einen kurzen Gradienten von 50-100% Puffer B 

innerhalb 5 Minuten eluiert. Die eluierten Peptide wurden direkt mittels Nano Spray 

Ionisierung ionisiert und in einem LTQ OrbitrapXL Massenspektrometer analysiert. 

Dazu wurden die zehn intensivsten Peptidionen aus dem Orbitrap MS Vorscan für 

die Fragmentanalyse in der linearen Ionenfalle ausgewählt. Als Auswahlkriterien 

wurden eine Intensität von mindestens 100 sowie eine minimal doppelte Ladung des 

Peptides festgesetzt. Die normalisierte Kollisionsenergie für CID (Collision induced 

dissociation) wurde auf einen Wert von 35 festgesetzt und die sich daraus 

ergebenden Fragmente mit einer normalen Auflösung in der linearen Ionenfalle 

detektiert. Während der Fragmentanalyse wurde in der Orbitrap ein hochauflösendes 

MS-Spektrum (60000 FWHM) mit einer Massenbandbreite von 200 bis 2000 Da 

aufgenommen. Um jedes Spektrum kalibrieren zu können wurde die lock mass 

Option aktiviert und ein Hintergrund-Ion aus der Umgebungsluft mit einer Masse von 

445,120020 Da als interne Kalibrierung genutzt. Dieses Ion wird in der C-Trap 

gelagert und dann zusammen mit den Proben-Ionen in die Orbitrap injiziert. Jedes 

                                                 
116

 Thermo Scientific, Dreieich 
117 Dionex GmbH, Idstein 
118 Dionex GmbH, Idstein 
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Spektrum wurde automatisch auf dieses Ion kalibriert um eine höchstmögliche 

Massengenauigkeit zu erreichen. Jedes Ion, das für die Fragmentierung selektiert 

wurde, wurde 30 Sekunden durch dynamischen Ausschluss von einer erneuten 

Fragmentierung ausgeschlossen. 

Die anschließende quantitative Auswertung (label free) und ANOVA (Analysis of 

varience) der LC-MS/MS Rohdaten mittels Progenesis-Software119 erfolgte durch Dr. 

S. Hauck (Helmholtz Zentrum München). 

 

3.10.3 Datenbanksuche und Proteinidentifikation  

 

Für die Datenbanksuche wurden die aufgenommenen MS/MS-Spektren aus der 

Progenesis-Software120 als Mascot Generic file (mgf) exportiert und für die Peptid –

Identifikation mit Mascot121 (Version 2009) in der Ensembl-Pferde-Datenbank122 

(Equus caballus, Version 56, 2009, 20436 proteinkodierende Sequenzen) verwendet. 

Dazu wurde eine Peptidtoleranz von 10 ppm und die Fragmentionentoleranz von 1 

Da festgelegt. Für die Analyse der Fragmentspektren wurde Cystein 

Carbamidomethylierung als feste, Methionin Oxidierung sowie Tyrosin-, Serin-, und 

Threonin-Phosphorylierung als variable Modifikationen angegeben, maximal eine 

nicht geschnittene Spaltstelle wurde erlaubt. Die in Mascot integrierte Decoy-

Datenbanksuche berechnete bei der Suche in dem angehängten mgf-Datensatz (bei 

einer minimalen Ionen-Punktzahl von 30, und einem Signifikanzgrenzwert von 

p<0,01) eine falschpositive Rate von weniger als 15%. Nur Peptide mit einer Ionen-

Punktzahl von mehr als 30 und Proteine mit mindestens einem Peptid, dessen 

Fragmentspektrum das Protein als bestmögliche Übereinstimmung ergab, wurden in 

Betracht gezogen und in die Progenesis-Software reimportiert. 

Um eine größtmögliche Identifikationssicherheit zu gewährleisten, wurde bei 

Proteinen, die nur über ein Peptid identifiziert werden konnten, als letzter Schritt der 

minimale Wert der Ionen-Punktzahl von 30 auf 50 erhöht. Eine schematische 

Darstellung der Arbeitsschritte der quantitativen LC-MS/MS Datenauswertung ist in 

folgender Grafik dargestellt (Abb. 3.3): 

 

                                                 
119 Fa. Nonlinear Dynamics 
120 Fa. Nonlinear Dynamics 
121 http://www.matrixscience.com/ 
122 http://www.ensembl.org/index.html 
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Abb. 3.3: Schema LC-MS/MS Datenauswertung (quantitativ). 

 

 
3.10.4 Ortholog-/ Paralog-Suche 

 

Einige identifizierte Einträge der Ensembl-Datenbank konnten nicht direkt einem 

validierten Pferdeprotein zugeordnet werden, sondern ergaben nur vorhergesagte 

Proteine aufgrund der Sequenzübereinstimmung zwischen dem Pferdegenom und 

anderen Genomen (siehe Ensembl Datenbank123). Für diese wurde unter dem 

Menüpunkt Comparative Genomics in der frei verfügbaren Ensembl Datenbank124 

(Version 56, 2009) nach einem entsprechenden Ortholog oder Paralog gesucht und 

der Eintrag dem Protein mit dem besten Suchergebnis zugeordnet. 

 

3.10.5 Datenanalyse mit Scaffold 

 

Die Aufreinigungsfraktionen der SF-Tandem-Affinitäts-Aufreinigung von SFRP-2 

wurden analog zu den Kapiteln 3.10.1 und 3.10.2 analysiert und mit der Scaffold-

Software125 ausgewertet. Die Mascot-Ergebnisdateien (Peptidpunktzahl >30, p<0,05) 

wurden mit der Scaffold-Software analysiert. Diese Software nutzt den 

PeptideProphet68-70 Algorithmus, um aus den Mascot Ergebnissen eine einfache 

Wahrscheinlichkeit für die Peptididentifikationen zu berechnen. Die Suchergebnisse 

wurden in die Scaffold Software importiert und analysiert, wobei die gleichen 

Datenbanken und Modifikationen benutzt wurden wie für die Datenbanksuche. Nach 

                                                 
123

 http://www.ensembl.org/index.html 
124

 http://www.ensembl.org/index.html 
125

 http://www.proteomesoftware.com/ 
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der Datenanalyse wurden folgende Minimalanforderungen für die 

Proteinidentifikationen festgelegt: Die Wahrscheinlichkeit für die korrekte 

Peptididentifizierung lag mindestens bei 80%, es mussten mindesten zwei Peptide 

pro Protein identifiziert werden und die Wahrscheinlichkeit für eine korrekte 

Proteinidentifizierung sollte mindestens 99% betragen. Das Schema der 

Arbeitsschritte der nicht quantitativen Datenauswertung mit der Scaffold-Software ist 

in folgender Grafik dargestellt (Abb. 3.4): 

 

 
Abb. 3.4: Schema LC-MS/MS Datenauswertung (nicht quantitativ). 

 

 

3.11 Immunhistochemische Untersuchungen 

 

3.11.1 Vorbereiten der Paraffinschnitte 

 

Von den in Paraffin eingebetteten Präparaten wurden mit Hilfe eines 

Rotationsmikrotoms (HM360)126 Schnitte mit einer Dicke von 8 µm angefertigt. Diese 

wurden im Wasserbad auf beschichtete Objektträger127 gezogen und anschließend 

auf einer Wärmeplatte (40°C) getrocknet. Um ein Abschwimmen der Präparate 

während der histologischen Färbeprozesse zu verhindern, wurden die Objektträger 

für mindestens 24 Stunden im Trockenschrank bei 39°C gelagert.  

Nach ausreichender Trocknungszeit wurden die Schnitte in folgender absteigender 

Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert: 

 

                                                 
126 Fa. Microm, Walldorf 
127 Super Frost Plus, Fa. Neo Lab, Heidelberg 
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Xylol    2 x 5 Minuten 

Isopropanol   1 x 5 Minuten 

Ethanol 96%  2 x 10 Minuten 

Ethanol 70%  5 Minuten 

Aqua dest.   5 Minuten 

 

3.11.2 Verwendete Antikörper 

Für die immunhistochemischen Untersuchungen wurden folgende primäre Antikörper 

verwendet (verdünnt in TBS-T + 1% BSA): 

 

Antikörper Entwickelt in Klonalität 

 

Verdünnung 

in TBS-T+ 1% BSA 

Firma 

Anti-human-MMP-2 Maus monoklonal 1:50 
Millipore, 

Schwalbach 

Anti-human-MMP-9 Kaninchen polyklonal 1:100 
Biomol, 

Hamburg 

Anti-human-MMP-14 Kaninchen polyklonal 1:100 
SantaCruz, 

Heidelberg 

Anti-human-TIMP-2 Maus monoklonal 1:25 Biozol, Erding 

Anti-human-SFRP-2 Huhn polyklonal 50 µg/ml 
Eigen-

produktion 

Anti-Pferd-Alpha-2-

Makroglobulin 
Ziege polyklonal 1:1000 

Dunn 

Labortechnik 

GmbH, Asbach 

Anti-human-Wnt3a Kaninchen monoklonal 1:50 
Biomol, 

Hamburg 

Anti-human-GFAP Kaninchen polyklonal 1:1000 
Sigma, 

Deisenhofen 

Anti-Maus-Osteopontin Ziege polyklonal 1:50 
R&D Systems, 

Wiesbaden 

Anti-human-Lipocalin 2  Kaninchen polyklonal 1:500 
Abcam, 

Cambride (UK) 

 

Tab. 3.1: Für die Immunhistochemie verwendete primäre Antikörper. 
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Für die Detektion der entsprechenden primären Antikörper wurden folgende 

farbstoffgekoppelte, sekundäre Antikörper verwendet (verdünnt in TBS-T + 1% BSA): 

Antikörper Entwickelt in 
Gekoppelter 

Farbstoff 

 

Verdünnung 

in TBS-T+ 1% 

BSA 

Firma 

Anti-Maus-IgG Ziege Alexa488 1:500 
Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Maus-IgG Ziege Alexa568 1:500 
Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Kaninchen-

IgG 
Ziege Alexa488 1:500 

Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Kaninchen-

IgG 
Ziege Alexa568 1:500 

Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Huhn-IgY Ziege Alexa488 1:500 
Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Huhn-IgY Ziege Alexa568 1:500 
Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Ziege-IgG Esel Alexa488 1:500 
Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

Anti-Ziege-IgG Esel Alexa546 1:500 
Fa. Invitrogen, 

Karlsruhe 

 

Tab 3.2: Fluoreszenzfarbstoffgekoppelte sekundäre Antikörper. 

In der immunhistochemischen Dreifachfärbung kamen noch folgende an Biotin 

gekoppelte sekundäre Antikörper zum Einsatz (verdünnt in TBS-T + 1% BSA): 

Antikörper Entwickelt in Gekoppelt an 

 

Verdünnung 

in TBS-T+ 1% 

BSA 

Firma 

Anti-Maus-IgG Ziege Biotin 1:1000 
Linaris GmbH, 

Wertheim 

Anti-Kaninchen- 

IgG 
Ziege Biotin 1:1000 

Linaris GmbH, 

Wertheim 

Anti-Ziege-IgG Kaninchen Biotin 1:1000 
Linaris GmbH, 

Wertheim 

 

Tab3.3: An Biotin gekoppelte sekundäre Antikörper für die immunhistochemische Dreifachfärbung. 
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Die Biotin gekoppelten sekundären Antikörper wurden mit an Streptavidin 

gekoppeltem Cy5128 (verdünnt 1:500 in TBS-T + 1% BSA) detektiert. 

 

Die Kernfärbung erfolgte mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)129 (1:1000 verdünnt 

in TBS-T + 1% BSA). 

 

 

3.11.3 Einfachfärbung  

 

Die Epitope wurden in folgenden Puffern für die immunhistochemische Färbung 

demaskiert: 

 

0,1 M EDTA-Puffer (pH 8,0)  15 Minuten kochen 

TBS-T     3 x 10 Minuten umpuffern  

 

Es folgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 1% BSA in TBS-T + 

0,5% FCS130 für 40 min bei Raumtemperatur. 

Daraufhin konnte der gewünschte primäre Antikörper (siehe Tab 3.1) in der 

entsprechenden Verdünnung aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert werden. 

Der Schnitt wurde für 3 x 5 Minuten in TBS-T gewaschen und anschließend mit dem 

entsprechenden sekundären Antikörper (siehe Tab 3.2) für 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Kernfärbung erfolgte gleichzeitig mit dem sekundären 

Antikörper mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)131. Nach Ende der Inkubationszeit 

wurde erneut für 3 x 5 Minuten in TBS-T gewaschen. Abschließend wurden die 

Schnitte mit Dako Fluorescent Mounting Medium132 eingedeckelt. Die Färbung wurde 

mit dem Mikroskop Axio Imager M1133 und der Software AxioVision 4.10134 beurteilt 

und dokumentiert. 

 
 

                                                 
128 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
129 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
130 Fa. Biochrom, Berlin  
131 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
132 Fa. DAKO, Hamburg 
133 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
134 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
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3.11.4 Mehrfachfärbung 

 
Für Koexpressionsstudien, bei denen mehrere verschiedene Antikörper auf einem 

histologischen Schnitt Verwendung fanden, kamen folgende Protokolle zur 

Anwendung. 

 
3.11.4.1 Doppelfärbung 

 
Für den ersten primären Antikörper (siehe Tab 3.1) sowie den an den 

entsprechenden Farbstoff gekoppelten sekundären Antikörper (siehe Tab. 3.2) wurde 

analog zu Kapitel 3.11.3 verfahren. 

Nach Ende der Inkubationszeit des ersten sekundären Antikörpers wurde 3 x 5 

Minuten mit TBS-T gewaschen. War der nun verwendete primäre Antikörper von 

derselben Spezies gewonnen worden wie der zuerst verwendete, wurde ein 

Blockierungsschritt mit einem serumfreien Proteinblocker135 für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur eingeschoben. Anschließend konnte der nächste primäre 

Antikörper (siehe Tab. 3.1) aufgetragen werden. Nach einer Inkubationszeit von vier 

Stunden bei Raumtemperatur folgte ein weiterer 3 x 5 minütiger Waschschritt in 

TBS-T. Nun konnte ein entsprechender sekundärer Antikörper (gekoppelt an einen 

auf dem Schnitt noch nicht verwenden Fluoreszenzfarbstoff) aufgetragen und für 30 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Die Kernfärbung erfolgte gleichzeitig 

mit dem letzten sekundären Antikörper mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)136.  

Nach einem erneuten Waschschritt für 3 x 5 Minuten in TBS-T wurde der Schnitt mit 

Dako Fluorescent Mounting Medium137 eingedeckelt und die Färbung unter 

Verwendung des Mikroskop Axio Imager M1138 und der Software AxioVision 4.10139 

beurteilt und dokumentiert. 

 

3.11.4.2 Dreifachfärbung 

 
Sollten drei verschiedene primäre Antikörper auf demselben Präparat verwendet 

werden, so erfolgte die Färbung mit den ersten beiden primären sowie den 

zugehörigen sekundären Antikörpern analog zu Kapitel 3.11.3 und 3.11.4.1.  

                                                 
135 Fa. DAKO, Hamburg 
136 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
137 Fa. DAKO, Hamburg 
138 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
139 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
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Nach Ende der Inkubationszeit des zweiten verwendeten sekundären Antikörpers 

wurde 3 x 5 Minuten mit TBS-T gewaschen. War der nun zu verwendende primäre 

Antikörper von derselben Spezies gewonnen worden wie einer der zuerst 

verwendeten, wurde ein Blockierungsschritt mit einem serumfreien Proteinblocker140 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur eingeschoben, anschließend nun der dritte 

primäre Antikörper (siehe Tab. 3.1) aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Es 

folgte ein Waschschritt von 3 x 5 Minuten in TBS-T. Ein entsprechender an Biotin 

gekoppelter sekundärer Antikörper (siehe Tab. 3.3) wurde aufgetragen und für eine 

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in TBS-T 

für 3 x 5 Minuten folgte die Detektion des biotinilierten sekundären Antikörpers durch 

30 minütige Inkubation mit an Streptavidin gekoppeltem Cy5141(siehe Kapitel 3.11.2). 

Die Kernfärbung erfolgte gleichzeitig mit der Inkubation des an Streptavidin 

gekoppelten Cy5. Hierfür fand  4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)142 Verwendung. 

Nach einem abschließenden Waschschritt in TBS-T konnten die Schnitte mit Dako 

Fluorescent Mounting Medium143 eingedeckelt und die Färbung  mit dem Mikroskop 

Axio Imager M1144 und der AxioVision 4.10145 Software beurteilt und dokumentiert 

werden. 

 

 

3.12 Protein-Protein Interaktionsnetzwerk-Analyse  

 
 
Die Gensymbolnamen (wie in der frei zugänglichen Ensembl-Datenbank (Version 56, 

2009) http://www.ensembl.org oder dem dazugehörigen frei zugänglichen Eintrag der 

UniProt-Datenbank angegeben, http://www.uniprot.org/) der im Pferdeglaskörper 

differenziell exprimierten Proteine zuzüglich der in dieser Arbeit in der Retina 

untersuchten Proteine Wnt3a und MMP-14 wurden in eine datenbankbasierte 

Suchmaschine für Protein-Protein Interaktionen eingespeist. War kein Gensymbol für 

das Pferdeprotein angegeben, wurde auf das dem Pferdeprotein entsprechende 

humane Ortholog zurückgegriffen und dessen Gensymbol verwendet. Das 

                                                 
140 Fa. DAKO, Hamburg 
141 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
142 Fa. Invitrogen, Karlsruhe 
143 Fa. DAKO, Hamburg 
144 Carl Zeiss AG, Oberkochen 
145 Carl Zeiss AG, Oberkochen 



 Material und Methoden 

- 76 - 

Softwareprogramm generierte daraus Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke mit 

verifizierten und vorhergesagten Protein-Protein-Interaktionen. 

Es wurde die STRING146-Suchmaschine (Version 8.2, frei zugänglich, mit 2590259 

Proteinen aus 630 Organismen) verwendet. STRING ist eine Datenbank für bekannte 

und vorhergesagte, sowohl direkte (physische) als auch indirekte (funktionale) 

Protein-Protein Interaktionen (siehe http://string.embl.de/, frei zugänglich). Das 

Programm bezieht Informationen aus verschiedenen Quellen mit ein und wertet diese 

nach ihrer Relevanz. Diese Datenbank beinhaltet einen Großteil der zurzeit 

verfügbaren Informationen über Protein-Protein-Assoziationen mit über 50 Millionen 

gespeicherten Interaktionen (Jensen et al., 2009). Das Programm berechnet 

aufgrund der ihm zur Verfügung stehenden Daten (siehe http://string.embl.de/) 

mittels bestimmter Algorithmen (von Mering et al., 2007; von Mering et al., 2003) 

einen numerischen Aussagewahrscheinlichkeitswert zur Vorhersage einer 

funktionellen Assoziation zwischen Proteinen, was eine Gewichtung der Assoziation 

erlaubt. Je höher dieser Wert ist, desto aussagekräftiger sind die Daten auf denen 

die angezeigte Protein-Protein-Assoziation basiert, und umso wahrscheinlicher ist die 

Richtigkeit der angezeigten Interaktion (Jensen et al., 2009; von Mering et al., 2007; 

von Mering et al., 2003). Für die Darstellung des Netzwerks wurde die Option 

confidence-view gewählt, die Option Textminig wurde nicht als Datengrundlage 

zugelassen und der Aussagewahrscheinlichkeitswert für die Richtigkeit der 

vorhergesagten Interaktion wurde mit einem Wert von 0,6 zwischen mittlerer (0,4) 

und hoher (0,7) Sicherheit angesetzt. Im confidence view werden stärkere, d.h. durch 

mehr oder bessere Daten gestützte Protein-Assoziationen mittels dickerer Linien 

dargestellt (siehe http://string.embl.de/).  

 

                                                 
146 http://string.embl.de/ 
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4 ERGEBNISSE 
 

 

4.1 Qualitative und quantitative massenspektrometrische Protein-

Analyse von Glaskörperproben gesunder und an ERU 

erkrankter Pferdeaugen 

 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die massenspektrometrische Proteinanalyse von 

acht Glaskörperproben von an ERU erkrankter Pferdeaugen sowie von acht 

Glaskörperproben augengesunder Kontrollpferde mittels LTQ-OrbitrapXL. 

Die Analyse der Proben erfolgte sowohl qualitativ als auch quantitativ. Es konnten 

nach Anwendung stringenter Identifikationskriterien 119 Proteine identifiziert werden. 

 

Proteinname a 
Accession 

Nummer b 

Identifizierte 

Peptide c 

 

Aussagewahr- 

scheinlichkeit d 

 

Alpha-1-Antichymotrypsin 

(SERPINA3) 
ENSECAP00000011686 5 338 

Alpha-1-Antiproteinase 2 ENSECAP00000009723 5 513 

Alpha-1B-Glycoprotein ENSECAP00000013223 13 1217 

Alpha-2-HS-Glycoprotein ENSECAP00000012774 7 700 

Alpha-Crystallin A Chain ENSECAP00000016847 5 379 

Alpha-Enolase e ENSECAP00000004949 1 129 

Apolipoprotein A-IV ENSECAP00000003670 1 59 

Beta-Crystallin A3 ENSECAP00000001721 5 321 

Beta-Crystallin A4 ENSECAP00000018607 2 104 

Beta-Crystallin B2 ENSECAP00000013554 10 839 

Beta-Crystallin B3 ENSECAP00000018355 3 225 

Carboxylesterase D1 e ENSECAP00000011386 3 310 

Ceruloplasmin ENSECAP00000010483 11 886 

Fetuin-B (Gugu)  ENSECAP00000003687 11 731 

Fibrinogen Beta Kette ENSECAP00000008406 1 80 

Hämoglobin Untereinheit beta ENSECAP00000008056 11 907 
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Haptoglobin e ENSECAP00000019071 11 940 

Histidine-rich Glycoprotein ENSECAP00000011089 9 691 

Immunglobulin Gamma-2C Kette 

C Region e 
ENSECAP00000004297 3 182 

Immunglobulin Kappa Kette C 

Region e 
ENSECAP00000001296 4 485 

Immunglobulin Lambda Kette C 

Region e 
ENSECAP00000003384 4 506 

Immunglobulin Gamma 1 hc 

konstante Region e 
ENSECAP00000007455 5 473 

Inter-alpha-Inhibitor H1 (ITIH1) ENSECAP00000022393 1 87 

Kininogen-1 ENSECAP00000012466 4 218 

Komplement C3 ENSECAP00000005652 18 1277 

Komplement C4 e ENSECAP00000007506 8 800 

Komplement Faktor B e ENSECAP00000010339 9 532 

Lactotransferrin ENSECAP00000019516 2 110 

Plasma protease C1 Inhibitor ENSECAP00000008891 5 264 

Plasminogen ENSECAP00000006627 8 557 

Protocadherin-21 ENSECAP00000007629 1 73 

Putative V-set and 

immunoglobulin domain-

containing Protein 6 e 

ENSECAP00000001751 1 222 

S-Antigen ENSECAP00000012776 5 328 

Serotransferrin-like e ENSECAP00000015051 5 331 

SERPINA1 e  ENSECAP00000012399 14 1270 

Serum Albumin ENSECAP00000009171 51 6579 

Serum Amyloid P-component 

(SAP) 
ENSECAP00000005925 1 68 

Versican core Protein ENSECAP00000017347 1 77 

Vitamin D-binding Protein ENSECAP00000008681 15 1437 

Vitronectin ENSECAP00000013752 1 78 

 

Tab. 4.1: Die aufgeführten Proteine konnten in allen untersuchten Glaskörperproben mittels LC-
MS/MS nachgewiesen werden, ohne quantitative Unterschiede sowohl in den Glaskörperproben der 
Kontrollgruppe als auch in den Glaskörperproben der an ERU erkrankten Pferdeaugen. 
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a) Name. b) Identifikationsnummer des identifizierten Proteins, wie in der Ensembl-Datenbank 
(Version 56, 2009) geführt (http://www.ensembl.org/index.html). c) Anzahl der Peptide, die für das 
entsprechende Protein identifiziert werden konnten. d) Kumulativer Aussagewahrscheinlichkeitswert 
(Ionen-Punktzahl), wie von Mascot (http://www.matrixscience.com/) gegeben (addiert für alle 
signifikant identifizierten Peptide des Proteins). Dieser Wert ist der negativ dekadische Logarithmus für 
die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei dem Treffer um ein Zufallsereignis handelt. In diesem Fall war 
ein Wert von mehr als 30 für ein einzelnes Peptid signifikant (p<0,01). Um eine größtmögliche 
Identifikationssicherheit zu gewährleisten, wurde bei Proteinen, die nur über ein Peptid identifiziert 
werden konnten, der als signifikant geltende Wert auf 50 erhöht. e) Die identifizierte Sequenz konnte 
einem Eintrag in der Ensembl-Datenbank zugewiesen werden, die mittels einer Ortholog- oder 
Paralogsuche einem bereits bekannten Protein zugeordnet wurde (siehe Kapitel 3.10.4). 
 

 

Insgesamt 40 Proteine konnten sowohl in der Gruppe der an ERU erkrankten als 

auch in der Kontrollgruppe ohne signifikante qualitative oder quantitative 

Unterschiede identifiziert werden (siehe Tab. 4.1). Diese Proteine bilden somit den im 

Krankheitsverlauf der ERU nicht veränderten Teil des physiologischen Protein-

Repertoires des Pferde-Glaskörpers und wurden in allen untersuchten Proben  

identifiziert.  

Die Expression von 17 Proteinen (Tab. 4.2) war in den Glaskörperproben der an 

ERU erkrankten Pferdeaugen signifikant erhöht. Darunter Proteine wie z.B. Alpha-1-

Antitrypsin und Alpha-2-Makroglobulin mit enzymhemmenden Eigenschaften sowie 

Proteine der Immunglobulinfamilie, außerdem Proteine der Gerinnungskaskade wie 

Antithrombin III, Gerinnungsfaktor II und Fibrinogen und das Gelatinase assoziierte 

Protein Lipocalin 2. Eine der in der LC-MS/MS identifizierten Sequenz konnte zwar 

einem Eintrag in der Ensembl-Datenbank zugewiesen werden, doch gelang für 

diesen keine Zuordnung zu einem schon bekannten Protein.  

 

Proteinname a 
Accession 

Nummer b 

Identifizierte 

Peptide c 

 

Aussage-

wahrschein- 

lichkeit d 

 

Anova 

(p)* e 

Kontrolle 

 / ERU f 

Alpha-1-Antitrypsin ENSECAP00000017379 2 182 0,003 0,5 

Alpha-2-Makroglobulin ENSECAP00000010822 20 1467 0,000 0,1 

Alpha-Albumin 

(Afamin) 
ENSECAP00000019964 5 264 0,004 0,4 

Antithrombin III 

Protein 
ENSECAP00000012335 12 1005 0,001 0,5 

Apolipoprotein A-I ENSECAP00000007649 13 899 0,006 0,3 
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Tab. 4.2: Massenspektrometrisch (LC-MS/MS) identifizierte Proteine mit erhöhter Expression in den 
uveitischen Glaskörperproben. a) Name. b) Identifikationsnummer des identifizierten Proteins, wie in 
der Ensembl-Datenbank (Version 56, 2009) geführt (http://www.ensembl.org/index.html). c) Anzahl der 
Peptide, die für das entsprechende Protein identifiziert werden konnten. d) Kumulativer 
Aussagewahrscheinlichkeitswert (Ionen-Punktzahl), wie von Mascot (http://www.matrixscience.com/) 
gegeben (addiert für alle signifikant identifizierten Peptide des Proteins). Dieser Wert ist der negativ 
dekadische Logarithmus für die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei dem Treffer um ein 
Zufallsereignis handelt. In diesem Fall war ein Wert von mehr als 30 für ein einzelnes Peptid 
signifikant (p<0,01). Um eine größtmögliche Identifikationssicherheit zu gewährleisten, wurde bei 
Proteinen, die nur über ein Peptid identifiziert werden konnten, der als signifikant geltende Wert auf 50 
erhöht. e) Signifikanz der differenziellen Expression der Proteine in den Proben der Kontrollgruppe im 
Vergleich zu  den an ERU erkrankten Tieren (signifikant ab p<0,05). f) Faktor, der sich aus der 
Expressionshöhe der kumulativen Peptidintensitäten der gesunden Glaskörper dividiert durch die 
kumulativen Peptidintensitäten der ERU Glaskörper ergibt (gemäß Quantifizierung in Progenesis). g) 
Die identifizierte Sequenz konnte einem Eintrag in der Ensembl-Datenbank zugewiesen werden, die 
mittels einer Ortholog- oder Paralogsuche einem bereits bekannten Protein zugeordnet wurde (siehe 
Kapitel 3.10.4). Einem Eintrag h) konnte kein Protein zugeordnet werden. 
 

 

 

 

      

Apolipoprotein A-II 

(Apo-AII) 
ENSECAP00000008027 2 132 0,007 0,1 

BWK3 g ENSECAP00000007504 2 248 0,000 0,0 

Fibrinogen gamma-

Polypeptid 
ENSECAP00000006553 3 240 0,036 0,2 

Gerinnungsfaktor II 

(F2) 
ENSECAP00000009701 6 350 0,026 0,5 

Heparin Kofaktor 2 

(SERPIND1) 
ENSECAP00000011734 2 143 0,000 0,1 

Immunglobulin 

Gamma 1 c-Region 
ENSECAP00000002609 10 1154 0,001 0,4 

Immunglobulin heavy 

variable 3-6 
ENSECAP00000000334 9 722 0,000 0,0 

Immunglobulin J Kette ENSECAP00000017509 5 338 0,000 0,0 

Lipocalin 2 ENSECAP00000018476 11 778 0,006 0,8 

Nicht zuzuordnen h ENSECAP00000012924 1 51 0,034 0,2 

NKG2D Ligand 4  

(RAET1E) g 
ENSECAP00000000345 2 69 0,015 0,2 

SH2 domain-

containing Protein 3C 
ENSECAP00000015661 2 72 0,047 0,6 
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Für 62 weitere Proteine konnte ein signifikanter Rückgang der Expression in den 

uveitischen Glaskörperproben festgestellt werden (Tab. 4.3). Darunter interessante 

Vertreter des Wnt-Signaltransduktionswegs und der Matrix-Metalloproteinasefamilie. 

Zusammen repräsentieren die 79 Proteine aus den Tabellen 4.2 und 4.3 die bei 

equiner rezidivierender Uveitis im Vergleich zu den Kontrollpferden differenziell 

exprimierten Glaskörperproteine. 

 

Proteinname a 
Accession 

Nummer b 

Identifizierte 

Peptide c 

 

Aussage-

wahrschein- 

lichkeit d 

 

Anova 

(p)*e 

Kontrolle 

 / ERU f 

Alpha-Crystallin B 

Kette 
ENSECAP00000010228 7 446 0,039 29,9 

Amyloid beta A4 

Protein 
ENSECAP00000019519 2 94 0,000 15,8 

Amyloid-like Protein 2 ENSECAP00000019671 1 59 0,015 4,6 

Angiomodulin 

Fragment 
ENSECAP00000010802 2 152 0,000 51,2 

Angiotensinogen ENSECAP00000013428 10 645 0,030 2,4 

Apolipoprotein D ENSECAP00000019509 1 69 0,000 11,1 

Beta-2-Glycoprotein 1 ENSECAP00000019727 6 544 0,000 3,8 

Beta-2-Microglobulin ENSECAP00000000811 1 116 0,000 128,0 

Beta-Crystallin B1 ENSECAP00000005172 3 172 0,004 49,2 

Cadherin 2 ENSECAP00000008264 1 76 0,000 82,6 

Calsyntenin-1 ENSECAP00000021044 10 592 0,000 6,2 

Cathepsin L2 ENSECAP00000004288 2 162 0,000 165,9 

Chromogranin-A ENSECAP00000016838 4 420 0,000 129,1 

Clusterin  ENSECAP00000005450 19 1552 0,043 2,1 

Dickkopf-related 

Protein 3 
ENSECAP00000020312 12 932 0,000 31,0 

EGF-enthaltendes 

fibulinähnliches 

extrazelluläres Matrix 

Protein 1 

ENSECAP00000008615 7 409 0,000 10,0 
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Epididymal secretory 

Protein E1 (NPC2) 
ENSECAP00000015851 1 67 0,032 15,4 

Fibronektin (FN) ENSECAP00000005223 9 727 0,001 6,1 

Fibulin-2 ENSECAP00000007213 6 479 0,000 118,2 

Gelsolin ENSECAP00000017333 7 508 0,003 8,1 

Hemopexin ENSECAP00000014242 10 603 0,000 3,0 

Insulin-like growth 

factor binding Protein-

5 

ENSECAP00000011203 2 109 0,003 17,5 

Insulin-like growth 

factor binding Protein-

6 

ENSECAP00000017144 3 217 0,000 533,3 

Inter-alpha-Trypsin 

Inhibitor 
ENSECAP00000006616 4 252 0,000 3,0 

Interphotoreceptor 

Matrix- Proteoglycan 1 
ENSECAP00000016977 1 81 0,000 149,4 

Interphotoreceptor 

retinoid binding 

Protein 

ENSECAP00000011660 23 1566 0,000 51,2 

Keratin, Typ I 

zytoskeletal 10 g 

 

ENSECAP00000018005 4 247 0,028 2,4 

Keratin, Typ II 

cytoskeletal 1 
ENSECAP00000019935 3 217 0,001 2,9 

Keratin, Typ II 

cytoskeletal 75 
ENSECAP00000008235 1 100 0,026 2,5 

Kollagen alpha-1(VI) 

Kette 
ENSECAP00000020429 3 206 0,000 64,1 

Kollagen, Typ II,  

alpha 1 
ENSECAP00000021294 2 129 0,000 141,2 

Komplement Faktor I ENSECAP00000011803 2 139 0,000 6,3 

Matrix-

Metalloproteinase-2 
ENSECAP00000002955 1 106 0,000 11,0 

Metalloproteinase 

Inhibitor 1 (TIMP-1) 
ENSECAP00000011965 1 63 0,001 5,0 

Metalloproteinase 

Inhibitor 2 (TIMP-2) 
ENSECAP00000009754 2 143 0,000 75,8 
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N-acetyllactosaminide 

beta-1,3-N-

Acetylglucosaminyl-

transferase g 

ENSECAP00000008867 2 65 0,001 33,9 

Neuropeptid VF ENSECAP00000018510 3 162 0,000 14,4 

Opticin ENSECAP00000015817 5 405 0,000 48,5 

Osteopontin (SPP1) ENSECAP00000014936 11 1015 0,000 11,1 

Phosphatidylethanola

mine-binding Protein 4 
ENSECAP00000021210 4 173 0,000 53,3 

Pigment epithelium-

derived Faktor 
ENSECAP00000019875 18 1415 0,000 14,0 

PROS1 ENSECAP00000014541 2 83 0,000 77,2 

Prostaglandin-H2 D-

Isomerase 
ENSECAP00000007190 4 316 0,000 25,8 

Protein FAM3C ENSECAP00000006628 6 472 0,000 150,5 

Putative tenascin-XA ENSECAP00000012129 8 566 0,003 38,5 

Reelin ENSECAP00000019013 8 355 0,000 29,8 

Retinoic acid receptor 

responder Protein 2 g 
ENSECAP00000012454 3 188 0,000 50,5 

Retinol-binding 

Protein 4 
ENSECAP00000013969 5 312 0,000 20,1 

Secreted frizzled-

related protein 2 

(SFRP-2) 

ENSECAP00000014669 3 288 0,001 9,6 

Semaphorin-7A ENSECAP00000000171 3 122 0,000 1380,7 

Serotransferrin ENSECAP00000016524 46 4820 0,000 5,5 

SPARC ENSECAP00000011846 6 403 0,000 5,5 

SPARC-like Protein 1 ENSECAP00000007659 8 632 0,000 44,8 

Spondin-1 ENSECAP00000018447 1 72 0,001 30,0 

Sulfhydryl Oxidase 1 ENSECAP00000014757 4 218 0,000 79,1 

Tenascin-R ENSECAP00000016790 1 79 0,000 1053,1 

Tetranectin (CLEC3B) ENSECAP00000004386 2 162 0,002 3,6 
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Transforming growth 

factor-beta-induced 

Protein ig- h3 

ENSECAP00000018140 2 88 0,001 58,5 

Transthyretin ENSECAP00000013533 2 77 0,001 5,3 

Tripeptidyl-Peptidase 

1 
ENSECAP00000006230 2 102 0,003 26,2 

Ubiquitin ENSECAP00000004962 2 121 0,000 22,5 

WAP four-disulfide 

core domain Protein 2 
ENSECAP00000015211 2 140 0,000 158,0 

 
Tab. 4.3: Massenspektrometrisch (LC-MS/MS) identifizierte Proteine mit erniedrigter Expression in 
den uveitischen Glaskörperproben. a) Name. b) Identifikationsnummer des identifizierten Proteins, wie 
in der Ensembl-Datenbank (Version 56, 2009) geführt (http://www.ensembl.org/index.html). c) Anzahl 
der Peptide, die für das entsprechende Protein identifiziert werden konnten. d) 
Aussagewahrscheinlichkeitswert (Ionen-Punktzahl), wie von Mascot (http://www.matrixscience.com/) 
gegeben. Dieser Wert ist der negativ dekadische Logarithmus für die Wahrscheinlichkeit, dass es sich 
bei dem Treffer um ein Zufallsereignis handelt. In diesem Fall war ein Wert von mehr als 30 signifikant 
(p<0,01). Um eine größtmögliche Identifikationssicherheit zu gewährleisten, wurde bei Proteinen, die 
nur über ein Peptid identifiziert werden konnten, der als signifikant geltende Wert auf 50 erhöht. e) 
Signifikanz der differenziellen Expression der Proteine in den Proben der Kontrollgruppe im Vergleich 
zu  den an ERU erkrankten Tieren (signifikant ab p<0,05). f) Faktor der sich aus der Expressionshöhe 
der kumulativen Peptidintensitäten der gesunden Glaskörper dividiert durch die kumulativen 
Peptidintensitäten der ERU Glaskörper ergibt (gemäß Quantifizierung in Progenesis). g) Die 
identifizierte Sequenz konnte einem Eintrag in der Ensembl-Datenbank zugewiesen werden, die 
mittels einer Ortholog- oder Paralogsuche einem bereits bekannten Protein zugeordnet wurde (siehe 
Kapitel 3.10.4). 
 

4.2 Veränderte Lipocalin 2 Expression in der erkrankten Retina 

 

Die massenspektrometrische Proteinanalyse der Glaskörperproben ergab eine 

erhöhte Expression des Proteins Lipocalin 2 im uveitischen Glaskörper (Tab. 4.2). 

Lipocalin 2 qualifizierte sich als interessanter Kandidat für weitere Untersuchungen in 

der Retina, dem Zielgewebe der ERU, aufgrund seiner Verbindung zu Proteinen aus 

der Matrix-Metalloproteinasefamilie (Kubben et al., 2007; Triebel et al., 1992), deren 

Vertreter ebenfalls in der ERU differenziell exprimiert waren (Tab 4.3 und Kapitel 

4.5). Pferderetinae (Abb. 4.1a gesund, Abb. 4.1b ERU; Nomarski) wurden 

immunhistochemisch auf das Expressionsmuster von Lipocalin 2 untersucht. In der 

gesunden Retina konnte eine gleichmäßige Expression von Lipocalin 2 im Bereich 

der Nervenfaserschicht, der inneren plexiformen Schicht, und an der äußeren 

Körnerschicht sowie der äußeren limitierenden Membran nachgewiesen werden 

(Abb. 4.1c, Lipocalin 2 (grün)). Im Vergleich hierzu zeigte die Lipocalin 2 Expression 
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im erkrankten Retinagewebe eine über das gesamte Gewebe vitreal der äußeren 

Körnerschicht ungleichmäßige Verteilung, fokal eine Restexpression im Bereich der 

äußeren Körnerschicht sowie einzelne, kleine, scharf abgrenzbare Areale choroideal 

der äußeren Körnerschicht (Abb. 4.2d, Lipocalin 2 (grün)). 

 

 
Abb. 4.1: Immunhistochemischer Nachweis der Lipocalin 2 Expression in der Pferderetina (grün). 
Sichtbare Zerstörung des retinalen Gewebes in der ERU, bei vergleichender Gegenüberstellung des 
Nomarski Bildes einer augengesunden Retina (a) mit der Retina eines an ERU erkrankten Tieres (b). 
(c) Gleichmäßiges Lipocalin 2 Expressionsmuster in der Nervenfaserschicht, der inneren plexiformen 
Schicht und der äußeren Körnerschicht einer augengesunden Retina. (d) Im Vergleich dazu das 
veränderte Lipocalin 2 Expressionsmuster im erkrankten Netzhautgewebe. Zellkerne mit DAPI gefärbt 
(blau). 
  

4.3 Proteine des Wnt-Signalweges und mögliche Interaktoren in der 

ERU  

Bereits Altmann fand in seinen Experimenten Hinweise auf eine potenzielle 

Beteiligung des Wnt-Signalweges im Krankheitsgeschehen der ERU (Altmann, 

2007). Im folgenden Teil der Arbeit wurden dazu weiterführende Untersuchungen 

durchgeführt. 
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4.3.1 SFRP-2 Expression in der Pferderetina 

 
SFRP-2, ein Inhibitor des Wnt-Signalweges, zeigte in der massenspektrometrischen 

Analyse der Glaskörperproben von an ERU erkrankten Pferden in dieser Arbeit eine 

signifikant erniedrigte Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tab. 4.3). Als 

Basis für weitere Koexpressionsstudien mit anderen Proteinen des Wnt-Signalwegs 

wurde das SFRP-2 Expressionsmuster in der Retina verifiziert. Verwendung fand ein 

polyklonaler Huhn–anti-human–SFRP-2-Antikörper aus Eigenproduktion. Die 

Abbildung 4.2 zeigt eine Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme nach Nomarski 

einer gesunden Pferderetina (Abb. 4.2a) und der Retina eines an ERU erkrankten 

Pferdes (Abb. 4.2b). Bei den für diese Arbeit durchgeführten immunhistochemischen 

Untersuchungen bestätigte sich die von Altmann (Altmann, 2007) gezeigte SFRP-2 

Expression im Bereich der Photorezeptorschicht im gesunden Retinagewebe des 

Pferdes (Abb. 4.2c, SFRP-2 Expression grün). Diese Expression ist bei an ERU 

erkrankten Augen deutlich reduziert und auf eine minimale Restexpression im 

Bereich der äußeren limitierenden Membran beschränkt (Abb. 4d, grün). 

  

Abb. 4.2: SFRP-2 Expression in der Pferderetina ((a) gesund, (b) an ERU erkrankt; Nomarski). DAPI 
Färbung der Zellkerne (blau). (c) Expression von SFRP-2 (grün) in den Photorezeptoraußensegmente, 
der äußeren Körnerschicht, der äußeren limitierenden Membran sowie an Teilen der äußeren 
plexiformen Schicht im gesunden Netzhautgewebe. (d) Nahezu keine SFRP-2 Expression in der 
Netzhaut eines an ERU erkrankten Pferdes. 
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4.3.2 Verlust der Wnt3a Expression in der von ERU betroffenen 

Pferderetina 

 

Der Rückgang der SFRP-2 Expression im erkrankten Retinagewebe (Abb. 4.2d) legt 

eine potenzielle Beteiligung des an SFRP-2 gekoppelten Abschnitts des Wnt-

Signalwegs im Krankheitsgeschehen der ERU nahe. Aus der Literatur ist die 

Interaktion von SFRP-2 mit dem Wnt-Protein Wnt3a bekannt (Zhang et al., 2009b). 

Daraufhin erfolgte in dieser Arbeit die Untersuchung histologischer Retinapräparate 

augengesunder (Abb. 4.3a, Nomarski) und an ERU erkrankter Pferdeaugen (Abb. 

4.3b, Nomarski) auf ihre Wnt3a Expression. Es konnte ein Immunfluoreszenz-Signal 

im Bereich der Photorezeptorschicht und der äußeren limitierenden Membran 

gesunder Pferderetinae detektiert werden (Abb. 4.3c, Wnt3a (rot)). Im Vergleich dazu 

war das Wnt3a Signal in den von ERU betroffenen Retinae nicht mehr nachweisbar 

(Abb. 4.3d, Wnt3a (rot)). 

 

Abb. 4.3: Wnt3a Expression in der Pferdenetzhaut. Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme nach 
Nomarski einer gesunden Pferderetina (a) und der Retina eines an ERU erkrankten Pferdes (b).  
(c) Wnt3a Expression (rot) an den Außensegmenten der Photorezeptoren und im Bereich der äußeren 
limitierenden Membran einer gesunden Pferderetina. (d) Wnt3a (rot) wird in der erkrankten Netzhaut 
nicht mehr exprimiert. DAPI-Färbung der Zellkerne (blau). 
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4.3.3 Alpha-2-Makroglobulin als potenzieller SFRP-2 Interaktor 

 

Um potenzielle Interaktoren für SFRP-2 beim Pferd zu finden, wurden eine von 

Glöckner et al. beschriebene Strep/FLAG-Tandem Affinitäts Aufreinigung (SF-TAP) 

durchgeführt (Gloeckner et al., 2007). Nach massenspektrometrischer (mittels LC-

MS/MS) Proteinanalyse der Aufreinigungsfraktionen einer erfolgreichen SFRP-2-SF 

TAP aus Zelllysat und Zellkulturüberstand von mit SF-SFRP-2 Fusions-Plasmid 

transient transfizierten Hek-293T Zellen sowie entsprechender Negativkontrollen 

konnten folgende potenzielle Interaktoren für SFRP-2 identifiziert werden (Tab. 4.4): 

78 kDa Glucose-regulated Protein, Heat shock 70 kDa Protein 1A, Tubulin alpha 6 

Variante, Tubulin beta Polypeptid, Methylosom Protein 50, Heat shock 70 kDa 

Protein 8 Isoform 2, Alpha-2-Makroglobulin und Hämoglobin alpha-2 Globin (mutiert). 

Die erfolgreiche Expression von SFRP-2 in den transfizierten Zellkulturen bestätigte 

sich durch den Nachweis von SFRP-2 mittels LC-MS/MS (Tab. 4.4). In 

Zellkulturüberstand und Zelllysat der Negativkontrollen war SFRP-2 nicht 

nachweisbar. Alpha-2-Makroglobulin, eines der in diesem Versuch als potenzieller 

SFRP-2 Interaktor identifizierten Proteine, zeigte zugleich auch eine differenzielle 

Expression in den untersuchten Glaskörperproben (Tab. 4.2). 

 

 

Proteinname a 
Accession 

Nummer b 
MG c 

Aufreinigungsfraktion 

Zellkulturüberstand d 

Aufreinigungsfraktion 

Zelllysat e 

Secreted frizzled-related 

Protein 2 
Q96HF1 33 100% (13) 100% (8) 

78 kDa glucose-regulated 

Protein 
P11021 72 - 100% (10) 

Heat shock 70 kDa Protein 1A Q59EJ3 77 - 100% (7) 

Tubulin alpha 6 Variante Q53GA7 50 - 100% (7) 

Tubulin beta Polypeptid Q5JP53 48 - 100% (7) 
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Methylosom Protein 50 Q9BQA1 37 - 100% (3) 

Heat shock 70kDa Protein 8 

Isoform 2 
Q53HF2 54 - 100% (3) 

Alpha-2-Makroglobulin P01023 163 100% (2) - 

Hämoglobin alpha-2 Globin 

(mutiert) 
Q4ZGM8 11 99% (2) - 

 

Tab. 4.4: Als potenzielle SFRP-2 Interaktoren identifizierte (mittels LC-MS/MS, Scaffold-
Softwareanalyse) Proteine, aus den Aufreinigungsfraktionen einer SF-TAP von SFRP-2 aus HEK-
293T Zellen (transfiziert mit Strep-Tactin/Flag-SFRP-2 Fusions-Plasmid). Kein Nachweis dieser 
Proteine in den entsprechenden Negativkontrollen. a) Proteinname wie in der UniProt-Datenbank 
(http://www.uniprot.org/) geführt. b) Protein Identifikationsnummer wie in der UniProt-Datenbank 
geführt. c) Theoretisches Molekulargewicht des identifizierten Proteins, angegeben in kDa d) 
Identifikation des Proteins aus der SFRP-2 Aufreinigungsfraktion des Zellkulturüberstands und e) des 
Zellysates von mit SFRP-2 transfizierten Hek-293T Zellen. Die Prozentzahl gibt die 
Identifizierungswahrscheinlichkeit an, wobei 100% und 99% als sicher identifiziert anzunehmen sind, 
die Zahl in Klammern verweist auf die Anzahl der identifizierten Peptide. 
 

 

4.3.4 Erhöhte Alpha-2-Makroglobulin-Expression bei ERU 

 

4.3.4.1 Quantifizierung der erhöhten Alpha-2-Makroglobulin Expression in den 

Glaskörperproben von an ERU erkrankten Pferdeaugen  

 

Alpha-2-Makroglobulin wurde als potenzieller Bindungspartner für SFRP-2 

identifiziert (Tab. 4.4) und zeigte bei der massenspektrometrischen Analyse eine 

erhöhte Expression in allen Glaskörperproben uveitischer Pferdeaugen (Tab. 4.2). In 

der daraufhin durchgeführten Untersuchung der Glaskörperproben (Kontrolle n=17, 

ERU n=15) im eindimensionalen Western Blot konnten drei Signale für Alpha-2-

Makroglobulin auf verschiedenen Höhen detektiert werden (Abb. 4.4a). Die 

densitometrische Auswertung der Western Blot Signale ergab eine Zunahme der 

mittleren Signalstärke in den uveitischen Glaskörperproben um das 5,99fache bei der 

Bande über 200 kDa, um das 5,98fache bei der mittleren Bande (ca. 180 kDa 

Bande), sowie um das 16,85fache bei der ca. 95 kDa Bande (Abb. 4.4a). Mehrere 

Signale auf verschiedenen Höhen und mit unterschiedlichem pH, die in der 
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uveitischen Glaskörperprobe im zweidimensionalen Western Blot detektiert (Abb. 

4.4b) werden konnten, weisen zusätzlich auf potentielle posttranslationale 

Modifikationen von Alpha-2-Makroglobulin hin. 

 

 

 

Abb. 4.4: (a) Erhöhte Alpha-2-Makroglobulin Expression im Glaskörper von an ERU erkrankten 
Pferden. Densitometrische Auswertung der im eindimensionalen Western Blot detektierten Banden. 
Zunahme der mittleren Signalstärke um 599% (Bande > 200 kDa), um 598% (180 kDa Bande) und um 
1685% (95 kDa Bande) (*** p<0,001). Im Box Plot ist die Kontrollgruppe (n=17, graue Säule) der 
untersuchten ERU Gruppe (n=15, weiße Säule) vergleichend gegenübergestellt. Darüberliegend ist 
eine repräsentative Bande des jeweils detektierten Western Blot Signals exemplarisch dargestellt. 
(b) Vergleichender, zweidimensionaler Western Blot (erste Dimension pH 3-11); 
Kontrollglaskörperprobe (links), kein Signal detektierbar. Glaskörperprobe eines an ERU erkrankten 
Pferdes (rechts), es sind mehrere Signale auf verschiedenen Höhen und mit unterschiedlichem pH zu 
erkennen. 
 



 Ergebnisse 

- 91 - 

 

4.3.4.2 Zunahme der Alpha-2-Makroglobulin Expression im erkrankten retinalen 

Gewebe 

 

In den untersuchten histologischen Retinapräparaten (Abb. 4.5a gesund, Abb. 4.5b 

ERU; Nomarski) konnte die Expression von Alpha-2-Makroglobulin im gesunden 

Gewebe (Abb. 4.5c, Alpha-2-Makroglobulin (magenta)) für den Bereich der inneren 

Photorezeptorzellsegmente, im Bereich der äußeren Körnerschicht zur äußeren 

limitierenden Membran hin stärker werdend, und am vitrealen Rand der 

Nervenfaserschicht nachgewiesen werden. Im erkrankten retinalen Gewebe (Abb. 

4.5d, Alpha-2-Makroglobulin (magenta)) zeigte sich zusätzlich eine Expression im 

Bereich der Ganglienzellschicht und der Nervenfaserschicht sowie eine deutliche 

Zunahme der Fluoreszenzfärbung am choroidealen Rand der äußeren Körnerschicht. 

 

 

Abb. 4.5: Alpha-2-Makroglobulin-Expressionsmuster (magenta) in der Pferderetina. (a) Retina eines 
augengesunden Pferdes, Nomarski. (b) Retina eines an ERU erkrankten Pferdes, Nomarski. (c) 
Alpha-2-Makroglobulin Expression an den Photorezeptorsegmenten, an der äußeren Körnerschicht 
sowie am vitrealen Rand der Nervenfaserschicht einer gesunden Pferderetina. (d) Dem 
gegenübergestellt die im Vergleich vermehrte Expression im Bereich der Ganglienzellschicht und der 
Nervenfaserschicht sowie am choroidealen Rand der äußeren Körnerschicht eines an ERU erkrankten 
Pferdes. Zellkerne DAPI gefärbt (blau). 
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4.4 Differenzielle Expression von Osteopontin  

 

Die massenspektrometrische Proteinanalyse der Pferdeglaskörperproben zeigte 

einen deutlichen Rückgang der Osteopontin-Expression in der equinen 

rezidivierenden Uveitis (Tab. 4.3). Hingegen schreiben einige Autoren Osteopontin 

(OPN) eine proinflammatorische Wirkung in autoimmunen Uveitismodellen zu 

(Kitamura et al., 2007; Hikita et al., 2006). Aufgrund dieser zur Literatur 

gegenläufigen Ergebnisse erschien Osteopontin als interessanter Kandidat für 

weitere Untersuchungen. 

 

 

4.4.1 Quantifizierung der differenziellen Osteopontin Expression im 

Western Blot 

 

Durch eindimensionalen Western Blot konnten sowohl bei gesunden als auch bei 

uveitischen Glaskörperproben gleichermaßen zwei Signale für Osteopontin auf Höhe 

von ca. 72 kDa (Bandentriplett) und auf Höhe von ca. 30 kDa (Doppelbande) 

detektiert werden. In den uveitischen Glaskörperproben zeigte sich ein Rückgang der 

Osteopontinexpression (Abb. 4.6a) bei dem ca. 72 kDa großen Signal 

(Bandentriplett)  auf 12,8% (± 4,8%) und bei dem ca. 30 kDa großen Signal 

(Doppelbande) auf 2,7% (± 1,25%). 

Im zweidimensionalen Western Blot konnte eine Osteopontin-Expression im 

Kontrollglaskörper in Form von zwei Signalen auf unterschiedlicher Höhe im sauren 

Bereich (Abb. 4.6b) nachgewiesen werden. Diese Signale waren in der uveitischen 

Glaskörperprobe (Abb. 4.6c) nicht detektierbar. 
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Abb. 4.6: Erniedrigte Osteopontin Expression in den uveitischen Glaskörperproben. (a) 
Densitometrische Quantifizierung der im eindimensionalen Western Blot detektierten Banden. 
Rückgang der mittleren Signalstärke bei 72 kDa (Bandentriplett) auf 12,8% , Rückgang der mittleren 
Signalstärke bei 30 kDa (Doppelbande) auf 2,7%. Im Box Plot ist die Kontrollgruppe (n=4, graue 
Säule) der untersuchten ERU Gruppe (n=5, weiße Säule) gegenübergestellt. Darüberliegend die 
exemplarische Darstellung repräsentativer Banden (* p<0,05).  
Vergleichender zweidimensionaler Western Blot (erste Dimension pH 3-11); Glaskörperprobe der 
Kontrollgruppe (b) mit deutlichem Osteopontinsignal (ca. 30 kDa und ca. 72 kDa, umrandet). 
(c) Glaskörperprobe eines an ERU erkrankten Pferdes. Osteopontin ist nicht nachweisbar. 
 

 

 

4.4.2 Rückgang der Osteopontin Expression in der Pferderetina bei ERU 

 

Die Expression von Osteopontin in der Pferderetina bei ERU wurde  

immunhistochemisch mit der Retina von augengesunden Pferden verglichen (Abb. 

4.7a gesund, Abb. 4.7b ERU; Nomarski). In gesunden Retinae konnte eine 

Expression im Bereich der Ganglienzellschicht und der Nervenfaserschicht sowie der 

Photorezeptorschicht und der äußeren limitierenden Membran nachgewiesen 

werden. Beginnend in der Ganglienzellschicht verlief das Immunfluoreszenzsignal 

entlang länglicher, vertikaler Strukturen zur Nervenfaserschicht und nahm an deren 

vitrealen Rand an Stärke zu (Abb. 4.7c, OPN (magenta)). Im erkrankten Gewebe war 

ein deutlicher Rückgang der OPN-Expression zu erkennen. Nur in der 
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Photorezeptorschicht konnte eine geringe Restexpression an einzelnen, kleinen, 

rundlichen Strukturen nachgewiesen werden (Abb. 4.7d, OPN (magenta)). 

 
Abb. 4.7: OPN Expression (magenta) in der Pferderetina: Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme 
nach Nomarski einer gesunden Pferderetina (a) und der Retina eines an ERU erkrankten Pferdes (b). 
Das Expressionsmuster in einer gesunden Retina (c) zeigte eine vermehrte Signalstärke im Bereich 
der Müllerzellendfüße. Dem gegenübergestellt das OPN Expressionsmuster in der Retina eines an 
ERU erkrankten Pferdes (d) mit deutlichem Rückgang der Expression. DAPI-Färbung der Zellkerne 
(blau). 

 

4.5 Nachweis von Matrix-Metalloproteinasen in Glaskörper und 

Retina 

 

Durch die massenspektrometrische Proteinanalyse der Glaskörperproben konnte ein 

Mitglied der Matrix-Metalloproteinasefamilie (MMP-2, Tab. 4.3) als differenziell 

exprimiert identifiziert werden. Da die Beteiligung dieser Protease am 

Krankheitsgeschehen der ERU bisher noch nicht beschrieben ist, wurden 

Untersuchungen zur Expression von MMP-2 und weiteren mit MMP-2 funktional 

verknüpften Proteinen aus der Matrix-Metalloproteinasefamilie durchgeführt. 
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4.5.1 Expression von MMP-2 im untersuchten Probenmaterial 

4.5.1.1 Reduzierte MMP-2 Expression in Glaskörperproben von an ERU 

erkrankten Pferden 

 

In den im eindimensionalen Western Blot untersuchten Glaskörperproben konnte bei 

den an ERU erkrankten Pferden (n=7) ein statistisch signifikanter Rückgang der 

durchschnittlichen MMP-2 Expression auf 11% (± 4%) der physiologischen 

Expression in gesunden Glaskörpern von Pferden (n=7) nachgewiesen werden (Abb. 

4.8). Die MMP-2 Expression variierte in den gesunden Glaskörperproben deutlich, 

dagegen stellte sich die Reduktion der MMP-2 Expression in allen erkrankten 

Glaskörpern eindeutig und homogen dar. 

 

 

4.5.1.2 Veränderung des MMP-2 Expressionsmusters in der Pferderetina bei 

ERU 

 

In der Pferderetina (Abb. 4.9a gesund, Abb. 4.9b ERU; Nomarski) konnte eine 

deutliche MMP-2 Expression im gesunden retinalen Gewebe im Bereich der 

Photorezeptoren sowie eine etwas schwächere Expression an der äußeren 

limitierenden Membran nachgewiesen werden (Abb. 4.9c, MMP-2 (grün)).  

Abb. 4.8: Erniedrigte MMP-2 Expression 

in uveitischen Glaskörperproben. 

Rückgang der durchschnittlichen 

Signalstärke auf 11% (± 4%). 

Densitometrische Quantifizierung der im 

Western Blot detektierten Bande (ca. 70 

kDa). Bandenintensität der 

Kontrollgruppe (n=7, graue Säule) und 

der uveitischen Glaskörperproben (n=7, 

weiße Säule). Darüberliegend die 

exemplarische Darstellung einer 

repräsentativen Western Blot Bande von 

MMP-2 (** p<0,01).  
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Die Retinae von an ERU erkrankten Pferdeaugen wiesen eine veränderte Expression 

mit einem starken Signal an der äußeren limitierenden Membran auf sowie eine 

diffuse MMP-2 Expression im gesamten retinalen Gewebe (Abb. 4.9d, MMP-2 (grün): 

Zellkerne (DAPI gefärbt; blau)). 

 

Abb. 4.9: Expression von MMP-2 (grün) in der Pferderetina, DAPI-Färbung der Zellkerne (blau). 
(a) Gesunde Pferderetina, Nomarski. (b) Pferderetina eines an ERU erkrankten Pferdes, Nomarski. (c) 
MMP-2 Expressionsmuster in einer gesunden Retina, vornehmlich im Bereich der 
Photorezeptorschicht und im Bereich der äußeren limitierenden Membran. (d) MMP-2 Expression in 
der Retina eines an ERU erkrankten Pferdes. Detektion eines Signals an der äußeren limitierenden 
Membran und einer diffuse Expression im gesamten retinalen Gewebe. 
 

4.5.2 Zymographische Untersuchung der Glaskörperproben 

 

Durch die Gelatin-Zymographie ergibt sich die Möglichkeit, die Matrix-

Metalloproteinasen 2 und 9 im Probenmaterial aufgrund ihrer gelatinolytischen 

Aktivität zu detektieren (Hawkes et al., 2001). Sowohl für MMP-2 als auch für MMP-9 

kann in der Zymographie zwischen der latenten (Pro-) Form des Proteins und der 

jeweils ca. 10 kDa kleineren aktivierten Form unterschieden werden. Aufgrund der 

Aktivierung der latenten Form im Zuge der Zymographie stellen sich beide Formen 
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von MMP-2 und MMP-9 als helle, gelatinolytische Banden vor dunklem Hintergrund 

dar (Oliver et al., 1997; Woessner, 1995). Abbildung 4.10 zeigt ein repräsentatives 

Gelatin-Zymogramm mit exemplarischen Glaskörperproben augengesunder Pferde 

(Abb. 4.10, Bahn 1 bis 4) und uveitischen Glaskörperproben (Abb. 4.10, Bahn 5 bis 

9). Insgesamt erfolgte in dieser Arbeit die zymographische Untersuchung von 15 

Glaskörperproben augengesunder Pferde sowie 20 Glaskörperproben uveitischer 

Pferdeaugen. In allen 20 uveitischen Glaskörperproben konnte Pro-MMP-9 als helle 

Bande auf einer Höhe von ca. 95 kDa (Abb. 4.10, Bahn 5 bis 9) detektiert werden. 

Bei einigen uveitischen Glaskörperproben konnte zusätzlich noch die aktivierte Form 

von MMP-9 (Abb. 4.10, Bahn 7) als helle Bande auf einer Höhe von ca. 85 kDa 

detektiert werden. Im Vergleich dazu zeigten 14 von 15 der untersuchten 

Kontrollglaskörper diese Banden nicht (Abb. 4.10, Bahn 1 bis 4). Alle 35 

untersuchten Glaskörperproben zeigten eine Bande für Pro-MMP-2 auf einer Höhe 

von ca. 68 bis 70 kDa (Abb. 4.10, Bahn 1 bis 9). Die aktivierte Form von MMP-2 

zeigte sich sowohl bei einigen gesunden (Abb. 4.10, Bahn 1, 3 und 4) als auch bei 

uveitischen (Abb. 4.10, Bahn 7 und 8) Glaskörperproben. 

Während MMP-2 somit in allen untersuchten Glaskörperproben zymographisch 

nachweisbar war, konnte MMP-9 fast ausschließlich in den Glaskörperproben der an 

ERU erkrankten Pferdeaugen detektiert werden. 

 

 
 
Abb. 4.10: Nachweis von Gelatinasen in Glaskörperproben, repräsentatives Gelatin-Zymogramm, 
Coomassiefärbung, helle Banden stellen die Bereiche der Gelatinaseaktivität dar. Es sind Banden auf 
der Höhe von ca. 95 (pro-MMP9, Bahn 5-9) und ca. 85 kDa (aktiviertes MMP-9, Bahn 7) in 
Glaskörperproben von an ERU erkrankten Pferden zu detektieren. Banden auf der Höhe von ca. 68 
bis 70 kDa (pro-MMP-2, Bahn 1-9) und ca. 58 kDa (aktiviertes MMP-2, Bahn 1, 3, 4 gesund, 7, 6, 
ERU) sind sowohl in Proben der ERU- als auch in der Kontrollgruppe nachweisbar. 
 



 Ergebnisse 

- 98 - 

Die Identifikation der MMP-Banden (Abb. 4.11) erfolgte durch den Abgleich mit einer 

Positivkontrolle (Abb. 4.11d, Bahn 1 und 2) mittels erfolgreicher spezifischer 

Hemmung der MMP Aktivität durch EDTA (Abb. 4.11b) und über das 

Molekulargewicht der detektierten Banden. Gelatinolytische Serinprotease-Aktivität 

konnte über einen PMSF-Hemmversuch ausgeschlossen werden (Abb. 4.11c). 

 

 
Abb. 4.11: Identifizierung der Gelatinasebanden der Zymographie. (a), (b), (c): In Bahn 1 und 2 
Kontrollglaskörperproben, in Bahn 3 Glaskörper eines an ERU erkrankten Pferdes. (a): Zusätzlich zur 
Bande bei ca. 68 bis 70  kDa (pro-MMP-2) ist bei dem an ERU erkrankten Pferd eine Bande bei ca. 95 
kDa (pro-MMP-9) detektierbar. (b, 1-3): Die Gelatinaseaktivität ist mit EDTA in allen Proben vollständig 
hemmbar; (c, 1-3): Die Aktivität ist mit PMSF nicht hemmbar. (d): Positivkontrolle: Rekombinantes 
humanes (pro-) MMP-2 (Bahn 1, ca. 68 kDa) und (pro-) MMP-9 (Bahn 2, ca. 95 kDa). 

 
 

4.5.3 Erniedrigte MMP-9 Expression in der Retina von an ERU erkrankten 

Pferden 

 

Aufgrund des in der Gelatin-Zymographie gefundenen Hinweises (Abb. 4.10) auf die 

mögliche Beteiligung von MMP-9 im Krankheitsprozess der ERU erfolgte auch für 

dieses Protein die Analyse der Expression im ERU-Zielgewebe, der Netzhaut (Abb. 

4.12a gesund, Abb. 4.12b ERU; Nomarski). 

Die Immunfluoreszenzfärbung gesunder Retina (Abb. 4.12c, MMP-9 (rot)) zeigte eine 

schwache MMP-9 Expression in allen Retinaschichten vitreal der äußeren 

Körnerschicht sowie eine deutlichere Expression an der äußeren limitierenden 

Membran und den Photorezeptoraußensegmenten. Im an ERU erkrankten Gewebe 

zeigte sich ein deutlicher Rückgang der MMP-9 Expression (Abb. 4.12d). Die 

detektierte Restexpression war auf wenige, runde, klar abgrenzbare Strukturen 

choroideal der äußeren Körnerschicht beschränkt (Abb. 4.12d, MMP-9 (rot)). 
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Abb. 4.12: Verminderte MMP-9 Expression (rot) in einer an ERU erkrankten Pferderetina. DAPI-
Färbung der Zellkerne (blau). Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme nach Nomarski einer 
gesunden Pferderetina (a) und der Retina eines an ERU erkrankten Pferdes (b). (c) Nachweis von 
MMP-9 in der Retina des augengesunden Pferdes. (d) Im Vergleich dazu die auf wenige klar 
abgegrenzte Areale beschränkte Expression in der Retina des an ERU erkrankten Pferdes. 
 

 

4.5.4 Verlust der MMP-14 Expression im Netzhautgewebe bei ERU 

 

In der Aktivierungskaskade der MMP-2 (Expression im uveitischen Glaskörper 

reduziert, s. Tab. 4.3 und Abb. 4.8) spielt die membranständige Matrix-

Metalloproteinase 14 (MMP-14) eine zentrale Rolle (Kinoshita et al., 1998; Sato et 

al., 1996). Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig eine MMP-14 Expression in 

den Außensegmenten der Photorezeptoren der gesunden Pferderetina (Abb. 4.13a, 

gesunde Pferdenetzhaut, Nomarski; Abb. 4.13c, MMP-14-Expression (magenta)) 

nachgewiesen werden. Im erkrankten Gewebe (Abb. 4.13b, ERU, Nomarski; Abb. 

4.13d, MMP-14 (magenta)) war die MMP-14 Expression fast vollständig 

verschwunden.  
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Abb. 4.13: MMP-14 Expression in der Pferderetina. Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme nach 
Nomarski einer gesunden (a) und einer erkrankten (b) Retina. Die MMP-14 Expression (magenta) in 
den Außensegmenten der Photorezeptoren einer gesunden Pferderetina (c) und der fast vollständige 
Rückgang der MMP-14 Expression (magenta) im erkrankten Gewebe (d). Zellkerne mit DAPI gefärbt 
(blau). 
 

 

 

4.6 Expression von TIMP-2 in Glaskörper und Retina 

 

TIMP-2 spielt im Zusammenhang mit der Aktivierung und Hemmung der bereits 

näher untersuchten Matrix-Metalloproteinase-2 (Kapitel 4.5.1 und 4.5.2) eine zentrale 

Rolle (Kinoshita et al., 1998; Stetler-Stevenson et al., 1989a). Um im weiteren Verlauf 

auf das potenzielle Zusammenwirken von TIMP-2 und MMP-2 in der ERU eingehen 

zu können, wurde zunächst die Expression von TIMP-2 in physiologischen und an 

ERU erkrankten Proben von Glaskörper und Retina untersucht. 
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4.6.1 Differenzielle Expression von TIMP-2 in den untersuchten 

Glaskörperproben 

 

Zur Quantifizierung der TIMP-2 Expression in den untersuchten Glaskörperproben 

der an ERU erkrankten Pferdeaugen erfolgte eine densitometrische Analyse der 

TIMP-2 Signale im Western Blot. Der densitometrische Vergleich der detektierten 

TIMP-2 Western Blot–Bande (ca. 21 kDa) von 19 augengesunden Glaskörperproben 

und 16 Glaskörperproben von an ERU erkrankten Augen ergab einen deutlich 

signifikanten Rückgang (Mann-Whitney Test: p<0,001) der TIMP-2 Expression in den 

Proben der an ERU erkrankten Pferdeaugen um 94,3% (Abb. 4.14). 

 

 

4.6.2 Erniedrigte Expression von TIMP-2 in der erkrankten Pferderetina 

 

Pferderetinae augengesunder (Abb. 4.15a, Nomarski) und von an ERU erkrankten 

Pferdeaugen (Abb. 4.15b, Nomarski) wurden immunhistochemisch auf ihre TIMP-2 

Expression untersucht. In der gesunden Retina konnte eine deutliche TIMP-2 

Expression vor allem im Bereich der Photorezeptoraußensegmente nachgewiesen 

werden (Abb. 4.15c, TIMP-2 (rot)). Im Gegensatz dazu ging die TIMP-2 Expression 

im erkrankten Gewebe fast vollständig zurück (Abb. 4.15d, TIMP-2 (rot)). 

Abb. 4.14: Erniedrigte TIMP-2 

Expression um 94,3% in uveitischen 

Glaskörperproben (*** p<0,001). 

Intensität des Western Blot Signals in der 

Kontrollgruppe (n=19, graue Säule) im 

Vergleich zur Signalintensität in der ERU 

Gruppe (n=16, weiße Säule). Über dem 

Box Plot ist exemplarisch eine 

repräsentative Western Blot Bande von 

TIMP-2 dargestellt. 
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Abb. 4.15: TIMP-2 Expression (rot) in der Pferderetina, DAPI-Färbung der Zellkerne (blau). 
Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme nach Nomarski einer gesunden Pferderetina (a) und der 
Retina eines an ERU erkrankten Pferdes (b). Darstellung des detektierten TIMP-2 Signals im Bereich 
der Photorezeptorschicht und im Bereich der äußeren limitierenden Membran einer nicht erkrankten 
Retina (c). Die TIMP-2 Expression ist in der an ERU erkrankten Pferderetina fast nicht mehr 
nachweisbar (d). 
 

4.6.3 Nachweis von Matrix-Metalloproteinase-Inhibitoren durch reverse 

Zymographie 

 

Um Aktivität und Vorkommen von Matrix-Metalloproteinase-Inhibitoren in den 

Glaskörperproben nachweisen zu können, erfolgte eine Untersuchung der Proben 

mittels reverser Zymographie (Abb. 4.16a). Auf einer Höhe von ca. 21 kDa bis 23 

kDa konnte eine durch Coomassie (Kang, 2002) anfärbbare Bande bei allen 

untersuchten Glaskörperproben detektiert werden (Abb. 4.16a, 1 bis 9, Pfeil). 

Ausmaß und Intensität der Bandenfärbung waren aber in den Glaskörperproben der 

Kontrollgruppe (Abb. 4.16a, Nr. 2, 4, 6, 8) stärker ausgeprägt als in den 

Glaskörperproben der an ERU erkrankten Pferdeaugen (Abb. 4.16a, Nr. 1, 3, 5, 7, 9). 

Als Negativkontrolle diente ein Standard SDS-Gel (Abb. 4.16b). Dort zeigten sich auf 

der entsprechenden Höhe (ca. 21 kDa bis 23 kDa) weder bei ERU-Glaskörperproben  
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(Abb. 4.16b, Nr. 1 und 3) noch bei Glaskörperproben der Kontrollgruppe (Abb. 4.16b, 

Nr. 2 und 4) durch Coomassie anfärbbare Proteinbanden.  

 

 

 
Abb. 4.16: (a) Erniedrigte MMP-2-Aktivitätshemmung durch TIMP-2 in den uveitischen 
Glaskörperproben. Reverse Zymographie (12% SDS Gel, Coomassiefärbung, enthält 0,8 µg MMP-2 
(Gelatinase A) und 1 mg/ml Gelatine) mit Glaskörperproben gesunder Pferdeaugen (2, 4, 6, 8) und an 
ERU erkrankter Pferdeaugen (1, 3, 5, 7, 9), dunkelblau gefärbte Areale (Pfeil) kennzeichnen eine 
Hemmung der Gelatinaseaktivität (ca. 21 bis 23 kDa, korrespondierend zu TIMP-2), Rückgang der 
Hemmung bei ERU, (b) Coomassie gefärbtes, 12 % SDS Kontrollgel, Glaskörperproben 1 und 3 
(ERU); 2 und 4 (Kontrollen). Auf der Höhe der in Abb. 4.16a gezeigten MMP-2-Hemmung sind keine 
anfärbbaren Proteinbanden zu erkennen.  
 

 

 

Die in der reversen Zymographie detektierte Bande (Abb. 4.16a, 1 bis 9, Pfeil) wurde 

folglich nicht durch anfärbbare Proteine in den Glaskörperproben hervorgerufen, 

sondern konnte auf eine Hemmung der MMP-2-Aktivität zurückgeführt werden. 

Aufgrund des beobachteten Molekulargewichts und der bereits beschriebenen 

Identifikation von equinem TIMP-2 mittels reverser Zymographie auf ca. 22 kDa 

(Clegg et al., 1998) bzw. 21 kDa (Riley et al., 2001) wurde die beobachtete 

Hemmung der MMP-2-Aktivität (Abb. 4.16a, 1-9, Pfeil) in dieser Untersuchung 

ebenfalls TIMP-2 zugeordnet. Somit konnte für die uveitischen Glaskörperproben 

(Abb. 4.16a, Nr. 1, 3, 5, 7, 9) eine im Vergleich zu den physiologischen Verhältnissen 

in den Glaskörperproben der Kontrollgruppe (Abb. 4.16a, Nr. 2, 4, 6, 8) erniedrigte 

TIMP-2 Aktivität gezeigt werden. 
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4.7 Zusammenspiel der untersuchten Proteine in der Retina 

 

4.7.1 Überschneidung der Expressionsmuster von Lipocalin 2 und  

MMP-9 in der Retina 

 

Da Lipocalin 2 mit MMP-9 Komplexe bilden kann (Kubben et al., 2007), wurde die 

Beziehung dieser beiden Proteine zueinander anhand einer immunhistochemischen 

Koexpressionsstudie in gesunder (Abb. 4.17a, Nomarski) und in an ERU erkrankter 

(Abb. 4.17b, Nomarski) Pferderetina untersucht. Lipocalin 2 war in der gesunden 

Retina vor allem im Bereich der Nervenfaserschicht und der inneren plexiformen 

Schicht exprimiert (Abb. 4.17c, Lipocalin 2 (grün)). Gleichzeitig konnte MMP-9, die 

äußere Körnerschicht ausgenommen, im gesamten gesunden Gewebe 

nachgewiesen werden (Abb. 4.17e, MMP-9 (rot)). Eine schwache Überlagerung der 

beiden Expressionsmuster fand sich im gesunden Gewebe in der inneren 

plexiformen Schicht sowie an den Rändern der äußeren Körnerschicht (Abb. 4.17g, 

MMP-9 (rot), Lipocalin 2 (grün), Überlagerung (gelb)). 

Die erkrankte Retina zeigte hingegen ein deutlich verändertes Muster der Lipocalin 2 

Expression bei nur unwesentlicher Veränderung der Expressionsstärke (Abb. 4.17d, 

ERU, Lipocalin 2 (grün)). Im Unterschied dazu ging die MMP-9 Expression im 

erkrankten Gewebe fast vollständig zurück (Abb. 4.17f, ERU, MMP-9 (rot)). Im an 

ERU erkrankten retinalen Gewebe war die Überlagerung der Expression an den 

rundlichenen Strukturen choroideal der äußeren Körnerschicht detektierbar (Abb. 

4.17h, MMP-9 (rot), Lipocalin 2 (grün), Überlagerung (gelb)). 
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Abb. 4.17: Expressionsmuster der Interaktoren Lipocalin 2 (grün) und MMP-9 (rot) in der Pferderetina. 
DAPI-Färbung der Zellkerne (blau). Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme nach Nomarski einer (a) 
gesunden Pferderetina und (b) der Retina eines an ERU erkrankten Pferdes. (c) Lipocalin 2 (grün) 
Expression im gesunden und (d) im von ERU betroffenen Netzhautgewebe. (e) MMP-9 (rot) 
Expression im gesunden und (f) im von ERU betroffenen Netzhautgewebe.  
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Koexpression von Lipocalin (grün), MMP-9 (rot) (g) gesunde Pferderetina, (h) Verändertes Lipocalin 2 
Expressionsmuster (grün) bei gleichzeitigem deutlichen Rückgang der MMP-9 Expression (rot) im 
erkrankten Gewebe. 
 

 

 

4.7.2 Interaktion von SFRP-2, Wnt3a und Alpha-2-Makroglobulin in der 

Pferderetina 

 

Um eine Aussage über die Verteilung der SFRP-2 Expression im Vergleich zu den 

potenziell mit SFRP-2 funktional zusammenhängenden Proteinen Wnt3a (Zhang et 

al., 2009b) und Alpha-2-Makroglobulin (Kapitel 4.3.3) zu erhalten, erfolgte eine 

immunhistochemische Koexpressionsstudie der drei Proteine in der Retina gesunder 

(Abb. 4.18a, Nomarski) und an ERU erkrankter (Abb. 4.18b, Nomarski) Pferde. In 

den Retinae augengesunder Pferde konnte SFRP-2 (Abb. 4.18e, g und i, SFRP-2 

(grün)) wie auch dessen potenzielle Interaktoren Wnt3a (Abb. 4.18c, g und i, Wnt3a 

(rot)) und Alpha-2-Makroglobulin (Abb. 4.18c, e und i, Alpha-2-Makroglobulin 

(magenta)) in der Photorezeptorschicht nachgewiesen werden. In an ERU erkrankten 

Retinae verschwand die SFRP-2 Expression (Abb. 4.18f, h und j, SFRP-2 (grün))  

fast vollständig. Simultan ging die Wnt3a Expression (Abb. 4.18d, h und j, Wnt3a 

(rot)) fast vollständig zurück. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei ERU eine deutlich 

erhöhte Alpha-2-Makroglobulin Expression im gesamten retinalen Gewebe (Abb. 

4.18d, f und j, Alpha-2-Makroglobulin (magenta)). 
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Abb. 4.18: Koexpressionsstudie von SFRP-2 (grün), Wnt3a (rot) und Alpha-2-Makroglobulin 
(magenta) in der Pferderetina. DAPI-Färbung der Zellkerne (blau). Differenzial-
Interferenzkontrastaufnahme nach Nomarski (a) einer gesunden Pferderetina und (b) der Retina eines 
an ERU erkrankten Pferdes. (c) Gesunde Retina, Wnt3a (rot) und Alpha-2-Makroglobulin (magenta);  
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(d) ERU, Wnt3a (rot) und Alpha-2-Makroglobulin (magenta). (e) Gesunde Retina, SFRP-2 (grün) und 
Alpha-2-Makroglobulin (magenta). (f) Erkranktes retinales Gewebe, SFRP-2 (grün) und Alpha-2-
Makroglobulin (magenta). (g) Gesunde Retina, SFRP-2 (grün) und Wnt3a (rot). (h) ERU, SFRP-2 
(grün) und Wnt3a (rot). (i) Expression von SFRP-2 (grün), Wnt3a (rot) und Alpha-2-Makroglobulin 
(magenta) in der Photorezeptorschicht der gesunde Retina. (j) Fast vollständiger Rückgang der SFRP-
2 (grün) und Wnt3a (rot) Expression im erkrankten Gewebe bei gleichzeitig deutlicher Zunahme der 
Alpha-2-Makroglobulin-Expression (magenta) im gesamten Gewebe. 
 

 

 

4.7.3 Koexpression von MMP-2 und Osteopontin mit dem Müller-

Gliazellmarker GFAP in gesunder und an ERU erkrankter 

Pferderetina 

 

Zur genaueren Identifizierung der MMP-2 und Osteopontin expimierenden Strukturen 

in der Pferderetina (Abb. 4.19a, gesund, Nomarski, Abb. 4.19b, ERU, Nomarski), 

erfolgten Koexpressionsuntersuchungen mit dem auf Müller-Gliazellen exprimierten 

(Hauck et al., 2007) glialen fibrillären sauren Protein (GFAP).  

In gesunden Retinae konnte die Expression der Proteine Osteopontin (Abb. 4.19c, e, 

und i, (magenta)) und MMP-2 (Abb. 4.19c, g und i, (rot)) zusammen mit GFAP (Abb. 

4.19e, g und i, (grün)) in den Photorezeptoraußensegmenten nachgewiesen werden. 

Zusätzlich war sowohl GFAP, als auch Osteopontin im Bereich der Müller-Gliazellen 

exprimiert, wobei sich Osteopontin auf den Bereich der Müller-Gliazellendfüße 

beschränkte. Konträr dazu zeigten die Retinae von an ERU erkrankter Pferdeaugen 

einen fast vollständigen Verlust der Osteopontin-Expression (Abb. 4.19d, f und j, 

magenta) bei gleichzeitig veränderter und verstärkter Expression von GFAP (Abb. 

4.19f, h und j, (grün)). Zusätzlich zeigte sich eine starke, an die äußere limitierenden 

Membran verlagerte sowie eine schwächere, diffus in der gesamten Retina verteilte 

Expression von MMP-2 bei der Erkrankung (Abb. 4.19d, h und j, (rot)). 
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Abb. 4.19: Koexpression der retinalen Expression von MMP-2 (rot), GFAP (grün) und Osteopontin 
(magenta). Zellkerne mit DAPI gefärbt (blau). 
(a) Gesunde Retina, Nomarski. (b) An ERU erkrankte Retina, Nomarski. (c) Expression von 
Osteopontin (magenta) und MMP-2 (rot) in der gesunden Retina. (d) Osteopontin Expression im  
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erkrankten Gewebe (magenta), Expressionsmuster von MMP-2 (rot). (e) GFAP (grün) und 
Osteopontin (magenta) Expression in der gesunden Retina. (f) Osteopontinexpression (magenta) und 
GFAP Expressionsmusters (grün) im erkrankten Gewebe. (g) GFAP (grün) und MMP-2 (rot) 
Expression im gesunden Gewebe und (h) erkrankten retinalen Gewebe. (i) Koexpression (weiß) von 
MMP-2 (rot), Osteopontin (magenta), GFAP (grün) an den Photorezeptoraußensegmenten im 
gesunden Gewebe, zusätzliche Expression an Müller-Gliazellen von OPN (magenta) und GFAP 
(grün). (j) Verlust der OPN Expression (magenta) bei gleichzeitiger Veränderung der GFAP (grün) und 
MMP-2 (rot) Expressionsmuster in an ERU erkrankter Retina. 
 

 

 

4.7.4 Koexpression der Proteine MMP-14, MMP-2 und TIMP-2 in der 

Photorezeptorschicht gesunder Retinae  

 

TIMP-2 spielt zusammen mit MMP-14 in der Regulation der MMP-2 Aktivität eine 

wichtige Rolle (Kudo et al., 2007; Kinoshita et al., 1998). Um eine mögliche 

Bedeutung der TIMP-2/MMP-14/MMP-2 Achse in der ERU näher zu untersuchen, 

erfolgte eine immunhistochemische Koexpressionsstudie der drei genannten 

Proteine in der Pferderetina (Abb. 4.20a, gesund, Abb. 4.20b, ERU, Nomarski).  

Sowohl MMP-14 (Abb. 4.20c, e und i, (magenta)), als auch TIMP-2 (Abb. 4.20e, g 

und i, (rot)) und MMP-2 (Abb. 4.20c, g und i, (grün)) waren in der 

Photorezeptorschicht gesunder Pferderetinae koexprimiert (Abb. 4.20i, 3fache 

Koexpression (weiß)). Im erkrankten Gewebe verlagerte sich die MMP-2 Expression 

auf den Bereich der äußeren limitierenden Membran (Abb. 4.20d, h und j, (grün)). 

Gleichzeitig konnte fast keine Expression von MMP-14 (Abb. 4.20d, f und j, 

(magenta)) und TIMP-2 (Abb. 4.20f, h und j, (rot)) in der erkrankten Retina mehr 

nachgewiesen werden. 
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Abb. 4.20: Expression von TIMP-2 (rot), MMP-2 (grün) und MMP-14 (magenta) in der gesunden und 
kranken Pferdenetzhaut. Zellkerne gefärbt mit DAPI (blau). (a) Gesunde Pferderetina, Nomarski. (b) 
Pferderetina eines an ERU erkrankten Pferdes, Nomarski. (c) MMP-2 (grün) und MMP-14 (magenta) 
Expression in der gesunden Retina (Überlagerung weiß). (d) MMP-2 (grün) und MMP-14 (magenta) 
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Expression im erkrankten Gewebe. (e) TIMP-2 (rot) und MMP-14 (magenta) Expression in der 
gesunden Retina und (f) in der an ERU erkrankten Retina. (g) TIMP-2 (rot) und MMP-2 (grün) 
Expression im gesunden Gewebe und (h) in erkrankter Retina. (i) Koexpression (weiß) von TIMP-2 
(rot), MMP-2 (grün) und MMP-14 (magenta) am Innensegment der Photorezeptoren, TIMP-2 im 
gesamten Außensegment exprimiert in der gesunden Retina. (j) Hingegen vollständiger Rückgang der 
TIMP-2 (rot) und MMP-14 (magenta) Expression in der ERU bei gleichzeitiger Zunahme und 
Verlagerung der MMP-2 (grün) Expression an die äußere limitierende Membran. 
 

4.7.5 Datenbankbasierte Netzwerkanalyse der Protein-Protein 

Interaktionen im Pferdeglaskörper 

 

Für die im Pferdeglaskörper differenziell exprimierten Proteine (Tab. 4.2 und Tab. 

4.3), sowie für die Proteine Wnt3a (Kapitel 4.3.2), MMP-9 (Kapitel 4.5.2) und MMP-

14 (Kapitel 4.5.4) wurde basierend auf bereits bekannten Protein-Protein-

Interaktionen mit Hilfe der Software STRING147 (Open Source Software; Version 8.2) 

ein Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk erstellt. Dadurch sollte ein Überblick über 

funktionelle Cluster geschaffen werden, die in der Erkrankung ERU verändert 

werden. Abbildung 4.21 zeigt das mit STRING (http://string.embl.de/) generierte 

Interaktionsnetzwerk für die in dieser Arbeit in Pferdeglaskörper und Retina 

differenziell exprimierten Proteine (Abb. 4.21, nur in der Retina identifizierte Proteine 

schwarz, in der ERU im Glaskörper vermehrt exprimierte Proteine leuchtend gelb, 

nicht in die Abbildung integrierte Proteine Tab. 4.5a ). Dickere blaue Linien verweisen 

auf eine stärkere Assoziation der Proteine. Vier über ihre Funktion assoziierte 

biologische Proteingruppen fallen besonders auf (Abb. 4.21 A, B, C, D). Es zeigt sich 

eine Anhäufung von Protein-Protein-Interaktionen, die die Proteine der Matrix-

Metalloproteinasefamilie und ihre Inhibitoren mit einschließen (Abb. 4.21 A) und eine 

sich um das Zelladhäsionsprotein Fibronektin formierende Gruppe (Abb. 4.21 B). Des 

Weiteren stellt sich eine Gruppe von mit dem Gerinnungsfaktor II assoziierten 

Plasmaproteinen dar, von denen viele in der ERU vermehrt exprimiert wurden (Abb. 

4.21 C). Eine weitere kleine Gruppe an Interaktoren besteht aus den Proteinen des 

Wnt-Signalweges SFRP-2 und Wnt3a (Abb. 4.21 D). Das Protein Alpha-2-

Makroglobulin zeigt der STRING Datenbank (http://string.embl.de/) zufolge eine 

funktionelle Assoziation mit den drei erstgenannten Gruppen (Abb. 4.21 E). Eine in 

dieser Arbeit erstmals beschriebene Assoziation mit dem Protein des Wnt-

Signalweges SFRP-2 wurde in das mit STRING generierte Proteinnetzwerk 

ergänzend eingefügt (Abb. 4.21 E, Verbindung A2M zu SFRP-2 (rot)). Für circa die 
                                                 
147

 http://string.embl.de/ 
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Hälfte der Proteine konnte in der durchgeführten Interaktionsnetzwerk-Analyse in der 

STRING148 Datenbank keine funktionelle Verbindung zu anderen Proteinen gefunden 

werden, die die Anforderungen dieser Analyse erfüllten. Diese Proteine sind in der 

Abb. 4.21 deshalb als Kugeln ohne Verbindungslinien dargestellt. Die STRING 

Datenbank verwendet in der Darstellung des Proteinnetzwerks die Gennamen der 

eingegebenen Proteine, welche über die Tabelle 4.5 dem jeweiligen Protein 

zugeordnet werden können. 

 

Proteinname Gensymbol 

Alpha-1-antitrypsin SERPINA1 

Alpha-2-Makroglobulin A2M 

Alpha-Albumin AFM 

Alpha-Crystallin B Kette CRYAB 

Amyloid beta A4 Protein APP 

Amyloid-like Protein 2 APLP2 

Angiomodulin Fragment a AGM 

Angiotensinogen AGT 

Antithrombin III Protein SERPINC1 

Apolipoprotein A-I APOA1 

Apolipoprotein A-II (Apo-AII) APOA2 

Apolipoprotein D APOD 

Beta-2-Glykoprotein 1 APOH 

Beta-2-Mikroglobulin B2M 

Beta-Crystallin B1 CRYBB1 

BWK3 a LOC366772 

Cadherin 2 CDH2 

Calsyntenin-1 CLSTN1 

Cathepsin L2 CTSL2 

Chromogranin-A CHGA 

Clusterin CLU 

Dickkopf-related Protein 3 DKK3 

EGF-enthaltendes fibulinähnliches extrazelluläres Matrix 

Protein 1 
EFEMP1 

Epididymal secretory Protein E1 NPC2 

Fibrinogen gamma-Polypeptid FGG 
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Fibronektin (FN) FN1 

Fibulin-2 FBLN2 

Gelsolin GSN 

Gerinnungsfaktor II F2 

Hemopexin HPX 

Heparin Kofaktor 2 SERPIND1 

Immunglobulin Gamma 1 c-Region a IGHC1 

Immunglobulin heavy variable 3-6 a IGHV3-6 

Immunglobulin J Kette IGJ 

Insulin-like growth factor binding Protein-5 IGFBP5 

Insulin-like growth factor binding Protein-6 IGFBP6 

Inter-alpha-Trypsin Inhibitor AMBP 

Interphotoreceptor Matrix-Proteoglycan 1 IMPG1 

Interphotoreceptor retinoid binding Protein IRBP 

Keratin, Typ I zytoskeletal 10  KRT10 

Keratin, Typ II cytoskeletal 1 KRT1 

Keratin, Typ II cytoskeletal 75 KRT75 

Kollagen alpha-1(VI) Kette COL6A1 

Kollagen, Typ II, alpha 1 COL2A1 

Komplement Faktor I CFI 

Lipocalin 2 LCN2 

Matrix-Metalloproteinase-2 MMP2 

Matrix-Metalloproteinase-14 MMP14 

Matrix-Metalloproteinase-9 MMP9 

Metalloproteinase Inhibitor 1 (TIMP-1) TIMP1 

Metalloproteinase Inhibitor 2 (TIMP-2) TIMP2 

N-Acetyllactosaminide beta-1,3-N-Acetylglucosaminyl-

transferase  
B3GNT1 

Neuropeptid VF NPVF 

NKG2D Ligand 4 RAET1E 

Opticin OPTC 

Osteopontin SPP1 

Phosphatidylethanolamine-binding Protein 4 PEBP4 

Pigment epithelium-derived Faktor SERPINF1 

PROS1 PROS1 

Prostaglandin-H2 D-Isomerase PTGDS 

Protein FAM3C FAM3C 

Putative tenascin-XA TNXA 

Reelin RELN 
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Retinoic acid receptor responder Protein 2  RARRES2 

Retinol-binding Protein 4 RBP4 

Secreted frizzled-related protein 2 (SFRP-2) SFRP2 

Semaphorin-7A SEMA7A 

Serotransferrin TF 

SH2 domain-containing Protein 3C SH2D3C 

SPARC SPARC 

SPARC-like Protein 1 SPARCL1 

Spondin-1 SPON1 

Sulfhydryl Oxidase 1 QSOX1 

Tenascin-R TNR 

Tetranectin  CLEC3B 

Transforming growth factor-beta-induced Protein ig- h3 TGFBI 

Transthyretin TTR 

Tripeptidyl-Peptidase 1 TPP1 

Ubiquitinb ENSG00000170315  

WAP four-disulfide core domain Protein 2 WFDC2 

Wnt3a WNT3A 

 
Tab. 4.5: Proteinnamen der differenziell in Glaskörper und/oder Retina exprimierten Proteine mit 
zugeordnetem Gensymbol wie in STRING eingegeben (http://string.embl.de/); a) Gensymbol ist nicht 
in der STRING-Datenbank vorhanden und konnte nicht in das Proteininteraktionsnetzwerk (Abb. 4.21) 
integriert werden. b) Ubiquitin wird in STRING unter dem Eintrag ENSG00000170315 geführt. 
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Abb. 4.21: Protein-Protein-Interaktionskarte der in dieser Arbeit untersuchten, differenziell 
exprimierten Proteine (in der ERU erhöht exprimierte Proteine leuchtend gelb) aus dem 
Pferdeglaskörper sowie der retinalen Proteine (schwarz) MMP-14 und Wnt3a mit STRING 8.2 
(http://string.embl.de/) generiert. Dickere Linien verweisen auf eine stärkere Assoziation der Proteine. 
Vier funktionelle biologische Pfade fallen besonders auf (A, B, C, D). (A) Mit den Proteinen der Matrix-
Metalloproteinasefamilie assoziierte Interaktionen. (B) Mit Fibronektin assoziierte Funktionen. (C) In 
ERU-Glaskörpern erhöhte Serumproteine der Gerinnungskaskade, die mit Gerinnungsfaktor II 
assoziiert sind. (D) Mit dem Wnt- Signaltransduktionsweg assoziierte Interaktionen. (E) Alpha-2-
Makroglobulin als multi-funktionelles Protein mit A, B, C assoziiert (laut Datenbank), Verbindung zu 
SFRP-2 (D) in dieser Arbeit durch SF-TAP nachgewiesen (Kapitel 4.3.3). 
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5 DISKUSSION 

 

Mit einer Verbreitung von ca. 7,6% bis 12% in der Pferdepopulation weltweit (Gilger 

and Michau, 2004; Szemes and Gerhards, 2000; Spiess, 1997) ist die equine 

rezidivierende Uveitis (ERU) die vorherrschende Ursache für eine erworbene 

Blindheit beim Pferd (Gilger and Michau, 2004; Halliwell and Hines, 1985; Rebhun, 

1979). Im Zuge des charakteristisch rezidivierenden Krankheitsverlaufes kommt es 

zu einer progressiven Schädigung der Retina mit vollkommenem Verlust der 

Sehfähigkeit im Endstadium der Erkrankung (Deeg, 2009; Gilger et al., 2008; Cook et 

al., 1983). Als einzig spontanes Tiermodell für die autoimmune Uveitis des Menschen 

(Deeg et al., 2007c; Dick, 1998) ist das wissenschaftliche Interesse an den 

zugrundeliegenden Pathomechanismen dieser T-Zell mediierten Erkrankung (Deeg 

et al., 2002a; Romeike et al., 1998) nicht allein auf die Veterinärmedizin beschränkt. 

Bei beiden Erkrankungen (Uveitis beim Pferd und Menschen) sind die auf 

molekularer Ebene ablaufenden Pathogenese-Prozesse noch nicht geklärt.  

Durch den engen Kontakt zwischen Glaskörper und Retina (Balazs, 1973; Weidman, 

1973) beeinflussen sowohl physiologische, als auch pathologische Zustände der 

Retina die Zusammensetzung der Proteinkomponenten des Glaskörpers (Shitama et 

al., 2008), weswegen Glaskörpermaterial zur Erforschung vitreoretinaler 

Erkrankungen herangezogen wird (Garcia-Ramirez et al., 2009; Garcia-Ramirez et 

al., 2007). Die beim Pferd im Rahmen eines minimalinvasiven therapeutischen 

Verfahrens mögliche Probengewinnung (von Borstel et al., 2005; Werry and 

Gerhards, 1992) verleiht dem Glaskörper in der Erforschung der equinen 

rezidivierenden Uveitis eine besondere Stellung, da hierdurch Proben von allen 

Krankheitsstadien zur Verfügung stehen. Die Vitrektomie wird bereits in 

Anfangsstadien der ERU durchgeführt, wenn drei Uveitisschübe aufgetreten sind 

(Werry and Gerhards, 1992). Dagegen werden Netzhautproben nur von Pferden im 

Endstadium der ERU gewonnen, bei denen eine Enukleation durchgeführt werden 

muss, oder wenn eine beidseitige Erblindung vorliegt, die die Euthanasie des 

Pferdes aus Tierschutzgründen nötig macht. 

Glaskörperproteine standen bereits im Fokus des Interesses einer vorangegangenen 

Studie, die diese Proteine durch zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-PAGE) 

untersuchte (Altmann, 2007; Deeg et al., 2007a). Die limitierte Analysekapazität der 
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2D-PAGE im Vergleich zu neueren Methoden (siehe Kapitel 2.4.4.1), wie der in 

dieser Arbeit verwendeten nicht-gelbasierten, an ein Massenspektrometer 

gekoppelten Flüssigkeitschromatographie (LC-MS/MS) (Zhang et al., 2008; 

Washburn et al., 2001) sowie die seit der Sequenzierung des Pferdegenoms zur 

Verfügung stehenden verbesserten Datenbanken 

(http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index) ermöglichen heute qualitativ und 

quantitativ deutlich verbesserte Proteinidentifikationen. Dies war der Anlass, sich im 

Rahmen dieser Arbeit erneut mit den differenziell exprimierten Proteinen des 

Pferdeglaskörpers auseinanderzusetzen. Basierend auf einer nicht-

hypothesengesteuerten Herangehensweise wurde zunächst das komplette, im 

Glaskörper exprimierte Proteinrepertoire identifiziert und anschließend Änderungen 

im Proteinexpressionsmuster detektiert, die durch die ERU verursacht werden (Tab. 

4.1, 4.2 und 4.3). Damit konnten für die Pathogenese der ERU potenziell 

interessante Kandidaten und die mit ihnen assoziierten Signalwege identifiziert und 

näher untersucht werden.  

Es gelang in dieser Arbeit insgesamt 119 Proteine aus den Glaskörpern von an ERU 

erkrankten und gesunden Pferden zu identifizieren (Tab. 4.1, 4.2 und 4.3), davon 

waren 79 Proteine differenziell exprimiert. Bei 62 Proteinen zeigte sich eine 

verminderte Expression in den uveitischen Glaskörperproben (Tab. 4.3), wogegen für 

17 Proteine eine vermehrte Expression in den Glaskörperproben der an ERU 

erkrankten Pferde festgestellt werden konnte (Tab. 4.2). Im Vergleich zu der von 

Altmann durchgeführten Analyse mit 38 identifizierten Proteinen (Altmann, 2007), 

konnte die Gesamtmenge der identifizierten Proteine in dieser Arbeit mit 119 

verschiedenen Proteinen mehr als verdreifacht werden. War in der vorangegangenen 

Studie eine differenzielle Expression für 11 Glaskörperproteine beschrieben worden 

(Altmann, 2007), so gelang in dieser Arbeit mit der Identifikation von 79 differenziell 

exprimierten (Kapitel 4.1), und somit für die Charakterisierung der ERU Pathogenese 

potenziell interessanten Glaskörperproteinen, eine erhebliche Erweiterung des für 

weitere hypothesengetriebene Forschungsansätze zur Verfügung stehenden 

Grundlagenwissens. Annähernd 100% der unter Verwendung von Mascot149 in der 

Ensembl- Datenbank150 (Version 56, 2009) identifizierten Peptide konnten klar einem 

bereits bekannten Protein zugeordnet werden. Nur für eines der detektierten 

Proteine, ENSECAP00000012924, sind keine Homologe bekannt, weswegen diesem 
                                                 
149 http://www.matrixscience.com/ 
150 http://www.ensembl.org/index.html 
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Protein kein Name zugeordnet werden konnte. Dank der fortschreitenden 

Weiterentwicklung dieser Datenbank sollte die betreffende Zuordnung jedoch in 

naher Zukunft nachgeholt werden können.  

Schon aus den Proteinidentifikationen von Altmann sind eine große Gruppe von 

Serumproteinen und die Inhibitoren des Wnt-Signalwegs DKK3 und SFRP-2 im 

Pferdeglaskörper bekannt (Altmann, 2007). Serumproteine konnten auch in dieser 

Arbeit eindeutig in den Pferdeglaskörpern identifiziert werden (Tab. 4.1, 4.2 und 4.3). 

Aus der Gruppe der zwischen ERU und Kontrollen im Glaskörper differenziell 

exprimierten Serumproteine fiel eine mit Gerinnungsfaktor II assoziierte funktionelle 

Gruppe in der Protein-Protein–Interaktion(PPI)-Netzwerkanalyse besonders auf (Abb. 

4.21 C). Auch die Inhibitoren des Wnt-Signalweges DKK3 und SFRP-2 konnten in 

dieser Arbeit eindeutig in den Glaskörpern identifiziert werden und waren in den 

untersuchten Glaskörpern der an ERU erkrankten Pferde signifikant vermindert 

exprimiert (Tab. 4.3). Die PPI-Netzwerkanalyse (Abb. 4.21) zeigte eine Assoziation 

zwischen SFRP-2 und dem in der gesunden Pferderetina exprimierten (Abb. 4.3c) 

und hier erstmals in Zusammenhang mit autoimmuner Uveitis beschriebenen 

(PubMed151 Recherche Stand 17. März 2010) Wnt-Protein Wnt3a (Abb. 4.21 D). 

welche sich durch Koexpression in der gesunden Pferderetina bestätigte (Abb. 

4.18g). Bisher noch nicht im Zusammenhang mit der ERU beschrieben, fand sich im 

Rahmen dieser Studien eine Gruppe von Zelladhäsion assoziierten Proteinen, die 

sich in der PPI-Netzwerkanalyse um das Protein Fibronektin gruppierte (Abb. 4.21 

B). Ebenfalls unter den im Pferdeglaskörper differenziell exprimierten Proteinen 

dieser Arbeit findet sich die funktionell interessante Gruppe der Matrix-

Metalloproteinasen (MMP) und ihrer Inhibitoren (Tab. 4.3, Kapitel 4.5 und Abb. 4.21 

A), für die in dieser Arbeit das erste Mal ein potenzieller Zusammenhang mit der 

Pathogenese der ERU beschrieben wird (PubMed152 Recherche Stand 17. März 

2010). In der PPI-Netzwerkanalyse formierten sich diese Proteine zusammen mit der 

in der Pferderetina differenziell exprimierten Matrix-Metalloproteinase-14 (Abb. 4.13) 

um die in den uveitischen Glaskörpern vermindert exprimierte Matrix-

Metalloproteinase-2 (Tab. 4.3) als zentrales Protein (Abb. 4.21, A). Da ein Teil der in 

den uveitischen Glaskörpern als vermehrt exprimiert nachgewiesenen Proteine wie 

Alpha-1-Antitrypsin, Apolipoprotein-A-I, Apolipoprotein-A-II, Gerinnungsfaktor II und 
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152 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
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Alpha-2-Makroglobulin und verschiedene Immunglobulinfragmente (Tab. 4.2) 

abundante Serumproteine repräsentiert (Zipplies et al., 2009) ergibt sich hieraus ein 

eindeutiger Hinweis auf den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke im Zuge der 

ERU, was mit den Ergebnissen vorheriger Studien zur ERU konform geht (Altmann, 

2007; Deeg et al., 2007a; Hauck et al., 2007). Fast alle von Altmann identifizierten 

Proteine wurden auch in dieser Arbeit identifiziert. Die Proteinidentifikation Alpha-1-

Antitrypsin findet sich sowohl unter den nicht differenziell exprimierten Proteinen 

(Tab. 4.1, SERPINA1 entspricht Alpha-1-Antitrypsin) als auch in der Gruppe der in 

ERU-Glaskörpern vermehrt exprimierten Proteine (Tab. 4.2), was auf eine 

differenzielle Regulation verschiedener Isoformen oder eine mögliche 

posttranslationale Modifikation von ein und demselben Protein in der ERU verweist. 

Letztere könnten in Experimenten mit vergleichenden 2D-PAGE Studien des Proteins 

und 2D-Western Blots weiter untersucht werden.  

Aufgrund seiner funktionellen Assoziation mit den Vertretern der Matrix- 

Metalloproteinasefamilie MMP-2 und MMP-9 (Catalan et al., 2009; Folkesson et al., 

2007; Fernandez et al., 2005; Kjeldsen et al., 1993; Triebel et al., 1992) und der für 

die ERU in dieser Arbeit erstmalig beschriebenen Expression (PubMed Recherche 

Stand 17. März 2010) im Pferdeglaskörper (Tab. 4.2) wurde zunächst das im 

uveitischen Glaskörper deutlich vermehrt exprimierte Protein Lipocalin 2 (LCN2) 

(Tab. 4.2) näher charakterisiert. Allgemein kommt LCN2 eine Rolle in der 

Immunantwort (Chan et al., 2009; Borregaard and Cowland, 2006; Flo et al., 2004) 

und dem rezeptormediierten Eisentransport über Zellmembranen (Bolignano et al., 

2010; Borregaard and Cowland, 2006; Yang et al., 2002) zu, außerdem wird LCN2 

eine protektive Wirkung bei oxidativem Stress zugeschrieben (Roudkenar et al., 

2008).  

LCN2 wurde in dieser Studie auf seine Expression im Zielorgan der ERU, der Retina, 

hin untersucht (Abb. 4.1), wodurch LCN2 in dieser Arbeit erstmalig in der 

Pferderetina nachgewiesen werden konnte (PubMed Recherche 17. März 2010). Das 

gesunde retinale Gewebe war von einer gleichmäßigen LCN2-Expression vor allem 

im Bereich der Nervenfaserschicht und der inneren plexiformen Schicht gezeichnet 

(Abb. 4.1c), wohingegen das veränderte Expressionsmuster im an ERU erkrankten 

Gewebe hauptsächlich durch eine ungleichmäßige Verteilung über das gesamte 

retinale Gewebe vitreal der äußeren Körnerschicht charakterisiert war (Abb. 4.1d). 

LCN2 konnte bereits von Abu El-Asarar et al. zymographisch in Kammerwasser-
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Proben von Menschen mit immunmediierter Uveitis nachgewiesen werden, nicht aber 

in den Kontrollproben (Abu El-Asrar et al., 2004). Anhand dieser Zymographie konnte 

auch gezeigt werden, dass LCN2 in den uveitischen Kammerwasserproben als 

Komplex mit dem Protein MMP-9 vorlag (Abu El-Asrar et al., 2004). Aufgrund der 

beschriebenen Sekretion des LCN2/MMP-9 Komplexes durch neutrophile 

Granulozyten (Kjeldsen et al., 1993), wurden diese Zellen als Hauptquelle des 

detektierten MMP-9 und LCN2 in den Kammerwasserproben der Uveitispatienten 

angesehen (Abu El-Asrar et al., 2004). 

Eine zeitgleich erhöhte Expression von LCN2 und MMP-9 konnte in dieser Arbeit in 

den uveitischen Glaskörpern bereits erfolgreich demonstriert werden (Tab. 4.2 und 

Abb. 4.10). Es besteht die Möglichkeit, dass aufgrund der potenziell sehr geringen 

Konzentration der LCN2/MMP-9 Komplexe in den uveitischen Glaskörperproben, 

deren Detektion durch eine zu starke Coomassiefärbung der Gelatin-Zymographie 

verhindert wurde. Deswegen sollen die Glaskörperproben in einem modifizierten 

Zymographieprotokoll entweder durch eine Erhöhung des aufgetrennten 

Glaskörperproteins, oder durch eine schwächere Coomassiefärbung nochmals 

dahingehend überprüft werden. Der Frage nach dem Vorliegen des LCN2/MMP-9 

Heterodimers in den ERU-Glaskörpern sollte aber auch bezüglich der für LCN2 

beschriebenen protektiven Wirkung auf die enzymatische Aktivität von MMP-9 

(Gupta et al., 2007; Kubben et al., 2007; Yan et al., 2001) nochmals nachgegangen 

werden. Die mit der LCN2-Menge korrelierende protektive Wirkung auf die 

Enzymaktivität des MMP-9 konnte bereits in einer Brustkarzinom-Zelllinie gezeigt 

werden (Yan et al., 2001). In derselben Studie gelang auch der Nachweis des 

LCN2/MMP-9 Komplexes in den Urinproben von Tumorpatienten durch 

Zymographie, der mit spezifischen AK gegen MMP-9 und LCN-2 eindeutig in 

Western Blot und Ko-Immunopräzipitationsexperimenten charakterisiert werden 

konnte (Yan et al., 2001). Dies ist eine Vorgehensweise, die auch bei der weiteren 

Charakterisierung von LCN2 in der ERU sinnvoll wäre. Yan et al. stellten, basierend 

auf der erfolgreichen Rekonstruktion des LCN2/MMP-9 Komplexes in vitro durch 

Mischen der beiden Proteine und der Abwesenheit von Leukozyten in den 

verwendeten Proben, Leukozyten als Quelle des LCN2/MMP-9 Komplexes in diesem 

Fall in Frage (Yan et al., 2001). Derselbe protektive Effekt auf die proteolytische 

Aktivität von MMP-9 wurde für LCN2 auch bei Osteoarthrithis (Gupta et al., 2007) 

und Magentumoren (Kubben et al., 2007) beschrieben. In der letztgenannten Studie 
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wurde die Komplexbildung ebenfalls nicht neutrophilen Granulozyten, sondern einer 

erhöhten LCN2 Produktion der Tumorzellen zugeschrieben (Kubben et al., 2007). In 

Bezug auf die autoimmune Pathogenese der ERU (Deeg, 2008; Deeg et al., 2008; 

Deeg et al., 2006b) ist die Assoziation von LCN2 mit anderen 

Autoimmunerkrankungen wie der autoimmunen Myokarditis (Ding et al., 2010) 

relevant. Es konnte mittels RT-PCR und Immunhistochemie eine LCN2- Expression 

bei Kardiomyozyten, Gefäßwandzellen, Fibroblasten und neutrophilen Granulozyten 

von Ratten mit induzierter EAM und in Myokardgewebe von humanen Patienten mit 

Myokarditis, nicht aber den entsprechenden Kontrollen nachgewiesen werden (Ding 

et al., 2010). Die Expression von LCN2 durch Zellen als Reaktion auf 

Gewebeschädigung ist von Myokardzellen (Ding et al., 2010; Yndestad et al., 2009), 

Zellen der Nierentubuli (Ding et al., 2007; Schmidt-Ott et al., 2006; Mishra et al., 

2003), Bronchialepithelzellen (Cowland et al., 2003) und auch von retinalen Müller-

Gliazellen (Gerhardinger et al., 2005) bekannt. In Bezug auf die Bedeutung der 

Müller-Gliazellen für die Pathogenese der ERU (Hauck et al., 2007) stellt die 

Assoziation von Müller-Gliazellen und LCN-2 (Gerhardinger et al., 2005) eine 

bedeutende Information dar. Für Ratten-Müller-Gliazellen konnte durch Microarray-

Analysen eine vermehrte Expression des LCN2 Genes in einem induzierten Modell 

für diabetische Retinopathie nachgewiesen werden (Gerhardinger et al., 2005). Im 

Falle der ERU spricht die starke Expression im retinalen Gewebe des gesunden 

(Abb. 4.1c) und des uveitischen Zustandes (Abb. 4.1d) für eine retinale Herkunft von 

LCN2. Ob Müller-Gliazellen beim Pferd als Ursprung in Frage kommen, bedarf noch 

weiterer Klärung in Zellkultur basierten Experimenten. 

Für die sowohl in gesunder Pferderetina als auch in der Retina von an ERU 

erkrankten Pferden nachgewiesene LCN2 Expression (Abb. 4.1) könnte der 

funktionell modifizierende Einfluss von Zytokinen auf LCN2 von Interesse sein. 

Neben der von mehreren Autoren beschriebenen Induktion einer LCN2 Expression in 

Zellen durch proinflammatorische Zytokine wie IL-1ß, IL-17 (Chan et al., 2009; 

Yndestad et al., 2009; Cowland et al., 2003) und TNF-alpha in Kombination mit IL-17 

(Shen et al., 2005) wird auch eine Hemmung der regenerativen LCN2-Effekte auf 

geschädigtes Gewebe in Anwesenheit eines proinflammatorischen 

Zytokinexpressionsmuster mit TNF-alpha, IFN-gamma und IL-1ß beschrieben 

(Vinuesa et al., 2008). Die Assoziation mit IL-17 ist besonders in Bezug auf die 

kürzlich mit autoimmuner Uveitis in Verbindung gebrachten Th17-Zellen (Amadi-Obi 
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et al., 2007) interessant. Je nach Zustand könnte also LCN2 zum einen in der ERU 

seine zellregenerativen und protektiven Eigenschaften verlieren und gleichzeitig als 

Mediator einer gesteigerten MMP-9 Enzymaktivität agieren, was potenziell zur 

Schädigung okulärer Strukturen im Verlauf der ERU beitragen könnte. In an diese 

Arbeit anknüpfenden Studien soll deswegen neben der weiteren Charakterisierung 

des LCN2-Verhältnisses zu MMP-9 über Zymographie und Ko-

Immunopräzipitationsstudien die Bedeutung von equinen Müller-Gliazellen als LCN2-

Quelle in der Zellkultur verifiziert, und bei positivem Ergebnis der Einfluss von 

Zytokinen auf die LCN2 Expression weiter untersucht werden. 

Ebenfalls konnte in dieser Arbeit für zwei inhibierende Faktoren der Wnt-

Signaltransduktion, DKK3 und SFRP-2 (Tab. 4.3) eine erniedrigte Expression in den 

uveitischen Glaskörperproben gezeigt werden, was durch das Ergebnis einer 

vorangegangenen Studie bestätigt wird (Altmann, 2007) und abgesehen davon noch 

nicht in Zusammenhang mit Uveitis beschrieben wurde (PubMed153 Recherche Stand 

17. März 2010). Die Wnt-Signaltransduktion ist ein komplexes, nicht linear 

interagierendes Proteinnetzwerk (van Amerongen and Nusse, 2009) und spielt 

sowohl bei der Tumorgenese (Matushansky et al., 2008), der Embryogenese und 

Gewebedifferenzierung (Agathocleous et al., 2009; Martin and Kimelman, 2009; van 

Amerongen and Nusse, 2009; Witte et al., 2009), hier speziell auch im frühen 

Stadium der Entwicklung der Retina von Vertebraten (Sanchez-Sanchez et al., 

2010), aber auch bei der Regeneration geschädigter Retina (Osakada et al., 2007) 

eine Rolle. Die Wnt-Signaltransduktion scheint aber ebenfalls in Zusammenhang mit 

degenerativen Veränderungen der Retina zu stehen (Chen et al., 2009; Yi et al., 

2007; Hackam, 2005). Mindestens drei verschiedene Wnt-Signalwege sind an der 

Wnt-Signaltransduktion beteiligt, der Wnt/ß-Catenin (oder kanonische) Weg, der nicht 

kanonische Weg und der Wnt-Ca2+-Weg (Bovolenta et al., 2006). Für die ERU 

interessant ist die Expression des Wnt-/ß-Catenin Signalweg Inhibitors (Galli et al., 

2006; Kawano and Kypta, 2003) SFRP-2 in retinalem Gewebe, welcher in der 

Pferderetina vor allem in der Photorezeptorschicht nachweisbar und in der von ERU 

betroffenen Retina vermindert ist (Abb. 4.2, Kapitel 4.3.1), was von 

vorangegangenen Studien bestätigt wird (Altmann, 2007). In dieser Arbeit konnte 

erstmalig eine Assoziation der Expression von SFRP-2 mit der Expression des Wnt-

Proteins Wnt3a in der Pferderetina beschrieben werden (Abb. 4.18). Sehr interessant 
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ist neben der Koexpression beider Proteine in der Photorezeptorschicht der 

gesunden Pferderetina (Abb. 4.18g) der simultane Rückgang der Expression von 

SFRP-2 und Wnt3a in den an ERU erkrankten Retinae (Abb. 4.18h), ein Vorgang, 

der in Bezug auf autoimmune Uveitis in dieser Arbeit das erste Mal beschrieben wird 

(PubMed154 Recherche Stand März 2010). Bereits bekannt ist eine Interaktion von 

SFRP-2 und Wnt3a durch den Nachweis der antiapoptotischen Wirkung von SFRP-2 

auf Kardiomyozyten, die durch Blockade des proapoptotisch wirkenden Wnt-Proteins 

Wnt3a zustande kommt (Zhang et al., 2009b; Mirotsou et al., 2007). SFRP-2 konnte 

noch keine Funktion in der Pferderetina zugeordnet werden, aber es ist bereits 

bekannt, dass SFRP-2 neben seiner Funktion in der Embryogenese (Misra and 

Matise, 2010; Lee et al., 2006a; Lescher et al., 1998) auch als Tumorsuppressorgen 

wirken kann (Suzuki et al., 2008; Takagi et al., 2008). Im Widerspruch dazu 

implizieren manche Studien eine Tumor-fördernde Funktion durch antiapoptotische 

(Lee et al., 2006b; Lee et al., 2004) oder proangiogenetische (Courtwright et al., 

2009) Wirkung. Aber auch Wnt-Signalweg unabhängige Funktionen sind für SFRP-2 

beschrieben (Bovolenta et al., 2008), darunter die in Bezug auf die in der ERU 

differenziell exprimierten Mitglieder der Matrix-Metalloproteinasefamilie (Kapitel 4.1 

und 4.5) potenziell interessante Funktion des Maus-SFRP-2 als Inhibitor von 

Krallenfroschproteinasen (Lee et al., 2006a) oder die im Widerspruch dazu 

beschriebene verstärkende Wirkung von SFRP-2 auf die Prokollagen-C-Proteinase-

Aktivität von Tolloid-like-Metalloproteinasen (Kobayashi et al., 2009). Des Weiteren 

konnte auch eine über einen Fibronektin/Integrin Rezeptor vermittelte zellprotektive 

und antiapoptotische Funktion für Säugetierzellen in in vitro Experimenten 

nachgewiesen werden (Lee et al., 2006b; Lee et al., 2004). In Zusammenhang mit 

der Koexpression von SFRP-2 und Wnt3a (Abb. 4.18 g) in der gesunden 

Pferderetina könnte auch die für Wnt3a postulierte pro-regenerative Funktion in der 

geschädigten Retina (Osakada et al., 2007) sowie der pro-proliferative Einfluss 

dieses Proteins auf Müller-Gliazellen (Osakada et al., 2007) bedeutsam sein. Um den 

Ursprung des in der Retina exprimierten SFRP-2 oder Wnt3a zu identifizieren, wäre 

eine zellkulturbasierte Untersuchung primärer equiner Retinazellen wie z.B. Müller-

Gliazellen auf eine mögliche Expression der beiden Proteine sinnvoll. Dieses 

Vorgehen würde bei positivem Ergebnis die Möglichkeit eröffnen, durch Unterbinden 

der Expression von SFRP-2 oder Wnt3a mittels spezifischer siRNA, auf eine 
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potenziell schädigende oder protektive Funktion der Proteine SFRP-2 und Wnt3a auf 

primäre Zellen hin zu untersuchen, und somit den Kontext zur Pferderetina und der 

Pathogenese der ERU zu erfassen. 

Um bisher unbekannte, mit SFRP-2 funktionell assoziierte Proteine zu identifizieren, 

wurde eine Strep/FLAG-Tandem-Affinitäts-Aufreinigung (SF-TAP) von SF-SFRP-2 

aus transient transfizierten HEK-293T Zellen nach der von Glöckner et al. 

beschriebenen Methode (Gloeckner et al., 2009a; Gloeckner et al., 2009b; Gloeckner 

et al., 2007) durchgeführt, wodurch interessante und für SFRP-2 bisher noch nicht 

beschriebene Interaktionskandidaten identifiziert werden konnten (PubMed155 

Recherche Stand 22. März 2010). Die erfolgreiche Transfektion der Zellen mit SFRP-

2 und die anschließende erfolgreiche Aufreinigung des Proteins wurden durch die 

eindeutige Identifikation von SFRP-2 mittels LC-MS/MS in den 

Aufreinigungsfraktionen bestätigt (Tab. 4.4). Somit können die acht weiteren, 

ebenfalls ausschließlich in den SFRP-2-Aufreinigungsfraktionen und nicht in der 

Negativkontrolle identifizierten Proteine als Bindungspartner von SFRP-2 angesehen 

werden. Dennoch ist eine Validierung der in der SF-TAP identifizierten SFRP-2 

bindenden Proteine mit anderen Methoden wie zum Beispiel einer Ko-

Immunpräzipitation in weiterführenden Experimenten ratsam, um unspezifische 

Bindungen degradierter Proteine oder Proteinaggregationen als Ursache der 

Interaktion auszuschließen. Diese Kontrolle empfiehlt sich besonders bei abundanten 

Proteinen oder an der Proteinfaltung beteiligten Proteinen (Seraphin et al., 2002). 

Unter den durch die SF-TAP identifizierten SFRP-2 Bindungspartnern (Tab. 4.4) sind 

die Proteine der 70 kDa Heat shock Proteinfamilie (HSP70), Heat shock 70 kDa 

Protein 1 A, Heat shock 70 kDa Protein 8 und das ebenfalls zur HSP70-Familie 

gehörende (Haas, 1994) 78 kDa Glucose-regulierte-Protein (GRP78) (Tab. 4.4) 

aufgrund ihrer bereits nachgewiesenen Expression in der Pferderetina (Hauck et al., 

2007) von besonderem Interesse. HSP70 sind Chaperon-Proteine. Diese Proteine 

mediieren die Faltung neu translatierter Proteinkomplexe, die Translokation von 

Proteinen über mitochondriale und andere Membranen sowie den Umbau naϊver 

regulatorischer Signalproteine wie Transkriptionsfaktoren und korrigieren 

stressbedingt missgefaltete Proteine, wodurch sie die zelluläre Proteinhomöostase 

aufrecht erhalten und zellprotektive Effekte mediieren (Goloubinoff and De Los Rios, 

2007). Als membranständige oder extrazelluläre Komponenten werden sie auch von 
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Tumorzellen (Misra and Matise, 2010; Multhoff, 2007; Sherman and Multhoff, 2007; 

Misra and Pizzo, 2004b) und Makrophagen (Misra et al., 2004) exprimiert und 

übernehmen hier sowohl zellproliferative, antiapoptotische als auch 

immunmodulatorische Aufgaben (Gross et al., 2008; Multhoff, 2007; Sherman and 

Multhoff, 2007; Misra et al., 2006; Misra et al., 2004). Die Rolle der HSP70-Familie in 

der ERU ist bislang noch nicht näher untersucht worden. Basierend auf der in dieser 

Arbeit nachgewiesenen Funktion als SFRP-2 bindende Proteine (Tab. 4.4) könnten 

vergleichende immunhistochemische Koexpressionsstudien mit SFRP-2 in gesunden 

Retinae und in Retinae von an ERU erkrankten Pferden der nächste einfach 

durchführbare Schritt sein, um diese Assoziation in Bezug auf ihre Bedeutung für die 

ERU näher zu charakterisieren.  

Aufgrund der im uveitischen Pferdeglaskörper vermehrten und somit für die ERU-

Pathogenese bedeutsamen Expression (Tab. 4.2), ist das in dieser Arbeit zum ersten 

Mal als SFRP-2 Bindungspartner beschriebene Protein Alpha-2-Makroglobulin 

(A2M) (Tab. 4.4) ein sehr interessanter Kandidat für weitere Studien um seine SFRP-

2 Assoziation in Bezug auf die ERU zu charakterisieren. Eine Assoziation der 

Expression der beiden Proteine A2M und SFRP-2 konnte durch 

Koexpressionsstudien in dieser Arbeit erstmalig in der Pferderetina nachgewiesen 

werden (Abb. 4.18), wobei sowohl A2M als auch SFRP-2 in der Photorezeptorschicht 

der gesunden Pferderetina exprimiert waren (Abb. 4.18e). Simultan mit dem 

Verschwinden der SFRP-2 Expression in der an ERU erkrankten Retina konnte dort 

eine im gesamten retinalen Gewebe vermehrte A2M Expression nachgewiesen 

werden (Abb. 4.18f). Sehr interessant im Zusammenhang mit der in dieser Arbeit 

erstmalig (PubMed Recherche Stand 17.März 2010) sowohl im Gewebe (Abb. 4.18), 

als auch durch Kopräzipitation gezeigten (Tab. 4.4) Assoziation des Wnt-Inhibitors 

SFRP-2 mit A2M ist der kürzlich für Alpha-2-Makroglobulin beschriebene hemmende 

Einfluss auf den Wnt/ß-Catenin-Signalweg, der über den A2M Rezeptor LRP1 

mediiert wird (Lindner et al., 2010). Im Ausblick auf weitere Experimente wird hier der 

direkte Nachweis einer Bindung des in der Pferderetina exprimierten A2M an das 

ebenfalls dort exprimierte SFRP-2 angestrebt, was durch Ko-Immunpräzipitation der 

beiden Proteine aus Pferderetinaproben bewerkstelligt werden könnte. 

Alpha-2-Makroglobulin ist ein hochabundantes Glykoprotein, das aus vier 180 kDa 

Untereinheiten besteht, die ein Homotetramer bilden (Borth, 1992; Sottrup-Jensen et 

al., 1984; Barrett et al., 1979). Am häufigsten wird auf die Funktion des Proteins als 
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universeller Proteaseinhibitor verwiesen. Proteasen spalten die A2M-Köderregion. 

Dies bewirkt eine Konformationsänderung und damit Aktivierung des A2M, die 

wiederum eine Bindung der Protease an das A2M-Molekül bedingt. Der so 

entstandene A2M/Protease Komplex kann nun, vermittelt über den Rezeptor LRP1, 

durch Endozytose von Zellen aufgenommen und abgebaut werden (Chu and Pizzo, 

1994; Borth, 1992; Maxfield et al., 1981). Diese Funktion könnte in Zusammenhang 

mit den in dieser Arbeit als differenziell exprimiert identifizierten Matrix-

Metalloproteinasen (Kapitel 4.1 und 4.5) von Bedeutung für die Vorgänge in der ERU 

sein. Im Vergleich zu anderen Proteaseinhibitoren wird das aktive Zentrum der 

Protease durch A2M nicht direkt blockiert und nur große Substrate werden 

physikalisch an einer Interaktion mit der Protease gehindert (Barrett et al., 1979). 

Doch gehen die Funktionen von A2M weit über die Proteaseinhibitoraktivität hinaus. 

Nach seiner Aktivierung kann es LRP1 (Low-densitiy-lipoprotein-receptor-related 

protein) (Lindner et al., 2010; Bonacci et al., 2007; Qiu et al., 2002) oder GRP78 

(Misra et al., 2005a; Misra et al., 2005b; Misra et al., 2002) vermittelte 

Signaltransduktionswege in verschiedenen Zellen initiieren. A2M bindet und 

beeinflusst Zytokine (Borth, 1992) wie TNF-alpha (Wollenberg et al., 1991), IL-1ß 

(Wu et al., 1998) sowie Wachstumsfaktoren und Hormone (Tayade et al., 2005) und 

moduliert so deren biologische Funktion (Bonacci et al., 2007; Milenkovic et al., 2005; 

Tayade et al., 2005; Misra and Pizzo, 2004a; Borth, 1992). Aufgrund der Abundanz 

von A2M im Plasma könnte das vermehrte Auftreten von A2M in der Retina und dem 

Glaskörper der an ERU erkrankten Pferde (Kapitel 4.3.4) auf den Übertritt von 

Plasma-A2M als Folge des in der ERU evidenten Zusammenbruchs der Blut-Retina-

Schranke (Deeg et al., 2007a; Hauck et al., 2007) zurückgeführt werden. Die 

nachgewiesene Expression von A2M auch in der gesunden Pferderetina (Abb. 4.5), 

also bei intakter Blut-Retina-Schranke, verweist jedoch auch auf eine lokale 

Produktion des Proteins im retinalen Gewebe. Eine lokale Expression von A2M kann 

einen Zellmechanismus darstellen, um Matrix-Metalloproteinasen oder Zytokine in 

der extrazellulären Matrix zu regulieren (Borth, 1992). Dieser protektive 

Mechanismus wird von Astrozyten als Reaktion auf den Zusammenbruch der Blut-

Hirn-Schranke beschrieben (Cucullo et al., 2003). Somit könnte die erhöhte A2M 

Expression bei der ERU auch eine kompensatorische Maßnahme der Retina zur 

Erhaltung der Zellintegrität darstellen. Über die Western Blot Untersuchung des 

Glaskörpermaterials konnte nachgewiesen werden, dass A2M in den Glaskörpern 
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von an ERU erkrankten Pferden vermehrt in fraktionierter Form vorliegt (Kapitel 

4.3.4.1). Neben der für equines A2M erwarteten Bande auf einer Höhe von 180 kDa 

(Pritchett and Paulson, 1989) wurde auch eine Bande auf einer Höhe von über 200 

kDa sowie eine Bande bei ca. 90 kDa nachgewiesen. Das Molekulargewicht der 

höchsten Bande konnte aufgrund der limitierten Aussagekraft der Markerproteine für 

diesen Bereich nicht näher eingegrenzt werden. Denkbar wäre hier, dass es sich um 

eine Dimerform von A2M mit einer theoretischen Größe von 360 kDa, um 

unvollständig reduzierte Reste des Homotetramers von A2M (Barrett et al., 1979) 

oder einer posttranslational modifizierte Version des Proteins handelt. Von 

besonderem Interesse ist die ebenfalls in den ERU-Glaskörpern nachweisbare A2M- 

Bande auf einer Höhe von ca. 90 bis 95 kDa. Dieses Fragment der 180 kDa A2M 

Untereinheit entsteht bei Interaktionen der A2M-Köderregion mit Proteasen (Sanchez 

et al., 2007; Bisaro de Lorenc et al., 2005; Arbelaez et al., 1997), welches einen 

indirekten Nachweis für aktive Proteasen im uveitischen Glaskörper darstellt. 

Weiterhin impliziert es das Vorliegen von aktiviertem und somit 

rezeptorbindungsfähigem A2M in den an ERU erkrankten Glaskörpern, was durch 

das dort nachgewiesene erhöhte Aufkommen der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-

9) noch unterstrichen wird (Kapitel 4.5.2). In Glaskörpern von Patienten mit 

proliferativer diabetischer Retinopathie wurde ebenfalls eine erhöhte MMP-9 Aktivität 

mit dem Auftreten der ca. 90 kDa Bande von A2M in Verbindung gebracht (Sanchez 

et al., 2007).  

Die Zerstörung der Ganglienzellschicht im Zuge der ERU (Deeg et al., 2002a) geht 

zusammen mit der vermehrten Expression von A2M in den uveitischen Retinae in 

dieser Region einher (Abb.4.5.d). Ein potenzieller funktionaler Zusammenhang dieser 

beiden Ereignisse wird durch die bereits beschriebene, über den Rezeptor LRP1 

vermittelte, apoptotische Wirkung von A2M auf retinale Ganglienzellen (Shi et al., 

2008) denkbar, welche sowohl durch exogene Zufuhr von A2M in gesunde Ratten-

Augen als auch durch lokal erhöhte Expression von A2M in einem Glaukom-

Rattenmodel nachgewiesen wurde (Shi et al., 2008). In den von Glaukom 

betroffenen Augen konnte eine erhöhte A2M Expression in den Müller-

Gliazellendfüßen, der Ganglienzellschicht, der inneren Körnerschicht und der inneren 

plexiformen Schicht nachgewiesen werden (Shi et al., 2008). Da auch in der Retina 

von Kontrollratten A2M immunhistochemisch in der Ganglienzellschicht und an 

Müller-Gliazellen nachweisbar war, gingen die Autoren der Studie davon aus, dass 
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A2M nicht per se neurotoxisch wirkt, sondern eher rezeptorvermittelt apoptotische 

Signale in den Ganglienzellen induziert (Shi et al., 2008). In Anbetracht der 

differenziellen Expression von A2M in der Pferderetina (Abb. 4.5), die durch eine 

vermehrte Expression des Proteins in der gesamten Retina der an ERU erkrankten 

Pferde gekennzeichnet ist (Abb. 4.5d) und basierend auf den Hinweisen aus den von 

Shi et al. beschriebenen Experimenten (Shi et al., 2008), wäre eine 

immunhistochemische Doppelfärbung des gesunden und erkrankten retinalen 

Gewebes mit spezifischen Antikörpern gegen A2M und LRP1 der nächste Schritt, um 

Hinweise auf die bisher noch nicht geklärte Funktion von A2M in der ERU zu 

erhalten. Sinnvoll wäre auch die Erweiterung der A2M/LRP-1 Koexpressionsstudie 

um den Nachweis der Expression des A2M Zellrezeptors GRP78 (Misra et al., 2004), 

da A2M in GRP78 mediierten Kaskaden nachweislich zellproliferativ wirkt und ein 

antiapoptotisches Milieu erzeugt (Misra and Pizzo, 2010; Misra et al., 2006; Misra et 

al., 2005c; Misra et al., 2004; Misra and Pizzo, 2004a). Dies könnte ebenfalls dazu 

beitragen, die Funktion von A2M in der ERU zu charakterisieren. Auch die an der 

Pathogenese der ERU beteiligten Müller-Gliazellen (Hauck et al., 2007) scheinen 

unter dem Einfluss von A2M mediierten Prozessen zu stehen. So konnte in in vitro 

Versuchen eine hemmende Wirkung auf die ATP und Neuropeptid-Y induzierte 

Zellproliferation der Müller-Gliazellen beobachtet werden, was einer A2M/LRP1 

mediierten Elimination von Wachstumsfaktoren zugeschrieben wurde (Milenkovic et 

al., 2005).  

Mit dieser Arbeit wird außerdem zum ersten Mal eine Assoziation zwischen 

Osteopontin (OPN) und der equinen rezidivierenden Uveitis beschrieben. OPN ist 

ein N-glykosiliertes, je nach Herkunft hoch phosphoryliertes Protein (Christensen et 

al., 2007; Giachelli and Steitz, 2000; Giachelli et al., 1995) mit vielfältigen Funktionen. 

Dazu gehören die Beteiligung an Prozessen bei Gewebeumbau und 

Gewebeumstrukturierung (Murugaiyan et al., 2008; Denhardt et al., 2001a; McKee 

and Nanci, 1996), die Beeinflussung von Tumorwachstum und Metastasierung 

(Shevde et al., 2010; Wai and Kuo, 2008), neuroprotektive Effekte (Meller et al., 

2005), sowie regulatorische Effekte auf die Immunantwort (Lund et al., 2009; Cao et 

al., 2008; Wang and Denhardt, 2008; Ashkar et al., 2000). Seine Funktionen als 

Zelladhäsionsmolekül oder Zytokin kommen über Interaktionen mit als Rezeptor 

fungierenden Integrinen oder CD44 zum Tragen (Murugaiyan et al., 2008; Denhardt 

et al., 2001a). Abhängig von Effektorzelle und Zielgewebe werden teils sehr 
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widersprüchliche Funktionen für Osteopontin beschrieben, die weitestgehend auf 

unterschiedliche posttranslationale Modifikationen (Christensen et al., 2007) 

zurückgeführt werden (Meller et al., 2005). Als Zytokin-ähnliches Protein wird es nicht 

nur von Makrophagen, T-Zellen und anderen inflammatorischen Zellen produziert, 

sondern wirkt gleichzeitig aktivierend auf T-Zellen und Makrophagen und fördert 

deren Zelladhäsion und Migration (O'Regan et al., 1999; Atkins et al., 1998; Weber 

and Cantor, 1996). Durch die Induktion einer erhöhten Expression von Th-1 

Zytokinen wie IFN-gamma und TNF-alpha bei gleichzeitiger Hemmung der Th-2 

assoziierten Zytokinexpression wird OPN als Modulator der Th-1 mediierten 

Immunantwort gesehen und gilt als proinflammatorischer Faktor in T-Zell mediierten 

Modellen autoimmuner Erkrankungen wie EAU (Iwata et al., 2010; Hikita et al., 2006) 

und EAE (Murugaiyan et al., 2008). Eine durch IRBP induzierte EAU verläuft bei 

OPN -/ - Mäusen milder bei gleichzeitig eingeschränkter TNF-alpha Produktion der 

reaktiven T-Zellen (Kitamura et al., 2007; Hikita et al., 2006). Eine bei der IRBP-

Immunisierung zeitgleiche intravenöse Verabreichung eines Osteopontin 

neutralisierenden Antikörpers mildert den Verlauf der EAU in Wild-Typ-Mäusen 

(Kitamura et al., 2007). Intravenös verabreichte OPN-siRNA konnte den Verlauf einer 

in B6-Mäusen mit IRBP induzierten Uveitis deutlich mildern und unterdrückte die 

Produktion von Th1-Zytokinen (IFN-gamma und TNF-alpha) und IL-17, wenn sie 24 

Stunden vor und nochmals zeitgleich mit der IRBP-Immunisierung verabreicht wurde, 

reduzierte aber nicht die Proliferationsantwort der aus regionalen Lymphknoten 

gewonnenen T-Lymphozyten auf das IRBP Immunogen in vitro (Iwata et al., 2010). 

Interessanterweise ist OPN im Gegensatz dazu in Glaskörper- und Netzhautproben 

von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren signifikant 

erniedrigt exprimiert (Tab. 4.3 und Kapitel 4.4). In diesem Zusammenhang könnten 

die für OPN bereits nachgewiesenen neuroprotektiven (Schroeter et al., 2006) und 

die Gewebehomöostase aufrechterhaltenden (Denhardt et al., 2001b) Funktionen 

von Bedeutung sein. Dass OPN nicht zwangsläufig eine proinflammatorische 

Wirkung in T-Zell mediierten Autoimmunerkrankungen inne haben muss, wurde 

bereits in einem durch Injektion mit Herz-alpha-Myosin induzierten Mausmodell für 

experimentelle autoimmune Myokarditis (EAM) gezeigt (Abel et al., 2006). In diesem 

Experiment konnten keine Unterschiede zwischen der Ausprägung der Myokarditis 

bei Wild-Typ und OPN-/- Mäusen festgestellt werden, worauf ein kausaler 

Zusammenhang von OPN Expression und der Entwicklung der 
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Autoimmunerkrankung in diesem Modell als unwahrscheinlich angesehen wurde 

(Abel et al., 2006). Die Bioaktivität von OPN kann durch Spaltung des Proteins durch 

Thrombin oder Matrix-Metalloproteinasen (MMP) beeinflusst werden (Scatena et al., 

2007; Gao et al., 2004; Agnihotri et al., 2001), wobei die Spaltprodukte neue 

Rezeptorbindungsstellen und eine veränderte Aktivität zeigen. Für durch Thrombin 

generierte Spaltprodukte konnte eine Verdopplung der neuroprotektiven Aktivität bei 

ischämischer ZNS-Schädigung gezeigt werden (Doyle et al., 2008). Der Western Blot 

Nachweis von Glaskörperosteopontin gesunder Pferdeaugen (Kapitel 4.4.1) zeigt ein 

ähnliches Bandenmuster wie durch Thrombin oder MMP gespaltenes OPN, was auf 

eine mögliche Funktion von OPN-Spaltprodukten im physiologischen 

Pferdeglaskörper hinweist. Zeitgleich zur erhöhten OPN Expression im gesunden 

Pferdeglaskörper findet sich dort zudem eine erhöhte Expression von MMP-2. OPN 

scheint in der Lage zu sein, die Expression von Pro-MMP-2 zu stimulieren und zu 

aktivieren (Jan et al., 2010; Philip and Kundu, 2003; Philip et al., 2001). Aktives 

MMP-2 ist umgekehrt in der Lage, OPN zu spalten (Gao et al., 2004) und somit 

dessen Aktivität zu erhöhen, weshalb von manchen Autoren ein positiv verstärkender 

Rückkopplungszyklus für diese beiden Proteine postuliert wird (Gao et al., 2004). 

Zieht man die gleichzeitig hohe Expression von MMP-2 und OPN im gesunden 

Pferdeglaskörper und den Rückgang beider Proteinexpressionen im uveitischen 

Glaskörper (Tab. 4.3) in Betracht, könnte dieser Mechanismus bzw. dessen Verlust 

auch im Pferdeauge im Zusammenhang mit der Entwicklung einer ERU stehen. In 

der immunhistochemischen Untersuchung lag der Schwerpunkt der OPN Expression 

in der gesunden Pferderetina im Bereich der Müller-Gliazellendfüße (Abb. 4.7c), 

welche an der Bildung der inneren limitierenden Membran beteiligt sind (Weidman, 

1973) und dort in engen Kontakt zum Glaskörper treten (Balazs, 1973; Weidman, 

1973). Dagegen verschwand die OPN Expression im ERU Gewebe völlig (Abb. 

4.7d). Bedenkt man die schon für Müller-Gliazellen anderer Spezies beschriebene 

Funktion der OPN Expression (Gerhardinger et al., 2005), legen die Befunde dieser 

Arbeit die Müller-Gliazellen beim Pferd als potenziellen Quelle des Osteopontins in 

Glaskörper und Retina nahe. Dies erscheint besonders in Bezug auf die potenziell 

aktive Rolle der Müller-Gliazellen bei der Aufrechterhaltung des 

Enzündungsprozesses der ERU (Hauck et al., 2007) interessant. Müller-Gliazellen 

werden im Zuge der ERU zwar von der Gewebszerstörung betroffen, sind aber 

länger als andere Strukturen in der zerstörten Retina nachweisbar (Deeg et al., 
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2002a), wie hier auch durch eine Färbung mit dem Müller-Gliazellmarker GFAP 

erneut gezeigt werden konnte (Abb. 4.19). Für OPN ist eine negative Korrelation mit 

der Expression von GFAP beschrieben. Durch Unterbinden der OPN Expression in 

humanen, malignen Glioma-Zellen konnten Jan et al. einen Anstieg der GFAP 

Expression bei gleichzeitigem Rückgang der Vimentin Expression in diesen Zellen 

auslösen (Jan et al., 2010). Ein ähnliches Regulationsmuster spiegelt sich auch in 

den Müller-Gliazellen der untersuchten Pferderetinae wieder, bei denen die 

Expression von GFAP nach Rückgang der OPN Expression im von ERU betroffenen 

Gewebe höher ist (Abb. 4.19 f), als in Anwesenheit von OPN in der gesunden Retina 

(Abb. 4.19 e). Aufgrund der sehr interessanten Funde soll in weiteren Versuchen 

eine mögliche Produktion von OPN in Pferde-Müller-Gliazellen in der Zellkultur 

mittels Western Blot und spezifischen Antikörpern überprüft werden. Ein Vergleich 

des Western Blot Bandenmusters des Zellkultur Osteopontins mit den anti-OPN-

Western Blot Ergebnissen aus dem gesunden Glaskörpermaterial wird dann 

Aufschluss darüber geben, ob und in welcher Form OPN, in Bezug auf die im 

gesunden Glaskörper charakteristischen OPN Spaltprodukte, von den Müller-

Gliazellen sezerniert wird. Sollten keine OPN-Spaltprodukte in der Zellkultur 

nachgewiesen werden, kann in einem Verdau des Zellkultur Osteopontins mit 

rekombinantem MMP-2 versucht werden, die charakteristischen Spaltprodukte zu 

produzieren, um einen Hinweis auf die potenzielle Beteiligung der MMP-2 an diesem 

Vorgang zu erhalten. Eine Hemmung der OPN-Expression in den Müller-Gliazellen 

durch spezifische siRNA wäre eine geeignete Methode, um funktionelle 

Veränderungen in den Zellen zu studieren, welche dann Rückschlüsse auf die 

Bedeutung von OPN auf die Zellfunktion zulassen. 

Die Identifikation des Proteins Matrix-Metalloproteinase-2 mittels LC-MS/MS im 

Pferdeglaskörper und die gleichzeitig nachgewiesene verminderte Expression dieses 

Proteins in den Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden (Tab. 4.3) veranlasste 

eine Untersuchung des MMP-2-Expressionsmusters in der Pferderetina (Kapitel 

4.5.1.2) und die Überprüfung weiterer, mit MMP-2 funktional verknüpfter Mitglieder 

der Matrix-Metalloproteinasefamilie (Kapitel 4.5). Dies führte zu der in dieser Arbeit 

erstmalig hergestellten Assoziation (PubMed156 Recherche Stand März 2010) dieser 

Proteasefamilie mit der Pathogenese der equinen rezidivierenden Uveitis (Kapitel 

4.5).  
                                                 
156 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
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Matrix-Metalloproteinasen sind Kalzium abhängige, Zink enthaltende Proteasen, die 

an physiologischen und pathologischen Umbauprozessen der extrazellulären Matrix 

(EZM) beteiligt sind. Des Weiteren haben sie die Fähigkeit andere, nicht der 

extrazellulären Matrix zuzuordnende Proteine wie Proteasen, Proteaseinhibitoren 

und Zelloberflächenrezeptoren zu spalten und chemotaktisch wirkende Moleküle und 

Wachstumsfaktoren durch Abspaltung freizusetzen. Durch diese Modulation von Zell-

Zell- und Zell-EZM-Interaktionen fällt ihnen eine wichtige Rolle in Gewebe-

umbauprozessen, der Gewebeentwicklung, sowie der Zellmigration, -proliferation und 

der Wundheilung zu (Clutterbuck et al., 2010; Malla et al., 2008; Murphy and Nagase, 

2008; Nagase et al., 2006; Goetzl et al., 1996). Auch ist bekannt, dass retinale 

Müller-Gliazellen in der Lage sind, sowohl MMP-2 als auch MMP-9 zu exprimieren 

(Limb et al., 2002). Aufgrund dieser Eigenschaften ist eine aktive Funktion der Matrix-

Metalloproteinasen bei der Zerstörung retinaler Strukturen bei der ERU denkbar. Die 

durch Matrix-Metalloproteinasen (MMP) mediierten Umbauprozesse werden unter 

anderem über eine Wirkungsbalance von MMPs und ihren spezifischen Inhibitoren, 

den TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteinases), reguliert (Baker et al., 2002). 

Dabei nimmt das bei ERU in Glaskörper und Retina erniedrigte Protein TIMP-2 

(Kapitel 4.6) in diesem Regulationskreis eine besonders wichtige Stellung ein, da es 

nicht nur MMP-2 zu hemmen vermag (Stetler-Stevenson et al., 1989a), sondern 

gleichzeitig eine wichtige Rolle für die Aktivierung der Pro-MMP-2 spielt (Bernardo 

and Fridman, 2003), wie bereits in vivo in einem Mäusemodell gezeigt werden konnte 

(Caterina et al., 2000). Eine eingeschränkte Regulation der MMP-Aktivität ist in vielen 

Erkrankungen evident (Malemud, 2006). Die erniedrigte Expression von MMP-2, 

TIMP-1 und TIMP-2 (Tab. 4.3) in den Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden 

bei gleichzeitig erhöhter MMP-9 Expression (Kapitel 4.5.2) im Vergleich zu gesunden 

Glaskörpern weist auf eine Entgleisung der MMP-Funktion bei der ERU hin. Da die in 

der Label-Fee-Quantifizierung der LC-MS/MS Daten detektierte erniedrigte 

Expression von MMP-2 in den uveitischen Glaskörpern (Tab. 4.3) keine Aussage 

über die Funktionalität des Enzyms zulässt, wurde die Expression durch Western 

Blot überprüft (Kapitel 4.5.1.1) wodurch aufgrund der detektierten Bande von ca. 70 

kDa (Brown et al., 1990; Stetler-Stevenson et al., 1989b) die differenzielle Expression 

der inaktiven Pro-Form des Enzyms und nicht der aktiven Form zugeordnet werden 

konnte. MMP-2 ist in der gesunden Pferderetina fast ausschließlich im Bereich der 

Photorezeptorschicht exprimiert (Abb. 4.9c), findet sich aber interessanterweise im 
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gesamten Bereich der von Gewebezerstörung betroffenen Retina der an ERU 

erkrankten Pferde (Abb. 4.9d), was aufgrund der für MMP-2 beschriebenen 

proteolytischen Eigenschaften eine Beteiligung von MMP-2 an der Retinazerstörung 

denkbar macht. Um hierzu eine fundiertere Aussage treffen zu können, wäre ein 

Nachweis der aktiven Form des Enzyms in den histologischen Retinapräparaten 

essenziell, was durch in-situ-Zymographie (George and Johnson, 2001; Mungall and 

Pollitt, 2001) ermöglicht werden könnte. Die Aktivierung der MMP-2 Pro-Form erfolgt 

über die membranständige Matrix-Metalloproteinase-14 (MMP-14). Dieser Vorgang 

wird durch den Matrix-Metalloproteinase Inhibitor TIMP-2 vermittelt, der sowohl an 

der Aktivierung, als auch an der Hemmung von MMP-2 essenziell beteiligt ist (Kudo 

et al., 2007; Toth et al., 2000; Butler et al., 1998; Kinoshita et al., 1998). 

Membranständiges MMP-14 bindet zuerst TIMP-2 wonach dieser MMP-14/TIMP-2-

Komplex dann als Rezeptor für Pro-MMP-2 dient, welches durch ein TIMP-2 freies 

MMP-14 Molekül gespalten und somit aktiviert werden kann (Kudo et al., 2007; 

Bernardo and Fridman, 2003; Kinoshita et al., 1998). Nach Abspaltung des 

Propeptides reduziert sich die Masse der aktiven MMP um ca. 8-10 kDa im Vergleich 

zur Pro-Form (Snoek-van Beurden and Von den Hoff, 2005; Ratnikov et al., 2002; 

Park et al., 1991). Da im Western Blot nur die Pro-Form der MMP-2 durch den 

Antikörper detektiert werden konnte, erfolgte im Rahmen dieser Studie eine 

zymographische Untersuchung des Glaskörpermaterials (Kapitel 4.5.2). Diese 

Methode ist dem Western Blot im Nachweis von Matrix-Metalloproteinasen an 

Sensitivität überlegen (Snoek-van Beurden and Von den Hoff, 2005; Descamps et 

al., 2002). Durch Gelatin-Zymographie ergibt sich die Möglichkeit, die Matrix-

Metalloproteinasen 2 und 9 im Probenmaterial aufgrund ihrer gelatinolytischen 

Aktivität zu detektieren und zwischen der aktiven und der Pro-Form zu unterscheiden 

(Snoek-van Beurden and Von den Hoff, 2005; Hawkes et al., 2001). Bei dieser 

Nachweismethode muss allerdings bedacht werden, dass die beobachtete 

gelatinolytische Aktivität des Pro-Enzyms nur durch die SDS- bedingte Aktivierung 

(Snoek-van Beurden and Von den Hoff, 2005; Kleiner and Stetler-Stevenson, 1994; 

Springman et al., 1990) im Rahmen der SDS-PAGE zustande kommt und keine 

enzymatische Aktivität der Pro-Form in vivo impliziert. Auch liegen die zu 

detektierenden aktiven MMP-Formen in vivo oft in Verbindung und unter der 

Kontrolle ihrer spezifischen Inhibitoren, den TIMPs, vor, von denen sie durch die 

SDS-PAGE getrennt werden, was ebenfalls in der Beurteilung der Ergebnisse 
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mitberücksichtigt werden sollte (Kleiner and Stetler-Stevenson, 1994). Die Detektion 

von Pro-MMP-2 in allen hier untersuchten Glaskörperproben (Abb. 4.10) lässt sich 

durch die im Vergleich zum Western Blot höhere Sensitivität der Zymographie 

(Snoek-van Beurden and Von den Hoff, 2005; Shimokawa et al., 2003; Descamps et 

al., 2002) erklären. Auch scheint das Signal in den Glaskörperproben der 

Kontrollgruppe stärker ausgeprägt zu sein als in den Proben der an ERU erkrankten 

Tiere und deckt sich somit mit den Ergebnissen des Western Blots. Eine 

densitometrische Analyse der Pro-MMP-2 Zymographie Signale muss hier noch 

durchgeführt werden, um Gewissheit zu schaffen (Leber and Balkwill, 1997). Da die 

aktivierte Form von MMP-2 sowohl in den Glaskörperproben der an ERU erkrankten 

als auch in denen der Kontrollpferde zu finden war, kann eine Regulation der MMP-2 

Aktivität im Kontext mit dem differenziell exprimierten Inhibitor TIMP-2 (Tab 4.3) 

vermutet werden. Die MMP-2 hemmende Wirkung des im Glaskörper exprimierten 

TIMP-2 konnte in einer reversen Zymographie (Kapitel 4.6.3 und 3.9.2) demonstriert 

werden. Hier wurde eine Hemmung der gelatinolytischen Aktivität von 

rekombinantem MMP-2 auf einer für equines TIMP-2 beschriebenen Höhe von ca. 21 

kDa (Riley et al., 2001; Clegg et al., 1998) detektiert (Abb.4.16). Die 

Hemmungsaktivität des in den uveitischen Glaskörpern exprimierten TIMP-2 war im 

Vergleich mit der MMP-2-Hemmungsaktivität der Kontrollglaskörperproben deutlich 

vermindert (Abb.4.16). Auch wenn die Funktion von TIMP-2 im Pferdeauge noch 

nicht geklärt ist, stellt der eindeutige Rückgang der Expression in den 

Glaskörperproben (Tab 4.3 und Abb. 4.14) und in der Retina (Abb.4.15) der an ERU 

erkrankten Pferde einen bedeutenden Befund dar.  

Neben seiner Aufgabe bei der Regulation der MMP-2 Aktivität (Kudo et al., 2007; 

Butler et al., 1998; Kinoshita et al., 1998) sind für TIMP-2 noch weitere Funktionen 

beschrieben. So wird für TIMP-2 bei ischämischer ZNS-Schädigung eine 

neuroprotektive Wirkung postuliert (Magnoni et al., 2007), was in Bezug auf die 

TIMP-2 Expression in der neuronalen Retina gesunder Pferdeaugen (Abb. 4.15c) 

besonders von Interesse ist. Eine ebenfalls erwähnenswerte Komponente der TIMP-

2 Funktion ist seine beschriebene hemmende Wirkung auf proliferierende und 

migrierende Endothelzellen, was TIMP-2 zu einem antiangiogenetischen Faktor 

macht (Stetler-Stevenson, 2008; Oh et al., 2004). Diese Funktion ist nicht MMP-

assoziiert, sondern beruht vielmehr auf der Bindung des TIMP-2 Moleküls an einen 

alpha3-beta1-Integrinrezeptor (Stetler-Stevenson, 2008; Stetler-Stevenson and Seo, 
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2005), weswegen die Expression dieses Rezeptors in der Retina auch in Verbindung 

mit der ERU interessant sein dürfte. In Bezug auf die T-Zell mediierte Pathogenese 

der ERU könnte TIMP-2 durch seine beschriebene apoptotische Wirkung auf 

aktivierte periphere T-Lymphozyten (Lim et al., 1999) an der Wahrung des 

Immunprivilegs des Auges beteiligt sein, so dass durch den Rückgang der TIMP-2 

Expression in den uveitischen Retinae und Glaskörpern die Migration 

autoaggressiver T-Zellen ins Auge erleichtert werden könnte. Für die Pathogenese 

der ERU interessant ist die im Zuge des Gelatin-Zymographie Experiments zum 

ersten Mal im Glaskörper von an ERU erkrankten Pferden nachgewiesene 

Expression von MMP-9 (Kapitel 4.5.2). Eine differenzielle Expression von MMP-9 

wurde auch schon in Glaskörpern von an Uveitis erkrankten Menschen beschrieben 

(Di Girolamo et al., 1996). Eine andere Studie beschreibt eine positive Korrelation 

des Vorkommen von MMP-9 im Kammerwasser mit dem klinisch erhobenen 

Schweregrad der Uveitis (Descamps et al., 2008).  

MMP-9 lag in einigen uveitischen Pferdeglaskörperproben sowohl in der Pro-Form 

als auch teilweise in aktiviertem Zustand vor (Abb. 4.10). Dies stellt besonders in 

Zusammenhang mit dem Erkrankungsstadium der Tiere einen interessanten Aspekt 

dar und sollte anhand von vergleichenden Studien zwischen uveitischen 

Glaskörperproben von Tieren mit aktivem Uveitisschub und Tieren in der Ruhephase 

der ERU überprüft werden. Funktional für MMP-9 könnte das gleichzeitig in den 

Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden erhöht exprimierte Protein LCN2 von 

Bedeutung sein, für das eine stabilisierende Wirkung auf die Proteinaseaktivität von 

MMP-9 nachgewiesen werden konnte (Gupta et al., 2007; Kubben et al., 2007). In 

Bezug auf die MMP-9 Aktivität ist auch die gegenläufige Regulation des mit MMP-9 

assoziierten Inhibitors TIMP-1 (O'Connell et al., 1994) in den uveitischen Glaskörpern 

(Tab. 4.3) auffallend. Ebenfalls erwähnenswert ist die MMP-9 Expression in der 

Pferderetina. Während MMP-9 fast im gesamten gesunden retinalen Gewebe, und 

dort vor allem in den Photorezeptoren nachweisbar war, ging die Expression in der 

Erkrankung praktisch vollständig zurück und war nur noch an rundlichen Strukturen 

choroidal der äußeren Körnerschicht detektierbar (Abb. 4.17f). Dies wäre aufgrund 

der vermuteten Beteiligung der MMP-9 an der Zerstörung der retinalen Strukturen 

eher gegenläufig zu erwarten gewesen. Des Weiteren zeigte sich nur eine geringe 

Kolokalisation von MMP-9 und des mit ihm funktionell assoziierten (Gupta et al., 

2007; Kubben et al., 2007) LCN2 in der gesunden Retina (Abb.4.17g), deren 
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Expressions-Überschneidungen in der uveitischen Retina wiederum nur auf die Orte 

der Restexpression von MMP-9 auf den oben beschriebenen rundlichen Strukturen 

beschränkt war (Abb. 4.17h), welche noch weiter charakterisiert werden müssen. 

Aufgrund der nicht mehr existenten Expression von MMP-9 im erkrankten retinalen 

Gewebe, muss eine andere Quelle für das nachgewiesene MMP-9 im uveitischen 

Glaskörper vermutet werden. Da sowohl Makrophagen (Matsumoto et al., 2009; 

Goetzl et al., 1996) und, wenn auch in geringerem Umfang, T-Zellen MMP-9 

sezernieren um ihren Übertritt durch Basalmembranen zu bewerkstelligen und 

Gewebe zu infiltrieren (Goetzl et al., 1996), könnten diese Immunzellen die Quelle 

von MMP-9 darstellen. Sowohl T-Zellen (Deeg et al., 2002a), als auch Makrophagen 

(Zipplies et al., 2010b; Deeg et al., 2002a) sind in an ERU erkrankten Augen 

regelmäßig nachweisbar. Die pro-invasive Funktion der Matrix-Metalloproteinasen 

könnte auch mit dem für die Progression der ERU zentralen Zusammenbrechen der 

Blut-Retina-Schranke zusammenhängen, wobei ein auf der Proteolyse des Tight 

Junction Proteins Occludin durch MMP-2 und MMP-9 beruhender 

Alterationsmechanismus der Blut-Retina-Schranke bereits für die diabetische 

Retinopathie postuliert wurde (Giebel et al., 2005). Auch sind MMP-9 und MMP-2 die 

wichtigsten Enzyme für den Übertritt von Lymphozyten durch Basalmembranen 

(Goetzl et al., 1996) und es konnte bereits eine Rolle von MMP-2 bei der Migration 

autoreaktiver T-Zellen über die Blut-Hirn-Schranke in experimenteller autoimmuner 

Enzephalitis (Graesser et al., 2000) festgestellt werden, was in Bezug auf die T-Zell 

mediierte autoimmune Pathogenese der ERU (Deeg et al., 2008; Deeg et al., 2006b; 

Deeg et al., 2002a) interessant ist und deswegen weiter verfolgt werden sollte. 

Das veränderte Expressionsmuster und die verstärkte Expression der MMP-2 in der 

Retina von an ERU erkrankten Pferden (Kapitel 4.5.1) impliziert eine Beteiligung der 

für die Aktivierung von MMP-2 essenziellen Proteine MMP-14 und TIMP-2 (Kudo et 

al., 2007; Butler et al., 1998; Kinoshita et al., 1998). Um eine Beteiligung der TIMP-

2/MMP-14/MMP-2 Achse an der Pathogenese der ERU zu eruieren, wurde die 

Expression von MMP-14 (Kapitel 4.5.4) und TIMP-2 (Kapitel 4.6.1) ebenfalls in der 

Pferderetina untersucht. Sowohl TIMP-2 (Abb. 4.15), als auch MMP-14 (Abb. 4.13), 

für die zum ersten Mal eine Expression in der Pferderetina nachgewiesen werden 

konnte (PubMed Recherche März 2010), zeigten eine Expression in der 

Photorezeptorschicht der gesunden Pferderetina und waren in den uveitischen 

Retinae fast nicht mehr detektierbar. Die Koexpression der in der MMP-2 Aktivierung 
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funktionellen Faktoren TIMP-2 und MMP-14 (Bernardo and Fridman, 2003) 

zusammen mit MMP-2 (Abb. 4.20i) impliziert eine Beteiligung des MMP-2 

Regulationskreises an der Aufrechterhaltung der Strukturintegrität dieses 

Retinaabschnittes. Imbalancen in der TIMP-2/MMP-14/MMP-2 Achse könnten somit 

der Gewebezerstörung zu Grunde liegen. Die Vermutung eines aus dem Ruder 

gelaufenen Regulationsmechanismus wird durch die gegenläufige Expression von 

MMP-2 und TIMP-2/MMP-14 in der uveitischen Retina noch gestärkt (Abb. 4.20j). 

Basierend auf der differenziellen Expression und teilweise gegenläufigen 

Regulierung verschiedener, mit den Matrix-Metalloproteinasen-2 und 9 funktionell 

assoziierter Proteine lässt sich eine Imbalance zwischen Matrix-Metalloproteinasen 

und hemmenden Faktoren als grundlegend an der fortschreitenden 

Gewebeschädigung im Verlauf der ERU beteiligter Mechanismus postulieren.  

Zur weiteren Klärung dieser Hypothese ist ein vergleichender Nachweis der Matrix-

Metalloproteinaseaktivität zwischen gesunder und von ERU betroffener Pferderetina 

durch eine Zymographie geplant. Durch eine in situ Zymographie (George and 

Johnson, 2001; Mungall and Pollitt, 2001) könnte im Weiteren die Retina von an ERU 

erkrankten Pferden auf eine Lokalisation von aktiver MMP-2 in Arealen mit starker 

Gewebezerstörung hin untersucht werden, was Hinweise auf eine aktive Beteiligung 

dieser Proteinase an der zur Erblindung führenden Zerstörung der Retina bei ERU 

liefern könnte. Aber auch der Bezug der in der gesunden Pferderetina exprimierten 

Proteine MMP-2 und MMP-14 (Abb.4.20c) zu den ebenfalls in gesundem retinalen 

Gewebe nachgewiesenen Proteinen des Wnt-Signalweges SFRP-2 und Wnt3a (Abb. 

4.18g) ist aufgrund der Ko-Expression der Proteine beider funktionellen Gruppen in 

der Photorezeptorschicht (Abb.4.20c und Abb. 4.18g) interessant.  

Hinweise auf mögliche Signaleffekte zwischen dem Wnt-Signalweg und den Matrix-

Metalloproteinasen sind bereits beschrieben (Karow et al., 2009; Roth et al., 2000) . 

Für Glioma-Zellen konnte ein mit verstärkter SFRP-2-Expression korrelierender 

Rückgang der MMP-2 Expression nachgewiesen werden (Roth et al., 2000). Wnt3a 

zeigte in Versuchen mit mesenchymalen Stammzellen von Mäusen einen negativen 

Effekt auf die Expression von MMP-14, steigerte jedoch die MMP-14 Expression in 

Versuchen mit humanen mesenchymalen Stammzellen (Karow et al., 2009). Um 

einen potenziellen synergistischen oder antagonistischen Effekt der in der ERU 

differenziell exprimierten Proteine des Wnt-Signalwegs (Abb. 21 D) auf die hier 

erstmalig nachgewiesenen Matrix-Metalloproteinasen (Abb. 21 A) weiter zu 
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untersuchen, könnten Zellproliferationsversuche mit rekombinanten Proteinen beider 

Gruppen durchgeführt werden. Der funktionelle Zusammenhang zwischen Wnt-

Signalweg und MMPs ist aus der in dieser Arbeit durchgeführten Interaktions-

Analyse nicht ersichtlich, was auf die bisher noch geringe Datengrundlage 

zurückzuführen ist. Diese Interaktions-Analyse wurde durchgeführt, um Pathogenese 

assoziierte Protein-Interaktionsnetzwerke in der ERU zu identifizieren. Hierzu wurden 

die im Glaskörper differenziell exprimierten Proteine, die im Rahmen dieser Arbeit 

identifiziert wurden (Tab. 4.2, 4.3 und Abb. 4.10), zusammen mit den in der 

Pferderetina differenziell exprimierten Proteinen MMP-14 (Abb. 4.13) und Wnt3a 

(Abb. 4.3) einer datenbankbasierten Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk-Analyse 

unterzogen (Abb. 4.21). Aufgrund der dort verfügbaren Daten zu über 50 Millionen 

Protein-Protein Interaktionen (Jensen et al., 2009) wurde die STRING-Datenbank zur 

Auswertung herangezogen (http://string.embl.de/, frei zugänglich, Version 8.2). 

Hiermit konnte in dieser Arbeit erstmals ein systematischer Überblick über die 

funktionellen Zusammenhänge der im Pferdeglaskörper bei ERU differenziell 

exprimierten Proteine geschaffen werden.  

Vier über ihre Funktion assoziierte biologische Proteingruppen fallen besonders auf 

(Abb. 4.21, A bis D). Allen voran die mit den Mitgliedern der Matrix-

Metalloproteinasefamilie assoziierten Proteine, deren Vertreter sich um das zentrale, 

und im Rahmen dieser Arbeit bedeutsame Protein MMP-2 formieren (Abb. 4.21 A), 

und deren differenzielle Expression in Zusammenhang mit der ERU in dieser Arbeit 

das erste Mal beschrieben wird. Des Weiteren eine mit dem Zelladhäsionsprotein 

Fibronektin funktionell verbundene Gruppe (Abb. 4.21 B), bei der sofort die 

verminderte Expression sämtlicher assoziierter Proteine in den Glaskörpern der an 

ERU erkrankten Pferde auffällt. Im Gegensatz dazu ist in der Gruppe der mit 

Gerinnungsfaktor II assoziierten Plasmaproteine die Expression mehrerer Mitglieder 

in der ERU erhöht (Abb. 4.21 C). Eine weitere kleine Gruppe an Interaktoren besteht 

aus den Proteinen des Wnt-Signalweges SFRP-2 und Wnt3a (Abb. 4.21 D), die 

basierend auf der Analyse durch STRING 8.2157 keine funktionelle Verbindung zu 

den anderen Proteingruppen aufweist. Diese Lücke konnte durch die im Rahmen 

dieser Arbeit erstmalig beschriebene Assoziation von A2M mit SFRP-2 geschlossen, 

und so für A2M eine funktionelle Assoziation mit allen vier Protein-Gruppen (Abb. 

4.21 E) gezeigt werden. Jedoch ist eine Datenbank nur so gut und aktuell wie die 
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dort verfügbaren Informationen (siehe http://string.embl.de/, frei zugänglich). Da in 

die STRING-Datenbank noch keine Pferdeproteindaten integriert sind, muss bei der 

PPI-Netzwerkanalyse bedacht werden, dass alle angegebenen Interaktionen auf 

Daten zu humanen Proteinen basieren und somit nicht direkt auf die PPI-

Verhältnisse beim Pferd übertragen werden können. Dieser Nachteil zeigt sich schon 

in der nicht möglichen Einspeisung pferdespezifischer Gennamen (Tab. 4.5a), die 

somit nicht in das PPI-Interaktionsnetzwerk integriert werden konnten. Im Zuge der 

ständigen Verbesserung von Datenbanken und dem weltweiten exponentiellen 

Wissenszuwachs in der proteomischen Forschung, sollten diese bestehenden 

Nachteile bald behoben, und somit Spezies spezifische PPI-Analysen auch für das 

Pferd möglich werden. 

Ferner wurden bei der Erstellung dieser PPI-Netzwerkanalyse bewusst keine auf der 

Option Textmining (siehe http://string.embl.de/, frei zugänglich) basierenden 

Interaktionsdaten zugelassen und ein Aussagewahrscheinlichkeitswert für die 

Richtigkeit der vorhergesagten Interaktion von 0,6 gewählt (siehe 

http://string.embl.de/, frei zugänglich). Dies erhöht die Zuverlässigkeit der im PPI-

Netzwerk dargestellten funktionalen Proteinassoziationen, birgt aber den Nachteil, 

dass so potenziell interessante Verbindungen mit nur schwacher Datengrundlage 

übersehen werden.  

 

Zusammenfassend konnten in dieser proteomisch vergleichenden Studie des 

Glaskörperproteoms von an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu Gesunden 

durch LC-MS/MS Analyse etliche differenzielle, im Zusammenhang mit Uveitis bisher 

unbeschriebene Proteine erfolgreich identifiziert werden. Des Weiteren wurden 

mittels SF-TAP für das Protein SFRP-2 mehrere bislang unbekannte Interaktoren, 

unter anderem A2M, identifiziert und im Fall von A2M näher charakterisiert. Vor allem 

die mit MMP-2 und MMP-9 funktionell assoziierten Proteine sowie Osteopontin, 

SFRP-2 und A2M verdienen in Zukunft weitere Untersuchungen zur 

Charakterisierung ihrer Funktion bei der Pathogenese der autoimmunen 

rezidivierenden Uveitis. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine häufige (10%), spontane, immun-

mediierte, wiederkehrende Entzündung des inneren Pferdeauges, die letztendlich zur 

Erblindung des betroffenen Auges führt. Neben ihrer Bedeutung für die 

Veterinärmedizin stellt die ERU das einzige spontane Tiermodell für die autoimmun-

mediierte Uveitis des Menschen dar, so dass Fortschritte in der Erforschung der ERU 

auch einen Beitrag für ein besseres Verständnis dieser Erkrankung beim Menschen 

leisten.  

Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen am Zielorgan, die zur Entstehung 

der ERU und den rezidivierenden Entzündungsschüben führen, sind bis heute nicht 

geklärt. Durch seinen unmittelbaren Kontakt zur Retina ermöglicht der Glaskörper 

einen indirekten Einblick auf die in der Retina ablaufenden pathophysiologischen 

Prozesse und stellt ein wertvolles Probenmaterial bei der Erforschung vitreoretinaler 

Erkrankungen wie der ERU dar. Ziel dieser Arbeit war es, Pathogenese assoziierte 

Glaskörperproteine und deren funktionelle Interaktionsnetzwerke in der ERU zu 

identifizieren und zu analysieren. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 119 

Glaskörperproteine mittels LC-MS/MS identifiziert. Hiervon konnte durch eine Label-

free Quantifizierung für 79 Proteine eine differenzielle Expression nachgewiesen 

werden. 17 Proteine zeigten eine signifikant erhöhte Expression in den 

Glaskörperproben von an ERU erkrankten Pferden, wohingegen 62 Proteine in ihrer 

Expression vermindert waren. Durch die mit der Software STRING (Search Tool for 

Retrieval of Interacting Genes/Proteins) durchgeführte Protein-Interaktionsnetzwerk-

Analyse konnten vier Cluster von Proteinen identifiziert werden, die bei der ERU 

verändert exprimiert werden. Neben einer Gruppe von Plasmaproteinen, einer aus 

Zelladhäsions-Proteinen bestehenden Gruppe und Proteinen des Wnt-Signalweges 

wurde erstmalig eine funktionell mit den Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-

9 assoziierte Gruppe identifiziert, für deren Vertreter ebenfalls eine differenzielle 

Expression in der Pferderetina nachgewiesen wurde. Der Wnt-Inhibitor SFRP-2 war 

in den Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden vermindert nachweisbar und 

zeigte eine Assoziation mit der Expression seines Interaktors Wnt3a in der gesunden 

Pferderetina. Mit A2M konnte durch SF-TAP Aufreinigung ein bislang unbekannter 

Interaktor für SFRP-2 identifiziert und in Bezug zur ERU weiter charakterisiert 
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werden. Für das Protein Osteopontin konnte eine signifikant erhöhte Expression in 

den Glaskörperproben und Retinae der Kontrollpferde nachgewiesen werden. 

Rückblickend erwies sich die Protein-Netzwerkanalyse der durch LC-MS/MS 

identifizierten, differenziell exprimierten Proteine als geeignete Methode, um 

Pathogenese assoziierte Glaskörperproteine und deren funktionelle 

Interaktionsnetzwerke in der ERU zu identifizieren und zu analysieren. Weitere 

Experimente sind nun notwendig, um die funktionelle Bedeutung der neu 

identifizierten Proteine und der mit ihnen assoziierten Signalwege in der ERU zu 

evaluieren. 
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7 SUMMARY 
 

Equine recurrent uveitis (ERU) is a devastating immune mediated inflammation 

targeting the inner eye, ultimately leading to blindness in the affected animals. The 

widespread disease (10%) is characterized by recurring episodes of inflammation 

interrupted by quiescent stages. The underlying mechanisms triggering the onset of 

the disease as well as the precise factors involved in the recurring episodes have yet 

to be identified. Besides its impact on veterinary medicine, ERU represents the only 

spontaneous animal model for human autoimmune uveitis. Therefore, knowledge 

gained by studying the pathogenesis of ERU does contribute to a better 

understanding of the factors involved in human disease. 

Since the vitreous is directly adjacent to the retina, this compartment facilitates the 

indirect exploration of ongoing disease related events in the retina. Therefore the 

vitreous has proven to be a very valuable sample when studying vitreoretinal 

diseases like ERU. 

The aim of this study was the identification and quantification of differentially 

expressed proteins in the vitreous of horses suffering from ERU in comparison to 

unaffected control animals, enabling the identification of ERU-related functional 

protein-networks and affiliated molecular signalling pathways through protein network 

analysis. This task was accomplished using LC-MS/MS based label-free 

quantification followed by protein-network analysis with the Search Tool for Retrieval 

of Interacting Genes/Proteins (STRING). A total of 119 vitreous proteins were 

identified of which 17 were found to be upregulated during ERU and 62 showed a 

decreased expression in samples derived from diseased animals. The protein-

network analysis led to the identification of four functional protein clusters, in which 

changes in protein expression occurred in ERU. Apart from a group of plasma 

derived proteins, a group of proteins related to cell adhesion as well as proteins from 

the Wnt-signaling pathway, a yet undescribed pathway for ERU involving the Matrix-

Metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 and their specific inhibitor TIMP-2 stood out. 

For the proteins associated with the latter cluster, a differential expression was also 

shown in the target tissue of ERU, the retina. A decreased expression of the 

canonical Wnt-signalling inhibitor, SFRP-2, was also detected in ERU vitreous. 

SFRP-2 expression was successfully linked to the expression of its interactor Wnt3a 

in the healthy retina. Furthermore, a yet unknown interactor for SFRP-2, A2M, was 
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identified using SF-TAP pull-down and was successfully validated by confirming co-

expression and differential regulation of both proteins in equine retina. Surprisingly, a 

described enhancer of inflammation in uveitis, Osteopontin, was only detected in 

healthy vitreous and retina.  

In conclusion, LC-MS/MS followed by protein-network analysis has proven to be a 

suitable tool for analyzing differentially expressed proteins and their associated 

pathways in the vitreous of horses suffering from ERU. Further experiments are 

needed to evaluate the functional impact of the newly discovered proteins and their 

associated pathways on ERU pathogenesis. 
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