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1 Einleitung
1.1 Das Glaukom: Ein Uberblick

Das Glaukom wird heute als eine neurodegenerative Erkrankung definiert, die durch einen
langsam fortschreitenden, irreversiblen Untergang retinaler Ganglienzellen durch Apoptose
gekennzeichnet ist und mit einem progredienten Gesichtsfeldverlust einhergeht (Kerr, Wyllie
et al. 1972; Fechtner and Weinreb 1994; Quigley, Nickells et al. 1995; Neufeld, Sawada et al.
1999; Quigley 1999; Maruyama, Ohguro et al. 2000; Maruyama, lkeda et al. 2002; Weinreb
and Khaw 2004; Henderson, Medeiros et al. 2005; Ferrer 2006; Grus, Joachim et al. 2006).
Dieser Visusverlust beginnt typischerweise mit einem bogenférmigen Bjerrum-Skotom im
zentralen Gesichtsfeld und endet unbehandelt mit der voélligen Erblindung des
entsprechenden Auges (Bjerrum 1889; Harrington 1964; Glovinsky, Quigley et al. 1991;
Garcia-Valenzuela, Shareef et al. 1995; Quigley, Nickells et al. 1995; Nickells 1996). Das
Glaukom, umgangssprachlich auch ,griner Star‘ genannt, ist dabei neben dem Katarakt,
dem ,grauen Star®, eine der haufigsten Ursachen flur Erblindung weltweit (Foster, Gilbert et
al. 2008). Nach Angaben von Coleman litten im Jahr 2000 geschatzte 66,8 Millionen
Menschen weltweit an einem Glaukom, von denen voraussichtlich etwa 6,7 Millionen
beidseitig erblinden, wenn nicht rechtzeitig mit einer Behandlung begonnen wird (Coleman
1999). Fir das Jahr 2010 wird mit weltweit 8,4 Millionen, fur 2020 mit 11,2 Millionen
beidseitigen Erblindungen gerechnet (Quigley and Broman 2006). Die Pravalenz der
Glaukom-Erkrankung steigt dabei mit zunehmenden Alter und ist zudem stark von der
ethnischen Zugehdrigkeit abhangig (Quigley 1996).

Mit der Alterung der Bevolkerung in den Industrienationen und den sich daraus ergebenden
ansteigenden Erblindungszahlen erwachst also nicht nur ein immenser volkswirtschaftlicher
Schaden, sondern auch fir die Betroffenen eine enorme Beeintrachtigung ihrer
Lebensqualitat und Selbstandigkeit.

Beim Glaukom sind die rechtzeitige Diagnosestellung und Therapie essentiell wichtig, da die
im Verlauf der Erkrankung untergehenden postmitotischen Ganglienzellen verloren sind und
nicht ersetzt werden kdénnen. Der frihzeitigen Erkennung eines sich entwickelnden
Glaukomschadens steht allerdings eine tickische Eigenart dieser Erkrankung im Wege:
Betroffene empfinden haufig Uber Jahrzehnte keine oder nur unterschwellige visuelle
Beeintrachtigungen. Verursacht wird dies durch einen Kompensationsmechanismus des
visuellen Cortex, dem es durch Umorganisationen lange gelingt, die sich immer weiter
ausbreitenden Gesichtsfeldausfalle durch das Einfiigen plausibler Bilder zu kompensieren.
Man spricht hierbei auch vom filling-in (Zur and Uliman 2003; Komatsu 2006). Nur wenige
Betroffene, die an einem Bjerrum-Skotom leiden, nehmen ein schwarzes Loch in der Mitte

inres Gesichtsfeldes wahr.



Die meisten beschreiben ihr Sehen eher so, dass Objekte verschwinden oder plétzlich, wie
aus dem Nichts, auftauchen, wobei einige Bereiche, die sich direkt vor ihnen befinden,
unscharf wahrgenommen werden. Akute Beschwerden beobachtet man lediglich beim
Winkelblockglaukom, alle Gbrigen Glaukomformen verlaufen chronisch und fur den Patienten
weitestgehend symptomfrei.

Vereinfachte diagnostische Verfahren, idealerweise ein Glaukom-Schnelltest, der auch durch
einen Optiker durchgefiihrt werden konnte, waren ein wirksames Instrument, die Ausbreitung
von Erblindungen durch die rechtzeitige Diagnose und Therapie des Glaukoms
einzudammen. Allerdings ist die Pathogenese des Glaukoms erst in Teilen erforscht und
verstanden, woraus folgt, dal} fir ein sinnvolles Massenscreening beim Glaukom bis heute
eine verlassliche und zugleich bezahlbare und schnell durchfiihrbare Diagnostik fehlt (Gloor
2004). Unbestritten ist ein dauerhaft erhéhter individueller okularer Innendruck (IOD) von
Uber 21 mmHg ein wichtiger pathogener Risikofaktor, jedoch kein Bestandteil der
Glaukomdefinition mehr (Abbildung 1). Man spricht dabei vom individuellen okularen
Innendruck, weil im Fall des Augeninnendrucks eine personenspezifische
Schwankungsbreite existiert, die zudem einem circadianen Rhythmus folgt (Loewen, Liu et
al. 2010). Dabei oszilliert der IOD im Normalfall beim Erwachsenen zwischen 10 und
maximal 21 mmHg. Neugeborene weisen einen |OD zwischen sechs und acht mmHg auf,
welcher alle zwei Jahre um etwa 1 mmHg ansteigt (Johnson, Deppmeier et al. 2000; Weber,
Chen et al. 2000; Kass, Heuer et al. 2002; Naskar, Wissing et al. 2002; EGS 2003; Guo,
Moss et al. 2005; Kuehn, Kim et al. 2006; Steele, Inman et al. 2006).
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Abbildung 1: Querschnitt durch das menschliche Auge

Das menschliche Auge besteht aus der durchsichtigen Kornea, den mit Kammerwasser gefiillten hinteren
und vorderen Augenkammern, der die Pupille umschlieBenden Iris, der Linse, und dem Glaskérper, der den
groBten Raum des Augapfels ausfillt. Das Kammerwasser sorgt hierbei flir den Augeninnendruck. Die
innere hintere Fldche wird von der Retina ausgekleidet, der Raum zwischen Retina und der den Bulbus
oculi bildenden Sklera wird durch das okulédre Gefél3system, der Choroidea ausgefillt. Der Punkt des
schérfsten Sehens ist durch eine kleine Vertiefung in der Retina, der Fovea centralis, gekennzeichnet. Die
Papille markiert den Eintrittsort des Sehnerven in die Retina (Schmidt 1995).



Es existieren Gesunde, die einen deutlich Uber die Norm erhoéhten 10D aufweisen, ohne
jemals ein Glaukom zu entwickeln. Hier spricht man von einer okularen Hypertension (Ocular
hypertension, OHT). Gleichzeitig haben viele Patienten einen 10D < 21 mmHg, entwickeln
aber trotzdem einen typischen Glaukomschaden an Sehnerv und Gesichtsfeld.

In diesem Fall spricht man von einem Normaldruck-Glaukom (Normal tension glaucoma,
NTG). Von Bedeutung fur die Pathogenese des Glaukoms scheint daher die individuelle,
relative Hohe des 10D zu sein.

Der IOD ist ein Produkt aus Kammerwasserproduktion durch die Epithelzellen des Corpus
ciliare (Ziliarmuskel) in der Hinterkammer und dem Abfluss zwischen Linse und Iris durch die
Pupille in die Vorderkammer (Pfeiffer 2001; Weinreb and Khaw 2004). Im Kammerwinkel,
dem Angulus iridocornealis, wird das Kammerwasser durch das Trabekelwerk und den
Schlemm’schen Kanal drainiert und gelangt durch den Plexus venosus sclerae (nicht
abgebildet) wieder zurlick in den Blutkreislauf (Abbildung 2 ) (Moll 2002).
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Abbildung 2: Kammerwasserfluss
Kammerwasserfluss vom Bildungsort, dem Ziliarkérper in der Hinterkammer, durch den Kammerwinkel
zwischen Iris und Linse in die Vorderkammer. Drainage Uiber Trabekelwerk und Schlemm’'schen Kanal in
den Plexus venosus sclerae (Weinreb and Khaw 2004).

1.1.1 Pathogenese und Verlauf der Glaukomerkrankung

Traditionell gilt ein dauerhaft erhéhter 10D als Ausldser fur die Manifestation einer Glaukom-
Erkrankung. Tatsachlich ist bei der haufigsten Glaukom-Form, dem primaren Offenwinkel-
Glaukom (POAG) bei der Mehrzahl der Betroffenen auch eine Erhdhung des IOD zu
beobachten. Das POAG wird deshalb als ein Hochdruck-Glaukom (HTG) angesehen.
Untersuchungen mit der Methode der Laser Doppler flowmetry von Pillunat ergaben, dass
die Blutversorgung des Sehnervenkopfes ab einem IOD von etwa 50 mmHg aufwarts
abnimmt. Dieser Effekt konnte einen méglichen Pathomechanismus beim HTG darstellen
(Pillunat, Anderson et al. 1997).



Dagegen hatten Uber 30% dieser Patienten zu keinem Zeitpunkt einen pathologisch
erhohten 10D (NTG-Patienten) und es stellt sich die Frage was, wenn nicht ein erhéhter 10D,
fir den Untergang retinaler Ganglienzellen im Fall des NTG verantwortlich ist (Kass, Heuer
et al. 2002; Grus, Joachim et al. 2004). Heute stuft man das Glaukom als eine chronisch-
neurodegenerative Erkrankung ein, in deren Verlauf es zu morphologischen Veranderungen
der Retina kommt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Sehnerv und Papille
Sehnerv und Papille im gesunden und glaukomatésen Auge mit Excavation der zentralen Papille (Pfeil)
(Weinreb and Khaw 2004).

Hierzu zahlt die Excavation der Papille (Optical Nerve Head, ONH) , das sogenannten
,Cupping“ (Hernandez 2000; Naskar, Wissing et al. 2002; Guo, Moss et al. 2005; Nickells
2007; Weber, Harman et al. 2008; Fu, Li et al. 2009; Hilliard 2009). Die neuronalen
Schadigungen beim Glaukom beschranken sich hierbei nicht nur auf die retinalen Ganglien-
Zellen, deren Axone, Somata und Dendriten. Es ist vielmehr die gesamte Sehbahn von der
Retina Uber den Nucleus geniculatum bis zum visuellen Cortex vom Untergang bedroht
(Weber, Chen et al. 2000; Yucel, Zhang et al. 2000; Crawford, Harwerth et al. 2001; Yucel,
Zhang et al. 2001; Yucel, Zhang et al. 2003; Weinreb and Khaw 2004).

Unklar ist, ob die Umbauprozesse des ONH zum Untergang der retinalen Ganglienzellen
(RGC) fuhren, oder ob umgekehrt der Verlust von RGC im fur das Glaukom
charakteristischen Cupping des Sehnervenkopfes endet (Neufeld, Sawada et al. 1999;
Hernandez 2000; Maruyama, Ohguro et al. 2000; Fukuchi, Ueda et al. 2001; Naskar,
Wissing et al. 2002; Kuehn, Fingert et al. 2005).




1.2 Der Untergang retinaler Ganglienzellen als zentrales Element der Pathogenese

Unstrittig ist das Schicksal glaukomatdser RGC, die samtlich durch den programmierten
Zelltod untergehen und nicht mehr ersetzt werden kénnen (Kerr, Wyllie et al. 1972; Garcia-
Valenzuela, Shareef et al. 1995; Quigley, Nickells et al. 1995; Nickells 1999; Guo, Moss et al.
2005; Kuehn, Fingert et al. 2005; Calandrella, Scarsella et al. 2007; Zhong, Leung et al.
2007; Levkovitch-Verbin, Dardik et al. 2009). Die eigentliche Ursache hierfiir ist nach wie vor
nicht geklart. Der in diesem Zusammenhang zentrale Vorgang der Apoptose 1463t sich in zwei
Phasen gliedern: Der Initiations- und der Effektorphase. In der Initiationsphase wird
unterschieden, wie diese eingeleitet wird: Uber den extrinsischen oder den intrinsischen
Weg. Der extrinsische Weg wird induziert durch Ligandenbindung an den sogenannten
Todesrezeptor CD95, der der TNF-Rezeptorfamilie angehért (Synonyme: Fas-Rezeptor,
Apo-1, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 (TNFRSf6)).

Der intrinsische Weg beginnt mit der intrazellularen Freisetzung von Cytochrom c . Diese
Freisetzung wird initiiert durch Tumorsuppressor p53, der durch zellulare Schadigungen
aktiviert wird. p53 kontrolliert die Expression der antagonistisch wirkenden Gene bcl-x und
bax (Synonym: bik), deren Translationsprodukte die Freisetzung von Cytochrom ¢ durch

Mitochondrien kontrollieren (Abbildung 4).
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Abbildung 4: bcl-2 und bik entscheiden liber Leben und Tod

bcl-2 und bik (bax) sind Schliisselproteine, deren Balance Uber die Einleitung (oder Verhinderung) der
Apoptose entscheiden. Bcl-2 wirkt dabei antiapoptotisch, bik (bax) und CD95 proapoptotisch. Apaf-1 leitet
die Apoptose ein, die Caspasen koordinieren den Todesprozess der Zelle. Der ,Todesrezeptor” CD95
(Synonyme: Fas-Rezeptor, Apo-1, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 (TNFRSf6))
umgeht diesen Zwischenschritt und initiiert bei Lymphozytenbindung liber das Adapterprotein FADD direkt
die Apoptose (Nickells 1996, Adams and Cory 1998).




Beide Wege fluhren schlieBlich zur Aktivierung von Caspasen, die den Abbau des Laminins
der Zellkernmembran, des Actins des Zytoskeletts und Uber die Caspase- aktivierte DNAse
(CAD) die Fragmentierung der DNA einleiten (Nickells 1996; Adams and Cory 1998). Beim
Glaukom scheint es auf die Art der schadigenden Noxe anzukommen, welcher Weg in die
Apoptose beschritten wird. Dokumentiert sind die Initiation des programmierten Zelltodes
retinaler Ganglienzellen Uber pb3, aber auch Uber die direkte Aktivierung des
»1odesrezeptors® CD95 unter autoreaktiven Bedingungen (Nickells 1999; Li, Schlamp et al.
2000; Li, Schlamp et al. 2002; Wax, Tezel et al. 2008). Im Tiermodell kann die Expression
vieler apoptotischer Faktoren so moduliert werden, dass das Uberleben von Ganglienzellen
geférdert wird. So fiihrt die Uberexpression des antiapoptotischenn Faktors bcl-2 in
transgenen Mausen, denen die Sehnerven durchtrennt wurden, zu einer verminderten
Sterberate retinaler Ganglienzellen (Bonfanti, Strettoi et al. 1996).

Injektionen von Caspase-Inhibitoren in den Glaskérper von Ratten (mit ebenfalls
durchtrennten Sehnerven) fihrten ebenso wie das silencing von proapoptotischen Faktoren,
wie Apaf-1, mit ,short interfering RNAs” (RNAI) zu einer Verminderung der Sterberate von
RGC (Chaudhary, Ahmed et al. 1999; Lingor, Koeberle et al. 2005).

1.2.1 Das Dogma vom zentralen Nervensystem als immunologisch privilegiertem Ort

Durch Transplantationsversuche erkannte man schon frih, dass bei heterologen
Hauttransplantaten, die man in das Gehirn oder das Auge verpflanzte, keine oder nur stark
verzdgerte Abstollungsreaktionen zu verzeichnen sind (Dooremal 1873; Medawar 1948;
Woodruff and Woodruff 1950; Medawar 1961). Man ging deshalb beim zentralen
Nervensystem (ZNS) von einem immunologisch privilegierten Organ aus (Streilein 1999;
Carson, Doose et al. 2006).

Der Status der stark eingeschrankten Funktion der angeborenen und adaptiven
Immunantwort fuhrten zur Pragung des Begriffs des ,/mmunologischen Privilegs® (Streilein
1995; Carson, Doose et al. 2006; Mrass and Weninger 2006; Niederkorn 2006; Sugita, Ng et
al. 2006; Caspi 2008).

Bei genauerer Betrachtung sind jedoch nur jene Immunantworten beschnitten, deren
mogliche ,Kollateralschaden® benachbarte Neuronen schadigen konnten, wahrend
ausgesuchte Abwehrmechanismen auch im ZNS funktionieren. Konkret deutet vieles darauf
hin, dass die immunologische Uberwachung des ZNS vom angeborenen Immunsystem
ubernommen wird, die adaptive Immunabwehr unter physiologischen Bedingungen jedoch
keine Rolle spielen darf (Nguyen, Julien et al. 2002; Olson and Miller 2004; Carson, Doose et
al. 2006; Niederkorn 2006; Yong and Marks 2010). Dieser immunologische Kompromiss
schitzt unbeteiligte Neuronen vor deren Zerstérung, die im postmitotischen Milieu des ZNS

nicht in Kauf genommen werden kann.



1.2.2 Die Mikroglia koordiniert das Immunsystem des ZNS

Anders als von Rudolf Virchow vermutet, sind Gliazellen mehr als eine celluloseartige
Kittsubstanz fir Nervenzellen (Virchow 1854). Heute sind im ZNS drei Glia-Zelltypen
bekannt: Die zur Mikroglia zahlenden sternférmigen Astrozyten und spezialisierte retinale
Miiller-Zellen, denen man die Makroglia gegenlberstellt. In der Netzhaut sind Astrozyten in
der Ganglienzellschicht lokalisiert, wogegen Miller-Zellen die gesamte Retina
durchspannen.

Mikroglia, ovoid oder amdboid geformt, findet man in der Ganglienzell- und der inneren
plexiformen Schicht. Die Makroglia Gbernimmt in der Retina, wie auch im gesamten ZNS, die
Versorgung der Ganglienzellen mit Neutrophinen, sie reguliert die extrazellulare
lonenkonzentration und unterstitzt den neuronalen Stoffwechsel (Newman and Reichenbach
1996; Ramirez, TriviNO et al. 1996; Tsacopoulos, Poitry-Yamate et al. 1997; Newman and
Zahs 1998). Dagegen fungiert Mikroglia wahrend der Embryonalentwicklung, bei
degenerativen Prozessen in der Retina, sowie bei der experimentellen Durchtrennung des
Nervus opticus im Tiermodell als ZNS-spezifischer Phagozyt, der apoptotische Neurone,
Zelldebris und Pathogene beseitigt (Wang, Tay et al. 2000). Die Mikroglia erkennt diese Uber
ihren Toll like Receptor (TLR) und reagiert mit der Freisetzung proinflammatorischer
Cytokine, wie dem TNF-a und der Nitric Oxide Synthase 2 (NOS-2).

Apoptotische Zellen werden unter Freisetzung anti-inflammatorischer Mediatoren, wie TGF-f3
durch die Mikroglia phagozytiert (Napoli and Neumann 2009). Mikroglia stellt im ZNS die
erste Linie der Immunabwehr dar und verflgt daher Uber ein feingegliedertes Arsenal an
Abwehrmechanismen und Uber ein hohes Mall an Beweglichkeit, um im Fall einer
Aktivierung durch infektiose oder neurodegenerative Prozesse an entsprechender Stelle
wirken zu kénnen. Sie zerstéren Mikroben durch das Freisetzen cytotoxischer Substanzen,
beseitigen Zelldebris durch Phagozytose und agieren anschlieRend als Antigen-
prasentierende Zellen (Hung, Chansard et al. 2010). Die durch eine amdboide Fortbewegung
gut ausgepragte Motilitat erméglicht der Glia-Zelle die Uberwachung eines relativ groRen
Bereiches im ZNS-Parenchym (Davalos, Grutzendler et al. 2005; Nimmerjahn, Kirchhoff et
al. 2005). Abweichend vom normalen Motilitdtsverhalten unter physiologischen
Bedingungen, bewegen sich im Fall einer Aktivierung die Zellen kollektiv auf den Ort der
Schadigung zu. Angeschlagene Neuronen setzten ublicherweise Nukleotide, wie das ATP
frei, was Mikrogliazellen als Chemoattraktant tber die Aktivierung von Purinrezeptoren
innerhalb von Stunden herbeilockt (Davalos, Grutzendler et al. 2005; Haynes, Hollopeter et
al. 2006). Nach wenigen Tagen folgt darauf die Glia-Proliferation, die reaktive Gliose, die mit
einer Hochregulation des fir hamatopoetische Stammzellen charakteristischen
Oberflachenmarkers CD34 verbunden ist (Ladeby, Wirenfeldt et al. 2005).



Die Beteiligung einer Gliose bei neurodegenerativen Prozessen konnte im Tiermodell bei
Morbus Alzheimer demonstriert werden (Meyer-Luehmann, Spires-Jones et al. 2008).

Einen Hinweis auf die positiv chemotaktische Motilitat von Mikroglia liefern Experimente mit
CXCR3" Knockout-Mausen, deren Mikroglia das unter degenerativen Bedingungen von
Neuronen exprimierte Chemokin CXCL10 nicht binden kénnen und damit eine Gliose
unterbleibt. Dies fluhrt dazu, dass geschadigte und tote Zellen nicht phagozytiert werden,
wahrend sie unter normalen Umstanden nach einigen Tagen verschwunden waren (Rappert,
Bechmann et al. 2004). In einem Tiermodell fir Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und
Morbus Parkinson konnte ein weiteres Chemokin, CX3CL1, identifiziert werden, welches von
geschadigten Neuronen als Chemoattraktant fir Glia-Zellen freigesetzt wird. CX3CR1"
Mause, deren Mikroglia keinen funktionellen Chemokin-Rezeptor besitzt, weisen eine
erhdhte neuronale Apoptoserate auf, was auf die neuroprotektive Rolle der Mikroglia
verweist (Cardona, Pioro et al. 2006; Biber, Neumann et al. 2007).

Neben der stitzenden und schitzenden Funktion der Glia kann eine durch degenerative
Prozesse oder Verletzungen ausgeldste Glia-Aktivierung im glaukomatdsen Auge Schaden
anrichten (Wang, Tay et al. 2000; Tezel and Wax 2003; Steele, Inman et al. 2006).
Zumindest im Auge korreliert dabei die Aktivierung mit einer Akkumulation von MAP-Kinase
innerhalb der Glia-Zellen (Tezel, Chauhan et al. 2003). Solch eine Aktivierung, eine
Astrogliose, erfolgt im ZNS generell als Reaktion auf jede Form von Verletzung oder
Krankheit und wird als zelluldrer Versuch gewertet, die beeintrachtigten zellularen

Mechanismen aufrechtzuerhalten, sowie weitere Schadigungen zu verhindern.

1.2.3 Die Induktion der angeborenen Immunitat als pathogener Faktor im ZNS

Heute weill man, dass flr viele neurodegenerative Prozesse innerhalb des ZNS chronische
Immunantworten der angeborenen Immunabwehr verantwortlich sind (Nguyen, Julien et al.
2002). Die Retina verfugt dabei Uber ein eigenes Immunsystem, inklusive
immunkompetenter Zellen: Mikroglia, eigene dendritischen Zellen und sogar perivaskulare
Makrophagen, alles Bestandteile der angeborenen Immunitat (Xu, Dawson et al. 2007).
Essentieller Bestandteil der angeborenen Immunitdt ist die rezeptorvermittelte
Pathogenerkennung durch die Toll-like-Rezeptorfamilie (TLR) und den Triggering receptor
expressed on myeloid cells (TREM) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Die Funktionsweise der TLR-Familie

Die TLR-Familie und die proinflammatorische Signaltransduktions-Kaskade unter Beteiligung von
NF-kB. TLR2 erkennt die PAMPs, die auf der Oberfldche von gram-positiven Bakterien zu finden sind.
TLR4, in Kombination mit CD14, erkennt Lipopolysaccharid gram-negativer Bakterien. Flagellin,
Bestandteil bakterieller Flagellen, wird durch TLR5 erkannt. TLR9 spricht auf bakterielle DNA an und
TLR3 aktiviert die angeborene Immunantwort in der Gegenwart doppelstrdngiger RNA, die von Viren
stammt. Die Signaltransduktionskaskade, die bei einer TLR-Aktivierung beschritten wird, gleicht der
des IL-1-Rezeptors, inklusive des Adapterproteins MyD88. Die Aktivierung der IL-1 “receptor-
associated kinase” des “tumor necrosis factor receptor-associated factor 6” (TRAF6), ‘“inhibitor of
nuclear factor-kappaB (NF-kB) kinase complex” miindet schliellich in der NF-kB-Aktivierung. Die
beiden DNA-bindenden NF-kB-Untereinheiten p50 und p65 triggern bei Aktivierung die Transkription
von Cytokinen, Chemokinen, Proteinen des Komplementsystems, Enzymen, Adh&sionsmolekiilen und
Immunrezeptoren. ACP1: accessory protein 1, IKAP: IkB kinase complex (IKK-aBy)-associated
protein, IkB inhibitor of NFkB, IRAK: IL-1R-associated kinase, LTA: lipoteichoic acid, NIK: NFkB-
inducing kinase, PGN: peptidoglycan, RIP: receptor-interacting protein, TNF: tumournecrosis factor,
TNFR: TNF receptor, TRADD: TNFR1-associated protein with death domain, TRAF: TNFR-associated
factor, Ub: Ubiquitin (Nguyen, Julien et al. 2002).

Diese beiden Rezeptorklassen sind im ZNS auf der Mikroglia und in der Peripherie auf
neutrophilen Granulozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen zu finden (Bouchon,
Dietrich et al. 2000; Akira, Yamamoto et al. 2003; Colonna 2003; Olson and Miller 2004; Ford
and McVicar 2009; Lehnardt 2009). Bisher scheint bewiesen zu sein, dass TREM die
Aktivitdt der TLR modulieren, wobei TREM-1 aktivierend und TREM-2 inhibitorisch wirkt
(Sharif and Knapp 2008).




Im Fall einer Pathogenerkennung durch TLR sorgen diese durch die koordinierte Aktivierung
von Transkriptionsfaktor NF-kB, zusammen mit der gesteigerten Expression der Cytokine
IL-1B, IL-6, Chemokin IL-8 und der kostimulatorischen Proteine CD80 und CD86 (Synonym:
B7.1) fUr eine zielgerichtete Steuerung der angeborenen Immunitat (Fearon and Locksley
1996; Janeway and Medzhitov 2002).

Allgemein sind TLR dimer organisierte, mehrheitlich nach aulen gerichtete und die
Plasmamembran einfach durchspannende Rezeptoren, die auf eine Aktivierung durch
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), wie das fur die Oberflache gram-
negativer Bakterien typische Lipopolysaccharid oder bakterielle DNA, mit einer
Konformationsanderung reagieren (Janeway and Medzhitov 2002; Choe, Kelker et al. 2005).
Von den insgesamt zwdlf bisher identifizierten Isotypen tbernehmen TLR3, 7, 8 und 9 die
Uberwachung der inneren zelluldren Kompartimente (Heil, Hemmi et al. 2004; Olson and
Miller 2004; Beutler 2009; Butchi, Du et al. 2009).

Da einige Proteine, wie Histone und Hitzeschockproteine (HSP), phylogenetisch stark
konserviert sind, kénnen koérpereigene Proteine denen von Protozoen und anderen
Pathogenen so sehr ahneln, dass es vereinzelt zu Kreuzreaktivitdten kommt (Garsia,
Hellgvist et al. 1989; Schlesinger 1994; Thatcher and Gorovsky 1994; Wax, Tezel et al.
1998). So erkennt TLR4 HSP27 und HSP60. TLR2 bindet Glutathion-S-Transferase als
PAMP (Ohashi, Burkart et al. 2000; Tukel 2005; Roelofs, Boelens et al. 2006). HSP72
reagiert mit TLR2 und TLR4 (Johnson and Fleshner 2006). Uber die Stimulation der
angeborenen Immunitat werden so durch eine Kreuzreaktion, die in diesen Fallen nicht durch
molekulares Mimikri verursacht wird, autoreaktive Mechanismen in Gang gesetzt (Kol,
Lichtman et al. 2000; Liu, Yumoto et al. 2008; Rajaiah and Moudgil 2009). Beim molekularen
Mimikri eignet sich ein Pathogen mit ursprunglich anderem ,Aussehen die
Oberflachenbeschaffenheit von Wirtszellen an, um der Uberwachung der Immunabwehr zu
entgehen (Damian 1964; Damian 1965). Ob die hier zu beobachtende Kreuzreaktivitat durch
phylogenetische Konservierung oder molekulares Mimikri hervorgerufen wird, ist
offensichtlich abhangig vom betreffenden Antigen. Dabei sind die Konsequenzen die
gleichen. Wie bei der durch Kkonservierte Aminosauresequenzen verursachten
Kreuzreaktivitdit gesehen, kann es auch durch Mimikri zur Etablierung autoreaktiver
Prozesse kommen. Das zeitgleiche Auftreten von Enterobakterien - oder Vireninfektionen
und der Manifestation autoimmuner Vorgange spricht fir sich (Cohen 2001; Oldstone 2005).
Fur das Glaukom wird eine Infektion mit Helicobacter pylori als krankheitsausldsende Noxe
diskutiert (Galloway, Warner et al. 2003; Kountouras, Mylopoulos et al. 2003; Kountouras,
Zavos et al. 2004).



Dass solche Kreuzreaktivitadten auch beim Glaukom eine Rolle spielen kénnten, beweisen
die signifikant erhdhten Antikdrperreaktivitdten gegen HSP27 und Glutathion-S-Transferase
im Serum von Glaukompatienten (Wax, Tezel et al. 1998; Yang, Tezel et al. 2001). Im
Tiermodell fihrt die experimentelle Erhéhung des 10D durch Salzinjektionen in die
episkleralen Venen zu einer gesteigerten Expression von TLR2, 3 und 4, von HSP27, 60 und
72, sowie der fur die TLR-Signalkaskaden charakteristischen Adapterproteine und Kinasen.
Diese Befunde konnten im Retinaproteom glaukomatdser Spenderaugen bestatigt werden.
Dies untermauert die Hypothese, dass TLR Uber die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems zur Glaukomentstehung beitragen. Die ebenfalls vermehrt exprimierten
HSPs scheinen die Aktivierung des Immunsystems noch zusatzlich zu stimulieren (Luo,
Yang et al. 2009). Dies mag an der Kreuzreaktivitat zwischen HSP und TLR liegen, kann
aber auch mit der Fahigkeit von Heat Shock Proteinen, Antigene zu prasentieren, erklart
werden (Wallin, Lundqvist et al. 2002; Tsan and Gao 2009).

1.2.4 Die Rolle der angeborenen Immunitét bei der Manifestation zentralnervoser
Autoimmunerkrankungen

Die Aktivierung der Mikroglia ist bei Patienten mit Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson,
Chorea Huntington, Multipler Sklerose (MS) und Amyotropher Lateralsklerose (ALS)
dokumentiert (Pasinetti 1998; Gonzalez-Scarano and Baltuch 1999; Julien 2001). Im Serum
und in der Zerebrospinal-Flissigkeit dieser Patienten finden sich erhéhte Titer von IL-6, IL-1
und TNF-a, Chemokine der angeborenen Immunitat und potente Initiatoren der extrinsischen
Apoptose von Neuronen (Pasinetti 1998; Gonzalez-Scarano and Baltuch 1999; Julien 2001).
Speziell fur IL-1 und TNF-a konnte die Aktivierung von Caspasen nachgewiesen werden,
wobei TNF-a die Apoptoserate von Neuronen durch die Inhibition von Insuline like Growth
Factor 1 (IGF-1) noch zusatzlich steigert (Venters, Tang et al. 1999; Friedlander 2000).
Neben der Sekretion von Chemokinen, produzieren aktivierte Mikroglia-Zellen Toxine wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandine, die ihrerseits neurodegenerative Prozesse
initiieren (Gonzalez-Scarano and Baltuch 1999; Julien 2001). Als professionelle Antigen-
prasentierende Zellen steuert die aktivierte Mikroglia die Transition der angeborenen
Immunitat zur adaptiven Immunantwort im ZNS (Hickey and Kimura 1988; Gonzalez-
Scarano and Baltuch 1999; Weiner 2008). Bislang existieren also eine Reihe Befunde Uber
erhdhte Cytokin-Titer und aktivierte Glia innerhalb des ZNS, wobei nicht klar ist, was davon
als kausativ und was als Epiphanomen fir die Manifestation einer Autoimmunerkrankung
einzuordnen ist. Klar belegt ist hingegen, dass zelluldre Stressoren wie oxidativer Stress,
mitochondrielle Dysfunktionen oder Exzitotoxititat durch Glutamat als jeweils singulare
Stressoren nicht ausreichen, um den Untergang von Neuronen auszulésen. Tiermodelle fir
ALS, M. Alzheimer, M. Parkinson und M. Huntington belegen dies (Mattson, Pedersen et al.
1999; Julien 2001; Lin and Beal 2006).



Genauso kann die Anwesenheit von gegen neuronale Antigene gerichtete Antikorper die
zelluldre Funktion des Epitops beeintrachtigen, allein sind diese jedoch auch nicht in der
Lage eine neurodegenerative Autoimmunerkrankung auszulésen. Tezel gelang es in einer
retinalen Zellkultur durch die Applikation von gegen a-A-und a-B-Kristallin, sowie gegen
HSP27 gerichtete Antikorper, die Apoptose von Neuronen und Zellen des retinalen
Gefaldsystems zu induzieren, was allerdings nicht mit der Induktion einer komplexen
Autoimmunerkrankung in vivo gleichgesetzt werden kann (Tezel, Seigel et al. 1998). Im Fall
der Paraneoplastischen Neurologischen Erkrankung (PND), die als Begleitsymptom einer
Tumorerkrankung auftreten kann, entsprechen Epitope, die durch Tumorzellen im Koérper
generiert werden, jenen von Neuronen im ZNS. Dies fuhrt zur Etablierung eines
neurodegenerativen Prozesses im ZNS, wobei die therapeutische Senkung des Auto-
Antikorpertiters durch Plasmapherese keine persistierende Linderung des klinischen Verlaufs
erbringt (Musunuru and Darnell 2001). Umgekehrt gelingt es nicht, in Tiermodellen durch
Injektionen von Antikdrpern Erkrankter, eine PND auszulésen. Autoantikérper allein kdnnen
also keine autoimmune neurodegenerative Erkrankung hervorrufen (Solimena and De
Camilli 2000; Musunuru and Darnell 2001). Im Fall der Glaukom-Erkrankung sind bereits
gegen okulare Strukturen gerichtete Autoantikorper des Isotyps IgG identifiziert worden
(Wax, Tezel et al. 1998; Maruyama, Ohguro et al. 2000; Wax, Yang et al. 2001; Yang, Tezel
et al. 2001; Grus, Joachim et al. 2004; Joachim, Pfeiffer et al. 2005; Grus, Joachim et al.
2006). IgG-Antikorper besitzen prinzipiell die Moglichkeit, durch die Interaktion ihrer Fc-
Region mit der Komplementkomponente C1q, das Komplementsystem uber den klassischen
Weg zu aktivieren (Ouaissi, Auriault et al. 1981). Dass dies auch im ZNS mdglich ist, konnte
im Fall der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) gezeigt werden (Urich,
Gutcher et al. 2006). Mit der Komplementaktivierung wird eine Entziindungsreaktion mit
Beteiligung der adaptiven Immunitat provoziert (Kishore, Gaboriaud et al. 2004). Der Fund
von aktivierten T-Zellen und Makrophagen im Hirnparenchym neurodegenerativ Erkrankter,
belegt die Beteiligung der zellularen Immunantwort, die gegen korpereigenes neuronales
Gewebe innerhalb des zentralen Nervensystems gerichtet ist (Streilein 1995; Fearon and
Locksley 1996; Li, Uccelli et al. 1997; Albert, Darnell et al. 1998; Whitney, Andrews et al.
1999; Albert, Austin et al. 2000; Neumann, Medana et al. 2002; Caspi 2008; Nielsen, Ladeby
et al. 2009).

Ausléser von inflammatorischen Vorgangen im ZNS kdénnen also gegen neuronale Antigene
gerichtete T-Zellen und Autoantikérper aus der Peripherie sein, die Zugang zum zentralen
Nervensystem finden und dort erneut von lokalen Antigen-prasentierenden Zellen (APC), der
Mikroglia, reaktiviert werden oder im Fall der Antikdrper, direkt an ihre neuronalen Epitope
binden. Die Reaktivierung der T-Zellen triggert erneut die Freisetzung inflammatorischer

Cytokine und damit die Aufrechterhaltung der Immunreaktion (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Hypothetischer Mechanismus der Neurodegeneration im ZNS unter
Beteiligung der angeborenen und adaptiven Immunitat

(1) und (2) Schadigungen peripherer Organe fiihren zur Aktivierung immunologischer Prozesse unter
Beteiligung Antigen-prdasentierender Zellen (APC). Die APC flottieren zu lokalen Lymphknoten, wo
die Aktivierung der adaptiven Immunabwehr erfolgt. (3) und (4) Die folgende klonale Expansion der
B-Zellen fiihrt zur Produktion Antigen-spezifischer Antikérper. (5) Diese Antikbérper passieren die
durchléssige Blut-Hirn-Schranke. (6) Im ZNS binden die AntikGrper an neuronale Antigene, stéren
deren Funktion und verursachen zelluldren Stress und schlie3lich die Apoptose des entsprechenden
Neurons. (7) Die Apoptose von Neuronen fiihrt zur Aktivierung der Mikroglia. (8) Aktivierte Mikroglia
phagozytiert die apoptotischen Zellen und présentiert deren Antigene auf ihrer Oberfldche. (9)
Mikroglia sezerniert pro-inflammatorische Cytokine. (10) und (11) Erhéhte Titer des ,Vascular
endothelial growth factor® (VEGF) und des ,Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM 1) fiihren zu
vermehrter Durchléssigkeit der Blut-Hirnschranke, welche zu weiterem Einstrom von T-Lymphozyten
fauhrt. (12) und (13) T-Zellen binden neuronale Antigene und aktivieren Mikroglia, was ebenfalls zum
Untergang von Neuronen fihrt. (14) Alternativ kénnen zelluldre Schéadigungen oder Pathogene eine
chronische Immunantwort der nicht-adaptiven Immunabwehr hervorrufen (Nguyen, Julien et al. 2002).

Phagozyten flottieren zum Ort der Inflammation, endozytieren Zelldebris, prasentieren
Fragmente davon in PeptidgroRe uber den MHC-II-Komplex auf ihrer Oberflache und
aktivieren so erneut die adaptive Immunabwehr. Die adaptive Immunitat vermittelt Uber
Antigen-spezifische CD4" T-Helfer-Zellen die Aktivierung und Differenzierung naiver B-Zellen
in Antikérper-produzierende Plasmazellen in der Peripherie. Diese Antikorper passieren die
Blut-Hirn-Schranke, was ihnen insbesondere unter pathologischen Umstanden, aber auch
schon bei erhéhtem 10D gelingt (Abbott 2002; Grieshaber and Flammer 2007).




Diese Immunglobuline binden, wie im Fall der a-HSP27-Antikérper, nicht nur an Epitope auf
Oberflachen, sondern gelangen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose auch in das
Zytoplasma von Neuronen und koénnen diese dadurch in die Apoptose treiben (Yanase,
Smith et al. 1997; Tezel and Wax 2000). Das dadurch entstandene Zelldebris wird von den
Phagozyten des ZNS, der Mikroglia aufgenommen und als Antigen auch peripheren T-Zellen
prasentiert, die ihrerseits eine adaptive Immunantwort gegen neuronale Ziele im ZNS
starten.

Ein durch wiederkehrende Cytokinfreisetzung und Antigenprasentation sich selbst
erhaltender Kreislauf ist in Gang gekommen: Die Folge sind Apoptose von Neuronen,
zunehmende Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke und Hochregulierung des neuronalen
MHC-I-Komplexes, was in einer chronischen Aktivierung der angeborenen Immunitat und der
Etablierung einer adaptiven Autoimmunantwort im ZNS resultiert. Die Induktion des
Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM1) und des Vascular endothelial growth factor
(VEGF) durch proinflammatorische Cytokine der angeborenen und adaptiven Immunitat flhrt
zu einer weiteren Beeintrachtigung der Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke, da diese die
Passage aktivierter T-Lymphozxten ermoglichen (Nguyen, Julien et al. 2002; Goverman
2009).

Auch in Abwesenheit inflammatorischer Ereignisse im ZNS ist der Ubertritt von T-Zellen im
subarachnoidalen Raum (SAS) zwischen Blut und Cerebrospinalflissigkeit jederzeit mdglich
(Ransohoff, Kivisakk et al. 2003). Dass die Durchlassigkeit der Blut-Hirnschranke bei der
Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen im ZNS eine grol3e Rolle spielt, konnte bei M.
Alzheimer, der Multiplen Sklerose und der HIV-assoziierten Encephalitis gezeigt werden
(Gonzalez-Scarano and Baltuch 1999; Huber, Egleton et al. 2001).

Das Modell des ZNS als immunologisch privilegierter Ort ohne Uberwachung durch das
adaptive Immunsystem besitzt also, wenn Uberhaupt, nur noch stark eingeschrankt Gultigkeit
und ist davon abhangig, welchen Ort man im zentralen Nervensystem betrachtet (Carson,
Doose et al. 2006).

1.2.5 Was tragt die Blut-Hirn-Schranke zur Etablierung neurodegenerativer Prozesse
bei?

In vivo -und in vitro-Studien belegen einen Zusammenhang zwischen der Infiltration des ZNS
durch autoreaktive Leukozyten aus der Peripherie und der Manifestation neurodegenerativer
Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose (Minagar, Jy et al. 2006). Dabei scheint eine
Protease, die Matrixmetalloprotease 9 (MMP-9), die Passage von Lymphozyten durch das
mikrovaskulare Endothel zu beglnstigen, was die erhéhten MMP-9-Titer im Serum von
schwer erkrankten MS-Patienten erklaren wirde (Boz, Ozmenoglu et al. 2006).

MMPs nutzen nicht nur das Endothel als Substrat, vielmehr sind diese Proteasen auch an

den Umbauprozessen der extrazellularen Matrix (ECM) in der Retina und im Sehnervenkopf



(ONH) beteiligt, die Uber die Excavation der Papille mit dem Untergang retinaler
Ganglienzellen enden (Hernandez 2000; Guo, Moss et al. 2005; Rodriguez, Morrison et al.
2009).

Vom immunologischen Standpunkt aus wird die Blut-Hirn-Schranke lediglich als Barriere fir
Lymphozyten angesehen, wobei oft vergessen wird, dass die weitaus wichtigere Aufgabe
darin besteht, den ungebremsten Einstrom von Metaboliten und Toxinen aus dem Blut zu
verhindern (Ohtsuki 2004; Han and Suk 2005). Die dem Blutstrom zugewandte (luminale)
Seite des Endothels besitzt hierflir spezielle Transporter, die den kontrollierten Zustrom von
Glucose, Aminosauren, Vitaminen und Nukleosiden in das ZNS steuern. Umgekehrt weist
die abluminale Seite Transporter fir potentiell toxische Substanzen, wie exzitatorische
Neurotransmitter oder Stoffwechselendprodukte fiir die Entfernung aus dem ZNS auf. Schon
ein kleiner Defekt in der Blut-Hirn-Schranke wirde demnach nicht nur den Einstrom von
Leukozyten ermoglichen, sondern auch das austarierte ,Mikroklima®“ des ZNS stéren. Die
Folgen waren neuronaler Stress und Initiierung einer Immunantwort des ZNS:

Der Aktivierung der Glia, die in einer Gliose minden kann (Nguyen, Julien et al. 2002;
Zlokovic 2005).

1.2.6 Woher stammen die neuronalen Antigene in der Peripherie?

Zur Existenz von ZNS-spezifischen neuronalen Antigenen in der Peripherie, und der damit
bedingten Existenz von Autoantikdrpern, gibt es, neben den bereits erwahnten
Kreuzreaktionen, weitere Theorien. So konnen durch freie Sauerstoffradikale, Reactive
Oxygen Species (ROS), oxidativ modifizierte oder durch Metalloproteinasen (MMPs)
fragmentierte Proteine als Autoantigene dienen (Ram, Sherer et al. 2006; Kurien and
Scofield 2008; Cauwe 2009; Rodriguez, Morrison et al. 2009). Beispiele hierfir sind HSP27,
HSP70 und HSP90, die als Substrat fir die Metalloproteinase MMP-9 dienen. Gegen diese
HSPs gerichtete Autoantikorper zeigen beim Glaukom und anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose oder dem Guillain—Barré-Syndrom, im Vergleich
zu Gesunden gesteigerte Reaktivitaten (Tezel, Seigel et al. 1998; Yonekura, Yokota et al.
2004; Chiba, Yokota et al. 2006; Cauwe 2009).Andere Autoren fihren als Stimulans fir die
Initiation autoimmuner, gegen das ZNS gerichteter, Mechanismen, wie der bereits
besprochenen PND, Tumorerkrankungen an (Albert, Darnell et al. 1998; Musunuru and
Darnell 2001).

1.2.7 Der immunologische Homunculus als Abbild des physiologischen Status quo

Der Theorie des Immunologischen Homunculus folgend, formen Autoantikdrper und
autoreaktive T-Lymphozyten ein immunologisches Abbild des physiologischen Status quo,

sodass auch jeder Gesunde Uber ein komplexes Arsenal an autoreaktiven



Immunoeffektorzellen verfligt (Cohen and Young 1991; Nobrega, Haury et al. 1993;
Poletaev 2002; Cohen 2007). Abweichungen hiervon spiegeln einen pathologischen Zustand
wieder, in dessen Verlauf autoreaktive Immunzellen protektiv und regulierend eingreifen
kénnen. Dieses Repertoire an autoreaktiven Komponenten der humoralen und zellularen
Abwehr ist bei gesunden Individuen Uber einen langen Zeitraum stabil und dient unter
physiologischen Umstanden vermutlich dem biochemischen Feintuning, welches die
Funktion und Aktivitat der Zielmoleklle den jeweiligen Erfordernissen anpasst und so der
Aufrechterhaltung der Homdostase dient (Poletaev 2002).

Bei erhdhten Reaktivitadten durch Auto-Antikérper geht man von negativen Folgen durch
autoaggressive Prozesse aus, wie man es beispielsweise bei der Myasthenia gravis
beobachten kann. Hier verhindern a-Acetylcholinrezeptor-Antikérper durch deren Bindung
die Weiterleitung der Aktionspotentiale auf die motorische Endplatte (Zimmermann 1987;
Vincent, Palace et al. 2001; Hughes 2004; McConville 2004). Wie soll man aber reduzierte
Autoantikérperreaktivitaten interpretieren, wie sie speziell bei NTG, in geringerem Male aber
auch bei POAG-Patienten beobachtet werden kénnen (Grus, Joachim et al. 2004)?
Womdglich bedeutet hier der Verlust an Autoreaktivitdt gleichzeitig eine verminderte
autoimmune Protektion und damit ein erhdhtes Risiko ein Glaukom zu entwickeln (Grus FH
2008).

1.2.8 Die zwei Gesichter des Komplementsystems

Neben den zellularen Komponenten stellt das Komplementsystem den wichtigsten
Bestandteil der angeborenen Immunabwehr dar, die Uber den sogenannten ,Klassischen
Weg“, den Lectin-Weg und den alternativen Weg aktiviert werden kann. C1q ist die erste
Komponente des klassischen Wegs, der Antikdrper-vermittelt oder durch direkte Bindung an
der Oberflache eines Pathogens die Komplementaktivierung einleitet. Im Fall der Bindung
von C1q an eine apoptotische Zelle, Pathogen oder Zelldebris (Opsonierung), erfolgt die
Aktivierung einer Proteasenkaskade die zur Synthese der Komplementkomponente C3 flhrt
(Gasque 2004). Die Opsonierung mit den C3-Fragmenten C3b und iCb leitet die Eliminierung
von Debris Uber die direkte Aktivierung von C3-Rezeptoren auf Makrophagen und Mikroglia
durch Phagozytose ein. Aktiviertes C3 besitzt Gber die Opsonierungsfunktion hinaus auch
die Fahigkeit, die terminalen Komponenten des Komplementsystems zu aktivieren. Dies
ermoglicht Uber die Formierung des Membrane attack complex (MAC) die direkte
Eliminierung der Zielzelle durch einen lytischen Prozess.

Neben der Abwehr von Pathogenen besitzt die fortlaufende Beseitigung korpereigenen
Debris und apoptotischer Zellen einen hohen Stellenwert, denn zum einen kénnen diese im
Fall der Aggregierung zu einer Gefahr fir den Stoffwechsel werden, zum anderen bieten sie

dem Immunsystem ein autologes Epitop (Taylor, Carugati et al. 2000). Ist die durch C1q



gesteuerte Neutralisierung korpereigener Antigene gestort, oder fallt C1q ganz aus, kann
dies zu einer Fehlleitung des Immunsystems und damit zur Etablierung autoimmuner
Prozesse fiihren, die beispielsweise in einer Manifestation des Systemischen Lupus
erythematosus oder einer Glomerulonephritis minden kénnen (Botto, Dell'Agnola et al.
1998). Generell scheint eine Deviation der Komplementaktivierung mit ursachlich zu sein fir
eine Reihe neurodegenerativer Erkrankungen, wie Schadigung des ZNS durch ischamische
Zustande, Multiple Sklerose, M. Alzheimer sowie M. Parkinson (Schafer, Schwaeble et al.
2000; Cowell, Plane et al. 2003; Rancan, Morganti-Kossmann et al. 2003; Yamada, Miwa et
al. 2004). Im OHT-Tiermodell (DBA/2-Maus) und Spenderaugen von OHT-Patienten konnten
signifikant erhdohte Transkriptionsraten von C1q und C3 nachgewiesen werden, wobei 28

Tage nach OHT-Induktion im Tiermodell eine Haufung von C1q und C3-Transkripten im

Bereich der retinalen Ganglienzellen (Pfeil) und des Sehnervenkopfes (ONH) zu verzeichnen

war (Abbbildung 7) (Kuehn, Kim et al. 2006).
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Abbildung 7: Verteilung von C1q-Transkripten in der Retina

Im Vergleich zur Kontrolle (A) zeigen sich bei OHT-Patienten (B) im Bereich der Gangienzellschicht
und des Sehnervenkopfes (ONH, C) starke Hybrydisierungssignale flr C1q (Pfeil) (Kuehn, Kim et al.
2006).

Diese C1qg-Expression korreliert mit der Aktivierung von Gliazellen durch das
Komplementsystem, die darauf ihrerseits mit der Sekretion von NO, TNF-a, Hyperoxid (O,"),
und weiterer Effektorsubstanzen reagieren und so an der Umorganisation des
Sehnervenkopfes und dem Untergang retinaler Ganglienzellen beteiligt sind (Hernandez
2000; Tezel and Wax 2000; Neufeld and Liu 2003; Kulkarni, Kellaway et al. 2004; Tezel and
Wax 2004). Eine signifikant gesteigerte Apoptoserate unter den retinalen Ganglienzellen
bestatigt diesen Befund (Tezel and Wax 2000; Calandrella, Scarsella et al. 2007; Yang, Zhu
et al. 2007).

Dies legt den Schluss nahe, dass Neuronen und Synapsen, die nach deren Untergang von
Phagozyten beseitigt werden, zuvor mit C1q als fur die Beseitigung getaggt wurden, was auf
einem der klassischen Komplementkaskade basierenden Mechanismus entspricht.
Ublicherweise sorgt dieser Mechanismus wéahrend der embryonalen Entwicklung und

Reifung des ZNS fir die Beseitigung Uberflissiger Verknipfungen und Neuronen, sowie fir



die Koordination der synaptischen Plastizitat im adulten ZNS (Stevens, Allen et al. 2007;
Boulanger 2009).

Wo C1q wahrend der embryonalen und einer kurzen postnatalen Reifungsphase des ZNS
noch eine Rolle als Eliminator Gberflissiger synaptischer Verknipfungen innehat, ist dessen
Expression im adulten zentralen Nervensystem unter physiologischen Bedingungen herunter
geregelt. Allerdings kann die Expression von C1q durch Neuronen und Mikroglia unter
ischamischen, traumatischen und anderen pathogenen Einflissen sehr schnell wieder
hochgefahren werden. Aufier beim Glaukom ist die massive Hochregulierung der C1g-
Expression auch bei Morbus Alzheimer und ALS nachgewiesen (Miyahara, Kikuchi et al.
2003; Ahmed, Brown et al. 2004; Dangond, Hwang et al. 2004; Fonseca, Kawas et al. 2004;
Stasi, Nagel et al. 2006; Stasi, Nagel et al. 2006; Steele, Inman et al. 2006; Johnson, Jia et
al. 2007). Ausléser hierfir konnten reaktive Astrozyten sein, die einen wahrend der
neuronalen Reifung des ZNS erforderlichen Mechanismus der C1g-Aktivierung im adulten
ZNS zum Pathomechanismus fir retinale Ganglienzellen werden lasst (Stevens, Allen et al.
2007). Interessanterweise konzentrieren sich dabei Komplement-Transkripte in der Retina
hauptsachlich in jenen Schichten in denen Ganglienzellen und Nervenfasern Uberwiegen
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Gefrierdlinnschnitte postnataler Mausretinae

Zeitpunkte der Probennahme: P8 = Tag 8 postnatal, P30 = Tag 30 postnatal. Zu erkennen sind
Hybridisierungssignale von C1q bei sich entwickelnden (P8), nicht aber bei gereiften (P30) retinalen
Ganglienzellen unter normalen Bedingungen. C1q- Expression ist vorwiegend im Bereich der RGC zu
detektieren, wogegen im P30-Schnitt keinerlei Hybridisierungssignal zu erkennen ist. RGC, retinal
ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL, outer plexiform layer;
ONL, outer nuclear layer. Mal3stab: 20 um (Stevens, Allen et al. 2007).

Im Bereich der Lamina cribrosa sind dagegen keine signifikant erhdhten RNA-Titer
nachweisbar, was eine Beteiligung des Komplementsystems an dort stattfindenden
pathologischen Prozessen unwahrscheinlich erscheinen Iasst.

Die Formation des MAC in der Ganglienzellschicht, als Folge eines erhdhten 10D, lasst auf
die Beteiligung des Komplementsystems an der Entstehung sekundarer degenerativer
Prozesse beim Glaukom schlieen. Unter sekundaren degenerativen Prozessen im ZNS

versteht man das Phanomen des Untergangs von Neuronen und Glia in der Nachbarschaft



ischamischer oder traumatischer Lasionen ohne direkte Schadigung (Linnik, Zobrist et al.
1993; Charriaut-Marlangue, Aggoun-Zouaoui et al. 1996; Singhrao, Neal et al. 2000).
Astrozyten und Mikroglia schitzen sich selbst gegen die cytotoxischen Auswirkungen des
MAC durch die Synthese inhibitorischer Substanzen (Singhrao, Neal et al. 1999). Ein
sekundarer degenerativer Prozesses wird auch beim Nerve-Crush-Modell postuliert, jedoch
sind die molekularen Mechanismen bis heute ungeklart.

Beim Nerve-Crush-Modell werden die beim Glaukom zu beobachteten neurodegenerativen
Prozesse im Tiermodell durch eine Lasion des N. opticus simuliert (Yoles and Schwartz
1998; Levkovitch-Verbin, Quigley et al. 2003).

1.3 Autoimmune Mechanismen bei der Manifestation des Glaukoms

Einen ersten Hinweis auf die Beteiligung des Immunsystems bei der Glaukomentstehung
lieferte Wax 1998 mit dem Nachweis von Antikérpern im Serum von NTG-Patienten, die
gegen korpereigene Antigene, wie das Heat-Shock-Protein 60 (HSP-60), gerichtet waren
(Wax, Tezel et al. 1998). HSP60 und 90 werden im ZNS konstitutiv exprimiert, wogegen
HSP27 und HSP70 hochgradig durch pathologische Zustande induzierbar sind. HSP27-
Expression findet in der intakten, ungeschadigten Retina kaum statt (Krueger-Naug, Emsley
et al. 2002). Bei zellularem Stress agieren HSP27 und HSP70 antiapoptotisch, wogegen
HSP60 die Induktion der Apoptose foérdert (Garrido, Bruey et al. 1999; Garrido, Gurbuxani et
al. 2001). Bemerkenswert ist, dass HSP27 und HSP70 auch in der retinalen Glia, den Miiller-
Zellen, und in Neuronen durch Stressoren wie beispielsweise Ischamie und Hyperthermie
stark induzierbar sind (Manzerra, Rush et al. 1993; Currie, Ellison et al. 2000). HSPs
Uberwachen als Chaperone die korrekte Faltung der cytosolischen Proteine und stabilisieren
die Actinfilamente des Cytoskeletts (Jakob, Gaestel et al. 1993; Lavoie, Hickey et al. 1993;
Lavoie, Lambert et al. 1995; Guay, Lambert et al. 1997). In humanen glaukomatdsen
Spenderaugen konnte HSP27 in den RGC-Axonen und im Sehnervenkopf detektiert werden
(Tezel, Hernandez et al. 2000). In der Retina entfaltet HSP27 seine neuroprotektive Wirkung
im Tiermodell nach Axotomie und Ischamie mdoglicherweise durch die Hemmung von
Caspase-3 (Whitlock, Agarwal et al. 2005; Whitlock, Lindsey et al. 2005; Kretz, Schmeer et
al. 2006). HSP70 zeigt nach ischamischen Zustanden ebenfalls neuroprotektive Wirkung
(Wagstaff, Collaco-Morales et al. 1999; Franklin, Krueger-Naug et al. 2005).

Seit bekannt ist, dass Antikdrper durch Endozytose auch in das Cytoplasma intakter Zellen
gelangen koénnen, muss insbesondere der Effekt autoreaktiver Immunglobuline auf die
zellularen Ablaufe berlcksichtigt werden (Yanase, Smith et al. 1997; Sisto 2009). Im Fall des
HSP27 koénnte dies bedeuten, dass a-HSP27-Antikérper durch Bindung dieses
neuroprotektive Protein vor vorzeitigem Abbau durch Matrixmetalloproteinasen (MMPs)

schitzen, zu deren Substraten auch HSPs gehéren (Ram, Sherer et al. 2006; Cauwe 2009).



Eine im Vergleich zu gesundem Gewebe signifikant erhéhte Konzentration von MMPs in
glaukomatdsen Retinae wirde fir diese protektive Rolle der a-HSP27-Antikdrper sprechen
(Yuan and Neufeld 2001). Gleichzeitig hemmt diese Antikérperbindung aber die
neuroprotektive Aktivitat von HSP27 und fihrt damit unmittelbar zu einer erhdhten
Apoptoserate retinaler Ganglienzellen beim Glaukom (Tezel and Wax 2000). Ratten, die mit
HSP-27 immunisiert wurden, wiesen im Vergleich zu Kontrolltieren eine héhere Apoptoserate
unter den retinalen Ganglienzellen auf, wobei der Verlust nahe der Area centralis am
hdchsten war. Auch bei NTG-Patienten geht man in diesem Bereich der Retina von der
grofiten Schadigung aus (Tezel, Seigel et al. 1998; Wax, Yang et al. 2002).

Die Tatsache, dass Antikérper gegen Bestandteile der Retina oder des Sehnervenkopfes
eine Rolle in der Pathogenese der glaukomatdsen Optikusneuropathie spielen, stimmt mit
Befunden bei anderen Neuropathien tberein.

Bei der Multiplen Sklerose (MS), der Myasthenia gravis und dem Guillain-Barré-Syndrom
konnten gegen neuronale Strukturen gerichtete Autoantikérper nachgewiesen werden und
an der Manifestation des Lupus erythematodes sollen a-C1g-Antikérper beteiligt sein
(Kornberg and Pestronk 1993; Genein 1999; Hughes 2004; Lennon, Wingerchuk et al. 2004;
Schaller, Bigler et al. 2009). Beim Devic’s Syndrom, der Neuromyelitis optica verwischen
sogar die Grenzen zwischen einer klassischen Multiplen Sklerose und einer Neuropathie des
Sehnerven, da neben diesem auch Spinalnerven angegriffen werden. Diese Erkrankung wird
in der Regel als MS fehldiagnostiziert (Lennon, Wingerchuk et al. 2004).

Leider sind beim Auftreten einer Autoimmunerkrankung nicht grundsatzlich erhéhte Titer
autoreaktiver Antikorper wie beim systemischen Lupus erythematodes zu beobachten. So
sind Patienten dokumentiert, die an Myasthenia gravis leiden, jedoch keine Antikérper gegen
kdrpereigene Acetylcholinrezeptoren entwickeln (Vincent, Palace et al. 2001). Allerdings
findet man bei vielen solcher “seronegativen Patienten Autoantikdrper gegen ein weiteres
neuromuskulares Protein des synaptischen Spaltes, der ,Muskelspezifischen Kinase* MuSK
(John McConville 2004). Auch beim Glaukom sind solche Divergenzen im
Antikdrperrepertoire dokumentiert. Maruyama detektierte bei etwa 20% aller in einer Studie
untersuchten Glaukomkranken Antikdrper gegen neurospezifische y-Enolase, ein fir die
Glykolyse wichtiges Enzym.

Im gesunden Kontrollkollektiv wiesen nur 10% der Untersuchten diese Antikdrper auf,
wogegen bei den Glaukom-Patienten mit dem erhéhten y-Enolase-Antikérper-Titer keine der
sonst haufig bei Glaukomkranken detektierten erhdhten Autoantikérpertiter gegen
Rhodopsin, o-Kristallin oder HSP-60 nachgewiesen werden konnten (Meyerhof and
Lohmann 1934; Romano, Barrett et al. 1995; Tezel, Seigel et al. 1998; Maruyama, Ohguro et
al. 2000; Tezel, Hernandez et al. 2000).



Die Analyse komplexer Antikdrper-Repertoires bei Autoimmunerkrankungen wird dadurch
erschwert, dass man auch im Blut von Gesunden natlrlich vorkommende Autoantikdrper
gegen korpereigene Strukturen nachweisen kann (Avrameas and Ternynck 1995). Allen
bisherigen Untersuchungen ist gemeinsam, dass Antikérperprofile systemisch im Blut der
Glaukom-Patienten untersucht wurden. Eine Untersuchung des Proteinprofils im Auge
selbst, dort wo sich die Erkrankung manifestiert, ist daher naheliegend. Dabei konnte gezeigt
werden, dass das Kammerwasser selbst immunkompetente Eigenschaften besitzt
(Mochizuki, Sugita et al. 2000).

1.3.1 Wie kann es zur Entstehung autoreaktiver Prozesse kommen?

Die Triggerung autoaggressiver Mechanismen kann durch Kreuzreaktivitat, molekulares
Mimikri von Mikroorganismen, oxidativen Stress und Modifikationen kdérpereigener Strukturen
durch Proteasen hervorgerufen werden (Wucherpfennig, Weiner et al. 1991; Ram, Sherer et
al. 2006; Kurien and Scofield 2008; Cauwe 2009; Rodriguez, Morrison et al. 2009). Yang et
al. fanden im Serum von Glaukom-Patienten (NTG und POAG) eine erhdhte Konzentration
an Interleukin 2 (Yang, Patil et al. 2001). IL-2 wird von T- Zellen produziert und steigert die
Produktion von weiteren Zytokinen und Antikérpern. Des Weiteren konnte mittels
Proliferationstest nachgewiesen werden, dass die T-Lymphozyten von POAG und NTG-

Patienten eine verminderte Reaktion auf unspezifische Antigene zeigten.

1.3.2 Das zentrale Nervensystem reagiert bei Schadigungen mit der Induktion von
Reparaturprozessen

Zu den neuroprotektiven Prozessen, die durch inflammatorische Prozesse wie einer
Astrogliose initiilert werden, gehoéren die Produktion von Neutrophinen, Freisetzung von
Antioxidantien, Bindung Uberschissigen Glutamates, Wiederherstellung der Blut-Hirn-
Schranke, Férderung von Neovaskularisation und Remyelinisation, Férderung axonaler
Regeneration und synaptische Remodellierung (Represa, Niquet et al. 1995; Wilson 1997;
Privat 2003; Liberto, Albrecht et al. 2004). Die durch eine Gliose induzierbare Narbenbildung
hingegen kann all diese neuroprotektiven Ma3nahmen torpedieren und somit die neuronale
Regeneration verhindern (Bovolenta, Wandosell et al. 1992; Pekny, Johansson et al. 1999;
Pekny 2004; Profyris, Cheema et al. 2004).

Hierbei scheinen die gliotischen Prozesse in Gehirn und Retina ahnlich zu verlaufen, wobei
die im Gehirn dominierenden Astrozyten in der Neuroretina durch Muller-Zellen reprasentiert
werden (Bringmann, Pannicke et al. 2006). Die Gliose und die damit verbundene
Ausschittung von Zytokinen wird nicht nur bei sekundaren neurodegenerativen
Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose, beobachtet. Charakteristisch sind diese
Mechanismen auch flir primare neurodegenerative Erkrankungen wie M. Alzheimer, M.

Parkinson, Chorea Huntington und ALS. Die proinflammatorischen Zytokine II-18 und TNF-a



werden bei einer Aktivierung durch Mikroglia ausgeschuttet und zeigen im Tiermodell
zunachst ein grofles Zerstérungspotential in Form einer erhdhten Apoptoserate, der
allerdings eine temporare Freisetzung neurotrophischer Faktoren folgt. Ciliary neurotrophic
factor (CNTF) und Insulin-like growth factor 1 (IGF1), sind Neutrophine, die bei
Reparaturprozessen im ZNS zu Einsatz kommen (Nguyen, Julien et al. 2002). TNF-a, ein
Zytokin, welches klassischerweise seine Rolle in der angeborenen Immunitat bei der
Induktion inflammatorischer Prozesse erfillt, scheint dabei pleiotrope Eigenschaften zu
besitzen. Im postmitotischen ZNS ist durch Glia sezerniertes TNF-a an der Steuerung der
synaptischen Plastizitat beteiligt (Stellwagen and Malenka 2006).

Allerdings ist ein moglicher Zusammenhang zwischen Komponenten der angeborenen
Immunitat und der Manifestation neurodegenerativer Erkrankungen noch nicht aufgeklart.
Der auf Gliazellen neu identifizierte TREM-2-Rezeptor koénnte hierbei eine direkte
Verbindung zwischen angeborener Immunitat und Neurodegeneration darstellen. TREM-2
scheint an der phagozytotischen Steuerung der Glia und damit an der Aufrechterhaltung der
Homoostase im ZNS beteiligt zu sein (Biber, Neumann et al. 2007; Neumann and Takahashi
2007; Takahashi, Prinz et al. 2007; Napoli and Neumann 2009; Walter and Neumann 2009).
Patienten, die Uber einen nicht-funktionellen TREM-2-Rezeptor verfligen, entwickeln durch
die fehlende Beseitigung apoptotischer Zellen und Zell-Debris neurodegenerative
Erkrankungen (Colonna 2003). Die Phagozytose durch die Mikroglia wird dabei Gber Signale
gesteuert, die sie aus ihrer Umgebung empfangt. Zu den hierfiir erforderlichen Rezeptoren
gehdren neben TREM-2 auch Scavenger-Rezeptoren, TLRs zur Erkennung von Pathogenen
und Rezeptoren, die das fir die Oberflache apoptotischer Zellen charakteristische
Phosphatidylserin (PtdSer) binden kénnen (Abbildung 9).



|
‘ MyD88
@Rad,/ = .
N
/ Malt1/Bcl10

Adhesion ﬁ

CARD9

’ v

t ,
G 4—@«-— <« Ca*  Erk NF«B

Current Opinion in Immunology

Abbildung 9: Potentielle Signalkaskade des TREM- Rezeptors

Extrazelluldre Aktivierung von TREM, der mit dem Adapterprotein DAP-12 konjugiert ist fiihrt, zur
Phosphorylierung der cytoplasmatischen DAP12-Doméne, ITAM (grine Rechtecke) und der
Aktivierung der Kinase Syk. Sowohl TREM-1 als auch TREM-2 fiihren zur Syk-vermittelten
Phosphorylierung des Adaptermolekiils NTAL/LAB, welches eine hemmende Funktion auf die vom
TREM kommenden Aktivierungsreize auslibt. Obwohl die Art der Interaktion zwischen TREM und TLR
bislang ungeklért sind, kénnen beide (iber den Malt1/Bcl10/CARD9-Komplex NF-kB aktivieren. Die
Aktivierung des Integrin-Rezeptors kann ebenfalls zu einer Phosphorylierung von DAP12 fiihren,
wobei nicht geklért ist, ob es sich dabei um TREM-assoziiertes DAP12 handelt (Ford and McVicar
2009).

Ob die Glia-Zelle nach erfolgter Phagozytose pro- oder antiinflammatorische Mediatoren
freisetzt, legt dabei die Art des aktivierten Rezeptors und damit die Eigenschaften des
Epitopes fest. Apoptotische Neuronen erleichtern den Glia-Zellen ihre Arbeit als Phagozyten
durch die Freisetzung von Chemoattraktanten, wie ATP und Uridin-Triphosphat (UTP).
Mikroglia reagiert darauf mit der Expression des metabotropen P2Y6 —Rezeptors
(Abbildung 10) (Koizumi, Shigemoto-Mogami et al. 2007).
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Abbildung 10: Das Rezeptorrepertoire der Mikroglia

Mikroglia exprimiert an ihrer Oberflache Rezeptoren, die entweder zu pro- oder anti-inflammatorischen
Prozessen fiihren. Dabei erkennt Mikroglia charakteristische Epitope der meisten mikrobiellen
Pathogene via TLR, Complement-Rezeptoren (CRs), Fc-Rezeptoren (FcRs) oder Scavenger-
Rezeptoren (Srs) und reagiert mit der Ausschlittung pro-inflammatorischer Cytokine. PtdSer, welches
auf den Membranen apoptotischer Zellen exprimiert wird, kann durch den Tim4-Rezeptor erkannt
werden. Unterstltzt wird die Glia-Zelle durch die weiteren phagozytotischen Rezeptoren P2Y6 und
TREMZ2. Die Phagozytose apoptotischer Zellen flihrt zur Freisetzung anti-inflammatorischer Cytokine
(Napoli and Neumann 2009).

1.3.3 Die Gliose besiegelt das Schicksal retinaler Ganglienzellen beim Glaukom

Wie bereits geschildert kann eine Aktivierung der Glia sowohl protektive als auch destruktive
Folgen haben. So trifft letzteres in der Retina insbesondere auf das Schicksal retinaler
Ganglienzellen zu (Wang, Tay et al. 2000; Tezel and Wax 2003; Steele, Inman et al. 2006).
Zu den neuroprotektiven Faktoren, mit denen retinale Miiller-Zellen zum Uberleben retinaler
Ganglien-Zellen beitragen, gehdren die Expression des antiapoptotischen Proteins bcl-2 und
die Sezernierung neurotropher Faktoren (Di Polo, Aigner et al. 1998; Woldemussie, Wijono
et al. 2004).

Experimentell kann man eine Aktivierung der Glia durch eine Erhéhung des IOD induzieren,
wobei Miller-Zellen mit mindestens drei gliotischen Antworten reagieren: Zellulare
Hypertrophie, Proliferation und gesteigerte Expression der intermediaren Filamente Nestin,
Vimentin und dem Glial fibrillary acidic protein (GFAP). Die Hochregulierung von GFAP kann
hierbei in seiner Eigenschaft als Retinal stress indicator als Biomarker flr retinale
Schadigung und Muller-Zell-Aktivierung dienen (Bignami and Dahl 1979; Johnson,
Deppmeier et al. 2000; Wang, Tay et al. 2000; Bringmann and Reichenbach 2001; Naskar,
Wissing et al. 2002; Lewis and Fisher 2003; Bringmann, Pannicke et al. 2006).



In einem Glaukom-Tier-Modell, der DBA/2J-Maus, flihrt ein anwachsender IOD zur Gliose
inklusive mikroglidrer Proliferation in der Retina und sich anschlieRendem progressivem
Untergang retinaler Ganglienzellen (Inman and Horner 2007). Diese Phanomene Kkorrelieren
zeitlich und topografisch mit der Herunterregulierung neuronaler Marker, was eine
Beteiligung der Glia an neurodegenerativen Prozessen beim Glaukom nahelegt.
(Abbildung 11) (Johnson and Morrison 2009).

Abbildung 11: Distribution von GFAP in der Retina

Immunohistochemische Detektion von GFAP in normaler (A) und glaukomatéser (B) Ratten-Retina. In
der gesunden Retina kann GFAP lediglich in den Astrozyten (Pfeile) nachgewiesen werden. Eine
Erhéhung des 10D induziert die GFAP-Synthese durch Miiller-Zellen (Dreiecke). GCL: Ganglion cell
layer, INL: Inner nuclear layer, ONL: Outer nuclear layer (Kuehn, Fingert et al. 2005).

Mit der Aktivierung der Glia geht die Freisetzung von Effektorsubstanzen wie dem NO
einher, was neben einer vasodilatativen Wirkung in hohen Konzentrationen eine cytotoxische
Wirkung besitzt und aufgrund dieser Eigenschaft von Gliazellen zur Abwehr freigesetzt wird
(Murad 1986; Banati, Gehrmann et al. 1993). Da hierbei auch benachbarte Ganglienzellen in
Mitleidenschaft gezogen werden, spielen erhéhte NO-Konzentrationen erwiesenermallen
eine Rolle bei der Pathogenese des Glaukoms (Neufeld, Sawada et al. 1999; Shareef,
Sawada et al. 1999; Liu 2000; Liu and Neufeld 2001; Neufeld and Liu 2003; Zhong, Leung et
al. 2007). Nitric oxide synthase-2 (NOS-2), welches die Synthese von NO katalysiert, wird
durch Verletzungen und Uber zirkulierende Cytokine, wie sie durch aktivierte Glia freigesetzt
werden, induziert (Nathan and Xie 1994; Wallace and Bisland 1994).



1.4 Oxidativer Stress: Proteinoxidation und Aggregatbildung ebnen den Weg zur
Apoptose

Mehr als alle anderen Organe und Gewebe unterliegt das postmitotische ZNS und damit das
visuelle System den pathophysiologischen Prozessen der Alterung. Nach heutigem
Kenntnisstand ist hauptsachlich oxidativer Stress, verursacht durch ROS ursachlich fur
altersbedingte degenerative Prozesse. ROS entstehen im Zellstoffwechsel als Nebenprodukt
der Atmungskette und fallen somit an Orten mit besonders hoher Metabolismusrate, wie dem
zentralen Nervensystem, in besonders groRen Mengen an. In der Retina flihrt oxidativer
Stress zu Proteinoxidationen, die bei Akkumulation und Aggregatbildung vom Proteasom
nicht mehr abgebaut werden kénnen (Glickman and Ciechanover 2002; Sakamoto 2002;
Golab, Bauer et al. 2004; Dorval and Fraser 2007; Buchakjian 2010). Wie B-Amyloid-Plaques
bei Morbus Alzheimer und Lewy-Koérper bei Morbus Parkinson ihre verheerenden Wirkungen
entfalten, so flhren Proteinaggregate auch bei retinalen Ganglienzellen zum Untergang
(Selkoe 2002; Kruger, Fischer et al. 2003; Xu, Chen et al. 2009). Neuere Erkenntnisse
belegen zudem, dass zwischen Zell-Metabolismus und zelleigener Zellzyklus / Apoptose-
Maschinerie eine enge Rickkopllung besteht und eine Stérung des Zellstoffwechsels, durch
ROS oder andere Stressoren, weitaus unmittelbarer in die Apoptose fiihren kann als bislang

angenommen (Braun, Bittner et al. 2009; Buchakjian 2010)

1.4.1 Oxidative Schadigungen der DNA postmitotischer Zellen

Oxidative Schadigungen der DNA, die zu Strangbriichen flihren, werden in der Regel durch
DNA-Reparaturmechanismen behoben, kdénnen aber auch, wie in einem Glaukom-
Tiermodell gezeigt, zur Apoptose von Ganglienzellen fiihren (Collins, Ai-guo et al. 1995;
Garcia-Valenzuela, Shareef et al. 1995). Die Telomeren, die ihre eigene Schutzeinrichtung,
den Shelterinkomplex besitzen, spielen in postmitotischen Zellen wie den Neuronen eine
Schllsselrolle bei degenerativen Prozessen (Ye, Donigian et al. 2004; Ye, Donigian et al.
2004; de Lange 2005; Fu and Collins 2007; Zhang, Dilley et al. 2007; Sarthy, Bae et al.
2009). Mitochondrielle DNA (mtDNA), die durch ihre direkte Nachbarschaft zur inneren
Mitochondrienmembran, den oxidativen Nebenprodukten der Atmungskette unmittelbar
ausgeliefert ist, besitzt nach neueren Erkenntnissen einen Reparaturmechanismus, der
weniger effektiv als der der Kern-DNA zu arbeiten scheint. Die Folge sind Haufung
genetischer Mutationen und mitochondrielle Dysfunktionen (Gredilla, Bohr et al. 2010). Ob
diese, wie oft behauptet, zwangslaufig zu einer Zunahme der ROS-Produktion fiihren, ist
bislang nicht bewiesen (Duchen 2004; Trifunovic and Larsson 2008). Erwiesen ist dagegen,
dall zumindest bei einem Teilkollektiv der Glaukompatienten, eine mitochondrielle
Dysfunktion fur den Untergang retinaler Ganglienzellen verantwortlich gemacht werden kann
(Carelli, Ross-Cisneros et al. 2004; McKenzie, Liolitsa et al. 2004; Abu-Amero, Morales et al.
2006).



1.5 Die Abhangigkeit retinaler Ganglienzellen von der Neutrophinversorgung

Ein erhéhter Augeninnendruck gehdrt zu den Hauptrisikofaktoren beim Glaukom, was vor
allem mit einer Unterversorgung durch fir die zellulare Ernahrung zustandigen Neutrophine
zusammenhangen durfte. Dies legen Untersuchungen im Tiermodell nahe, bei denen durch
den Zusammenbruch des axonalen Transports die Versorgung mit Neutrophinen ausbleibt
(Minckler, Bunt et al. 1977; Quigley, McKinnon et al. 2000). Retinale Ganglienzellen
sprechen auf eine Vielzahl verschiedener Neutrophine, hauptséachlich aber auf Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), Ciliary nerve trophic factor (CNTF), Glial-cell derived
neurotrophic factor (GDNF) und Nerve growth factor an (Mansour-Robaey 1994; Sawai,
Clarke et al. 1996; Klocker 1997; Jian-Zhong Ji 2004; Zweifel, Kuruvilla et al. 2005). Im
Tiermodell wie auch in der Zellkultur konnten die neuroprotekiven Effekte dieser trophischen
Faktoren dokumentiert werden (Meyer-Franke, Kaplan et al. 1995; Weibel, Kreutzberg et al.
1995). Wie andere Neutrophine auch, werden NGF und BDNF duch rezeptorvermittelte
Endozytose in die Zielzelle aufgenommen. Bindungspartner sind hier die hochaffinen
Rezeptoren frkA fiur NGF und trkB fir BDNF, sowie ein weiterer niederaffiner Rezeptor,
p75NTR, an den alle tbrigen Neutrophine binden.

Der Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes folgt der retrograde Transport zum
Soma des Neurons, der durch die G-Proteine Rabenosyn 1 und 5 (Rab1 und Rabb)
koordiniert wird (Nielsen, Severin et al. 1999; Nielsen, Christoforidis et al. 2000;
Schnatwinkel, Christoforidis et al. 2004; Eathiraj, Pan et al. 2005; Shin, Hayashi et al. 2005;
Valdez, Philippidou et al. 2007).

Immunhistochemische  Untersuchungen belegen, dass Beeintrachtigungen des
Neutrophintransports vom visuellen Thalamus zum Soma der retinalen Ganglienzellen mit
deren Untergang durch Apoptose enden (Quigley, Nickells et al. 1995; Pease, McKinnon et
al. 2000; Quigley, McKinnon et al. 2000). Vergleichbare Folgen haben Schadigungen des
Nervus opticus im Tiermodell durch den Optic-Nerve-Crush (Allcutt, Berry et al. 1984;
Nickells 1996).

Wie aber sieht der Pathomechanismus aus, der durch einen erhéhten IOD zum Untergang
retinaler Ganglienzellen fuhrt? Hierbei scheint die Lamina cribrosa sclerae, durch die der
Nervus opticus, sowie die Arteria und Vena centralis retinae in den Bulbus oculi eintreten,
eine Schlusselrolle zu spielen, da sie der mechanisch am schwachsten ausgebildete
Bestandteil der Sclera ist. Durch einen erhdéhten IOD kommt es, an der Eintrittstelle des N.
opticus in die Retina, der Papilla nervi optici (Papille), zu einer Excavation, was zu einer
mechanischen Belastung der Lamina cribrosa sclerae und dem Umbau ihrer extrazellularen
Matrix fuhrt (Fukuchi, Ueda et al. 2001). Durch Farbeversuche an RGC-Axonen frisch
explantierter Augen konnten Morgan et al. den Weg der einzelnen Axone durch die Lamina

cribrosa dokumentieren.




Dabei fiel auf, dass die meisten Axone in Blindeln einen direkten Weg durch die Lamina in
Richtung Sehnervenkopf nehmen, andere, etwa 8-12 %, sich jedoch zwischen den
kollagendsen Platten der Lamina cribrosa sclerae hindurch zwangen. Bei einer Kompression
der Lamina sind es diese Axone, die mechanisch besonders belastet werden (Morgan,
Jeffery et al. 1998). Versuche mit Primaten zeigen, dass der retrograde und anterograde
neuronale Transport in glaukomatésen Augen genau an dieser Stelle gestort oder sogar
unterbrochen wird (Minckler, Bunt et al. 1977; Radius and Anderson 1981; Dandona,
Hendrickson et al. 1991; Pease, McKinnon et al. 2000; Quigley, McKinnon et al. 2000; Pena,
Agapova et al. 2001; Bellezza, Rintalan et al. 2003). Injektionsversuche in den Glaskdrper
des Auges von Ratten zeigten einen neuroprotektiven Effekt von BDGF auf retinale
Ganglienzellen, nachdem der Sehnerv durchtrennt wurde (Di Polo, Aigner et al. 1998). In
Folgestudien wurden statt BDNF-Injektionen Expressionsvektoren eingesetzt, wobei die

Ergebnisse vergleichbar sind (Martin, Quigley et al. 2003).

1.5.1 Das Risiko ischidmischer Zustande im ZNS

Risikofaktoren, wie erhdhter IOD, Unterversorgung der Neuronen mit Neutrophinen,
Glutamat-assoziierte Neurotoxizitat, Ischamie und Vasospasmen werden fir den Untergang
retinaler Ganglienzellen verantwortlich gemacht, wobei auch einige nichtokulare
Erkrankungen, wie Migrane oder das Raynaud Phanomen mit Vasospasmen in
Zusammenhang gebracht werden (Gasser 1989; Broadway and Drance 1998). Individuen
mit Vasospasmen entwickeln Uberdurchschnittlich haufig ein Normaldruck-Glaukom, was
durch die resultierende verminderte Durchblutung des Sehnerven, also ischamische
Zustanden, zu erklaren sein kdnnte. Beobachtungen von Mulligan belegen die Freisetzung
vasoaktiver Peptide durch aktivierte Astrozyten. Die Folgen sind Konstriktion regionaler
Kapillaren und ischamische Zustande. Dieser Effekt tritt insbesondere bei zellularem Stress
und erhéhten intrazellularen Ca®*-Konzentration auf (Mulligan and MacVicar 2004).
Ischamische Zustéande, wodurch auch immer hervorgerufen, sind einer der Hauptfaktoren fur
die Uberexpression exzitatorischer Aminosauren, wie beispielsweise dem Glutamat (Nickells
1996).

1.5.2 Die Zytotoxizitat des Glutamates fiihrt zum Untergang retinaler Ganglienzellen

Dass Glutamat in erhohten Konzentrationen neurotoxisch auf die Zellen der Retina wirkt,
haben Lucas & Newhouse durch Glutamatinjektionen in die Augen von Mausen schon vor
Jahrzehnten gezeigt (Lucas and Newhouse 1957). Unter physiologischen Bedingungen wird
nach einer Erregung freigesetztes Glutamat durch Astrozyten schnell wieder abgebaut
(Drejer, Larsson et al. 1982). Bei Verletzungen und ischdmischen Zustanden des ZNS

scheint dieser Mechanismus unterbrochen zu sein. Erhohte extrazellulare Glutamat-



Konzentrationen enden mit dem Untergang von Nervenzellen im Rickenmark und im Gehirn
(Choi and Rothman 1990).

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS. Es bindet an
metabotropen, sowie an ionotropen Rezeptoren, wobei die postsynaptischen ionotropen N-
methyl-D-aspartate (NMDA)-Rezeptoren fir die exzitotoxischen, d.h. neurotoxischen Effekte
verantwortlich gemacht werden (Choi 1988). Die aus erhdhter extrazellularer
Glutamatkonzentration resultierende Aktivierung der NMDA-Rezeptoren fuhrt zu einem
unphysiologisch erhéhten Ca*-Influx, der letztlich mit dem Untergang des Neurons durch
Apoptose endet. Das Neuron wird quasi zu Tode erregt. Dass Glutamat die Entstehung
eines Glaukoms fordern kann, wird durch Beobachtungen von Vorwerk bestatigt (Vorwerk,
Lipton et al. 1996; Vorwerk, Naskar et al. 2000). Weiterfiihrende Untersuchungen konnten
allerdings die pathogene Rolle des Glutamats beim Glaukom nicht bestatigen. Honkanen
fand im Kammerwasser von Glaukom-Patienten keine erhdhten Glutamat-Konzentrationen
(Honkanen, Baruah et al. 2003). Ullian et al. dokumentierte an retinalen Ganglienzellen
(RGC) der Ratte deren Unempfindlichkeit gegenlber erhéhten extrazellularen Glutamat-
Konzentrationen. Eine Erkarung daflr kdnnte die Lokalisation der NMDA-Rezeptoren in den
RGC sein, da diese aulRerhalb des synaptischen Spalts liegen und dadurch vor Uberhéhten

Glutamatkonzentrationen verschont werden (Ullian, Barkis et al. 2004).

1.6 Resiimee des derzeitigen Kenntnisstands

Eine alleinige Ursache, wie ein erhdhter IOD, als Ausléser fur eine Glaukomerkrankung
scheint es nicht zu geben. Vielmehr mufl man von mehreren, miteinander wechselwirkenden
Pathomechanismen ausgehen, an deren Anfang zellularer Stress steht, der entweder durch
einen erhdhten 10D, durch ischdmische und damit hypoxische Zustidnde oder eine gestoérte
Neutrophinversorgung hervorgerufen wird. Da es sich bei retinalen Ganglienzellen um
Neuronen mit enorm hoher Metabolismusrate handelt, flhrt jede Deviation des Stoffwechsels
schnell zu oxidativem Stress, Exzitotoxizitat und einer Aktivierung der angeborenen
Immunitat, der Glia. Die Glia reagiert ihrerseits mit der Auschuttung von Cytokinen, TNF-a
und NO. Oxidativer Stress fuhrt zur Schadigung zellularer Bestandteile und zur Generierung
von Autoantigenen. Gliaaktivierung und oxidativer Stress provozieren die Apoptose retinaler
Ganglienzellen, die Freisetzung retinaler Antigene und der Aktivierung der adaptiven
Immunantwort.

Die Folge sind die Etablierung umfangreicher degenerativer Prozesse im Sehnervenkopf,

unter den retinalen Ganglienzellen und den Axonen des Sehnerven (Abbildung 12).



Abbildung 12: Zusammenfassung aller bekannten Faktoren und Mechanismen, die
beim Glaukom liber das Schicksal der RGC bestimmen



2 Zielsetzung der Arbeit

Proteine und Peptide spielen eine Schlusselrolle fir die Homoéostase im menschlichen
Korper und stellen in ihrer Gesamtheit das Proteom des betreffenden Organismus dar. Das
Proteom entspricht dabei dem Gegenstiick des Genoms, ist aber im Gegensatz dazu nicht
statisch, sondern hochdynamisch. Es reagiert auf aufere und innere Stimuli, ist abhangig
von der Tageszeit und den an dessen Entstehung beteiligten Zelltypen. An einem
bestimmten Zeitpunkt reprasentiert das Proteom lediglich einen Teil aller moglichen
Genprodukte und kann deshalb nicht durch die schlichte Ubersetzung der genomischen
Basensequenzen definiert werden. Uberdies kann jedes einzelne Protein in Abhangigkeit
von Zelltyp, posttranslationalen Modifikationen und Abbauprozessen in zahlreichen
Varianten auftreten, die dessen Struktur, Lokalisation und Funktion beeinflussen (Anderson
and Anderson 2002). In der labormedizinischen Diagnostik spielt daher das Proteom eine
immer groRere Rolle. Spezifische Veranderungen des Proteoms, die statistisch signifikant
mit einer Erkrankung korrelieren, werden als Biomarker fur Diagnose und Verlaufskontrollen
eingesetzt und kommen heute in erster Linie bei der Tumordiagnostik in Form sogenannter
Tumormarker zum Einsatz (Petricoin, Ardekani et al. 2002; Kolch, Mischak et al. 2005;
LaBaer 2005; Srivastava and Srivastava 2005; Vitzthum, Behrens et al. 2005). Die grofite
Herausforderung bei der ldentifizierung neuer Biomarker ist vor allem analytischer Natur.
Albumin zum Beispiel liegt im Blut in millimolaren Konzentrationen vor, wogegen viele
physiologisch interessante Cytokine oder durch pathologische Prozesse modifizierte
Proteine nur in Konzentrationen im Nano -bis Pikomol-Bereich nachweisbar sind. Dazu
stellen lediglich zehn Proteine, die high-abundand-Proteins, insgesamt 95% der Masse aller
Plasmaproteine dar (Castagna, Cecconi et al. 2005).

Ausgangspunkt fur die Suche, Identifizierung und Charakterisierung von Protein-Biomarkern
ist das massenspektroskopische Proteinprofiling von Serum -und Tranenproben unter
Einsatz der Surface enhanced laser desorption/ionization time-of-flight SELDI-TOF® (Bio-
Rad, Hercules, USA). Dieses Profiling wird im Forschungslabor der Augenklinik Mainz
routinemafig und unter Einsatz groRer Patientenkollektive, durchgefiihrt. Dabei ermdglicht
die hohe Zahl der zur Verfligung stehenden Patientenproben die Generierung signifikanter
Biomarkerkandidaten. Diese sind Proteinsignale, die im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe, im Glaukomkollektiv bezuglich der realtiven Intensitat, erhéht oder erniedrigt
erscheinen, somit von der Norm abweichen und in Beziehung mit den pathologischen
Prozessen beim Glaukom stehen kénnten. Um diese namenlosen Signale als potentielle
Biomarker einsetzen zu kdnnen mussen diese benannt werden! Hier setzt diese Arbeit an:
Methoden zu entwickeln, die es ermdglichen diese Biomarker-Kandidaten im Proteom

wiederzufinden, zu isolieren und eindeutig zu identifizieren.



Damit soll diese Arbeit dazu beitragen, die pathogenen Mechanismen der
Glaukomerkrankung zu entschlisseln, um dadurch neuartige diagnostische Verfahren und
Behandlungsmethoden zu ermoglichen.

Berlcksichtigt werden muss in diesem Zusammenhang die Wahl und Verfugbarkeit des
Probenmaterials. Plasma, bzw. Serum steht dabei in der Labordiagnostik an erster Stelle,
stellt jedoch auf analytischem Gebiet die grote Herausforderung dar. Die enorme
Konzentrationsdynamik im Plasmaproteom lasst die Suche nach Glaukom-Biomarkern
schnell zur Sisyphosarbeit werden.

Vor dem Hintergrund der anatomischen Gegebenheiten im Auge, sollte die Wahl des
Probenmaterials auf das Kammerwasser fallen, da es im Inneren des Auges zirkuliert und
hierdurch am wahrscheinlichsten glaukomatése Prozesse auf Proteomebene widerspiegelt.
Die schlechte Verfugbarkeit spricht dagegen. In Deutschland fallt Kammerwasser nur als
LAbfallprodukt® bei ophthalmologischen Eingriffen an und darf nicht etwa durch eine Punktion
des Auges gewonnen werden. Der geringe Gehalt an Proteinen erfordert zudem eine relativ
grolde Probenmenge, was das Kammerwasser als Probenmaterial letztendlich disqualifiziert.
Als guter Kompromiss hat sich die Tranenflissigkeit erwiesen, da sie direkt am Auge
entnommen wird und mit Zelltypen in direkten Kontakt treten kann, die beim Glaukom
betroffen sind. Zudem ist die Gewinnung des Probenmaterials einfach: Entweder entnimmt
man mit einer Mikrokapillare im Bereich der Austrittséffungen der Tranendrisen im inneren
Augenwinkel des ungereizten Auges die Tranenflissigkeit direkt, oder setzt Schirmer-
Streifen ein wie sie zur Diagnostik des ,Trockenen Auges® eingesetzt werden. Fir diese
Arbeit wurde vorwiegend eigene, mit der Kapillare gewonnenen Tranenflissigkeit
verwendet.Bericksichtigt man alle SpleiRvarianten, enthalt das Plasmaproteom geschatzte
500.000 Proteinvarianten, ohne die 10 Millionen Sequenzvarianten der Immunglobuline
(Anderson and Anderson 2002). Das Plasmaproteom lasst sich in folgende funktionelle
Gruppen unterteilen: Sezernierte Proteine, Immunglobuline, Long distance Receptor Ligands
(Enthalten die klassischen Peptid-und Proteinhormone), Local Reporter Ligands (Cytokine
und andere lokal wirkende Mediatoren), Temporary Passengers (Nicht-Hormon-Proteine, die
das Plasma auf dem Weg zu ihrem Wirkungsort passieren, Tissue Leakage Products
(Proteine, die ihre Funktion normalerweise innerhalb von Zellen ausiben, jedoch durch
Schadigungen oder Zelltod ins Plasma gelangen; Beispiele: diagnostische Marker des
Herzinfarktes wie Troponin | und Creatininkinase (CK)), Abnormale Sekretionen (Stammen
aus Tumoren und anderen geschadigten Geweben, werden physiologisch nicht benétigt.
Beispiele sind diagnostische Tumormarker) und Fremdproteine von infektiésen Organsimen
oder Parasiten. Angesichts des mit dem demographischen Wandel zu erwartenden Anstiegs
der Glaukom-Inzidenz, der teuren und aufwandigen Diagnostik, ist die Nutzbarmachung

proteomischer Diagnoseverfahren fir die Ophthalmologie von grof3ter Bedeutung.



Erste Erfolge auf diesem Gebiet konnten bereits beim trockenen Auge und bei der Analyse
von Antikérperprofilen gegen okulare Epitope, speziell dem a-Fodrin bei Glaukomkranken
erzielt werden (Grus, Podust et al. 2005; Grus, Joachim et al. 2006; Quigley and Broman
2006).

Abweichend von der klassischen Lehre der bottom-up-Proteomics, bei der ein
Proteingemisch zunachst einem tryptischen Verdau unterzogen wird, soll in dieser Arbeit der
top-down-Ansatz  zur Identifizierung von Glaukom-Biomarkern in  Serum und
Tranenflissigkeit verfolgt werden (Eckerskorn and Lottspeich 1989; Kelleher, Lin et al.
1999). Es sind moglichst intakte Proteine, die es hier zu fraktionieren und identifizieren galt.
Lag ein SELDI-Peak, der im Rahmen des klinischen Profilings als Biomarker-Kandidat
ermittelt wurde nach etlichen Frakionierungsschritten schlieBlich isoliert vor, wurde diese
Fraktion einem tryptischen Verdau zugefihrt. Die Zusammensetzung der dadurch
entstandenen Peptidmischung, entsprechend einem einzigartigen Fingerabdruck, wurde im
MALDI-Tof-Tof ermittelt und einer Sequenzdatenbank Ubermittelt. Dieser Datenabgleich, flr

den in dieser Arbeit die Mascot-Datenbank (http://www.matrixscience.com/) eingesetzt

wurde, fuhrte im Erfogsfall zu einer signifikanten Identifikation und somit zur Zuordnung von
SELDI-Peak und Proteinname. Die Wahl des top-down-Ansatzes soll letztendlich dazu
beitragen, durch vereinfachte und automatisierbare Ablaufe, die Biomarkersuche zu
beschleunigen und auch fur ein Routinelabor zu ermdglichen. Nachteilig fir diesen Ansatz ist
das Fehlen der hierfir nétigen analytischen Hardware, da die Proteinanalytik quasi
vollstandig auf den Einsatz von Peptiden ausgerichtet ist. Der experimentelle Ansatz in
dieser Arbeit wurde angelegt, flissigkeitschromatographische und elektrophoretische
Techniken im praparativen Malistab in einer Weise zu kombinieren, die einerseits eine
moglichst breitgefacherte Auftrennung von Proteinen erzielt, andererseits aber auch eine
Probenkonzentration gewahrleistet, die fir eine signifikante Identifikation auch von in
niedrigen Konzentrationen vorhandenen, potentiellen Glaukom-Biomarkers im Maldi-Tof-Tof

ausreicht.



3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Wie bereits oben erwahnt, dienten als Ausgangsmaterial fir diese Arbeit die an der
Augenklinik der Universitat Mainz durchgefuhreten Profiling-Studien, in die Tranen, bzw.
Serumproben von Glaukompatienten (POAG und NTG) und entsprechende Proben einer
gesunden Kontrollgruppe eingeschlossen wurden. Die GroRe der jeweiligen
Patientenkollektive wurde dabei so gewahlt, um eine aussagegraftige statistische Aussage
zu ermoglichen. Im Rahmen dieser Studien wurden die Proben Uiber Beads grob vorgereinigt
und vorfraktioniert, um schlieB3lich einer SELDI-Analyse unterzogen zu werden.

Anhand von Vergleichen mit den gesunden Kontroligruppen wurde eine Liste mit potentiellen
Biomarkern fir Glaukomerkrankungen erstellt. Diese stellten Proteine dar, fir die bisher nur
die anhand von SELDI-Analysen ermittelten Massen vorlagen und deren Identitat
grofitenteils nicht feststand ( Abschnitt 3.2). Bisher wurden lediglich das Fodrin, sowie
Transthyretin als Biomarker identifiziert (Grus, Joachim et al. 2006; Grus, Joachim et al.
2008). Es war daher die Aufgabe dieser Arbeit, diesen Proteinmassen mit Hilfe
biochemischer und massenspektroskopischer Methoden eine Identitat zu verleihen.

Da die Proteinprofile in der Tranenflissigkeit und im Serum von Gesunden und Erkrankten
sich nur minimal unterscheiden, kann davon ausgegangen werden, dass die gesuchten
Biomarker-Proteine auch bei gesunden Probanden zu finden sind. Fur diese Arbeit wurde
deshalb zur Methodenentwicklung und Biomarkersuche grofitenteils Probenmaterial des
Autors verwendet.

Da es sich beim Glaukom um eine auf das Auge begrenzte Erkrankung handelt, ist die
Analyse des gesamten Protein-Profils im Auge naheliegend. Hierzu bieten sich
Kammerwasser und Tranenflissigkeit an, die naturgemaR in direkter Nachbarschaft
potentiell pathogener Prozesse im Auge zirkulieren. Dies erhdht die Wahrscheinlichkeit, dass
sich diese Prozesse in den Flussigkeiten als Deviationen des gesunden Proteinspektrums
widerspiegeln. Leider betragt die Proteinkonzentration im Kammerwasser, welches in
Deutschland nur im Rahmen einer Operation am Auge gewonnen werden darf und
deswegen als Probenmaterial fir einen Routinetest ausfallt, nur etwa 0,2 mg/ml (Kuchle, Ho
et al. 1994). Im Tranenfilm des ungereizten Auges sind etwa 8 mg/ml zu finden (Fullard and
Snyder 1990). Die Tranenproben werden deshalb vom ungereizten Auge gewonnen, weil
neben der eigentlichen Tranendrise (Glandula lacrimalis), noch weitere Drisen existieren.
Durch eine Reizung des Auges beginnen diese zusatzlich mit der Sekretion, was zu einer
kurzfristigen Zunahme des Probenvolumens bei gleichzeitiger Abnahme der Protein-
Konzentration und Steigerung der Lipid-Konzentration durch die Meibom-Drise resultieren
kann (Moll 2002). Beide Effekte sind, hinsichtlich der sich anschlieRenden analytischen

Schritte, unerwinscht. Fir diese Arbeit wurde mit der Mikrokapillare abgenommene



Tranenflissigkeit aus dem ungereizten Auge verwendet, welche entweder frisch eingesetzt
oder bei -80 °C gelagert wurde. Alternativ hatte man die Tranenproben auch durch Schirmer-
Streifen, die Ublicherweise zur Diagnose des trockenen Auges dienen, gewinnen kdnnen.
Die zahlreichen, fir die Biomarkeridentifizierung notwendigen analytischen Schritte und der
durch den Einsatz einer herkdmmlichen HPLC-Pumpe bedingten Proben-Verdinnung,
setzen jedoch eine Ausgangs-Probenmenge voraus, die durch Schirmer-Eluat kaum zu
erreichen ist.

Parallel zu Tranenproben wurde auch Blutserum als Probenmaterial eingesetzt. Dieses stellt
den flussigen Uberstand einer agglutinierten Blutprobe dar, enthalt also im Gegensatz zum
Plasma keine Gerinnungsfaktoren mehr.

Auf den ersten Blick hat Serum nicht viel mit den Augen zu tun, macht aber bei
neurodegenerativen Prozessen und zunehmend permeabler Blut-Hirn-Schranke als
Probenmaterial durchaus Sinn, zumal im Rahmen der massenspektroskopischen
Routinemessungen auch Biomarker-Kandidaten im Serum ermittelt werden.

Fur das Profiing der Proteinproben eingesetzt wird hierfir die Methode der Surface
enhanced laser desorption/ionization time-of-flight SELDI-TOF® (Bio-Rad, Hercules, USA,).
Die zu analysierenden Proben werden dabei direkt auf den Chip (Array) aufgetragen und mit
einem Energy Absorbing Molecule (EAM), einer Matrix, versetzt. Nach dem Auskristallisieren
ist das Analysat bereit zur Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization-TOF® (time of
flight). Die Matrix absorbiert dabei die Energie des Lasers und férdert somit die lonisation der
zu messenden Probe, die in einem statischen elektrischen Feld beschleunigt und dabei,
abhangig von ihrer Masse, in einer bestimmten Zeit (=Time Of Flight) eine definierte
Driftstrecke zurlcklegt, bevor diese auf dem Detektor landet. Gemessen wird dabei
allerdings nicht direkt die Masse in Dalton, sondern das Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis m/q
(Thomson). Das Thomson ist dabei definiert als: Th= ule, wobei u fiur die atomare
Masseneinheit (auch als Dalton bezeichnet) und e fir die elementare Ladungseinheit steht.
Da e eine Konstante ist, ist Th also nur von u, der atomaren Masse abhangig (Karas,
Bachmann et al. 1987; Ingendoh, Karas et al. 1994; Lennon 1997; Merchant and Weinberger
2000).

Nach einer automatischen Peak-Detection werden die gemessenen Protein-Peaks fiir die
statistische Auswertung zu Clustern zusammengefasst. Diese ordnet man genau
charakterisierten Patientenkollektiven zu: Etwa POAG, OHT und NTG plus gesunde
Kontrollgruppe. Gefolgt von einer multivariaten Diskriminanzanalyse stehen schliellich die
fur eine Glaukomform signifikanten Biomarker-Kandidaten fest (Fisher 1936; Grus, Joachim
et al. 2003; Grus, Podust et al. 2005).



3.2 Methoden

Das Serum-Proteom stellt aufgrund seiner enormen Konzentrationsdynamik und der
strukturellen Komplexitdt der darin enthaltenen Proteine und Peptide eine grolRe
Herausfoderung an die Analytik dar. Die Konzentrationen erstrecken sich von den hoch-
abundanten Proteinen wie dem Albumin oder den Immunglobulinen, zu den niedrig
abundanten mit Konzentrationen im Pikomol-Bereich oder darunter. Eine solch grof3e
Konzentrationsdynamik ist mit einzelnen proteomischen Analysemethoden nicht zu
bewaltigen. Daher werden hier mehrere Techniken kombiniert, um zunachst die
hochabundanten Proteine von den niederabundanten Proteinen zu trennen.

Hierfir kommen Molekularsiebe mit definiertem Cutoff, Immunoaffinitdtssaulen und Beads
mit funktionellen Oberflachen zum Einsatz. Dartber hinaus werden Methoden getestet, die
es erlauben, auch gréRere Proteine mit einem Molekulargewicht von Uber 20 kDa aus einer
Gelmatrix zu eluieren. SchlieBlich wird die Tauglichkeit der Flissigkeitschromatographie zur
Fraktionierung nativer Proteine erpropt. Die praparative Auftrennung derart komplexer
Proteingemische wie dem Serum stellt analytisches Neuland dar. Zentrale Elemente hierbei
sind die Methode des Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization-TOF® (time of flight)
(SELDI) fir den Einsatz beim Profiling und Proteinanalyse in Kombination mit der Methode
des Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Tof-Tof (Maldi-Tof-Tof) zur Identifizierung

und Zuordnung der fraktionierten Proteine.

3.2.1 Verwendete Methoden zur Prafraktionierung der zur analysierenden Proben
Fir die Prafraktionierung werden in dieser Arbeit folgende Methoden eingesetzt:

e Milipore Zentrifugalfilter

o Magnetische Beads

o Multiaffinitatssdule (MARS)

o Kationenaustauscher-Chromatographie (hier: Strong Cation Exchanger, SCX):
Auftrennung der Proteine anhand ihrer Nettoladung. Bei der Kationen-
austauscher-Chromatographie sind es die Proteine mit der gréRten positiven
Ladungsdichte, die bei zunehmender lonenstarke der mobilen Phase die Saule
als letzte verlassen.

¢ Gelfiltrations-Chromatographie: Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht.
Grolde Proteine verlassen dabei die Saule zuerst, da sie weniger intensiv mit der
stationaren Phase interagieren konnen.

Fir die in der 2. Dimension erfolgende chromatografische Auftrennung wird stets eine
Reversed Phase-Saule verwendet.

Bei der Methode der Reversed Phase erfolgt die Bindung der Analyte an einer unpolaren
stationdren Phase. Die Elution erfolgt mit polarem Laufmittel mit abnehmender Polaritat

(Acetonitil), welches zur Auftrennung der Proteine nach Hydrophobizitat fuhrt.



3.2.2

Fraktionierungsversuche mit Milipore Zentrifugalfiltern

Erste Fraktionierungsversuche erfolgten mit Milipore Zentrifugalfiltern. Hier sollte zunachst

ein YM30 (Cutoff 30 kDa)-Filter die héhermolekularen, hochabundanden Immunglobuline

und das Albumin abtrennen. Ein zweiter Zentrifugationsschritt erfolgte mit YM3 (Cutoff 3

kDa) zur Entsalzung der Probe und somit zur Vorbereitung fir die Elektrophorese.

Versuchsprotokoll:

1.

© N o o bk wDd

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.
17.

Mit BSA (1% BSA in PBS) geblockten YM30 Filter in Tube stecken.

Probe auf Filter pipettieren (ohne Filtermatrix zu berihren!).

Zentrifugieren: 10000g/30min/4 °C.

Filter mit 200 ul A. bidest waschen, zentrifugieren: 10000g/30min/4 °C.

Filter in neues Tube stecken.

Protein eluieren mit 200 pl Elutionslésung (50% ACN, 0,1%TFA).

10 Min. schutteln (4 °C), anschlieRend zentrifugieren: 10000g/30min./4 °C.

Eluat in ,Speed-Vac* aufkonzentrieren (25 Min./60 °C).

200 pl A. bidest zugeben und Pellet gut I6sen.

Geldstes Protein auf geblockten YM3-Filter (1% BSA in PBS) Uberfuhren.
Zentrifugieren: 10000g/30min./4 °C.

Filter mit 200 pl A. bidest waschen, zentrifugieren: 10000g/30min./4 °C.

Filter in neues Tube Uberfihren, 200 ul A. bidest zugeben, Auf- und Abpipettieren
ohne den Filter zu berthren.

10 Min. schiitteln (4° C), Filter umdrehen und nochmals zentrifugieren:
1000g/15min./4 °C.

Filter wieder in Ausgangsposition drehen und 200 pl Elutionslésung (50% ACN,
0,1%TFA) zugeben; 10 min. schitteln (4 °C).

Filter erneut drehen und anschlieRend zentrifugieren: 1000g/3min./4 °C.

Ein Aliquot des Eluats auf das SELDI-Chip pipettieren.

Nach diesem Protokoll wurden erste Fraktionierungsversuche mit 700 pl Kammerwasser,

verteilt auf zwei Tubes durchgefuhrt. Die Qualitat der Fraktionierung wurde Uber ein Gellauf
mit einem 12% SDS-Gel dokumentiert.

Die jeweils anfallenden 200 pl Wasch-und Elutionslésung wurden zuvor in der ,Speed-Vac*

auf atwa 10 pl aufkonzentriert. Die Versuche wurden mehrmals auch mit TranenflUssigkeit

und Serum wiederholt und fihrten zu vergleichbaren Ergebnissen.



3.2.3 Bead-Aufreinigung/Fraktionierung

Magnetische Beads von Dynal wurden fir die Probenaufreinigung und flr
Fraktionierungsversuche bei Kammerwasser, Tranenflissigkeit und Serum eingesetzt.
Hierfir wurden Dynabeads RPC3, RPC8 und RPC18 auch zur Fraktionierung der Proben
verwendet, indem man die an den Beads anhaftenden Proteine mit Acetonitrilldsungen
aufsteigender Konzentrationen eluierte. Diese Fraktionierungsversuche wurden mit 300 ul
Kammerwasser durchgefiihrt, wobei. Die Probe wurde mit 80 ul Probenpuffer gemischt und
mit 50 yl RPC18-Beads inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die
gebundenen Proteine mit Elutionspuffern mit Acetonitrilkonzentrationen von 10-100% mit
einem Volumen von je 20 ul in 10 Schritten eluiert.

Die Eluate wurden in der ,Speed-Vac‘ aufkonzentriert und auf ein 12% SDS-Gel
aufgetragen. Auch die Bead-Versuche wurden mehrmals auch mit Tranenflissigkeit, Serum

sowie RPC3 und RPC8-Beads wiederholt und flhrten zu vergleichbaren Ergebnissen.

3.2.4 Vorfraktionierung uber Multiaffinitatssaule (MARS)

Eine weitere Mdglichkeit einer Vorfraktionierung zur Abtrennung der high-abundant proteins
von den low-abundant proteins ist das von der Fa. Agilent angebotene Multiple Affinity
Removal System, welches neben Albumin und Transferrin auch Immunglobuline entfernen
soll. In Vorversuchen wurde diese ausgiebig getestet. Als nachteilig erwies sich dabei die
geringe Bindekapazitat, die aufwandige Nachbearbeitung der mit einem Hochsalzpuffer zu
eluierenden Proteine und der Verlust von Zielproteinen. Gerade bei der Albumin-Depletion ist
der Verlust von ,Jow-abundance“-Proteinen, speziell Cytokinen dokumentiert (Granger 2005).
Vor allem der hohe Salzgehalt der gewonnenen ,Jlow-abundance“-Fraktionen macht sie fir
den direkten Einsatz im Rahmen einer SDS-Gelelektrophorese oder einer massen-

spektrometrischen Untersuchung unbrauchbar.

3.2.5 Gelelution
Die mit den in den vorherigen Abschnitten erlduterten Methoden vorfraktionierten Proben
wurden Uber ein 12%-SDS-Fertiggel aufgetrennt, die Banden ausgeschnitten und eluiert.

Hierbei kam folgende Elutionslésung zum Einsatz:

Ameisensaure 50%, Isopropanol 15%,
HPLC-Wasser 10%, Acetonitril 25%.

Eluiert wurde Uber Nacht. Die anschlieRende Kontrolle des Elutionserfolges im SELDI-TOF®
zeigte jedoch, dass sich mit dieser Lésung nur stark gefarbte Banden und Proteine < 20 kDa

aus der Gelmatrix herauslosten.




3.2.6 Elektroelution mit Whatman ,,Elutrap“

Eine effektivere Elutionsleistung sollte die Methode der Elektroelution erbringen. Hierflr
wurde die ,Elutrap® der Firma Whatman eingesetzt, die jedoch den grof3en methodischen
Nachteil besitzt, pro Kammer jeweils nur ein Gelstiick eluieren zu kénnen. Diese Kammer
wird durch einen ,Plexiglas-Knochen® dargestellt, wobei das eluierte Protein in einer durch
zwei Dialysemebranen begrenzten Falle gesammelt wird. Das Volumen der Falle betragt
uber 200 pl, was wiederum eine starke Verdinnung des Eluates bedingt und einen
nachfolgenden Konzentrationsschritt notwendig macht.

Eluiert wurde flr eine Stunde bei 100 V in einer Elektrophoresekammer mit einem MES-

Laufpuffer folgender Zusammensetzung:

MES pH 7,2 50 mM, SDS 0.1%,
EDTA 1 mM, pH 7,3, Tris Base 50 mM.

Die Versuche ergaben auch, dal} der Elutionspuffer mindestens 1% SDS enthalten muss,
um alle Eigenladungen der zu eluierenden Proteine zu Uberdecken und zu gewahrleisten,
dass die Proteine nicht zu Anode und Kathode wandern. Da in solchen Konzentrationen SDS
die massenspektrometrische Auswertung der Eluate unmdéglich macht, wurde zu dessen
Eliminierung mit jedem Eluat eine lonenpaarextraktion nach Henderson durchgefihrt
(Henderson, Oroszlan et al. 1979).
Extraktionslésung:  Aceton 85%, Triethylamin 5%,

Eisessig 5%, A. bidest 5%.

Jedes Eluat wird dabei mit 1ml Extraktionslésung gefallt, eine Stunde bei -20 °C inkubiert
und anschlie®end 10 Minuten bei 14.000 g pelletiert.

Nachdem die Pellets einmal mit A. bidest gewaschen und anschlielend in der ,Speed-Vac*
bei 30°C getrocknet wurden, konnte das gereinigte Protein in 20 yl HPLC-Wasser mit 0,1%
TFA gelost werden. Der Versuch, die Proteinlosungen mit Reversed Phase Beads
aufzureinigen, schlug fehl, da die im SDS eingeschlossenen Proteine nicht an die Beads

binden kénnen.

3.2.7 ,Whole Gel Eluter” (BioRad, Hercules, USA)

Der ,Whole Gel Eluter” (BioRad, Hercules, USA) erméglicht im Gegensatz zur ,Elutrap® die
Proteinelution ganzer Gele, wobei allerdings jeweils nur eine Spur beladen werden darf.
Dieser Eluter gleicht einer Blotting-Kammer, wie sie fir Western-Blots verwendet werden.
Der Unterschied besteht darin, daf} die Proteine einer Spur nicht auf eine Membran, sondern
in 30 Sammelkammern mit je 3 ml Volumen ,geblottet* werden. Fir den Elutionsvorgang
wurde MES-Laufpuffer ( Abschnitt oben) eingesetzt. Eluiert wird 30 Minuten bei einer
Spannung von 200 V. Dem Elutionsschritt folgt das Harvesting, bei dem die Eluate durch ein

Vakuum in die in der ,Harvesting-Box“ befindlichen Gefalle gesaugt werden und



anschlieend in einem Volumen von 90 ml geldst vorliegen. In der Praxis erweist sich aber
dieses Probenvolumen als viel zu grof3, was wiederum zeitraubende Konzentrationsschritte
in der ,Speed-Vac® erfordert.

Samtliche Eluate mussten durch eine Aceton-Fallung von Polyacrylamid-Ruckstanden befreit

werden:

« Eluat mit ca. 1,5 ml Aceton gefallt (-80 °C)

« 2hbei-80°C

» Zentrifugieren bei 21885 x g (30 Minuten)

« Uberstand abnehmen und restliches Aceton in ,Speed-Vac* verdampfen
* Protein-Pellet aufnehmen in 20 pl 0,1% TFA in HPLC-Wasser

Zur Aufreinigung wurde wie oben die lonenpaarextraktion nach Henderson eingesetzt (Merrill
and Fleisher 1932; Fogarty and Griffin 1973; Henderson, Oroszlan et al. 1979). Durch die
alternativ eingesetzte, klassische Acetonfallung konnten nur maximal 60 % des eingesetzten

Proteins zurtickgewonnen werden. Protokoll flir die lonenpaarextraktion:

+ Gefallte Proben mit 1 ml Extraktionslésung vermischen:

Aceton Triethylamin Eisessig A. bidest

85 5 5 5
« 1 Stunde bei -20 °C inkubieren, 10 Minuten bei 14000 x g zentrifugieren
+ Pelletin 20 yl HPLC-Wasser (0,1 % TFA) resuspendieren

3.2.8 LC-MS

Alle bisher durchgefiihrten Ansatze, ein Gemisch wie das Blutserum reproduzierbar in
Fraktionen Gberschaubarer Komplexitat zu unterteilen, sind an dessen Heterogenitat und der
extremen Konzentrationsdynamik gescheitert.

Der Wasseranteil im menschlichen Blutserum betragt ca. 91%. Darin geldst sind Kationen
und Anionen, zu denen die Fraktion der Proteine gezahlt wird. Das Albumin, als wichtiges
Transport- und Reserveprotein, tragt zu etwa 80% zur Aufrechterhaltung des
kolloidosmotischen Drucks bei und macht Gber 60% des Gesamtproteingehaltes aus (Thews
1991). Die gréRte Herausforderung ist es also, wahrend der Préafraktionierung vor allem das
Albumin zu eliminieren. Die Kombination von chromatographischen Methoden zur
Prafraktionierung und der anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse, hat sich seit
einigen Jahren zu einem Standardverfahren in der Proteomforschung entwickelt und
konkurriert inzwischen mit klassischen Methoden, wie der 2-D-Elektrophorese. Auch im
Bereich der ophthalmologischen Forschung konnten mit diesem Ansatz, etwa durch die
Identifikation erhdhter Defensin-Expression nach chirurgischen Eingriffen im Auge, erste

Erfolge verzeichnet werden (Zhou, Huang et al. 2004).



3.29 Nano-LC

Um die Probenmengen, die in einem Routinelabor anfallen, zu bewaltigen, sollten die
Schritte der Proteinaufreinigung und der Fraktionierung moglichst automatisiert werden.
Hierfir wurden Versuche mit einer Nano-LC-Anlage der Firma Dionex durchgeflihrt, wobei
Kapillarsaulen der Typen POROS 10S (SCX), PepMap C4 und PepMap C8 eingesetzt
wurden. Als Probenmaterial dienten Tranenfllssigkeit und Serum. Fur die Fraktionierung
wurde der von LC Packings gelieferte Probot eingesetzt, der wahrend des LC-Laufs online in
Mikrotiterplatten fraktionierte. Zur Evaluierung der Fraktionierungsleistung wurden alle
Fraktionen auf SELDI-Chips aufgetragen und massenspektroskopisch analysiert. Als
hochproblematisch stellte sich jedoch die Anwesenheit der erwahnten high-abundant-
proteins fur die eingesetzten Kapillarsaulen heraus, die ausnahmslos verstopften und
entsorgt werden mussten. Wahrend der Probestellung konnten deshalb keine verwertbaren
Ergebnisse erzielt werden. Nachdem die Versuche mit der Dionex Nano-LC-Anlage
unbefriedigend verliefen, wurde zunachst versucht mit einer robusten Vorfraktionierung die
Problematik der high-abundand-proteins zu entscharfen, indem man diese von den
Kandidatenproteinen trennte. Hierfir wurde eine Saule des Typs Agilent 300 SCX
eingesetzt. Da es sich um eine lonenaustauscher-Saule handelt, musste das zu trennende

Schirmereluat vor dem Lauf tber einen Microcon-Filter entsalzt werden (Granger 2005).

3.2.10 Bio-Rad-HPLC

Vielversprechender verlief der Einsatz einer herkémmlichen HPLC-Pumpe mit Flussraten
von mindestens 100 pl/min. Dies erforderte zwar einen im Vergleich zur Kapillar-LC,
erhdhten Probeneinsatz. Dieser resultierte jedoch in verwertbaren Probenkonzentrationen in
den einzelnen Fraktionen, die nach Aufkonzentration auf ein praparatives Gel aufgetragen
wurden.

Fur die Prafraktionierung wurde zunachst eine Kationenaustauscher-Saule des Typs Agilent
300 SCX (2,1 x 150 mm) eingesetzt, was den Einsatz zuvor entsalzter Analysate notwendig
machte (Granger 2005). Dieser Ansatz flhrte erstmals zu einer signifikanten ldentifikation
eines Biomarker-Kandidaten, des Platelet basic protein und der erfolgreichen Zuordnung
eines SELDI-Peaks (s.u.).



3.2.11 Identifizierung des Biomarker-Kandidaten Platelet basic protein (PBP) als
Beispiel fiir die erfolgreiche zweidimensionale HPLC-Fraktionierung eines

Serum-Proteins

Da es mit dieser Methode erstmals gelang, ein niedrig-abundantes Protein mit zugehérigem

SELDI-Peak signifikant zu identifizieren, soll dieses Verfahren hier genauer erlautert werden.
1. Dimension: Kationen-Austauscher-HPLC: Agilent Zorbax SCX 5 ym (2,1 x 150 mm)

Laufmittel A: 10 mM KH,POy,, pH 3.5, 1% MeOH

Laufmittel B: 10 mM KH,PO,, pH 3.5, 20% MeOH, 500 mM KCI

Saulentemperatur: 40°C

Probe: 50 pl Serum (nativ) und Gber 0.2 um Spritzenfilter filtriert

Injektionsvolumen: 100 pl (Probe + 50% A)

Probenmenge: ca. 3 mg Protein

Programm:

100
100
100

20
20
30
30
40
40
50
50
100
100

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

Fraktionen wurden mintlich mit ,Sunchrom-Spotter” in 96 MTP gesammelt (100 ul/Fraktion)

und anschlieend auf etwa 50 pl in der ,Speed-Vac® bei 60 °C aufkonzentriert.

SELDI-Messung des PBP

Je 2 pl Analysat/Spot, gefolgt von 2 x je 1 ul Matrix (20 mg SPA, 750 ul ACN, 750 pl

A.bidest, 15 pl TFA).
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Abbildung 13: SELDI-Spektrum von Fraktion 30 (komplettes Spektrum)

Zu sehen sind hier auf der X-Achse nicht direkt die Masse in Dalton, sondern das Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnis m/q (Thomson). Das Thomson ist dabei definiert als: Th= u/e, wobei u fiir die atomare
Masseneinheit (auch als Dalton bezeichnet) und e fiir die elementare Ladungseinheit steht. Da e eine
Konstante ist, ist Th also nur von u, der atomaren Masse abhéngig (Karas, Bachmann et al. 1987;
Ingendoh, Karas et al. 1994; Lennon 1997; Merchant and Weinberger 2000). Auf der Y-Achse ist die
relative Intensitat aufgetragen mit der die ionisierten Proteine auf den Detektor auftreffen.

5000 10000 15000
15 [6641.9+H
10
4291.2+H
14071.3+H
870 7{ 17281.3+H
. po466.6+H 15806 441281 3+H
5000 10000 15000

Abbildung 14: SELDI-Spektrum von Fraktion 30 (unterer Massenbereich)
Der Pfeil zeigt den Massenbereich fiir das zu identifizierende PBP an.

Fraktion 30 (Abbildungen 13 und 14) wurde fir eine nachfolgende C18 RP-Auftrennung
ausgewahlt, da Peaks im Bereich um 9 kDa zu sehen sind (Abbildung 28, Pfeilmarkierung)
und dieser Massenbereich aufgrund der existierenden Befunde vorangegangener
Profilingstudien als Biomarkerkandidat Gberprift werden sollte.

2. Dimension: C18 RP-HPLC: Waters BioSuite pC18, 500, 7 ym (2.0 x 150 mm)

Laufmittel A: 98% HPLC-Wasser, 2% ACN, 0.1% TFA
Laufmittel B: 100% ACN, 0.1% TFA

Probe: Fraktion 30, auf 50 ul eingeengt
Injektionsvolumen: 100 pl (Probe + 50% A)



Programm:

48 Fraktionen wurden mindtlich mit dem ,Sunchrom-Spotter in 96-well-Platten gesammelt
(120 pl/Fraktion) und anschlieBend auf etwa 50 pl in der ,Speed-Vac* bei 60 °C
aufkonzentriert.

Je 2 pl Analysat/Spot, gefolgt von 2 x je 1 pl Matrix (20 mg CHCA, 750 ul ACN, 750 pl
A.bidest, 15 pyl TFA) wurde anschlieBend auf den SELDI-array aufgetragen.

In Fraktion 31 der C18-Fraktionierung wurde der Biomarker-Kandidat als klares Signal bei
ca. 9311 Da gefunden (Abbildung 15, Pfeil).
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Abbildung 15: SELDI-Spektrum von Fraktion 31 der C18-Auftrennung

Fraktion 31 wurde im ,Speed-Vac* bis zum Trockenfallen eingeengt und das resultierende
Pellet unter Zugabe eines Ammoniumbikarbonat-Puffers und Trypsin unter Anwendung des
Gelverdau-Protokolls ohne ACN-Schritt (siehe Abschnitt 3.3.1) verdaut .

Je 1 ul Verdau wurde unter Verwendung einer CHCA-Matrix (20 mg CHCA, 5 ml ACN, 5 ml
HPLC-Wasser, 10 pyl TFA) auf einem Anchor-Target prapariert (double-layer) und
anschliefend im MALDI-TOF-TOF gemessen.



3.2.12 Bead- Versuche mit Protein G Magnetic Beads (Dynal) zur Anreicherung
weiterer thrombozytarer Effektorsubstanzen

Nach der erfolgreichen Identifizierung des PBP war es von Interesse, weitere thrombozytare
Effektorsubstanzen zu identifizieren. Hierzu wurde wurde ein polyklonaler a-PDGF-
Antikorper, gewonnen aus der Ziege, eingesetzt.

Fur die Anreicherung der zu identifizierenden Effektorsubstanzen werden diese Antikorper
an mit Protein G gecoateten magnetischen Beads mit ihrer Fc-Region gekoppelt, um

so,quasi als Angel, weitere PDGF-Derivate flr die |dentifikation zu gewinnen.

Protokoll der Bead-Versuche:

1. Beads resuspendieren (nicht vortexen!)

2. 10 pl Beads in 200 yl PCR-Tubes uberfiihren, in Magnet stecken und Uberstand
abnehmen

3. Tube aus Magnet nehmen, Beads mit 100 pl Na-Acetat (pH5) waschen, Tube in

Magnet stellen und Uberstand abnehmen, einmal wiederholen

50 ul IgG-Lésung zugeben [100 pg/mil]

60 Min. im Klimaschrank bei 10 °C auf Horizontalshaker inkubieren (ca. 300 U/Min.)

Tube in Magnet stellen, Uberstand abnehmen, Antikérper wiederverwendbar!

Tube aus Magneten nehmen

100 pl Na-Acetat pH 5 (0,1% OGP) zugeben, in Magneten stellen und Uberstand

abnehmen (zweimal waschen)

© N o o A

©

Im Magneten Uberstand abnehmen

10. 200 pl 0,2 M Triethanolamin (pH 8,2) zugeben, zwei Min. inkubieren, im Magneten
Uberstand abnehemen (einmal wiederholen); zweimal mit je 200 ul PBS waschen

11. 200 pl 20 mM DMP zugeben

12. 30 Min. bei 20 °C sanft auf Intellimixer inkubieren

13. Im Magneten Uberstand abnehmen

14. Tube aus Magneten nehmen, 200 yl 50 mM Tris

Nachdem die Versuche mit der Dionex Nano-LC-Anlage unbefriedigend verliefen, wurde
zunachst versucht mit einer robusten Vorfraktionierung die Problematik der high-
abundand-proteins zu entscharfen, indem man diese von den Kandidatenproteinen
trennt. Hierflr wurde eine Saule des Typs Agilent 300 SCX (2,1x150 mm) eingesetzt. Da
es sich um eine lonenaustauscher-Saule handelt, musste das zu trennende

Schirmereluat vor dem Lauf tber einen Microcon-Filter entsalzt werden (Granger 2005).

Versuchsprotokoll:
1. Circa 90 ul 10-fach konzentriertes Schirmer-Eluat auf je einen YM3-Filter pipettieren.
2. Zentrifugieren bei 14000 g (4 °C) fir 120 Min.
3. 200 pl A. bidest zupipettieren, Zentrifugieren bei 14000 g (4 °C) fur 60 Min.



4. Neues Tube, 200 ul A. bidest zupipettieren und Protein von Membran
resuspendieren.

5. 10 Min. bei 4 °C schitteln, Filter umdrehen und zentrifugieren bei 1000 g (4 °C) flr
15 Min.

6. Filter drehen, 100 pl Elutionslésung (50% ACN, 0,1% TFA) zupipettieren und 10 Min.
bei 4 °C schitteln.

7. Filter drehen und zentrifugieren bei 1000 g (4 °C) fir 3 Min.

Insgesamt werden etwa 1000 ul Eluat in der ,Speed-Vac* bei 30 °C auf 200 pl (5x)

aufkonzentriert wovon 5 pl flr den SCX-Lauf eingesetzt werden.

Laufmittel:
A 10 mM KH,PO,, pH 4,5 |
B 10 mM KH,PO,, 1 M KCL, 20% Acetonitril (v/v), pH 4,5 |

Programm: Stufengradient von 0-100% B, Dauer 130 Min., 10 Min. je Stufe.
Fluss: 120 pl/min.
Trotz vielfaltiger Variation von Laufmittelzusammensetzung und LC-Programm, konnte die

erhoffte Abtrennung der hochabundanten Proteine nicht erzielt werden.

3.2.13 Prinzip des MALDI-TOF

Die Technik der MALDI-TOF-Massenspektroskopie erlaubt den Nachweis von Biomolekilen
bis zu einem Molekulargewicht von ca. 300.000 Da (Abbildung 16).

’-7Drift region———
PCIS

i L‘J \n.\m““\

@

Linear detector

In W wn\
LIFT \' U
Target Reflector Reflector
plate detector

Abbildung 16: Prinzip des MALDI-Tof®

Die Grundlage der Matrix-Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) bildet die ionenstimulierte
Desorption des Analysats in Kombination mit einer niedermolekularen Sdure als Matrix. Im MS-Modus
erhalten alle lonen dieselbe kinetische Energie, so dass die Driftzeit (time of flight, TOF) einzig von
der Masse des Analysats bestimmt wird. Im abgebildeten MSMS-Modus wird eine ,LIFT-Einheit“ in die
Driftstrecke eingefligt. Diese Einheit erméglicht die Isolierung einzelner ,parent-lons“ und deren
Fragmente, die dann noch einmal beschleunigt und deren Diriftzeit ermittelt werden kann. Quelle:
CIGA, Centre Interdisciplinaire de Génoprotéomique Appliquée



Zur Proteinidentifikation wird das Analysat dem tryptischen Verdau zugefuhrt (Eckerskorn
and Lottspeich 1989). Dabei entstehen fiir jedes Protein charakteristische Peptidfragmente,
ein Peptide Mass Fingerprint, anhand dessen die verdauten Proteine durch eine
Datenbankrecherche identifiziert werden kénnen (Henzel, Watanabe et al. 2003). Diese
Fragmente werden im MALDI-TOF-TOF im Reflektormodus einer zweiten Messung
unterzogen (Matrix Assisted Laser Disorption and lonisation Time Of Flight-Time of Flight
Ultraflex | Bruker, Bremen). Der lonenreflektor am Ende der Driftstrecke dient dabei der
Kompensation unterschiedlicher Flugzeiten von lonen leicht unterschiedlicher kinetischer
Energie. Dies flhrt zu einer lonenfokussierung und einer verbesserten Auflésung, die als
Halbwertsbreite FWHM (Full Width at Half Maximum) angegeben wird. Im linearen Modus
kann lediglich ein Durchschnittswert der zu analysierenden Substanz mit einer
Halbwertsbreite von etwa 600 gemessen werden (Lennon 1997). Im Reflektormodus kénnen
Isotope, die im Linearmodus als einzelner Peak dargestellt werden, als eine Gruppe von
Einzelpeaks mit einer FWHM von maximal 3400 aufgeldst werden (Lennon 1997). Dies dient
der Zuverlassigkeit der Proteinidentifikationen durch die hier genutzte Mascot-Datenbank.

Die Zusammensetzung der Fragment-lonen, die man in einem MSMS-Spektrum beobachtet,
ist dabei von mehreren Faktoren abhangig. Dazu gehdren neben der Primarstruktur des zu
analysierenden Peptids auch dessen Ladungszustand, spezifische Bindungsenergien u.a. .
Eine einheitliche Nomenklatur dieser lonenspezies wurde erstmals von Roepstorff und
Fohimann vorgeschlagen und anschliefsend von Johnson verfeinert (Roepstorff and Fohiman
1984; Johnson, Martin et al. 1987).Wesentlich dabei ist, dass jedes Fragment mindestens
eine Ladung tragen muss, um detektiert werden zu kénnen. Ist diese Ladung N-terminal
lokalisiert, fuhrt dies zur Entstehung von a, b- oder c-lonen. Wird die Ladung C-terminal

absorbiert, rechnet man mit x, y-und z-lonen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Die am haufigsten beobachteten Peptidfragmente sind a, b-und y-lonen.

Die b-lonen scheinen dem Aminoterminus zu entstammen, wahrend y-lonen Fragmente die Carboxyl-
gruppe oder den C-Terminus représentieren. Abbildung: Matrixscience

Das Resultat der Peptidmessungen wird nach dem MASCOT-Datenbankabgleich durch
Biotools als illustriertes Peptidspektrum, inklusive der erzielten Sequenzibereinstimmungen,

dargestellt.



Die erzielte Sequenzabdeckung ist dargestellt durch grau unterlegte Bereiche, wobei die
zusatzlichen, rot unterlegten Abschnitte durch LIFT-Spektren bestatigt wurden. Hierbei
stehen obenstehende Felder fir N-terminale b-lonen, untenstehende Felder fir C-terminale

y-lonen (Abbildung 18, griine Markierung).
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Abbildung 18: Spektrum-Ansicht der Biotools-Software mit detektierten Fragment-
groRen und erzielter Sequenzabdeckung (griine Markierungen). Quelle: BrukerDaltonic

Grundlage fur die erfolgreiche Zuordnung der ermittelten Peptid-Fragmente zu einem in der
MASCOT-Datenbank hinterlegten Protein bildet der MOlecularWeightSEarch (=MOWSE)-
Score (Pappin, Hojrup et al. 1993). Der Score ist abhangig von der Frequenz, mit der
Peptidfragmente definierter Lange, sogenannte Bins, in der in der Datenbank hinterlegten
Aminosauresequenz eines Proteins, wiederkehren. Das Produkt dieser Frequenzen wird als

Distribution Frequency Score bezeichnet. Der MOWSE-Score berechnet sich dabei wie folgt:
MOWSE-Score= 50000/(Py*H)

wobei 50000 sich auf die GroRe eines Durchschnittsproteins beziehen (dient der
Normalisierung), Py flr das Produkt der erzielten Distribution Frequency Scores steht und H

dem Molekulargewicht des ,Hit-Proteins®, also dem Zielprotein entspricht (van Domselaar).



Da der MOWSE-Score ein Mal} fur die auf den Abgleich von Peptidfragmenten basierenden
Proteinidentifizierungen darstellt, wird dieser durch den MASCOT-Score erweitert. Dieser
berechnet sich wie folgt: S = -10*Log(P).

Wobei S fur (MASCOT)-Score und P fir die Wahrscheinlichkeit steht, dass der erzielte
MOWSE-Treffer ein Zufallstreffer ist. Hierbei ist die P abhangig von der Anzahl aller in einer
Datenbank hinterlegten Proteine. Fir MASCOT gilt demzufolge eine Identifikation als
hinreichend signifikant, wenn p<0,05.

In der Praxis bedeutet das, dass eine Identifikation als signifikant angesehen werden kann,
wenn bei einer kombinierten ldentifikation (aus Peptide Mass Fingerprint + LIFT-Spektren)
ein Score von mindestens 56 vorliegen muss. Waren bei dieser ID 4Peptide erfolgreich
zugeordnet und eines dieser Peptide fir die Generierung eines LIFT-Spektrums genutzt
worden, wirde dies folgendermalfien dargestellt werden: 56/4/1.

Stimmen die zweite und die dritte Ziffer Gberein, wurde aus jedem detektierten Peptid
zusatzlich noch ein LIFT-Spektrum generiert, wobei hier der Score bei wenigstens 27 liegen
muss, um als hinreichend nicht-zufallig gelten zu kénnen. Dies ware folgendermallen
dargestellt:  27/1/1.

3.3 Workflow fiir die Biomarker-ldentifizierung

Nach etlichen, in den vorherigen Abschnitten beschriebenen, Vorversuchen hat sich zur
Identifizierung von Biomarkern in Proben unterschiedlicher Zusammensetzung und
Konzentrationen folgender Workflow als zuverlassige Methode erwiesen (Abbildung 19).
Diese umfasst die folgenden Schritte:

¢ Im Fall von hochkonzentrierten Proben, wie dem Serum, ist eine Prafraktionierung
Uber eine Size-Exclusion-Saule nétig. Diese dient der Abtrennung hochabundander
Proteine, wie Albumin und Immunglobulinen. Eine sich anschlieRende SELDI-TOF® -
Analyse samtlicher Fraktionen, dient der Kontrolle der jeweils enthaltenen Proteine.
Fraktionen, in den Biomarker-Kandidaten zu finden sind, enthalten meist noch
zahlreiche weitere Proteine.

e Eine eindeutige Zuordnung von SELDI-Peak und Biomarker-Kandidat ist in diesem
Stadium noch unmdglich, da die SELDI-Analyse lediglich Informationen Uber den in
einer Fraktion enthaltenen Massenbereich liefert. Das macht die weitere Auftrennung
jeder dieser Fraktionen Uber eine Reversed-Phase-Saule nétig, die aullerdem als
erste Dimension flr niedrig konzentrierte Substrate, wie Kammerwasser,
Schirmereluat, Tranenfllissigkeit oder Zelllysat dient.

o Es schliet sich eine erneute SELDI-TOF® -Analyse samtlicher Fraktionen an, diese
dient der Kontrolle der jeweils enthaltenen Proteine, nach der C18-Auftrennung.

o Die Signale potentieller Biomarker enthaltenden Fraktionen werden im ,Speed-Vac”
aufkonzentriert und in einem anschlielienden Gellauf in einem praparativen 12% Bis-
Tris-Fertiggel aufgetrennt.



In jeder Spur wird der Massenbereich zwischen 3 und 30kDa ausgeschnitten und in

30 Gelstreifen von etwa 1mm Stéarke zerlegt. Jeder einzelne Gelstreifen wird jeweils

in drei Portionen geteilt, die fur den tryptischen Verdau zur ldentifikation im Maldi-
TOF-TOF und der Elution fur die Proteinmessung im SELDI-TOF® bestimmt sind
(Detaillierte Beschreibung folgt im Abschnitt 3.3.1).

e Fihrt die Massebestimmung im SELDI-TOF® schlieRlich zu einer eindeutigen

Biomarkerzuordnung und der tryptische Verdau derselben Fraktion Uber die Maldi-

TOF-TOF-Messung zu einer signifikanten ldentifikation des Proteins anhand der sich

anschliefenden Mascot-Suche, kann dem potentiellen Biomarker-Kandidaten, der ja

bisher nur anhand seiner Masse identifiziert war, jetzt ein entsprechendes Protein

zugeordnet werden.

1. HPLC-Dimension; SEC-250
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Abbildung 19: Workflow fiir die Biomarkeridentifizierung

Als Probenmaterial fiir die Biomarkersuche eingesetztes Serum, mul3 zunéchst liber eine ,Size-
Exclusion®-Séule (SEC-250, 1. HPLC-Dimension) vorfraktioniert werden. Kammerwasser (KW),
Schirmer-Eluat (SE), Trédnenfliissigkeit und Zelllysate kbnnen direkt der 2. HPLC-Dimension

(,Reversed-Phase” C18) zugefiihrt werden.



3.3.1 Serum-Biomarker-ldentifizierung

Serum-Proben werden zunachst Uber eine ,Size-Exclusion®-Saule aufgetrennt, um
sogenannte hochabundante Proteine, wie Albumin, von den niedermolekularen Zielproteinen
zu trennen. Diese eluieren zuerst von der Saule und werden verworfen.
Die zweite HPLC-Dimension besteht aus einer BioSuite ,Reversed Phase“-Saule, die die
Proteine entsprechend ihrer Hydrophobizitat auftrennt. Nach der 2-dimensionalen

Fraktionierung der Serum-Proben erfolgt schlie8lich eine SDS-PAGE (Fertiggelsystem).

1. HPLC-Dimension: Size-Exclusion mit Bio-Sil 250-5 (300 x 7,8 mm; MW:10-300 kDa)
Vorbereitung:
o 8 ml Serum 30 min zentrifugieren (20.000 g, 4°C)
e Uberstand abnehmen und tber 0,2 um Spritzenfilter filtrieren
e Serum im ,Speed-Vac* (60°C) auf 400 pl einengen
Je 100 pl Serum mit 100 ul Laufmittel (50 mM KH,PO4, pH 7) mischen
30 min zentrifugieren (20.000 g, 4°C)

Uberstand abnehmen

Probe ist bereit zur Injektion in die HPLC

HPLC: Eingesetzte Proteinmenge ca. 50 mg
e Beladen der Saule mit 4 Injektionen a 200 pl
e Flussrate 400 ul/min, isokratischer Lauf, 40 min

o Sammelfrequenz 30 sec (200 pl/Fraktion), 80 Fraktionen

SELDI-TOF®
e Einengen der Fraktionen im ,Speed-Vac* (60 °C) auf ca. 100 pl
o 2 ul Probe/Spot auf NP20 (Normalphase)

o 3-fach-Messung mit unterschiedlichen Laser-Energien und Focuseinstellungen

Auswertung:
o Ausschluss aller Fraktionen mit Albumin und Ig-Peaks

e Auswabhl aller Fraktionen mit potentiellen Biomarker-Peaks
2. HPLC-Dimension (Waters BioSuite C18, 500 A, 7 ym, 2,0 x 150mm)

Laufmittel:

A A. bidest
Acetonitril 2%
Trifluoressigsaure (TFA) 0.01%

B Acetonitril 100%
Trifluoressigsaure (TFA) 0.01%




e Mischen jeder Fraktion a 100 pl mit 100 pl Laufmittel A
e 30 min zentrifugieren (20.000 g, 4°C)
e Uberstand abnehmen
e Probe ist bereit zur Injektion in die HPLC
e Flussrate 80 ul/min, Gradient: 2-100% ACN in 100 min
¢ Sammelfrequenz 60 sec ,96 Fraktionen
Sammelbeginn: t = 8 min.
Sammelende: t = 94 min.

Flussrate (ul) Injektion

Vorbereitung fur die anschlieRende SELDI-TOF® -Analyse:
e Einengen der Fraktionen im ,Speed-Vac* (60 °C) auf ca. 20 pl
o 2 ul Probe/Spot auf NP20 (Normalphase)

e Sandwichpraparation (gesattigte Sinapinsaurematrix)

¢ 3-fach-Messung mit unterschiedlichen Laser-Energien und Focuseinstellungen
Auswertung der SELDI-TOF® -Analyse:

e Ausschluss aller Fraktionen mit Albumin und Ig-Peaks

o Auswabhl aller Fraktionen mit potentiellen Biomarker-Peaks
Fraktionen mit potentiellen Biomarker-Peaks:

e Einengen der entsprechenden Fraktionen im ,Speed-Vac* auf ca. 10 pl
Gellauf auf NuPAGE-Bis-Tris-Fertiggel (12%):

Probe 10ul
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) 5yl
NuPAGEReducing Agent (10x) 2 ul
Aqua Bidest 3 ul

Aufgetragenes Volumen 20 pl




Gellauf ca. 80 min bei 100 V, Coomassie-Farbung tber Nacht (UN) nach Protokoll, jedoch

keine Fixierung! Entfarbung ca. 3 h mit A. bidest und Cellulose.

AnschlieBende Verarbeitung des praparativen Gels:
e Ausschneiden der Gelstreifen zwischen 0 und 30 kDa
e Gelstlicke auf einer sauberen Glasplatte moglichst dinn ausschneiden (max. 1mm
Starke) und von beiden Enden etwa 1 mm fir die Elution in 200 pyl PCR-Tubes
einsetzen, Mittelstlck verbleibt fir tryptischen Verdau
e Gelstliicke mit je 10 pl Elutionslésung Uberschichten und 2 Stunden im Klimaschrank

(10 °C) auf Horizontalshaker (750 rpm) eluieren

Elutionslésung: Ameisensaure 50 %, HPLC-Wasser 9,99 %,
SDS 0,01 %, Acetonitril 25 %,
Isopropanol 15 %.

SELDI-TOF® -Analyse der eluierten Gelstreifen:
e Einengen der Fraktionen im ,Speed-Vac* (60 °C) auf ca. 20 pl
o 2 ul Probe/Spot auf NP20 (Normalphase)
e Sandwichpraparation (gesattigte Sinapinsaurematrix)

o 3-fach-Messung mit unterschiedlichen Laser-Energien und Focuseinstellungen

Tryptischer Verdau:

Gelstiick in 500 pl Eppendorf-Tube mit je 50 pul ACN Uberschichten

Gelstiicke 15 min dehydrieren, anschlieBend anzentrifugieren und Uberstand

N

abnehmen

Gelstlicke 15 min bei 45 °C im ,Speed-Vac" trocknen

Zugabe von je 50 yl Trypsinlésung [10 ng / pl] in 50 mM NH4HCO;
Inkubation UN bei 37°C

Verdau durch zehnmindtiges Einfrieren bei -80 °C stoppen

N o o bk ow

Lésung auf ca. halbes Volumen im ,Speed-Vac® bei 45 °C einengen

MALDI MSMS

Praparation auf Bruker Anchor-Target (Kat.-Nr. #209513) in ,double-layer‘-Technik mit
Zimtsaure-Matrix (20 mg/10 ml). Messung: Peptide Mass Fingerprint (PMF) + LIFT-Spektrum



3.3.2 Tranen-Biomarker-ldentifizierung

Fraktionierung der Tranenflissigkeit durch Reversed Phase HPLC (Waters BioSuite C18, 2,0
x 150 mm)

Vorbereitung:

Einsatz von etwa 50 ul Tranenflissigkeit
Mischen von 50 ul Trane mit 100 pl A
30 min zentrifugieren (20000 g, 4 °C)

Uberstand abnehmen und injizieren

Laufmittel:
A A. bidest
Acetonitril 2%
Trifluoressigsaure (TFA) 0.01 %
B Acetonitril 100 %
Trifluoressigsaure (TFA) 0.01 %

Flussrate 80 ul/min, Gradient: 2-100% ACN in 100 min

Sammelfrequenz 60 sec, 96 Fraktionen

Sammelbeginn: t = 8 min.

Sammelende: t = 94 min.

Flussrate (ul)

SELDI-TOF®

Einengen der Fraktionen im ,Speed-Vac® (60 °C) auf ca. 20 pl

2 ul Probe/Spot auf NP20 (Normalphase)

Sandwichpraparation (gesattigte Sinapinsaurematrix)

3-fach-Messung mit unterschiedlichen Laser-Energien und Focuseinstellungen

Injektion




Auswertung:

e Ausschluss aller Fraktionen mit Aloumin und Ig-Peaks

e Auswabhl aller Fraktionen mit potentiellen Biomarker-Peaks

Fraktionen mit potentiellen Biomarker-Peaks:

e Einengen der entsprechenden Fraktionen im ,Speed-Vac* auf ca. 10 pl

Gellauf auf NuPAGE-Bis-Tris-Fertiggel (12 %):

Probe 10ul
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) 5 ul

NuPAGEReducing Agent (10x) 2 ul
Aqua Bidest 3 ul
Aufgtragenes Volumen 20 pl

Gellauf ca. 80 min bei 100 V, Coomassie-Farbung UN nach Protokoll, jedoch keine

Fixierung! Entfarbung ca. 3 h mit A. bidest und Cellulose.
Blindes Ausschneiden der ,,Gelbanden® zwischen 0 und 30 kDa

o Gelstlicke auf einer sauberen Glasplatte mdglichst diinn ausschneiden (max. 1 mm
Starke) und von beiden Enden etwa 1mm flur die Elution in 200 pul PCR-Tubes
einsetzen, Mittelstlick verbleibt fir tryptischen Verdau

o Gelstlicke mit je 10 ul Elutionsldsung Uberschichten und 2 Stunden im Klimaschrank

(10 °C) auf Horizontalshaker (750 rpm) eluieren

Elutionslésung: Ameisensaure 50 %, HPLC-Wasser 9,99 %,
SDS 0,01 %, Acetonitril 25 %,
Isopropanol 15 %.

Die Zugabe von SDS steigert die Elutionseffizienz enorm und ermdglicht erstmals die
Rickgewinnung von Proteinen >20 kDa aus praparativen Gelen. Die niedrige Detergenz-
Konzentration von gerade 0,01 % hat dabei keine stérenden Einfluk auf

massenspektrometrische Analysemethoden.

SELDI-TOF®
e Einengen der Fraktionen im ,Speed-Vac* (60 °C) auf ca. 20 pl
o 2 ul Probe/Spot auf NP20 (Normalphase)
e Sandwichpraparation (geséattigte Sinapinsdurematrix)

e 3-fach-Messung mit unterschiedlichen Laser-Energien und Focuseinstellungen




Tryptischer Verdau (EMBL-Protokoll):

1. Gelstiick in 500 pl Eppendorf-Tube mit je 50 ul ACN Uberschichten

2. Gelstiicke 15 min dehydrieren, anschlieRend anzentrifugieren und Uberstand
abnehmen
3. Gelstlicke 15 min bei 45°C im ,Speed-Vac* trocknen
4. Zugabe von je 50 pl Trypsinlésung [10 ng/ul] in 50 mM NH,HCO;
5. Inkubation UN bei 37°C
6. Verdau durch Einfrieren bei (10 min, -80 °C) stoppen
7. Loésung auf ca. halbes Volumen im ,Speed-Vac* bei 45°C einengen
MALDI MSMS:

Praparation auf Bruker Anchor-Target (#209513) in ,double-layer*-Technik mit Zimtsaure-
Matrix (20 mg/10ml).

Messung: Peptide Mass Fingerprint (PMF) + LIFT-Spektrum mit Bruker Ultraflex |

3.4 Auswertung der methodischen Ansatze

Zur signifikanten Identifizierung von Biomarkern und deren eindeutiger Zuordnung zu
entsprechenden Proteinpeaks waren weit mehr als 2000 SELDI und MALDI-Messungen und
mehr als 200 LC-Laufe notwendig. Insbesondere die im Methodenteil geschilderten
Vorversuche mit Mikrokon-Filtern, Elektroelution und Bead-aufreinigung erwiesen sich als mit
grolien methodischen Defiziten behaftet: Die Fraktionierungsleistung durch Mikrokon-Filter
und Bead-Aufreinigung war nicht ausreichend und die Bindekapazitat bei den Beads zu
gering, als dass diese Versuche eine erfolgreiche und eindeutige Zuordnung einer
signifikanten ID mit einem SELDI-Peak ermdglicht hatten. Die Elektroelutionen haben den
methodischen Nachteil, dal3 in viel zu groRen Volumina eluiert werden muss und nach
dadurch notwendigen Konzentrations- und Aufreinigungsschritten von den gesuchten
niedrigabundanden Proteinen nichts mehr nachweisbar ist.

Alle verwertbaren Ergebnisse, inklusive signifikanter ID und korrespondierendem SELDI-
Spektrum entstanden deshalb unter Anwendung des unter Abbildung 19 dargestellten
Workflow.

Diese signifikanten Identifikationen sind im Ergebnisteil mit jeweiligem Score, Proteinfunktion

nach Uniprot- Datenbankrecherche Uber http://www.uniprot.org/ und Literaturstellen, die

deren mogliche Beteiligung an der Pathogenese des Glaukoms nahelegen,

zusammengefasst.



4 Ergebnisse

4.1 Kammerwasserfraktionierungen iiber Ym30 und Ym3-Filter

Die fir dutzende Fraktionierungsdurchgange hier exemplarisch dargestellten Resultate der
Versuche mit Molekularsieben verschiedener Cut-offs, ob mit BSA zuvor geblockt oder
ungeblockt, und der Bead- Fraktionierung mit unterschiedlichsten funktionellen Oberflachen,
zeigen die methodischen Beschrankungen dieser Ansatze auf. Bei der Fraktionierung mit
Filtern kam es haufig vor, dass die Zielproteine wahrend der Waschschritte verlorengingen.
Versuchte man dieses Problem mit héherem Probeneinsatz zu umgehen, resultierte das
haufig mit dem raschen Verstopfen der Filtereinsatze. Dies machte stundenlange
Zentrifugationsschritte notwendig. Im Folgenden ist exemplarisch ein Ergebnis einer
Vorfraktionierung mit Microcon-Filtern dargestellt:

Auftragsvolumen: 10 yl Spannung: 200 V
Laufzeit: 30 min Gel: 12% SDS Mes-Puffer
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Abbildung 20: Gellauf einer Kammerwasserfraktionierung nach Fraktionierung iiber
Microcon-Filter

Spur 1: Tube 2, Eluat Spur 2: Tube 1, Eluat

Spur 3: Leer Spur 4: Tube 2, Waschschritt 2
Spur 5: Tube 1, Waschschritt 2 Spur 6: Leer

Spur 7: Tube 2, Waschschritt 1 Spur 8: Tube 1, Waschschritt 1

Spur 9: Leer Spur 10: SeeBlue-Standard



411 Kammerwasserfraktionierungen liber C18 Beads

Bei den Bead-versuchen zeigten sich die limitierten Bindungskapazitaten und das begrenzte
Fraktionierungspotential als nachteilig. Zur groben Vorfraktionierung, wie sie bei
Profilingstudien eingesetzt werden, mdgen sich Beads gut eignen.

Fir die Biomarkersuche, die einen Gellauf einschliet, stoRen Beads auch aus
Kostengriinden schnell an ihre Grenzen.

Gellauf-Bedingungen wie oben.
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Abbildung 21: Gellauf einer Kammerwasserfraktionierung tiber C18-Beads

Da die in einer Gelbande enthaltene Proteinmenge, sowohl flir einen tryptischen Verdau zur
massenpektrometrischen ldentifizierung (ID), als auch fir die Gel-Elution zur Verifizierung
des potentiellen Biomarker-Kandidaten ausreichen musste, war die Biomarkersuche Uber
diesen Weg ein zeitraubendes Glicksspiel.

Die Nutzung dieser Methodik brachte im Rahmen dieser Arbeit zwar einige
vielversprechende Identifikationen, jedoch scheiterte eine erfolgreiche Zuordnung von ID und
SELDI-Peak stets an der Gel-Elution.



4.2 Fraktionierungsversuche mit der Multiaffinitiats (MARS)-Saule

Fir die Fraktionierungsversuche mit der Multiaffinitatssaule wurde Serum eingesetzt.
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Abbildung 22: SELDI-Spektren der von der MARS-Saule eluierten Fraktionen




Es zeigte sich, dass die Bindekapazitat dieser Saule sehr begrenzt ist, was an der
Gegenwart von Serum im Durchfluss zu erkennen ist. Nachteilig ist auBerdem der Gehalt
hoch-abundander Proteine in den Elutionsfraktionen, die gemeinsam mit den niedrig-
abundanden Proteinen von der Saule eluieren (Abbildung 22, Fraktion 5).

Zwar fuhrt die Vorfraktionierung der Serum-Proben mit der MARS-Saule im Vergleich von
Albumin, Transferrin und der Ig-Fraktion zu den niedrig-abundanten Proteine zu einer
partiellen Abtrennung der hoch-abundanden Proteine. Eine vollstdndige Trennung dieser
beiden Fraktionen war jedoch nur méglich, wenn man gleichzeitig auf einen Grofteil der
niedrig-abundanden Proteine verzichtete (Abbildung 22, Fraktionen 3, 4, 6 und 7

(Pfeilmarkierungen im unteren Massenbereich).

4.3 Beispiel einer Elektroelution mit dem ,,Whole Gel Eluter*

Um die Effektivitat des ,Whole Gel Eluter” zu testen, wurden zwei Gele mit einer definierten
Proteinkomposition benétigt, woflr aufeinander folgende Fraktionen einer C18-Tranen-
Auftrennung gepoolt wurden.
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Abbildung 23: SDS-Gel mit gepoolten Tranen-HPLC-Fraktionen. Zu sehen sind zwei

Banden, die Lysozym bei 14 kDa und Lipocalin bei 17 kDa reprasentieren.
Marker: SeeBlue
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Abbildung 24: SDS-Gel mit gepoolten Tranen-HPLC-Fraktionen Marker: SeeBlue

Beide Gele wurden zur Elution jeweils in den ,Whole-Gel-Eluter” eingelegt, um die Proteine
in eine der darunter liegenden Rinnen (hier Spuren) zu blotten. Die Spuren wurden den

jeweiligen zu erwartenden Massenbereichen des Gels zugeordnet.

Gel 1: Spur 1-13 Gel 2: Spur 14-26

4: 62 kDa 16: 98 kDa

5: 38 kDa 17: 62 kDa

6: 28 kDa 18: 38 kDa

7:17 kDa 19: 28 kDa

8: 14 kDa 20: 17 kDa

9: 6 kDa 21: 14 kDa

11: 3 kDa 23: 6kDa

24: 3 kDa

Die Elution erfolgte bei 250 mA (const.) fur 30 Minuten. Die jeweils 2 ml Eluat pro Spur
wurden bei 60 °C auf etwa 500 pl eingeengt und je 2 ul zur massenspektroskopischen
Analyse auf einen CM10-Chip aufgetragen.
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Abbildung 25: Exemplarisches Ergebnis der Eluate mit Polymerkontamination.
Starke Polymersignale stéren die Proteinmessung.

Zu sehen sind im SELDIspektrum des Elektroeluates Polymersignale, die mutmallich durch
eluiertes Polyacrylamid hervorgerufen werden. Um die Elution von diesen Kontaminationen

zu befreien, erfolgte eine Acetonfallung (Merrill and Fleisher 1932).
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Abbildung 26: SELDI-Spektren der Eluat-Fraktionen 6,7 und 8.
Zu erwarten wéren deutliche Signale von Lipocalin und Lysozym. Zu sehen sind jedoch nur
Polymersignale und messtechnisch bedingte Artefakte, sogenannte ,Fokusbeulen®,



Wie das SELDI-Spektrum zeigt, war die Aceton-Fallung zur Abtrennung der Acrylamid-
Kontamination nicht erfolgreich. Zu sehen sind lediglich ,Peaks” im Grundrauschen und eine
,Fokus-Beule* bei 15 kDa, ein Artefakt. Diese Ergebnisse wurden in mehrfachen
Vorversuchen erhalten. Mit Elutionsfraktion 7 wurde anschlief3end eine lonenpaarextraktion
nach Henderson durchgefihrt. Danach wurde im SELDI- Spektrum ein Massepeak bei

17615Da erhalten, der dem von Lipocalin entspricht.
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Abbildung 27: SELDI-Spektrum des Eluates 7 nach der lonenpaarextraktion
Zu sehen ist ein Lipocalin-Peak bei 17615 Da

Der tryptische Verdau eines Aliquots fliihrte nach MALDI-TOF-Analyse zu folgenden
Identifikationen:

Identifikation Molekular- Proteinname
Score Gewicht
158/ 7/ 2 LCN1_HUMAN 19409 Da Lipocalin
98/ 18/ 1 K1C10_HUMAN 59711 Da Keratin, type | cytoskeletal 10
84/5/ 2 LYSC_HUMAN 16982 Da Lysozym
61/5/2 PIP_HUMAN 16847 Da Prolactin-inducible protein
58/13/0 DESM_HUMAN 53560 Da

Desmin

Tabelle 1: Identifikationen aus der Tranenflussigkeit

Den héchsten Score erreichte in Fraktion 7 die Identifikation fiir Lipocalin mit 158 Punkten, 7 Peptiden
und 2 MSMS-Spektren. Daneben fanden sich Keratin, Lysozym, das Actin-bindende Protein Prolactin-
inducible protein und das intermedidre Filamentprotein Desmin.

Wie die positive Identifizierung dieser Proteine zeigt, lassen sich mit der Methode der ,whole
gel elution“ aus dem Proteingel im Prinzip Proteine gewinnen.

Dies gelingt jedoch nur bei intensiv gefarbten Gelbanden und nach aufwendiger
Nachbehandlung (lonenpaarextraktion). Fir die ID von Biomarkerkandidaten, die ja in weit

geringeren Konzentrationen vorliegen, ist diese Methode daher nicht geeignet.



4.4 Identifikation des Platelet basic protein precursor (PBP/CXCL7)

Die zweidimensionale HPLC-Fraktionierung nativer Serum-Proteine (1. Dimension: Agilent
Zorbax SCX, 2. Dimension: Waters BioSuite RPC18) flihrte zur Identifizierung von
PBP/CXCL7. Nach dem SCX-Lauf konnte nach der SELDI-Auswerung in Fraktion 30 eine
Peak-Gruppe bei 9 kDa identifiziert werden, die als potentielle Biomarker-Kandidaten gelten
(Abb. 28).

SELDI-Messung: Je 2 pl Analysat/Spot, gefolgt von 2 x je 1 pl Matrix (20 mg SPA, 750 pl
ACN, 750 pl A. bidest, 15 ul TFA).

Fraktion 30
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Abbildung 28: SELDI-Spektrum der SCX-Fraktion 30 mit Peak-Gruppe bei 9 kDa (Pfeil)

Fraktion 30 wurde fiir eine nachfolgende C18 RP-Auftrennung (2. HPLC-Dimension)
ausgewahlt.

2. Dimension (C18 RP-HPLC): 48 Fraktionen wurden minltlich mit ,Sunchrom-Spotter” in 96
MTP gesammelt (120 pl/Fraktion) und anschlieRend auf etwa 50 pl in der ,Speed-Vac* bei
60 °C aufkonzentriert. Auftragung: Je 2 pl Analysat/Spot, gefolgt von 2 x je 1 pl Matrix (20
mg CHCA, 750 ul ACN, 750 pl A.bidest, 15 pl TFA). In Fraktion 31 wurde das gesuchte

Fragment als prominentes Signal bei ca. 9311 Da gefunden.
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Abbildung 29: SELDI-TOF® Spektrum von Fraktion 31 mit CXCL7-Peak bei 9311 Da

Fraktion 31 wurde nach dem Standard (EMBL)-Protokoll (in gel digestion) verdaut. Je 1 pl
Verdau wurde unter Verwendung einer CHCA-Matrix (20 mg CHCA, 5 ml ACN, 5 ml HPLC-
Wasser, 10 yl TFA) auf einem Anchor-Target prapariert (double-layer) und anschliefend im
MALDI-TOF-TOF gemessen. Der Verdau wurde doppelt gemessen, wobei PBP (CXCL7)



jeweils signifikant identifiziert wurde (siehe Tabelle 2). CXCL7 stimuliert die DNA-Replikation,
Mitose, Glycolyse, intrazellulare cAMP-Akkumulation, Prostaglandin-E2-Sekretion und
Synthese von Hyaluronsaure. Es stimuliert die Sekretion von Plasminogenaktivatoren und ist
ein Bindungspartner von CXCR1 und CXCR2. CXCL7 und dessen Fragmente sind potente
Chemoattraktoren und Aktivatoren fir neutrophile Granulozyten (Schenk, Petersen et al.
2002; Gleissner, von Hundelshausen et al. 2008).

Das Platelet Basic Protein ist somit ein thrombozytares Cytokin aus der Familie der CXC-
Chemokine, dem ein SELDI-Peak bei 9311 Da zugeordnet werden kann (lida, Haisa et al.
1996; Schaffner, King et al. 2004). Da der 9311 Da-Peak in einem Bereich liegt, der als
Glaukom-Biomarker infrage kommen koénnte, lohnt es sich, eine mogliche Rolle der

Thrombozyten beim Glaukom zu untersuchen.

Score Identifikation Molekular- Proteinname
Gewicht
28/1/1 SCYB7_HUMAN 14171 Da Platelet basic protein precursor (PBP)
(CXCL7)
65/3/2 SCYB7_HUMAN 14171 Da Platelet basic protein precursor (PBP)
(CXCL7)

Tabelle 2: Mascot-Resultate der Fraktion 31 (1. Messung; Spot E3).
Dargestellt ist in der oberen Reihe die Identifizierung von CXCL7 anhand eines LIFT-Spektrums mit

einem erzielten MASCOT-Score von 28. In der unteren Reihe resultierte eine Kombination aus drei
PMF-Spektren (Peptide Mass Fingerprint) und zwei LIFT-Spektren in einem MASCQOT-Score von 65.

Score Identifikation Molekular- Proteinname
Gewicht
26/1/1 SCYB7_HUMAN 14171 Da (P02775) Platelet basic protein precursor

(PBP) (CXCL7) SCYB7_HUMAN

58/4/1 SCYB7_HUMAN 14171 Da (P02775) Platelet basic protein precursor
(PBP) (CXCL7) SCYB7_HUMAN

Tabelle 3: Mascot-Resultate der Fraktion 31 (2. Messung; Spot E4).

Dargestellt ist in der oberen Reihe die Identifizierung von CXCL7 anhand eines LIFT-Spektrums mit
einem erzielten MASCOT-Score von 26. In der unteren Reihe resultierte eine Kombination aus vier
PMF-Spektren (Peptide Mass Fingerprint) und einem LIFT-Spektrum in einem MASCQOT-Score von 58
( Abschnitt auch Abschnitt 3.2.13: Prinzip des MALDI-TOF).

PBP konnte in der MALDI-Messung auf zwei benachbarten Spots durch PMF und der

Generierung von LIFT-Spektren mehrfach signifikant identifiziert werden.



4.5 PDGF-Anreicherung aus dem Serum mit Protein-G Beads

2 x 20 pl Protein G-Beads wurden nach Protokoll mit a-PDGF-Antikérpern gekoppelt und mit
DMP gecrosslinkt, wobei benutzte PDGF-Beads wiederverwendet werden kénnen. Die
Beads wurden jeweils Uber Tag oder UN mit Serum inkubiert und PDGF-Fragmente mit
jeweils 20 ul Citrat-Puffer (pH3) eluiert. Es wurden jeweils 6 Kopplungs/Elutionszyklen
durchgeflihrt. Die daraus resultierenden 360 pl Eluat wurden auf ca. 20 ul eingeengt, im
SELDI auf CM 10 Chips (Elution-Protokoll) gemessen und auf ein 12%-SDS-Gel geladen
(Abbildung 30). Die Banden mit den in Frage kommenden Massenbereichen wurden
ausgeschnitten und wie oben beschrieben fir die SELDI-Analyse vorbereitet.
Auftragsvolumen: 20 pl, Gel: 12 % SDS Mes-Puffer, Spannung: 200 V, Laufzeit: 30 min.
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Abbildung 30: Gel mit stark aufkonzentrierten PDGF-Eluaten

Das Gel ist leicht (iberladen, um auch die schwach konzentrierten Fragmente eluieren und
identifizieren zu kénnen. Der fiir das PDGF zu erwartende MW-Bereich ist markiert.

Spur 1: SeeBlue-Standard Spur 2: leer
Spur 3: leer Spur 4: Leer
Spur 5: PDGF-Eluat Spur 6: PDGF-Eluat
Spur 7: leer Spur 8: leer

Spur 9: leer Spur 10: SeeBlue-Standard



4.5.1 Identifikation von CXCL4

Die Bead-basierte Suche nach weiteren Vertretern der PDGF-Familie flhrte zur
Identifizierung von CXCL4 (PF4). Die Masse von CXCL4 betragt 11123 Dalton. Es wurde mit
einem Mascot-Score von 64, zwei Ubereinstimmenden Peptidsequenzen und einem Lift-

Spektrum identifiziert.
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Abbildung 31: Mascot-ldentifizierung fiir CXCL4.

Das durch MALDI-Analyse identifizierte Peptidfragment ist grau unterlegt (gelbe Markierung).Die
obenstehenden roten Felder stehen dabei fiir N-terminale b-lonen, untenstehende Felder fir C-
terminale y-lonen. Unter Intensity Coverage (griine Markierung) versteht man das Verhéltnis der
aufsummierten Intensitaten der Peaks, die zu der ID flihren, zu den aufsummierten Intensitéten aller
gemessener Peaks. Die Sequence Coverage MS (blaue Markierung) ist ein MaR3 fiir die durch MS-
Spektren erreichte Sequenzabdeckung, wobei die Sequence Coverage MSMS (orange Markierung)
die entsprechende Abdeckung durch die generierten Lift-Spektren wiedergibt. Der isoelektrische
Punkt des identifizierten Proteins ist durch pl (lila Markierung) angegeben, das Molekulargewicht in
kDa (graue Markierung).

Samtliche nachfolgenden signifikanten Proteinidentifikationen werden, soweit verfugbar, in

der geschilderten Weise dokumentiert.

CXCL4 konnte einem SELDI-Peak 7794Da zugeordnet werden und kommt somit fir einen
Glaukom-Biomarker-Kandidaten, der bei 7775Da liegt infrage (Abbildung 32). Der zur
Familie der CXC-Chemokine gehdérende CXCL4 wird wahrend der Thrombozytenaggregation
freigesetzt und neutralisiert dabei den antikoagulierenden Effekt von Heparin. Es wirkt positiv
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und Monozyten (Schenk, Petersen et al. 2002;

Gleissner, von Hundelshausen et al. 2008; Mueller, Meiser et al. 2008).
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Abbildung 32: SELDI-Spektrum mit CXCL4-Peak bei 7795 Da




4.5.2 Identifikation von Complementfaktor C1q

Neben PDGF-Derivaten konnte der Complementfaktor C1g mit einer Masse von 26670Da
mit einem Score von 98, sechs zugeordneten Peptidsequenzen und drei Lift-Spektren
identifiziert werden (Abbildung 33). C1q ist die erste Komponente des klassischen Wegs, der
Antikorper-vermittelt oder durch direkte Bindung an der Oberflache eines Pathogens die

Komplementaktivierung einleitet (Sato, Van Dixhoorn et al. 1997; Kishore, Gaboriaud et al.
2004).
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Abbildung 33: Mascot-ldentifizierung fiir C1q

Im SELDI Spektrum fand sich C1q mit einem Peak bei 19828 Da wieder (Abbildung 34)
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Abbildung 34: SELDI-Spektrum mit C1q-Peak bei 19828 Da




4.5.3 Identifikation von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase
(TPTE2/TPIP)

TPTE2 ist ein Tumorsuppressorhomolog mit einer Masse von 61457 Da (Abbildung 35) und
stellt ein PTEN-Homolog mit vergleichbarer katalytischer Aktivitat dar (Maehama and Dixon
1998; Simpson and Parsons 2001; Walker, Downes et al. 2001; Leslie and Downes 2002;
Rhee, Kang et al. 2005).
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Intensity coverage: 161 % (9177 crts]  Sequence coverage MS: 111%  Sequence coverage M5/MS 1M.1% pl: 98 M (kD a): E1.5
10 20 30 40 50 &0 7o S0 a0 100
MNESPOTNEF EGTTEEAPLK ESPHTSEFEG AALWSPISES MLERELSKFEV EDAENVASYD SKEIEKIVHSI V3SFAFGIFG VFLVLLDVTL LLADLIFTDS
. |
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
ELYIPLEYRS ISLAIGLFFL MDVLLEVFVE GROQYFSDLF NILDTAIIVI PLLVDVIYIF FDIELLENIP RUWTHLVELLE LIILIRIFHL LHQERQLEEL
210 220 230 240 250 Z60 270 250 290 300
MERLV3ENER RYTRDGFDLD LTYVTERIIL M3FP33GROS FYRNPIEEVY RFLDEKHENH YRVYNLCSER AYDPEHFHMNE VSRIMIDDHN VPTLHEMWVF
310 320 330 340 350 ey 370 380 3390 200
TEEVHNEWMAQ DLENIVAIHC KGGEGRTGTM VCALLIAZEI FLTAEESLYY FGRRRETNETH £ FOGVETP SONRYVGYFL OQVEHLYNWNL FPPRERILFIKR
= ] =
410 420 430 440 450 460 470 450 430 S0a

FIITSIRGDY CDLEWOVWME EKEWVVFS3TSL GNCSILHDIE TDEVLINVYD GPPLYDDWVEY QFF33NLPEY YDNCPFFFWF NTSFIQNNEL CLPENELDNF

510 520 530
HEQEALWEIYTPF PEFAVEILFG EK

Abbildung 35: Mascot-ldentifizierung fiir TPTE2.

Die gelb unterlegten Sequenzmotive (Markierung) stellen (N-linked)- Glycosylation-Sites dar die eine
wichtige Funktion bei der Proteinfaltung erfiillen.

Im SELDI-Spektrum des Gel-Eluates wird TPTE2 durch einen Peak bei 23578 Da
reprasentiert (Abbildung 36).
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Abbildung 36: SELDI-Spektrum mit TPTE2-Peak bei 23578 Da



4.5.4 Identifikation von Serum-Albumin

Das Transportprotein Albumin ist neben dem Transport wasserunldslicher Substanzen vor

allem fir die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks verantwortlich (Abbildung 37)

(Anderson and Anderson 2002).

Proteir:
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Abbildung 37: Mascot-ldentifizierung fiir Albumin

Im dazugehdrigen SELDI-Spektrum findet sich Albumin mit einem Peak bei 67 KDa wieder

(Abbildung 38).
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Abbildung 38:
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SELDI-Spektrum mit Albumin-Peak bei 67748 Da




4.5.5 Identifikation von Transferrin

Transferrin ist das fir den Eisentransport verantwortliche Glycoprotein (Abbildung 39)
(LeVine, Lynch et al. 1999).

Pratein:

Serotransferin precursor [Transferin] [Siderophilin] [Beta-1-metal-binding globulin] - Homo sapiens [Human] TRFE_HUMARN

Peak threshold:
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Abbildung 39: Mascot-ldentifizierung fir Transferrin

Das Geleluat der Transferrin-Bande korrespondiert im SELDI-Spektrum mit mehreren Peaks:

Einem bei 80 kDa und einem zweiten bei 9824 Da (Abbildung 40).
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Abbildung 40: SELDI-Spektrum mit Transferrin-Peaks bei 80 kDa und 9800 Da




4.5.6 Identifikation von TRAF2 and NCK-interacting protein kinase (TNIK)

Die Traf2 and NCK-interacting protein kinase (TNIK) ist eine durch zellularen Stress
induzierbare Serin/Threoninkinase, die am Abbau des Aktin-Zytoskeletts beteiligt ist (Aizawa,
Nakano et al. 1997; Fu, Shen et al. 1999; Shen, Lin et al. 2004; Yamaguchi, Miyashita et al.
2009) (Abbildung 41).

Protein: TR&F2 and MCK-interacting pratein kinase [EC 2.7.11.1] - Homo zapiens [Human] THIK_HUMAN Peak threshald: oo
Intensity coverags: 16.5 % [146650 cnts]  Sequence coverage MS: 94% Sequence coverage MS/MS: 0= pl: E7 M (kD) 155.4
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Abbildung 41: Mascot-ldentifizierung fur Transferrin TNIK

Aufgrund der groflen Masse ist TNIK als komplettes Protein nicht mit einem Peak bei
155kDa im SELDI-Spektrum vertreten. Dies Ubersteigt sowohl die Kapazitaten der Gel-
Elutionslésung als auch die Sensitivitdt des SELDI-TOF®. Zu sehen ist aber ein Fragment
bei 4183Da, welches bei allen TNIK-Identifikationen aufgetreten ist (Abbildung 44 und 45).
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Abbildungen 42 und 43: SELDI-Spektren mit TNIK-Peaks bei 4186 und 4183 Da.



4.5.7 Identifikation von Transthyretin (Prealbumin, TTHY)
Transthyretin (TTHY) bindet Thyroidhormon und ist moglicherweise am Thyroxintransport

vom Blutkreislauf ins zentrale Nervensystem (ZNS) beteiligt (Fleming, Saraiva et al. 2007;
Hou, Aguilar et al. 2007)(Abbildung 44).

Protein: Transthyretin precurzor [Prealbumin] [TBPA] [TTR] [ATTR] - Homo sapiens (Human] TTHY_HUMAMN Peak threzhold: 0o
Intensity coverage: 85X [46773cnts]  Sequence coverage MS: 430%  Sequence coverage MS/MS: /5 pl: 54 i (kDa): 160
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Abbildung 44: Mascot-ldentifizierung fur Transthyretin
Im SELDI-Spektrum wird Transthyretin durch einen Peak bei 13986 Da reprasentiert

(Abbildung 45). Ein im Rahmen von Profilingstudien erhaltener Biomarkerkandidat bei

13999 Da lasst diese ID als besonders vielversprechend erscheinen.
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Abbildung 45: SELDI-Spektrum mit Transthyretin-Peak bei 13986 Da

In Tabelle 4 sind alle Identifikationen, die unter Einsatz der a-PDGF-Beads erzielt wurden

zusammengefasst.

Molekular- Peaks E'Orzadrkter- .
Identifizierung gewicht (Da) (D3) andida core

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase
Platelet factor 4 precursor (PF-4) (CXCL4)

Platelet basic protein precursor (PBP) (CXCL7)

Serum albumin precursor

Serotransferrin precursor (Transferrin) (Siderophilin)
TRAF2 and NCK-interacting protein kinase
Transthyretin precursor (Prealbumin) (TBPA) (TTR)

Tabelle 4: Uber a-PDGF-Beads erzielte Identifikationen aus dem Serum

Complement C1q subcomponent subunit B precursor




Da es sich bei den eingesetzten a-PDGF-Antikdrpern um die gesamte |gG-Fraktion der mit

einer humanen PDGF-Fraktion immunisierten Ziege handelt, sieht das Ergebnis der

Elutionsversuche entsprechend heterogen aus (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Schematische Ubersicht der liber ein praparatives Gel aufgetrennten PDGF-

Eluate. Dargestellt sind die SELDI-Spektren der Protein-Elution aus den ausgeschnittenen Banden und die
durch tryptischen Verdau der korrespondierenden Gelstlicke erzielten Identifikationen.



4.6 Proteinidentifikationen aus dem Serum liber die 2-D-HPLC

Die folgenden Identifikationen wurden aus dem Serum unter Verwendung einer
zweidimensionalen HPLC-Fraktionierung gewonnen. Wie bereits im Methodenteil
beschrieben, wurden hierzu die Serumproben zunéachst lber eine Size-Exclusion-Saule (Bio-
Sil 250-5) nach Grole prafraktioniert, da die hochabundanten Proteine im Massenbereich
Uber 30 kDa und die niedrigabundanten Biomarkerkandidaten im Massenbereich < 20 kDa
zu finden sind. Samtliche Fraktionen wurden im SELDI-TOF® analysiert und bei
Anwesenheit vielversprechender Peak-Gruppen ohne Albumin-Peak der zweiten HPLC-
Dimension, der BioSuite RPC18 zugefihrt.

Dieser Auftrennung folgte wieder die massenspektroskopische Analyse und Gellauf der
Fraktionen mit Biomarkerkandidaten, gefolgt vom Ausschneiden von 30 Gelstlicken/Spur,
Teilung der Gelstliicke in Elutions-und Verdauportionen und schlief3lich Identifikation und
Zuordnung von ID und SELDI-Peak.

4.6.1 Identifikation von ADP-ribosylation factor-like protein 15 (ARL15)
ADP-ribosylation factor-like protein 15 gehoért zur Familie der G-Proteine. ARL15, eine
GTPase, die Uber Tubulin-spezifische Chaperone an dessen Faltung beteiligt ist, erfillt eine
Funktion als Tumorsuppressor und Ausléser der Mitochondrien-abhangigen intrinsischen
Apoptose (Bhamidipati, Lewis et al. 2000; Bhamidipati, Lewis et al. 2000; Nakazawa, Kamijo
et al. 2003; Uren, Kool et al. 2008)(Abbildung 47).

Pratein: MDP-ribosyIation factor-like pratein 15 - Homa zapiens [Human] ARL1S_HUMAN Peak threzhold: 0o
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Abbildung 47: Mascot-Resultat fiir ARL15

Im SELDI-Spektrum wird ARL15 durch eine Peak bei 7115 Da reprasentiert (Abbildung 48).

7500 10000 12500 15000

0.3 7115.1+H

[JochenHighLowEIution—B,2J

7500 10000 12500 15000

Abbildung 48: SELDI-Spektrum mit ARL15-Peak bei 7115 Da



4.6.2 Identifikation von Apolipoprotein M (ApoM)

Apolipoprotein M gehért zur Familie der Lipocaline und wird ausschliellich in der Leber und
in den Nieren synthetisiert. Die Expression von ApoM ist durch Platelet Activating Factor
(Paffenholz, Kuhn et al.), TNF-a und IL-1 induzierbar. Es ist Bestandteil der High-density-
Lipoprotein- (HDL) Partikel im Plasma und offenbar an der Koordination des Kortison-

Stoffwechsels beteiligt (Xu, Zhang et al. 2002; Wolfrum, Poy et al. 2005; Sevvana, Ahnstrém
et al. 2009) (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Mascot-ldentifizierung von Apolipoprotein M

Im SELDI-Spektrum findet sich Apolipoprotein M mit einem Peak bei 15142 Da wieder
(Abbildung 50).
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Abbildung 50: SELDI-Spektren mit ApoM-Peak bei 15142 Da

Zu sehen sind zwei Spektren, die zu jeweils hochsignifikanten ApoM-Identifikationen zugeordnet
werden kbnnen.

Ein Biomarker-Kandidat bei 15151 Da liegt in direkter Nahe (Abbildung 50, Pfeil).



4.6.3 Identifikation von Fizzy-related protein homolog (FZR)

Fizzy-related protein (Synonym: CDCZ20-like protein 1, Cdh1/Hct1 homolog) ist an der
Steuerung des Zellzyklus beteiligt, indem es die Aktivitat der Ubiquitin-Ligase-Aktivitat des
Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (APC/C) reguliert. Der APC/C-Cdh1-Komplex ist
wahrend der Anaphase und der Telophase aktiv und beseitigt bis zur nachsten Synthese-
Phase Substrate des vorangegangenen Zyklus. Stérungen des APC flhren zu
Beeintrachtigungen der Zellzyklus-Progression, sowie zur Aggregation von an der Zellzyklus-
Steuerung beteiligter Proteine und letztendlich zum Untergang der entsprechenden Zelle
(Fang, Yu et al. 1998; Wang, Fisk et al. 2000; Pimentel and Venkatesh 2005; Maestre 2008;
Buchakjian 2010). (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Mascot-ldentifikation von Fizzy-related protein homolog

Das Fizzy-related protein homolog wird im SELDI-Spektrum durch einen Peak bei 3359 Da
repréasentiert (Abbildung 52).

5000 7500 10000 12500

3359.2+H

{JochenHighLowEIution—F,ZJ

11425.5+H
TIPS I

5000 7500 10000 12500

Abbildung 52: SELDI-Spektrum mit FZR-Peak bei 3359 Da



4.6.4 Identifikation von H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3 (NOLA3)

NOLAZ3 ist im Nukleus lokalisiert und an der Synthese von Ribosomen, sowie als Bestandteil
des H/ACA small nucleolar ribonucleoprotein (H/ACA snoRNP) complex an der Erhaltung
der Telomeren beteiligt (Mitchell, Cheng et al. 1999; Wang and Meier 2004; Meier 2005; Fu
and Collins 2007; Venteicher, Abreu et al. 2009).

Da sich in diesem Fall die Zuordnung der ID zum korrespondierenden SELDI-Peak als sehr
schwierig erwies, sind im Folgenden alle signifikanten ldentifikationen mit SELDI-Spetrum
aufgefihrt. Es wurden dabei stets die gleichen Peptidfragmente zugeordnet, wobei sich
jedoch die Intensity Coverage in einem niedrigen Bereich zwischen 2,0 und 5,1% bewegt
(Abbildung 53-58).
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Abbildung 53: Mascot-Resultat fiir NOLA3
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Abbildung 54: SELDI-Spektrum mit NOLA3-Peak bei 7419 Da

Protein: |H.-"ACA ribonucleoprotein complex subunit 3 - Homo sapiens [Human] NOLA3 HUMAMN Peak threshold: 0.0
Intensity coverage: 2.0 % [3285 cnts] Sequence coverage MS5: B0.9%  Sequence coverage M3/MS: | D9 % pl: [ 105 M (kD a]: 7.8
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Abbildung 55: Mascot-Resultat fiir NOLA3
Sequence coverage: 60,9%; Intensity coverage: 2,0%
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Abbildung 56: SELDI-Spektrum mit NOLA3-Peak bei 7114 Da



Pratein: |H LA ribonucleoprotein complex subunit 3 - Homa sapiens [Human] HOLAZ HURAN Peak threshold: 0.0
Intensity coverage: 5.1 % (5803 cnits] Sequence coverage MS5: B0.9%  Sequence coverage MS/MS: | B0.9% p: [ 105 M [kDa): 7.8
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Abbildung 57: Mascot-Resultat fiir NOLA3

Sequence coverage: 60,9%. Im Vergleich zu den zwei weiteren NOLAS3- Identifikationen mit der
gréten Intensity coverage von 5,1%.
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Abbildung 58: SELDI-Spektrum mit NOLA3-Peak bei 7738 Da (Pfeil)
Ein Biomarker-Kandidat bei 7775 Da liegt in direkter Néhe (Abbildung 58, Pfeil).

4.6.5 Identifikation von Intraflagellar transport 74 homolog (IFT74)

Das Intraflagellar transport 74 homolog ist ein Protein, dass am intrazellularen
Vesikeltransport beteiligt ist und ein Molekulargewicht von 69,3 kDa aufweist. Im ZNS ist es
als Komponente des intraflagellaren Transportsystems verantwortlich fir den Transport
neuronaler Komponenten vom Perikaryon in und entlang der Dendriten und Auslaufer der
Nervenzellen (Goldstein and Philp, 1999; Momeni et al., 2006)(Abbildung 59).

Frotein: ||ntraf|agellar tranzport 74 homolog - Homo sapiens (Human] [FT74 HURAN Peak threzhold: 0o
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Abbildung 59: Mascot-Resultat fiir IFT74

IFT74 wird im SELDI-Spektrum durch Peaks bei 7581 und 8483 (8425) Da reprasentiert
(Abbildungen 60 und 61).
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Abbildung 60: SELDI-Spektrum mit IFT74-Peaks bei 7581 und 8483 Da
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Abbildung 61: SELDI-Spektrum mit IFT74-Peak bei 8425 Da.

Die Differenz zum IFT74-Signal in Abb. 60 begriindet sich durch Messtoleranzen und den recht
niedrigen Signal-Rausch-Abstand.

4.6.6 Identifikation von Neuromedin-B receptor (NMBR)

Der Neuromedin-B-Rezeptor (NMBR) gehért zur Familie der G-Protein gekoppelten
Bombesin-Rezeptoren und ist mit 7 Transmembraneinheiten in der Zielzelle verankert,
welche im ZNS und im Gastrointestinaltrakt zu finden sind (Krane, Naylor et al. 1988). Die
Bindung von Neuromedin, welches gemeinsam mit Bombesin zur Familie der Neuropeptide
gehort, steuert neuronale sekretorische Vorgadnge und nimmt Einflu auf die Kontraktilitat
glatter Muskulatur, Blutdruck, Koérpertemperatur und Zellteilung (Ohki-Hamazaki 2000;
Jensen, Battey et al. 2007). NMBR mit einem Molekulargewicht von 44 kDa konnte mit
einem Mascot-Score von 32, drei Peptidzuordnungen und drei Lift-Spektren identifiziert
werden. Da auch in diesem Fall die Zuordnung der ID zu den korrespondierenden SELDI-
Peaks eine Herausforderung war, sind im Folgenden alle signifikanten Identifikationen mit
SELDI-Spektrum aufgefiihrt. Es wurden zweimal die gleichen Peptidfragmente zugeordnet,
wobei sich jedoch die Intensity Coverage zwischen 4,5 und 5,1 % bewegt. Die Protein-
Messungen im SELDI-TOF® ergaben flir NMBR jeweils Signale bei 5808 und 9276 Da
(Abbildungen 62-65).



Proteir: [NeuromedinB receptar - Homo sapiens (Human) NMBR_HUMAN Peak threshold: 0.0
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Abbildung 62: Mascot-Resultat fiir die NMBR-Identifikation
Die Intensity coverage betrégt fiir diese NMBR-Identifikation 5,1 %
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Abbildung 63: SELDI-Spektrum mit NMBR-Peaks bei 5808 und 9276 Da

Protein: |Neuromedin-B receptor - Homo sapiens [Human] MMBR_HUMAN Peak threzhold: 0o
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Abbildung 64: Mascot-Resultat fiir die NMBR-Identifikation
Intensity coverage von 4,5 %
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Abbildung 65: SELDI-Spektrum mit NMBR-Peaks bei 5809 und 9275 Da



4.6.7 Identifikation von Rabenosyn-5 (RBNS5)

Rabenosyn-5 ist als Effektorprotein beteiligt an der Membranfusion wahrend der Endozytose,
am Recycling und der Fusion von Endosomen und deren Motilitdt. RBNS5 ist Bestandteil der
Prozessierung von Cathepsin D und Transferrin und bindet Vesikel mit Phosphatidylinositol
3-Phosphat (PI-3) (Nielsen, Severin et al. 1999; Nielsen, Christoforidis et al. 2000;
Schnatwinkel, Christoforidis et al. 2004; Eathiraj, Pan et al. 2005; Eathiraj, Pan et al. 2005;
Shin, Hayashi et al. 2005). Im Folgenden sind die signifikanten Identifikationen mit SELDI-
Spetrum aufgefihrt, in denen Ubereinstimmend ein Peak bei 5810 Da zu verzeichnen ist
(Abbildung 66 bis 69).
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Abbildung 66: Mascot-ID fir RBNS5 (a)
Sequence coverage:13,5%
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Abbildung 67: SELDI-Spektrum mit Rabenosyn-5-Peak bei 5810 Da



Pratein: |F|abenosyn-5 - Homa zapiens [Human] REMSS HURMAN Peak threshold: oo

Intensity coverage: 1.6 % (52314 ents]  Sequence coverage MS: 106%  Sequence coverage MS/MS: | 7.9% pl: [ 52 M (kD a): 89.6
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Abbildung 68: Mascot-ID fiir RBNS5 (b)
Sequence coverage:10,6%
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Abbildung 69: SELDI-Spektrum mit Rabenosyn-5-Peak bei 5822 Da

4.6.8 Identifikation von Small ubiquitin-related modifier 3 (SUMO3)

Die ,Small Ubiquitin-like Modifier* SUMO stellen eine Familie kleiner Proteine mit 101
Aminosauren dar, die Uber die e-Aminogruppe der Lysin-Seitenketten kovalent an ihr
Substrat binden und damit Einfluld auf Funktion, Transkription, Replikation, DNA-Reparatur,
intrazellularen Transport und Kommunikation nehmen (Haverkamp, Grinert et al. 2000; Hay
2005; Bossis and Melchior 2006; Scheschonka, Tang et al. 2007). Im Folgenden sind die
signifikanten Identifikationen von SUMO3 (a und b) mit SELDI-Spektrum, inklusive
charakteristischer Peaks bei 9290 Da, aufgefihrt (Abbildungen 70-73).

Protein: |Sma|| ubiguitin-related modifier 3 precurzor - Homo gapiens (Human] SUMO3_HUMAN Peak threzhald: ,T
Intensity coverage: 5.3 % [8051 entz] Sequence coverage M3 243%  Sequence coverage MS/MS: | 243% pl: | 52 M [kDa): ny
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Abbildung 70: Mascot-ID fir SUMO3 (a)
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Abbildung 71: SELDI-Spektrum mit SUMO-3-Peak bei 9294 Da

Prateir: |Sma|| ubiquitin-related modifier 3 precursor - Homo zapiens [Human] SUMO3 HUMAN Peak. threshold: 0.0
Intensity coverage: 4.9 % [19636 cnts) Sequence coverage MS: 243%  Sequence coverage MS/MS: | 243% p: | 52 M (kDa): 1.7
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Abbildung 72: Mascot-ID fiir SUMO3 (b)

5000 7500 10000 12500 15000

4193.0+ 5494.8+H 9286.4+H

7721.6+H

7120.4+H

(JochenHighLowElution-D, 2]

14844 .6+H

5000 7500 10000 12500 15000

Abbildung 73: SELDI-Spektrum mit SUMO-3-Peak bei 9286 Da

4.6.9 Identifikation von Telomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1 /TRF2-
interacting telomeric protein Rap1 (TE2IP)

TE2IP ist eine Komponente des Shelterin-Komplexes (Telosom), der fir die
Langenregulation und den Schutz der Telomeren verantwortlich ist (de Lange 2005; Zhang,
Dilley et al. 2007; Sarthy, Bae et al. 2009). Nachfolgend sind die drei Identifizierungen von
TE2IP mit den dazugehdrigen SELDI-Spektren und dem korrespondierenden Peak bei 3358
Da zu sehen (Pfeilmarkierung). Da auch hier, wie im Fall der SUMO3-Identifizierungen,
mehrere Peaks im SELDI-Spektrum zu sehen sind, gelangt man durch dreifache

Identifizierung (Garcia-Castineiras, Andino Moreno et al.) zu einer eindeutigen Zuordnung.

Fratein: |Te|0meric repeat-binding factar 2-interacting protein 1 - Homa sapiens [Human] TE2IP_HUMaN Peak threshald: oo
Intensity coverage: 55 % (24845 cnts]  Sequence coverage MS: 19.0%  Sequence coverage MS/MS: | 19.0% pl: [ 45 M (kD a): 44.4
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Abbildung 74: Mascot-ID fur TE2IP (a)
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Abbildung 75: SELDI-Spektrum mit TE2IP-Peak bei 3358 Da

Pratein: |T elomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1 - Homo zapiens [Human] TEZIP_HURMAM Peak threshaold: oo
Intensity coverage: 3.4 % [18860 cnts] Sequence coverage MS: 153%  Sequence coverage MS/MS: | 15.3% p: | 45 A (kD a): 44.4
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Abbildung 76: Mascot-ID fiir TE2IP (b)
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Abbildung 77: SELDI-Spektrum mit TE2IP-Peak bei 3358 Da

Fratein: |Telomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1 - Homo sapiens [Human] TEZ2IP_HURMAM Peak threzhold: 0o
Intensity coverage: 5.3 % [21631 cnts) Sequence coverage M5: 19.0%  Sequence coverage M3/MS: | 19.0% p: | 45 M (kD a): 44.4
i0 20 30 40 50 60 70 50 =]n]
MAEAMDLGED PNGPTH3STL FVRDDGSSMI FYWRPSIPAEER EBLSTLILHGG GTVCEWQEPG AVLLAQPGEA LAEASGDFIS ToOVYILDCVER
|
100 110 120 130 140 150 160 170 1580
NERLELEAYR LGPASRADTS SEAKPGALALE GRAEPEPOEH AGRIAFTDAD DWVAILTYWEE NARIP3ISVTG MNALWEAMEES SLTQHIWOSL
= = | = = = ]
150 =00 210 =20 230 =40 250 =60 270
EDRYLEHLRG QEHEYLLGDA PWIP3I3QKLE EREAEEDPEALL DSGEPQNERT PDLPEEEYVE EEIQENEEAY EKEMLVEALATRE FEEVVVDESP
| ——
280 290 300 310 320 330 340 350 360
PDFEIHITHMC DDDPPTPEED SETOQPDEEEE EEEEEW3IQPE  VGAAIEIIRQ LMEEFNLDLS TVTQAFLENS GELEAT3AFL ASGQRADGYP

370 380 380 400

IWSRQDDIDL QEDDEDTREEA LVEEFGAQNY ARRIEFREE

Abbildung 78: Mascot-ID fiir TE2IP (c)
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Abbildung 79: SELDI-Spektrum mit TE2IP-Peak bei 3359 Da




4.6.10 Identifikation von Toll-like receptor 7 (TLR7)

TLRY7 ist als Teil der ,Toll-like“-Rezeptorfamilie an der mikrobiellen Pathogenerkennung

durch Makrophagen, dendritische Zellen (Chapple, Grayson et al.), Mastzellen, Eosinophile,

Neutrophile und sogenannte ,natural-killer-cells, NK-Zellen mittels der sofortigen Aktivierung

angeborener immunologischer Abwehrmechanismen beteiligt.

Durch die gleichzeitige

Aktivierung von NF-kB und der gesteigerten Expression der Cytokine II-13, 1I-6 und von

Chemokin II-8 und der costimulatorischen Proteine CD80 und CD86 sorgen TLR aulerdem

fur eine zielgerichtete Steuerung der adaptiven Immunitat (Fearon and Locksley 1996;

Janeway and Medzhitov 2002). Die drei gelungenen signifikanten ldentifikationen weisen im
dazugehorigen SELDI-Spektrum jeweils einen Peak bei 9280 Da auf (Abbildungen 80-85).
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Abbildung 80: Mascot-ldentifikation von TLR7 (a) Erzielt wurde eine Sequence coverage von
14,3% mit 14 bereinstimmenden Peptidsequenzen
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Abbildung 81: SELDI-Spektrum mit TLR7-Peak bei 9275 Da
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Abbildung 82: Mascot-ldentifikation von TLR7 (b) Erzielt wurde eine Sequence coverage
von 16,0% mit 13 iibereinstimmenden Peptidsequenzen
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Abbildung 83: SELDI-Spektrum mit TLR7-Peak bei 9286 Da
Protein: |TD||'|ikB receptor 7 precursor - Homo sapiens [Human) TLR7_HLU AR Peak threshold: 0.0
Intensity coverage: 10.9 % 135176 cnts]  Seguence coverage hS: 156 2% Sequence coverage MS/AMS: | 1.0% p: | 94 b (kD a): 122.4
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Abbildung 84: Mascot-ldentifikation von TLR7 (c)
Erzielt wurde eine Sequence coverage von 16,5% mit 14 (ibereinstimmenden Peptidsequenzen
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Abbildung 85: SELDI-Spektrum mit TLR7-Peak bei 9276 Da

4.6.11 Identifikation von Twinfilin-2 (TWF2)

Twinfilin-2 ist ein Aktin-bindendes Protein, dass Uber das Zytoskelett an der Zellmotilitat und
an morphologischen Prozessen beteiligt ist. TWF2 spielt vermutlich eine wichtige Rolle bei
der Clathrin-vermittelten Endozytose und der Disposition endozytotischer Organellen
(Vartiainen, Sarkkinen et al. 2003; Nevalainen, Skwarek-Maruszewska et al. 2009).

Im SELDI-Spektrum korrespondiert Twinfilin-2 mit einem prominenten Peak bei 4337Da
(Abbildung 86 und 87).

Pratein: |Twinfi|in-2 - Homa sapiens [Human] TwF2_HUMAN Peak threshold: 0.0
Intensity coverage: 225% (150743 cnts]  Sequence coverage MS: 183%  Sequence coverage MS/MS: | 7.2% pl: | B4 M kD a: 338
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Abbildung 86: Mascot-ldentifikation von Twinfilin 2
Sequence coverage: 18,3 %
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Abbildung 87: SELDI-Spektrum mit TWF2-Peak bei 4337 Da




In Tabelle 5 sind Identifikationen, die unter Einsatz der 2-D-HPLC aus dem Serum erzielt

wurden zusammengefasst.

Molekular-
Identifizierung gewicht

(Da)

Biomarker-
Kand. (Da)

ADP-ribosylation factor-like protein 15

Apolipoprotein M

Fizzy-related protein homolog

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3
Intraflagellar transport 74 homolog

Neuromedin-B receptor

Rabenosyn-5

Small ubiquitin-related modifier 3 precursor

Telomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1
Toll-like receptor 7 precursor

Twinfilin-2

Tabelle 5: Uber 2-D-HPLC erzielte Identifikationen aus dem Serum. Vermerkt sind maximal
erzielter Score , sowie mdgliche Korrelationen mit Glaukom-Biomarker-Kandidaten anhand der
libereinstimmenden Masse.

4.7 Proteinidentifikationen aus der Tranenfliissigkeit liber die C18-HPLC und

anschlieBendem praparativem Gellauf

Fraktion 50 51 52 53 78 79 80 9
188 kDa
e A e —

98 kDa 1
62 kDa "
49 kDa L

e .

= e

38 kDa
28 kDa
17 kDa

14 kDa |

I

6 kDa
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Abbildung 88: Beispiel eines praparativen Gels mit Fraktionen einer C18-Tranen-
Auftrennung. In diesem Fall wurden in finf Spuren im hier interessierenden
Molekulargewichtsbereich bis etwa 20 kDa je 10 Gelstreifen ausgeschnitten und der Gelelution sowie
dem tryptischen Verdau zugefiihrt.



4.7.1 Identifikation von Antigen Ki-67 (Ki67)

Ki-67 ist wahrend der G1-Phase vorwiegend in perinukleolaren Regionen, in spateren
Phasen in der nukleolaren Matrix, wahrend der Mitose an allen Chromosomen detektierbar.
In der GO-Phase ist Ki-67 in der Zelle nicht nachweisbar und wird deshalb traditionell als
histologisches Marker-Protein fur proliferierende Gewebe eingesetzt (Scholzen and Gerdes
2000). In Sehnervenkopfen glaukomatéser Augen ist die Expression von Ki-67 signifikant
erhoht (Johnson, Jia et al. 2007). Die Ursache hierfiir kbnnte darin begriindet liegen, dass
auch proliferierende Astrozyten Ki-67 exprimieren (Voskuhl, Peterson et al. 2009). Die
Abbildungen 89 und 90 zeigen die SELDI-Spektren der beiden ldentifikationen mit einem

korrespondierenden Signal bei 5816 Da.
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Abbildung 89: SELDI-Spektrum mit Ki-67-Peak bei 5816 Da
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Abbildung 90: SELDI-Spektrum mit Ki-67-Peak bei 5817 Da

4.7.2 Identifikation von Armadillo repeat-containing X-linked protein 1 (ARMX1)

Das Armadillo repeat-containing X-linked protein 1 (ARMX1) gehort zur Familie der Catenine
wird in hohen Konzentrationen in Ovar, Herz Hoden, Prostata, ZNS, Milz und Dickdarm
exprimiert und ist im Rahmen der Zelladhasion an Tumorgenese, Embryogenese und am
Zellstoffwechsel beteiligt (Kurochkin, Yonemitsu et al. 2001; lIzawa, Nishizawa et al. 2002;
Elul, Kimes et al. 2003). Als G protein-coupled receptor associated sorting protein
(Gasparini, Anthony Crowther et al.), Ubt ARMX1 seine Funktionen Uber die Bindung an G
protein-coupled receptors (GPCRs) aus (Abu-Helo and Simonin 2010). In zwei signifikanten
Identifikationen konnte in den entsprechenden SELDI-Spektren jeweils ein Peak bei 3460 Da
beobachtet werden (Abbildungen 91 und 92). In diesem Fall ist leider keine MASCOT-
Darstellung der ID verfugbar.
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Abbildung 91: SELDI-Spektrum mit ARMX1-Peak bei 3458 Da
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Abbildung 92: SELDI-Spektrum mit ARMX1-Peak bei 3456 Da

4.7.3 Identifikation von Beta-2-Microglobulin [Beta-2-microglobulin variant pl 5.3]
(B2MG)

Das Beta-2-Microglobulin stellt die p-Kette des MHC-1-Molekils dar, welches sich auf jeder
Zelle mit Zellkern findet (siehe Abbildungen 93 und 94) (Bagnato, Durastanti et al. 2003;
Linker, Rott et al. 2005).

Protein: EBeta-2-microglobulin precursor [Containg: Beta-2-microglobulin wariant pl 5.3] - Homo sapiens (Human] B2MG_HUMARN Peak threshaold: 0.0
Intensity coverage: 237 % (39675 cnts]  Sequence coverage MS: 168%  Sequence coverage MS/MS: 168 % pl: E1 M (kD a): 138
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Abbildung 93: Mascot-ldentifikation von Beta-2-Microglobulin
Sequence coverage: 16,8%
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Abbildung 94: SELDI-Spektrum mit B2MG -Peak bei 11796 Da



4.7.4 Identifikation von Lipocalin-1

Tranen-Lipocalin ist ein extrazelluldres Transportprotein welches ein ganze Palette lipophiler
Liganden binden kann. Darunter finden sich neben Lipiden Retinoide, Steroide und das
antibiotisch wirkende Rifampicin (Breustedt, Korndorfer et al. 2005; Breustedt and and
Skerra 2009; Sevvana, Ahnstrom et al. 2009)( Abbildungen 95 und 96).

Protein: Lipocalin-1 precursor [Won Ebner gland protein] (WEG praotein] [Tear prealbumin] [TF) [T ear lipocalin] [Tlc] - Homo zapiens [Human)] Peak threzhold: 0o
Intensity coverage: 334 % [47518 ents]  Sequence coverage MS: 125%  Sequence coverage MS/MS: 125% pl: 53 M kD a: 19.4
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Abbildung 95: Mascot-ldentifikation von Lipocalin 1
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Abbildung 96: SELDI-Spektrum mit Lipocalin-Peak bei 17588 Da. Unterhalb von 10000 Da
ist ein weiterer, mit 17588.1+2H bezeichneter Peak zu erkennen, der durch doppelt protonierte
Lipocalin-lonen hervorgerufen wird. Es handelt sich hierbei um ein Artefakt.

4.7.5 Identifikation von Lipophilin-C (SG2A1) und Lipophilin-A (SG1D1)

Das Proteolipid Lipophilin-C ist ein stark hydrophobes Protein, welches mit Lipophilin-A
Dimere bildet und den Hauptbestandteil der Myelinscheiden im ZNS bildet (Deber and
Reynolds 1991; Gow 1997; Lehrer, Xu et al. 1998). Diesem Lipoprotein wird, im SELDI-
Spektrum dem im Vergleich zum Lipophilin-A (Abbildung 98) etwas hdoheren

Molekulargewicht von 11,1 kDa zu 10,2 kDa, der SELDI-Peak bei 10220 Da zugeordnet
(Abbildung 99).
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Abbildung 97: Mascot-ldentifikation von Lipophilin-C

Frateir: Secretoglobin family 10 member 1 precursor [Lipophilin-4] - Homo sapiens (Human] SG107_HUMaN Peak threshold: 0o
Intenzity coverage: 226 % (36856 cnts]  Sequence coverage MS: 222%  Sequence coverage MS/MS: 122% pl: 105 I [kDa): 10.2
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Abbildung 98: Mascot-ldentifikation von Lipophilin-A
Sequence coverage: 22,2%
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Abbildung 99: SELDI-Spektrum mit Lipophilin-C-Peak bei 10220 Da und Lipophilin-A-
Peak bei 10117Da.
Die Lipophilin-Peaks liegen im Bereich eines Biomarker-Kandidaten bei 10235 Da.

4.7.6 Identifikation von Microtubule-actin cross-linking factor 1 (MACF1)

Der MACF1 gehort zur Plakin/Cytolinkerfamilie, dient der Verknipfung von F-Aktin mit
Mikrotubuli und ist somit am “Cross-Linking“ mit anderen Cytoskelettkomponenten beteiligt
(Leung, Sun et al. 1999; Goldstein and Yang 2000; Leung, Green et al. 2002). Im SELDI-
Spektrum korreliert diese ID mit einem intensiven Signal bei 4999 Da und liegt damit im
Berich von zwei Biomarker-Kandidaten (4986 und 4999 Da) (siehe Abbildungen 100 und
101).
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Abbildung 100: SELDI-Spektrum mit MACF1 -Peak bei 4996 Da
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Abbildung 101: SELDI-Spektrum mit MACF1 -Peaks bei 4974 und 4999 Da



4.7.7 Identifikation von Peroxisomal antioxidant enzyme 5 (PRDX5)

Das Peroxisomal antioxidant enzyme 5 gehOrt zur Familie der Peroxiredoxine, die als
Antioxidans zur Neutralisation von ROS bei zellularem Stress dienen (Peshenko, Singh et al.
2001; Wood, Poole et al. 2003). Peroxiredoxine, von denen beim Menschen bislang sechs
Vertreter identifiziert wurden, scheinen beim Glaukom neuroprotektive Effekte zu entfalten
und Neuronen vor der Apoptose zu bewahren (Lyu, Rhee et al. 1999; Zhou, Kok et al. 2000;
Fatma, Kubo et al. 2008)(Abbildungen 102 bis 105).

Auch hier waren, wie im Fall der Serum-ldentifikationen von SUMO3 und TE2IP mehrere
Identifikationen zur Eindeutigen Zuordnung von ID und SELDI-Peak nétig.

Die jeweils zusatzlich erscheinenden Signale bei 3900 Da und 5805 Da stammen von
Ubiquitin und PRP4, welche in denselben Fraktionen identifiziert wurden.

Fratein; Peroxiredoxin-5, mitochondrial precursor [EC 1.11.1.15] [Prs¥] [Peroxisomal antioxidant enzpme] [PLP] [T hioredoxin reductase] Peak threshold; oo
Intensity coverage: 1.2 % (2697 cnits) Sequence coverage MS: Fo% Sequence coverage MS/MS: 79% gl 94 M (kD a) 223
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Abbildung 102: Mascot-ldentifikation von PRDX5
Sequence coverage: 7,9%
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Abbildung 103: SELDI-Spektrum mit PRDX5-Peak bei 3314 Da.

Die (librigen Peaks korrelieren mit IDs fir Ubiquitin (3900Da) und PRP4 (5805Da), die in der gleichen
Fraktion erzielt wurden.

Frotein: Peroziredoxin-5, mitochondrial precursor [EC 1.11.1.15] [Prs¥] [Peroxisomal antioxidant enzpme] [PLP] (T hioredoxin reductase] Peak threshold: 0.0
Intensity coverage: 4.1 % [6335 cnts) Sequence coverage MS: 322%  Sequence coverage MS/MS: 79% pl: 44 M (kDa): 223
10 20 30 40 a0 60 70 50 S0 100

MGLAGVCALE  RSALGYILVGG AGGOIALLAL RRCSEGEWAS GGVESFSRAL AAMAPIEWVGD AIPLVEVFEG

EPGHNEVNLAE LFEGEEGVLF GWPGAFTPGC
I 1

110 120 130 140 150 160 170

180 150 Z00
SETHLPGFVE QALEALKAKGY (QUVACLSVND AFVTGEWGRA HEAEGEVELL ADPTGAFGEE TDLLLIDDSLY
| —

SIFGNRERLER F3MVVODGIV EKALNVEPDGT
[ 1

210 Z20
GLTCSLAFNI  ISQL

Abbildung 104: Mascot-ldentifikation von PRDX5
Sequence coverage:32,2%
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Abbildung 105: SELDI-Spektrum mit PRDX5-Peak bei 3314 Da. Die ibrigen Peaks
korrelieren mit weiteren IDs, die in der gleichen Fraktion erzielt wurden.

4.7.8 Identifikation von Prolactin-inducible protein precursor (Secretory actin-binding
protein) (PIP)

PIP ist ein Protein, welches trotz seiner geringen GroéRRe durch die Fahigkeit zur Bindung an
TCR CD4" T-Zellen und der Fc-Region von IgG-Antikérpern, Einfluss nimmt auf die
Koordination des Immunsystems und antiapoptotisch wirkt (Hassan, Waheed et al. 2009).
Bei Autoimmunerkrankungen wie dem Sjogren-Syndrom ist die Transkriptionsrate von PIP
signifikant heruntergeregelt (Giusti 2007). Diagnostisch wird das Prolactin-inducible protein
als Tumormarker beim Mammacarzinom eingesetzt (Debily, Marhomy et al. 2009). Die
dazugehérige SELDI-Messung ergab ein Signal bei 3451 Da (Abbildungen 106 und 107).

Pratein: Prolactin-inducible protein precursor [Prolactininduced protein] [Secretory actin-binding protein] [SABF] [Gross cystic disease fluid Peak threshald: oo
Intensity coverage: 26.4 % 36597 cts]  Sequence coverage MS: 56.8%  Sequence coverage MS/MS: 247 % pl 93 M [kDa): 168
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Abbildung 106: Mascot-ldentifikation von PIP
Sequence coverage: 56,8%
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Abbildung 107: SELDI-Spektrum mit PIP-Peak bei 3451 Da
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4.7.9 Identifikation von Proline-rich protein 4 precursor (PRP4) (PROL4)

PRP4, ein Protein mit mutmalRlich protektiver Funktion, wird von den Tranendriisen gebildet
und verfugt Uber ein Molekulargewicht von 15116 Da (Dickinson and Thiesse 1995;
Ozyildirim, Wistow et al. 2005; Laurie, Olsakovsky et al. 2008; McKown, Wang et al. 2009;
Nichols and Green-Church 2009).

Im SELDI-Spektrum resultieren aus der PRP4- Messung Peaks bei 14446, 5809, 5078 und
4093 Da (Doppelpeak mit 4093 und 4066 Da, Abb. 108 und 109). Somit kénnte PRP4 fir
zwei Biomarker-Kandidaten bei 4056 und 5066 Da stehen.
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Abbildung 108: SELDI-Spektrum mit PRP4-Peaks bei 14446, 5809, 5078 und 4093 Da.
Der ungewobhnlich breite PRP4-Peak bei 14446 Da ist proteinspezifisch und bei jeder PRP4-Messung
zu beobachten gewesen. Eine Ursache hierfiir ist unbekannt, liegt jedoch vermutlich in den
spezifischen Fragmentierungseigenschaften von PRP4 im SELDI-TOF® begriindet.
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Abbildung 109: Doppelpeak bestehend aus Signalen bei 4093 und 4066Da.
Das Herauszoomen des unteren Molekulargewichtsbereichs offenbart neben dem Signal bei 4093 Da
noch einen weiteren Peak bei 4066 Da.



4.7.10 Identifikation von Protein S100-A8 (S10A8)

Das proinflammatorische Protein S100-A8 wird bei akuten und chronischen
Entzindungsprozessen durch Phagozyten der angeborenen Immunitat exprimiert und tritt
bei Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis, Sjogren-Syndom oder Multipler
Sklerose mit erhéhten Serum-Titern auf (Nacken 2003; Foell and Roth 2004). S100-A8
generiert im SELDI-TOF®-Spektrum neben einem Peak des intakten Proteins bei 10,9 kDa
auch ein Signal bei 4993 Da (Abbildungen 110 und 111).

Frotein: Protein 5100-48 [5100 calcium-binding pratein A8) [Calgranulin-4] [Migration inhibitory factar-related protein 8] [MAP-8] [Cystic fibrosis - Peak threshold: 0o
Intensity coverage: 48.1 % (34805 cnts]  Sequence coverags MS: B91%  Sequence coverage MS/MS: 11.8% pl: EE twd (kD a): 104
10 20 30 40 50 &0 v 50 a0 100
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Abbildung 110: Mascot-ldentifikation von S100-A8
Sequence coverage: 59,1 %
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Abbildung 111: SELDI-Spektrum mit S100-A8-Peaks bei 10898 und 4993 Da
Das S100-A8-Signal bei 4993 Da liegt im Bereich eines Biomarker-Kandidaten bei 4999 Da.

In diesem Fall ist sogar das komplette, unfragmentierte, Protein bei 10,9kDa sichtbar.
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4.7.11 Identifikation von Spectrin alpha chain, brain (a-Fodrin) (SPTA2)

a-Fodrin ist ein neuronales Zytoskelett-Protein und ist tber die Interaktion mit Calmodulin an
der Calcium-abhangigen Motilitdt des Cytoskeletts beteiligt (Cheney, Hirokawa et al. 1983).
Fiur Caspase-3 ist a-Fodrin eines der ersten Substrate, die bei der Induktion der Apoptose
beim Glaukom proteolysiert werden (Janicke, Ng et al. 1998; Tahzib, Ransom et al. 2004).
Im SELDI-Spektrum korreliert der Peak bei 4973 Da mit der Fodrin-Identifikation. Der zweite
sichtbare Peak bei 4998 Da steht fur das S100-Protein, welches sich beim tryptischen
Verdau in der gleichen Fraktion befand (Abbildung 112).
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Abbildung 112: SELDI-Spektrum mit a-Fodrin -Peak bei 4973 Da
Das Signal bei 4998Da wird durch das Protein S100-A8 verursacht.

4.7.12 ldentifikation von TRAF2 and NCK-interacting protein kinase (TNIK)

Die TNIK gehort zur Familie der Germinal center kinases und ist unter anderem an der
Aktivierung der c-Jun N-terminal kinase (JNK) als Reaktion auf zellularen Stress beteiligt.
JNK, eine mitogen-activated protein kinase (MAP)-Kinase, ist beteiligt an der Induktion
inflammatorischer und neurodegenerativer Prozesse, sowie der Apoptose (Fu, Shen et al.
1999; Oltmanns, Issa et al. 2003; Taira, Umikawa et al. 2004). Im SELDI Spektrum korreliert
ein Peak bei 3388Da mit TNIK (Abbildung 113).
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Abbildung 113: SELDI-Spektrum mit TNIK -Peak bei 3388Da.
Die Signale bei 3459 und 3503 Da werden durch das Protein KI-67 verursacht, welches sich neben
TNIK in der verdauten Gelbande befand.

4.7.13 Identifikation von Ubiquitin (UBIQ)

Ubiquitin bindet kovalent als Monomer oder als Polymer an Lysin und flhrt bei der Bindung

eines Lys-48-Polymers zur Degradation des Zielproteins im Proteasom.
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Die Ubiquitin-gesteuerte Proteolyse ist an Zellzyklussteuerung, Transkription, Antigen-
Prasentation, Rezeptor-Endozytose und der Signaltransduktion der Zelle als Reaktion auf
zellularen Stress und an neurodegenerativen Prozessen beteiligt (Hershko and Ciechanover
1998; Glickman and Ciechanover 2002; Sakamoto 2002; Golab, Bauer et al. 2004; Jellinger
2009). Ubiquitin generiert im SELDI-TOF®-Spektrum neben einem Peak des intakten
Proteins bei 8,6 kDa auch ein Signal bei 3920 und 3347 Da (Abbildungen 114 und 115).

Pratein: Ubiguitin - Homa sapiens (Human] LUBIG_HUMAN Peak threshold: 0o
Intensity coverage: 58.0 % [F0775 onts]  Sequence coverage M5: E1.8% Sequence coverage MS/MS: 800 % pl 7B v (kD a): 26
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Abbildung 114: Mascot-ldentifikation von Ubiquitin
Sequence coverage: 61,8 %
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Abbildung 115: SELDI-Spektrum mit Ubiquitin- Peaks bei 8605, 3920 und 3347 Da.
Der SELDI-Peak bei 3920 Da liegt im Bereich eines Biomarker-Kandidaten (3966 Da).

In Tabelle 6 sind alle Identifikationen, die unter Einsatz der