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Einleitung

1 EINLEITUNG

Granulozyten bilden zusammen mit Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen (DCs)
und einer heterogenen Gruppe von spezialisierten lymphatischen Zellen den zellularen Teil
der angeborenen Immunabwehr (Murphy et al. 2018). Sie stellen die erste Verteidigungslinie
des Korpers gegen eingedrungene Mikroorganismen dar, fur deren erfolgreiche Bekampfung
sie verschiedene Strategien entwickelt haben, die teilweise vor gut 15 Jahren zum ersten Mal
Uberhaupt beschrieben wurden (Brinkmann et al. 2004). Diese Entdeckung einer neutrophilen
Immunabwehr Uber extrazelluldare DNA-Netze (engl. neutrophil extracellular nets, NETSs)
belebte das Forschungsfeld der neutrophilen Granulozyten nachhaltig, wie die seit 2008 stetig
steigende Zahl der Veréffentlichungen belegt (PubMed-Recherche, September 2020,
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Die klassischen Abwehrmechanismen wie Phagozytose

und die Freisetzung von antimikrobiellen Proteinen und aggressiven, reaktiven
Sauerstoffverbindungen (engl. reactive oxygen species, ROS) wurden intensiv erforscht und
werden, wie die NET-Bildung auch, als funktionelle Tests zur Beurteilung der
Granulozytenreaktion vielfach angewendet (Herteman et al. 2017; Yang et al. 2019; Fingerhut
et al. 2019; La Manna et al. 2019; Adrover et al. 2020; Hassani et al. 2020). Wahrend also die
schnelle, direkte Pathogenabwehr als Kernkompetenz dieser Zellen fest etabliert ist, deuten
aktuelle Studien zunehmend daraufhin, dass Granulozyten weit mehr sind als nur eine
homogene Population immunologischer Effektorzellen und auf bislang ungeahnte Weise an
verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen des Kérpers mitwirken.

So wird bei der Stoffwechselstérung Diabetes mellitus (DM) sowohl das erhéhte
Infektionsrisiko als auch die verzdégerte Wundheilung der Patienten auf eine funktionelle
Beeintrachtigung der Granulozyten zurlickgefuhrt (Wong et al. 2015; Toniolo et al. 2019).
Ursachlich fur diese gestérte Funktion der Immunzellen scheint die durch eine chronische
Hyperglykdmie und Hypoinsulindmie gekennzeichnete, diabetogene Stoffwechsellage zu sein,
vermutlich in Kombination mit der bei dieser Erkrankung auftretenden niedriggradig-
systemischen Inflammation (Von Ah Morano et al. 2020; Hughes et al. 2020). Bei der
Aufklarung dieser trotz jahrzehntelanger Forschung noch unzureichend verstandenen
Zusammenhange erlauben transgene Tiermodelle die isolierte Betrachtung einzelner
pathophysiologischer Aspekte getrennt voneinander (Renner et al. 2016). Dabei kommt
Schweinen aufgrund ihrer groRen Ahnlichkeit zum Menschen im Hinblick auf Anatomie,
Physiologie und Immunologie eine besondere Bedeutung zu (Renner et al. 2020).
Beispielsweise lassen sich an INS®*Y transgenen Schweinen, einem Modell fur den
permanenten neonatalen DM des Menschen, die friihen Auswirkungen einer anhaltenden

Hyperglykdmie auf den Organismus beobachten (Renner et al. 2013).
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Ahnlich verhadlt es sich mit der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU), einer
Autoimmunerkrankung, die sich am Auge der Pferde manifestiert und von wiederkehrenden
Inflammationsschilben gepragt ist (Deeg et al. 2002a; Gerding and Gilger 2016). Die ERU
stellt dabei das einzig spontane Tiermodell fir die autoimmune Uveitis des Menschen dar
(Deeg et al. 2001; Deeg et al. 2002b; Deeg et al. 2007b). Dort wurden autoreaktive T-Zellen,
die gegen verschiedene okuldre Antigene gerichtet sind, als Ausléser der Entziindung
identifiziert (Deeg et al. 2001; Deeg et al. 2007a). Zugleich treten bei der ERU aber auch
Veranderungen der Granulozyten auf, was eine Beteiligung dieser Immunzellen an der
Pathogenese der Erkrankung vermuten lasst (Degroote et al. 2013; Fingerhut et al. 2019).

Ziel dieser Arbeit war es nun, Krankheits-assoziierte Veranderungen der Granulozyten in den
beiden GroRtiermodellen zu beschreiben und anhand der Ergebnisse Hypothesen zur

jeweiligen Rolle der Immunzelle bei der Pathogenese der Erkrankung zu entwickeln.
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2 LITERATUR

2.1 Granulozyten

2.1.1 Einteilung

Die Unterteilung der Granulozyten in Neutrophile, Eosinophile und Basophile erfolgt historisch
bedingt anhand der unterschiedlichen Anfarbung ihrer Granula mit polychromen
Farbelésungen, wie von Paul Ehrlich bereits Ende des 19. Jahrhunderts fir humane
Blutpraparate beschrieben (Ehrlich 1879). Die Klassifikation der Granulozyten im Tier baut
grundsatzlich auf einem homologen Farbeverhalten der Zellen im Blutausstrich auf. Allerdings
kénnen je nach Zellart Unterschiede beziuglich GréRBe und Farbung der einzelnen
Granulatypen zwischen den Spezies beobachtet werden (zusammengefasst in (Weiss and
Wardrop 2011)).

Basophile machen bei allen Saugetieren den geringsten Anteil an der Granulozytenpopulation
aus und ihr Granula beinhalten neben dem Allergiemediator Histamin weitere biogene Amine,
proteolytische Enzyme, Proteoglykane und das Major Basic Protein (Weiss and Wardrop
2011). Als spezifischer Oberflichenmarker flr Basophile innerhalb einer gemischten
Leukozytenfraktion kann der IgE-Rezeptors fungieren, dessen Quervernetzung als
Aktivierungssignal auch die basophile Degranulation auszulésen vermag (Nakashima et al.
2018). Basophile Granulozyten vermitteln ihre Funktion einerseits Uber die Exozytose ihrer
regenerierbaren Granula und andererseits durch die Sekretion de novo synthetisierter
Botenstoffe (Gessner et al. 2005; Gilmartin et al. 2008). So freigesetztes Interleukin (IL)-4 und
IL-13 kann im Anschluss die Differenzierung naiver Lymphozyten zu Typ-2-T-Helferzellen
(Th2-Zellen) auslésen (Oh et al. 2007), was die Beteiligung der Basophilen an Th2-mediierten
Immunreaktionen, wie der atopischen Dermatitis oder der Parasitenbekdmpfung, in der Maus
erklart (Yamanishi et al. 2020; Inclan-Rico et al. 2020). Ebenfalls im Mausmodell belegt ist,
sowohl in vitro als auch in vivo, die Entstehung von IL-17 produzierenden T-Helferzellen (Th17-
Zellen) unter dem Einfluss des basophilen IL-6 (Yuk et al. 2017). Daneben scheinen Basophile
Uber die Freisetzung des Tumornekrosefaktors (TNF) andere Granulozyten bei deren
Immunreaktion zu unterstitzen, was bei Mausen im Rahmen einer mittels Lipopolysaccharid
(LPS) induzierten Endotoxamie gezeigt wurde (Piliponsky et al. 2019).

Die anhand ihrer prominenten Granula im Blutausstrich der meisten Sauger leicht
identifizierbaren eosinophilen Granulozyten férdern ebenso wie Basophile die Bekampfung
von Parasiten, wobei Eosinophile hier v.a. bei intestinalen Helminthen erfolgreich zu sein
scheinen (Huang and Appleton 2016). Die vorwiegend im Gewebe lokalisierten eosinophilen

Granulozyten werden Uber verschiedene Faktoren aktiviert (z.B. IL-5, IL-3, GM-CSF (engl.
3



Literatur

granulocyte—macrophage colony-stimulating factor)) und so zur Sekretion unterschiedlicher
Zytokine und zytotoxischer Substanzen aus ihren Sekundargranula angeregt, die die
Membran eines potenziellen Pathogens attackieren (zusammengefasst in (Esnault and Kelly
2016)). Zusatzlich kénnen Eosinophile bei der induzierten Zytolyse neben extrazelluldren
DNA-Strukturen, ahnlich der NETs bei Neutrophilen, intakte Granula entlassen, die Uber
funktionelle Rezeptoren in der AuRenhulle zu einer regulierten Sekretion ihrer Inhaltsstoffe in
der Lage sind (Ueki et al. 2013). Eine neuere Studie beschreibt fir Eosinophile sogar eine
immunregulatorische Funktion, da sie in vitro je nach eingesetztem Stimulans murine
Makrophagen in unterschiedlicher Weise polarisierten (Yoon et al. 2019). /n vivo wurde
daruber hinaus gezeigt, dass im Darm lokalisierte eosinophile Granulozyten bei der Maus dort

als antigenprasentierende Zellen fungieren kénnten (Xenakis et al. 2018).

2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile weisen bei allen Tieren unter den Granulozyten die héchste Abundanz im
peripheren Blut auf und lassen sich durch die in der Regel kaum anfarbbaren Granula und
ihren stark segmentierten Kern im Blutausstrich gut von den beiden anderen granulozytaren
Zelltypen differenzieren (Fingerhut et al. 2020). Noch junge neutrophile Granulozyten besitzen
hingegen einen eher hufeisen- oder s-férmigen Nucleus und diese sogenannten stabkernigen
Neutrophilen kénnen bei erhéhtem Bedarf, beispielsweise im Falle einer Infektion oder akuten
Entzindung, im peripheren Blut vermehrt auftreten (van Grinsven et al. 2019). Die konstitutive
Expression von Adhasionsmolekilen wie des P-Selektin Glykoproteinliganden 1 ermdglicht
den zirkulierenden neutrophilen Granulozyten eine lose Bindung mit den aktivierten, Selektine-
prasentierenden Endothelzellen einzugehen (Ley et al. 2007). Durch diese erste
Verlangsamung ihrer Bewegung und bei Vorhandensein weiterer inflammatorischer
Chemokine wird im Neutrophilen eine kaskadenartige Reaktion in Gang gesetzt, an deren
Ende der nun fest dem Endothel anhaftende Granulozyt Uber die GefalRwand in Richtung des
Entzindungsherdes migrieren kann (Ley et al. 2007). Dass alle fur Adhéasion und
Transmigration nétigen Proteine zu diesem Zeitpunkt bereits in der Zelle vorhanden sind,
erklart, wieso neutrophile Granulozyten in der Regel die ersten Immunzellen vor Ort sind
(Kubes 2018). Allerdings wird zunehmend klar, dass Neutrophile neben ihrer einfachen
Abwehrfunktion auf komplexe Weise in physiologische Prozesse der Immunregulation mit
eingebunden sind, unter anderem Uber eine enge Kommunikation mit den Zellen des

adaptiven Immunsystems.
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2.1.2.1 Lebenszyklus

Vollstdndig ausgereifte neutrophile Granulozyten verbleiben zunéchst als Reservepool am Ort
ihrer Entstehung im Knochenmark (Aroca-Crevillen et al. 2020). Sie werden dort
zurlckgehalten durch den chemotaktischen Reiz, den der von den medullaren Stromazellen
gebildete CXC-Chemokinligand 12 (CXCL12) auf den CXC-Rezeptor 4 (CXCR4) von murinen
und humanen Neutrophilen austibt (Martin et al. 2003; Pillay et al. 2020). Die sowohl fir Mause
als auch im Menschen belegten tageszyklischen Schwankungen bei der letztlich freigesetzten
Menge an Neutrophilen (Ella et al. 2016) scheinen folglich ihren Ursprung in zirkadianen
Veranderungen von CXCL12 innerhalb der hdmatopoetischen Stammzellnische zu haben
(Méndez-Ferrer et al. 2008). Frisch zirkulierende murine und humane Neutrophile exprimieren
auf ihrer Oberflache nur wenige CXCR4-Molekile, was méglicherweise durch die hohen
Mengen des Liganden CXCL12 im Knochenmark und die Internalisierung dieses Liganden-
Rezeptorkomplexes bedingt ist (Martin et al. 2003; De Filippo and Rankin 2018). Den
Gegenspieler zu CXCR4 stellt CXCR2 dar, der auf reifen neutrophilen Granulozyten bei
Mausen inner- und auf3erhalb des Knochenmarks nachgewiesen wurde (Eash et al. 2010;
Evrard et al. 2018). Uber CXCR2 wird auch die stimulierende Wirkung des hamatopoetischen
Wachstumsfaktors G-CSF (engl. granulocyte colony-stimulating factor) auf die Neutrophilen-
Freisetzung vermittelt, was durch Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie in der Maus in vivo
bereits gezeigt wurde (Kéhler et al. 2011).

Bei den schliellich im BlutgefaRsystem angekommenen Neutrophilen unterscheidet man
zwischen dem wesentlich kleineren, frei zirkulierenden Pool und einem marginalen Pool, von
dem der gréRte Anteil sich in Organen mit ausgedehntem Kapillarbett wie Milz, Leber und
Lunge aufhéalt (Christoffersson and Phillipson 2018; Devi et al. 2013). Dass Neutrophile nicht
nur dort, sondern auch in weiteren Geweben und unter Steady State Bedingungen eine
transendotheliale Migration zeigen, wurde im Mausmodell aufgedeckt (Casanova-Acebes et
al. 2018). Dieser als neutrophile Clearance bezeichnete Prozess folgt einer zirkadianen
Rhythmik, die mit dem physiologischen Alterungsprozess von zirkulierenden Neutrophilen
korreliert (Adrover et al. 2019). Mit diesem einher geht eine vermehrte CXCR4-Prasentation
an der Plasmamembran der alternden Neutrophilen (Nagase et al. 2002). Selbst wenn die
neutrophilen Granulozyten zuvor aktiv an den Ort eines Inflammationsgeschehen transmigriert
sind, ist ihre Ruckkehr in das GefaRsystem und sogar bis ins Knochenmark méglich, wie
mittels intravitalem Imaging in einem Mausmodell bewiesen wurde (Wang et al. 2017).
Verantwortlich war auch hier eine gesteigerte CXCR4-Expression auf der Zelloberflache der
Neutrophilen (Wang et al. 2017).

Fur die Anpassung der neutrophilen Granulopoese an den aktuellen Bedarf scheint die
Phagozytose apoptotischer Neutrophiler von entscheidender Bedeutung zu sein (Ley et al.

5
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2018). Experimente mit murinen Knock-out-Modellen, bei denen die Auswanderung der
zirkulierenden Granulozyten ins periphere Gewebe gestért war, ergab eine massive
Neutrophilie in den betroffenen Tieren (Stark et al. 2005). Die Autoren wiesen nach, dass sich
bei Makrophagen und DCs im Gewebe nach der Phagozytose neutrophiler Granulozyten die
IL-23-Sekretion verringerte, was in der Folge wiederum die IL-17-Produktion von nicht-
konventionellen Lymphozyten senkte (Stark et al. 2005). Da die Ausschittung von G-CSF
durch medulldren Stromazellen IL-17-vermittelt ablauft (Fossiez et al. 1996), sorgen die
Makrophagen und DCs so auf indirekte Weise fir eine Reduktion der Granulopoese (Stark et
al. 2005). Nebenbei verhindern sie durch die Phagozytose der apoptotischen Neutrophilen so
zusatzlich, dass es zu einer unkontrollierten Freisetzung des zytotoxischen Zellinhalts kommt,
weshalb dieser spezielle Fall von Phagozytose auch als Efferozytose bezeichnet wird
(Greenlee-Wacker 2016). Auf ahnliche Weise induzieren medullare Makrophagen zudem
durch die Beseitigung gealterter Neutrophiler eine Verringerung der CXCL12-Expression im
Knochenmark, was Uber die CXCL12-CXCR4-Achse die vermehrte Freisetzung neuer
Neutrophiler zur Folge hat (Casanova-Acebes et al. 2013; Furze and Rankin 2008).

Wie lange neutrophile Granulozyten unter physiologischen Bedingungen im Gefallsystem
verbleiben, bevor sie ins Gewebe auswandern, ist nach wie vor nicht vollstandig aufgeklart.
Fur Isotop-gelabelte, humane Neutrophile wies eine niederlandische Forschungsgruppe eine
durchschnittliche Zeit von knapp vier Tagen nach (Pillay et al. 2010), was in deutlichem
Gegensatz zu den bis dahin allgemein akzeptierten 4-18 Stunden stand (Tak et al. 2013). Da
diese vorherigen Ergebnisse aber mittels Reinfusion von ex vivo unterschiedlich markierten
Zellen gewonnen wurden, erklart die Aktivierung der Neutrophilen wahrend der Markierung
moglicherweise diese zeitliche Diskrepanz (Tak et al. 2013). Mit Verwendung eines
schnelleren Labeling-Protokolls in einer spateren Studie wurde die vaskulare Halbwertszeit
der Neutrophilen dann auch wieder mit etwa 19 Stunden angegeben (Lahoz-Beneytez et al.
2016). Im Gegensatz zu ihren Kollegen (Pillay et al. 2010) legten die Autoren ihren
Berechnungen allerdings ein Zwei- statt ein Ein-Kompartimentenmodell zugrunde und zeigten,
dass unter Berlcksichtigung dieser Aufteilung des neutrophilen Zellpools auf die beiden
Kompartimente Knochenmark und Gefalsystem die Auswertung des niederldndischen
Datensatzes ebenfalls in einer niedrigeren Halbwertszeit als die zuvor veréffentlichten vier
Tage resultierte (Lahoz-Beneytez et al. 2016). Bislang fehlen jedoch klare, experimentelle
Belege, um zu beurteilen, welches der beiden Modelle die reale Dynamik neutrophiler
Granulozyten zwischen den beiden Kompartimenten abbildet und damit die bessere
Berechnungsgrundlage darstellt (Hidalgo et al. 2019). Unter pathologischen Umstanden
scheinen kultivierte Neutrophile auf alle Falle mehrere Tage vital zu sein, auch wenn Daten
beim Menschen in vivo dazu noch ausstehen (zusammengefasst in (Hidalgo et al. 2019)). In
vitro wurde aber beispielsweise bereits gezeigt, dass bei septischen Patienten eine erhdhte

6
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Abundanz des Hitzeschockproteins Hsp90 das Uberleben der zirkulierenden
polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs) verlangert, indem das Protein den Ubiquitin-
vermittelten Abbau von c-Src-Kinase und Caspase-8 hemmt und so die neutrophile Apoptose
verhindert (Gupta et al. 2018).

2.1.2.2 Phagozytose und oxidativer Burst

Die Phagozytose ist ein Uber die Evolution hinweg in allen Tieren konservierter
Abwehrmechanismus gegeniiber potenziell schadigenden Eindringlingen (Mayadas et al.
2014) und selbst in so nieder entwickelten Tieren wie Schwdmmen existieren spezialisierte
phagozytotische Zellen (Millar and Ratcliffe 1989). Im angeborenen Immunsystem der
Saugetiere bilden Makrophagen, Monozyten, DCs und neutrophile Granulozyten zusammen
die Gruppe der Phagozyten, obwohl auch Eosinophile in geringem MalRe phagozytotisch aktiv
sein kénnen (Murphy et al. 2018). Die Erkennung der Pathogene erfolgt bei Neutrophilen
mittels spezieller Oberflachenrezeptoren, die entweder direkt an konservierte, Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) oder
bei bereits opsonierten Mikroorgansimen die Komplementfaktoren oder Antikérper binden
(Rosales 2020). Kirzlich wurde durch Versuche in vitro mit frisch isolierten murinen
Neutrophilen und einer humanen neutrophilen-dhnlichen Zelllinie auch fur die bislang bei
Neutrophilen nur im Rahmen der Chemotaxis untersuchten Formylpeptidrezeptoren eine
mutmafliche Beteiligung an der Phagozytose beschrieben (Wen et al. 2019). Mdglicherweise
kénnen neutrophile Granulozyten dariber hinaus wie Makrophagen eine Rezeptor-
unabhangige, dem Vorgang der Mikropinozytose dhnelnde Form der Phagozytose ausiben
(Allen and Criss 2019). Nach erfolgreichem Einschluss des Pathogens im Phagosom
entwickelt sich dieses im Laufe eines Reifungsprozesses durch die Fusion mit Vesikeln von
Golgi-Apparat, endoplasmatischem Retikulum und schlieRlich lysosomalen Granula zum
Phagolysosom (Fingerhut et al. 2020). Darin wirken nun neben den zytotoxischen
Verbindungen der neutrophilen Granula auch reaktive Sauerstoffverbindungen an der
Zerstérung des pathogenen Inhalts mit (Rosales 2020). Letztere werden in einem als
oxidativer Burst bezeichnetem Vorgang von dem Membran-gebundenen Enzymkomplex der
NADPH-Oxidase gebildet, deren einzelne Bestandteile Uber die Integration der Granula- in die
Phagosomenmembran fusioniert wurden (Yin and Heit 2018).

2.1.2.3 Degranulation

Fur eine schnelle Verteidigung sind neutrophile Granulozyten mit einem breiten Spektrum
praformierter Granula ausgestattet, die zahlreiche mikrobiozide Proteine und aktive Proteasen

enthalten (Cassatella et al. 2019). Bereits wahrend der Entwicklung eines Neutrophilen im
7



Literatur

Knochenmark bilden sich diese charakteristischen Granula, die entsprechend ihres
erstmaligen Auftretens wahrend der Granulopoese als primare, sekunddre und tertidre
Granula bezeichnet werden (Borregaard and Cowland 1997). Hierbei scheint der Zeitpunkt der
Bildung zugleich die Proteinzusammensetzung im Inneren des Granulums zu bestimmen
(Mora-Jensen et al. 2011; Rarvig et al. 2013). Der Transkriptionsfaktor C/EBPa induziert dabei
die Proteinexpression der primaren und C/EBPe zusammen mit C/EBPS die der sekundéren
und tertidren Granula (Evrard et al. 2018). Bedingt durch die kontinuierliche Granulabildung
wahrend der neutrophilen Reifung (Borregaard 2010), finden sich allerdings
Uberschneidungen im Proteom der einzelnen Untergruppen (Masgrau-Alsina et al. 2020;
Rorvig et al. 2013). Die aktuelle Klassifikation der Granula baut daher auf bestimmte
Markerproteine auf, die die Zuordnung zu einer Untergruppe auch noch im reifen Neutrophilen
erlauben (Rarvig et al. 2013). Primare Granula, auch als azurophile Granula bezeichnet,
enthalten beim Menschen neben der Myeloperoxidase (MPO) und dem CD63-Antigen eine
Vielzahl antimikrobieller Proteine (Cassatella et al. 2019). Darunter befinden sich aktive
Serinproteasen wie die neutrophile Elastase (NE), a-Defensine und das bakterizide
permeabilitatssteigernde Protein (Kettritz 2016). Die spezifischen (sekunddren) Granula
werden durch das Vorhandensein von Lactoferrin und neutrophilem Gelatinase-assoziierten
Lipocalin sowie das Fehlen von Gelatinasen und der MPO definiert (Kjeldsen et al. 1993).
Erstmals in stabkernigen Neutrophilen erscheinen die tertiaren Granula, die vor allem die
Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) enthalten und daher auch als Gelatinase-Granula
bezeichnet werden (Rgrvig et al. 2013). Die sogenannten Ficolin-1-reichen Granula sind nur
schwach MMP-9-positiv, enthalten aber groRe Mengen des Lektins Ficolin-1 und stellen
vermutlich einen eigene Gruppe innerhalb der neutrophilen Granula dar (Rorvig et al. 2009).

Neben diesen Granulatypen, deren Aufbau bei Verlassen des Knochenmarks abgeschlossen
ist, existieren sekretorische Vesikel als weitere durch eine Doppellipidmembran abgegrenzte
Kompartimente im Zytoplasma segmentkerniger Neutrophiler. Ihre Bildung findet auch noch in
bereits in den Blutkreislauf entlassenen Granulozyten statt und scheint, anders als die drei
zuvor genannten Gruppen, nicht Uber Abschnirungen des Golgi-Apparates sondern
Endozytose-vermittelt abzulaufen (Cassatella et al. 2019). Diese Theorie stitzt sich auf die
Beobachtung, dass die Zusammensetzung der Vesikelmembran groRe Ahnlichkeit mit der der
neutrophilen Plasmamembran aufweist und als Marker fur diesen Granulatyp unter anderem
das Plasmaprotein Albumin identifiziert wurde (Borregaard et al. 1992; Rgrvig et al. 2013).
Nachdem die granuldren Inhaltsstoffe der Haussaugetiere (zusammengefasst in (Fingerhut et
al. 2020) weitestgehend denen des Menschen entsprechen, wird das humane
Klassifikationsschema der Granula im Tier analog verwendet. Bei der Beurteilung der
tatsachlichen Wirkung einzelner Inhaltsstoffe, muss aber berticksichtigt werden, dass sich die
quantitative Zusammensetzung der Granula bei den Tierarten durchaus unterscheiden kann.
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Zwar mangelt es im Veterinarbereich bislang noch an derart detaillierte Studien wie der von
Rarvig et al. durchgefuhrten Massenspektrometer-gestutzten Proteomanalyse der humanen
Granulatypen (Rervig et al. 2013), dennoch kann aus éalteren Experimenten zur Aktivitat
einzelner granularer Enzyme geschlossen werden, dass beispielsweise Pferde im Gegensatz
zu Carnivoren eine vergleichsweise groRe Menge alkalischer Phosphatase in ihren
Neutrophilen lagern (Rausch and Moore 1975).
Die Degranulation wird in Neutrophilen durch die Bindung einer Vielzahl unterschiedlicher
Liganden an ihre Oberflachenrezeptoren ausgeldst, darunter sind neben dem bakteriellen LPS
auch kérpereigene Molekile wie IL-8 oder der Komplementfaktor 5a (Minns et al. 2019). Um
Kollateralschaden durch die zytotoxischen Komponenten auf ein Minimum zu begrenzen
(Rosales 2020), lauft die Exozytose der Granula kontrolliert ab und es bedarf einer ersten,
,vorbereitenden® Stimulation, dem Priming, bevor schlie3lich ein zweites Signal die eigentliche
Degranulation auslésen kann (Catz and McLeish 2020). Die Exozytose der neutrophile
Granula erfolgt als abgestufter Prozess und zwar in der umgekehrten Reihenfolge ihrer
Synthese (Sengelgv et al. 1995). Zuerst verschmelzen die sekretorischen Vesikel mit der
neutrophilen Plasmamembran und erhéhen so die Zahl der fir Adhasion und Transmigration
bendtigten Rezeptoren (Uriarte et al. 2008). AnschlieRend sorgt die Freisetzung der Enzyme
aus den spezifischen und Gelatinase-haltigen Granula dafir, dass der neutrophile Granulozyt
leichter durch die Extrazellularmatrix in Richtung des chemotaktischen Reizes migrieren kann
(Delclaux et al. 1996; Caster et al. 2018). Erst am Ort der Entziindung kommt es zur Exozytose
der primaren MPO-haltigen Granula (Schirmann et al. 2017).
Eine Familie kleiner GTPasen, die Rab-Proteine, spielen zusammen mit ihren Effektoren eine
Schlisselrolle bei der Regulation und Ausrichtung des intrazelluldren Vesikel-
Transportsystems (Masgrau-Alsina et al. 2020). Beispielsweise besitzt nur ein Teil der
azurophilen Granula das fur die Fusion mit der Plasmamembran nétige Rab27a, weshalb auch
bei maximale Stimulation nicht alle Granula dieser Untergruppe exozytiert werden (Lodge et
al. 2020). Neben diesen Proteinen sorgen zusatzlich verschiedene SNARE-Komplexe (engl.
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) in der Membran der Granula
fur eine Spezifitdt des Vesikeltransports (Ramadass and Catz 2016). Darliber hinaus ist der
rasche Umbau des kortikalen Aktinskeletts Gber Rho-GTPasen fir eine effiziente neutrophile
Degranulation essentiell (Mitchell et al. 2008). Dass eine Reduktion der Granulamenge in den
im Blutkreislauf zirkulierenden Neutrophilen nicht nur als Folge einer stimulierten
Degranulation auftritt, sondern auch unter homdéostatischen Bedingungen beobachtet werden
kann, ist eine erst kurzlich publizierte neue Entdeckung (Adrover et al. 2020). Die Autoren der
Studie konnten mittels Transmissionselektronenmikroskopie und proteomischer Analysen
zeigen, dass der Gehalt an intrazellularen Granula von murinen und humanen Neutrophilen
im Laufe des Tages kontinuierlich abnimmt (Adrover et al. 2020).
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2.1.2.4 Bildung von NETs

Kurz nach der erstmaligen Beschreibung der NETs und ihrer antimikrobieller Wirkung durch
Brinkmann et al. (2004) wurde die Freisetzung dieser langen, mit granularen und zytosolischen
Proteinen besetzten Chromatin-Faden als eine spezielle, ROS-, MPO- und NE-abhangige,
aktive Form des Zelltods neutrophiler Granulozyten, die NETose, identifiziert (Fuchs et al.
2007). Die Immunzelle leistet so noch Uber ihren Tod hinaus einen Beitrag zur effektiven
Bekampfung der eingedrungenen Mikroorganismen.

Da die mit der DNA in den Extrazelluldrraum entlassenen Substanzen aber auch schadigend
auf umliegendes Gewebe wirken (Narasaraju et al. 2011; Kolaczkowska et al. 2015;
Castanheira and Kubes 2019), kommt es idealerweise nur dann zur Freisetzung von NETS,
wenn das Pathogen tatsachlich nicht mittels Phagozytose eliminiert werden kann. Dies wird
Uber folgenden Kontrollmechanismus gewahrleistet: Durch die Fusion von Phagosom und
Primargranulum wird die nukledre Translokation der darin enthaltenen neutrophilen Elastase
verhindert und die fur die DNA-Dekondensation und NET-Bildung nétige Proteolyse der
Histonen durch das Enzym unterbleibt (Branzk et al. 2014). Kann das Pathogen also
phagozytiert werden, fehlt einer der ersten Schritte der NETose. Andererseits kann eine
Effizienzsteigerung dieser neutrophilen Abwehrstrategie gegentber grofien Pathogen durch
die synchrone NET-Freisetzung von mehreren, Schwarm-bildenden Neutrophilen erreicht
werden, wie erst kirzlich in einem neu entwickelten in vitro Assay fir humane Granulozyten
gezeigt wurde (Hopke et al. 2020). Dass eine gesteigerte NET-Bildung aber auch negative
Folgen fir den Organismus haben kann, bewiesen Kang et al. (2020) unldngst in einem
murinen Schlaganfallmodell, wo NETs die erfolgreiche Revaskularisierung behinderten.
DartUber hinaus scheinen NETs im Rahmen einer Krebserkrankung die primaren Tumorzellen
bei einer Metastasierung in die Leber zu unterstitzen, wie sowohl im Mausmodell als auch an
humanen Patienten gezeigt wurde (Tohme et al. 2016; Hsu et al. 2019; Yang et al. 2020).

Ob Neutrophile neben der ,suizidalen* Form der NET-Freisetzung Uber weitere Mechanismen
zur Ausbildung derartiger DNA-Strukturen verfligen, ist Gegenstand aktueller Forschung und
wird kontrovers diskutiert (Yousefi and Simon 2016; Yousefi et al. 2020). So wurde 2009
erstmals eine ROS-abhangige Form beschrieben, bei der mitochondriale DNA den Ursprung
der extrazelluldaren Chromatinfaden bildet und die NET-Freisetzung daher unabhangig vom
Zelltod des Neutrophilen méglich ist (Yousefi et al. 2009). Eine nicht-lytische Form der NET-
Bildung, die innerhalb weniger Minuten auftrat und bei der die Zellen wahrend der DNA-
Freisetzung zeitgleich Gram-positive Bakterien phagozytierten, wurde via Live-Imaging in
einem Mausmodell nach intradermaler Verabreichung von humanen neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen (Yipp et al. 2012). Da hier nukledres Chromatin als Grundgerist
fur die NETs fungierte, blieben Neutrophile mit diffus im Zytoplasma verteilten Kernresten oder
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teils véllig kernlos zuriick (Yipp et al. 2012). Beide Varianten kénnen innerhalb weniger
Minuten nach Stimulation beobachtet werden und passen daher wesentlich besser in das
Konzept einer ersten schnellen, Neutrophilen-vermittelten Immunantwort als die mehrere
Stunden in Anspruch nehmende NETose (Kubes 2018).

Obwonhl eine Vielzahl von NETs-induzierenden Stimulanzien bekannt ist, werden in einem
Grofteil der Studien zu dieser Thematik Substanzen verwendet, mit denen neutrophile
Granulozyten physiologischerweise nicht in Kontakt kommen (z. B. Phorbol-12-myristat-13-
acetat, PMA) (Hoppenbrouwers et al. 2017). Da man aber mittlerweile weil3, dass sich das
NETom, also die Zusammensetzung der mit der DNA ausgestolenen Proteine, je nach
Umgebung und Ausléser unterscheiden kann (Lim et al. 2018; Petretto et al. 2019), gilt es,
beim Design zukinftiger Experimente hierauf ein besonderes Augenmerk zu legen, um so die

Vorgange im Koérper in vitro méglichst exakt nachzubilden.

2.1.2.5 Subpopulationen

Die vormals als homogene Population erachteten neutrophilen Granulozyten, stellen
tatsachlich vielmehr eine Gruppe mehrerer Subpopulationen mit verschiedenen Funktionen
und einer unterschiedlichen Beteiligung an pathologischen Vorgangen dar (Ng et al. 2019).
Schon eine Studie mit 125 gesunden Blutspendern fand beim Vergleich der Genexpressions-
und Methylierungsmuster heraus, dass die interindividuellen Unterschiede bei neutrophilen
Granulozyten deutlich gréRer sind als bei Monozyten oder naiven T-Zellen (Chen et al. 2016;
Ecker et al. 2017).

Bereits lange bekannt sind die sogenannten ,low-density neutrophils® (LDNs), die bei der
Dichtegradientenzentrifugation von Vollblut in der Fraktion der peripheren mononukleéren
Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) auftauchen (Ley et al. 2018).
Sie werden von den Granulozyten héherer Dichte (engl. high-density neutrophils, HDNs) —
auch ,normal-density neutrophils“ (NDNs) genannt — unterschieden, die zusammen mit den
Erythrozyten die untere Zellfraktion bilden (Hassani et al. 2020). Das Auftreten der LDN darf
nicht per se als pathologisch angesehen werden, weil die Dichteverteilung Giber die Gesamtheit
der Neutrophilen hinweg auch im Gesunden einer GaulR-Kurve folgt (Pember et al. 1983;
Hassani et al. 2020). Ein vermehrtes Vorkommen von LDNs wurde beim Menschen jedoch
schon in den 90er Jahren mit unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang
gebracht (Hacbarth and Kajdacsy-Balla 1986). Von Maus und Ratte als Versuchstier einmal
abgesehen, finden sich im Bereich der Tiermedizin nur vereinzelt Beschreibungen zu dieser
neutrophilen Subpopulation: Die aktuellste Studie zu diesem Thema kommt aus der
Pferdemedizin, wo LDNs in Tieren mit Asthma und gesunden Kontrolltieren vergleichend

analysiert wurden (Herteman et al. 2017). Aber auch zuvor wurden Granulozyten schon in der
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equinen PBMC-Fraktion nachgewiesen (Degroote et al. 2012). Bei Schweinen fanden sich
vermehrt Granulozyten mit einer den PBMCs ahnlichen Dichte, nachdem die Tiere
experimentell mit der klassischen Schweinepest infiziert wurden (Summerfield et al. 1998).
Zwar wurden auch bei Hunden schon Neutrophile als Kontamination in der PBMC-Fraktion
beschrieben, allerdings scheinen die Granulozyten bei dieser Tierart generell eine geringere
Dichte aufzuweisen (Buurman et al. 1982). Da in der Regel Trennmedien mit einer Dichte von
1,077 mg/dl fur die Blutzellpraparation verwendet werden, erfolgt die Unterscheidung der
beiden Subpopulationen LDN und NDN voneinander Ublicherweise anhand dieses
Grenzwertes.

Abgesehen von der Dichte scheinen sich LDNs aber auch in funktioneller Hinsicht von HDNs
zu unterscheiden: So wurde in einer aktuellen Studie beim Menschen gezeigt, dass die LDNs
von gesunden Probanden die Proliferation von zuvor stimulierte Lymphozyten in Kultur starker
zu supprimieren vermochten als eine gemischte Neutrophilenpopulation oder reine HDNs
(Hassani et al. 2020). Mit einem Granulozyten-Multifunktionstest wiesen die Autoren der
Studie in vitro aulRerdem bei den LDNs eine héhere antibakterielle Kapazitat gegenlber
Fluoreszenz-markierten Staphylococcus aureus nach, verglichen mit den autologen HDNs
(Hassani et al. 2020). Ahnliches beobachtete eine kanadische Forschungsgruppe bei equinen
LDNs, die ebenfalls unabhangig vom Gesundheitszustand der Tiere ganz allgemein zu einer
starkeren NET-Bildung neigten (Herteman et al. 2017). Anders scheint es sich hingegen mit
den Neutrophilen zu verhalten, die im Rahmen eines aktiven Infektionsgeschehens vermehrt
in der PBMC-Fraktion nachgewiesen werden. Denn die LDNs von Tuberkulose-Patienten
waren weder in der Lage lebende Mykobakterien zu phagozytieren, noch NETs oder ROS zu
bilden (La Manna et al. 2019). Um diesen teils widersprichlichen Ergebnisse zu begegnen,
definieren einzelne Autoren weitere Subtypen innerhalb der LDNs, wie beispielsweise
proinflammatorische LDNs — manchmal missverstéandlich ,low-density granulocytes® (LDGs)
genannt — oder immunsuppressive LDNs — haufiger als granulozytdre myeloide Suppressor-
zellen (G-MDSCs) bezeichnet (Scapini et al. 2016). LDGs wurden vorwiegend in
vergleichenden Studien im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen analysiert (Scapini
et al. 2016). So scheinen LDGs beispielsweise Uber die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-a und Interferon (IFN)-y und eine verstarkte NETose an der Pathogenese
des systemischem Lupus erythematodes beteiligt zu sein (Denny et al. 2010; Carmona-Rivera
et al. 2015). Ein groRer Teil der Veroffentlichungen zu G-MDSCs kommt hingegen aus dem
onkologischen Bereich und diese Zellen scheinen besonders bei der Metastasierung von
Primartumoren in Leber und Lunge proaktiv mitzuwirken, wie von mehreren Autoren in
Mausmodellen nachgewiesen wurde (Hsu et al. 2019; Long et al. 2020). Zwar wurden flr
murine G-MDSCs vereinzelt spezifische Kombinationen von Oberflachenrezeptoren
beschrieben (Perez et al. 2020), zuverlassig identifizieren lasst sich diese neutrophile
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Subpopulation damit beim Menschen allerdings nicht (Mandruzzato et al. 2016), weshalb fur
eine eindeutige Charakterisierung die Verknupfung phéanotypischer und funktioneller
Merkmale vorgeschlagen wurde (Bronte et al. 2016).

In der Krebsforschung werden aulerdem bei der Population der Tumor-assoziierten
Neutrophilen zwei Fraktionen unterschieden, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Beteiligung
am Krankheitsgeschehen analog zu Makrophagen im gleichen Kontext (Biswas and
Mantovani 2010) als Tumor-unterdriickende N1 oder Tumor-férdernde N2 benannt werden
(Fridlender et al. 2009). Letztere unterstitzen Uber Umbauprozesse in der Extrazellularmatrix
und entsprechende Wachstumsfaktoren die Vaskularisierung, weshalb sie mitunter auch als
proangiogenetische Neutrophile bezeichnet werden (Nozawa et al. 2006). Dieser
proangiogenetische Subtyp kann sowohl in der Maus als auch im Menschen anhand seiner
hohen Rezeptorexpression flr den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (engl. vascular
endothelial growth factor, VEGF) identifiziert werden und schittet diesen aulierdem, ebenso
wie auch MMP-9, vermehrt aus (Christoffersson et al. 2012; Massena et al. 2015). Welche
Verbindung zwischen der N2-Population und G-MDSCs besteht, deren stimulierende Wirkung
auf die Metastasierung ebenfalls mit einer Sekretion von VEGF und MMP-9 in Zusammenhang
gebracht wird, ist unklar und nur ein Beispiel fir die Schwierigkeiten, die es bezlglich
Charakterisierung und Nomenklatur der neutrophilen Subpopulationen noch zu Gberwinden
gilt (Long et al. 2020; Bronte et al. 2016).

Ungeklart ist auRerdem, ob sich all diese Subpopulationen schon im Knochenmark bei der
Granulopoese bilden oder erst spater Uber unterschiedliche Aktivierungsprozesse oder das
Mikromilieu in den verschiedenen Zielgeweben (Hidalgo et al. 2019). Die Entdeckung der
reversen transendothelialen Migration von Neutrophilen (Woodfin et al. 2011) in Kombination
mit den Veranderungen, welche die einmal ins Gewebe ausgewanderten Granulozyten
entwickeln (Injarabian et al. 2019), weist mdglichweise darauf hin, dass die Heterogenitat
innerhalb der zirkulierenden Neutrophilen erst aulerhalb des Knochenmarks entsteht
(Silvestre-Roig et al. 2016). Dies kénnte ferner eine Antwort auf die Frage liefern, was
neutrophile Granulozyten dazu befahigt, auf infektidse und sterile Entzindungsherde

unterschiedlich zu reagieren (Kubes 2018).

2.1.2.6 Immunregulation

Neben ihrer essentiellen Funktion im Rahmen der direkten Erregerabwehr spielen neutrophile
Granulozyten aulerdem eine wichtige Rolle bei der Immunregulation, sowohl im gesunden
Organismus als auch bei pathologischen Zustanden. Schon lange ist bekannt, dass aktivierte
Neutrophile ein groRes Spektrum an Zytokinen und Chemokinen sekretieren und so

inflammatorischer Prozesse regulatorisch beeinflussen kénnen (Altstaedt et al. 1996;
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Tamassia et al. 2018). Bei der Interaktion mit Lymphozyten kénnen Neutrophile je nach
Umgebung oder ursachlichem Reiz eine inhibierende oder aktivierende Rolle einnehmen.
Dafur scheint die Fahigkeit der Neutrophilen, ihr Proteom und die Expression ihrer
Oberflachenmolekile entsprechend anzupassen, entscheidend zu sein (Silvestre-Roig et al.
2019). In der Milz von Maus und Mensch wurde beispielsweise im dortigen marginalen
Neutrophilen-Pool eine Subpopulation gefunden, die vorhandene B-Zellen tber Zytokine zur
Proliferation und Antikérper-Produktion anregt und deren Zellen daher auch als B-Zell-Helfer
Neutrophile bezeichnet werden (Puga et al. 2011). Dagegen fuhrt in vitro die Stimulation
humaner Neutrophile mit Toll-like-Rezeptor (TLR) 8-Agonisten zur Sekretion von IL-23, was
die Differenzierung naiver T-Zellen zu Th17-Zellen bewirkt (Tamassia et al. 2019). Aber
Neutrophile beeinflussen Lymphozyten nicht nur Uber diesen direkten Weg bei deren
Entwicklung. Die alleinige Co-Kultivierung von naiven CD4" T-Zellen mit aktivierten DCs (ein
Modell, das die Verhéltnisse, wie sie in vivo beispielsweise in Lymphknoten vorliegen,
widerspiegeln soll) Iést keine Induktion einer IL-17 produzierenden Th17-Zelle (Souwer et al.
2018). Erst die Zugabe eines Uberstandes von degranulierten Neutrophilen, genauer gesagt
der aktiven neutrophilen Elastase, filhrte Uber die Prozessierung des von den aktivierten DCs
freigesetzten CXCL8 zur Entwicklung der Th17-Zellen (Souwer et al. 2018). In einem murinen
Hautsensibilisierungsmodell wiederum verhinderten neutrophile Granulozyten Uber das von
ihnen sezernierte Cathepsin G die IL-12-Produktion der Hapten-prasentierenden DCs und
damit die Entwicklung von Hapten-reaktiven CD4* T-Zellen (Kish et al. 2019). Neutrophile
Granulozyten kénnen also zuséatzlich zur eigenen Zytokin-Sekretion Uber die Freisetzung von
Proteasen via Degranulation oder NETs die bereits in ihrer Umgebung vorhandenen
Signalmolekule modifizieren (Clancy et al. 2018). Dass die unterschiedlichen aus humanen
Neutrophilen aufgereinigten Proteasen dabei dul3erst effektiv zusammenarbeiten, zeigten erst
kirzlich Versuche mit insgesamt 69 rekombinanten Zyto- und Chemokinen in vitro (Fu et al.
2020). Dabei identifizierten die Autoren der Studie einige Zytokine (TNF-a, IL-5, CCL5, CCL2,
IL-8, M-CSF), die sich gegenlber dem enzymatische Abbau durch die granulozytaren
Proteasen als generell weniger anfallig erwiesen, méglicherweise um nach dem Eintreffen der
neutrophilen Granulozyten am Entzindungsherd die effektive Rekrutierung weiterer
Immunzellen zu erméglichen (Fu et al. 2020). Ein von Neutrophilen aus ihren Sekundargranula
selbst freigesetztes Chemokin, das Cathelicidin LL-37, bewirkt einerseits die positive Migration
von CD4* Zellen und fungiert als T-Zell-Antigen (Lande et al. 2014; Agerberth et al. 2000; De
et al. 2000). Andererseits supprimiert es die Aktivierung von DCs und die T-Zell-Proliferation
(Di Nardo et al. 2007; Kandler et al. 2006; Nijnik et al. 2009). Damit ist LL-37 nur eines der
vielen Beispiele, fir die gegensatzlichen Einflisse auf das adaptiven Immunsystem, die Uber
die Inhalte neutrophiler Granula vermittelt werden (zusammengefasst in (Minns et al. 2019)).
Daneben scheinen Neutrophile auch Uber die Freisetzung von ROS regulatorisch auf andere
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Immunzellen einwirken zu kénnen. So wurde in einem Mausmodell mit Paracetamol-
induzierter Leberschadigung gezeigt, dass die Umwandlung der proinflammatorischen
Makrophagen in einen regenerativen Typ und damit die Ausheilung des Leberschadens von
der neutrophilen ROS-Produktion abhangig war (Yang et al. 2019).

Ein Meilenstein bei der Beschreibung der immunregulatorischen Funktion von neutrophilen
Granulozyten war schlieRlich der Nachweis, dass diese Zellen in Lymphknoten als atypische
antigenprasentierende  Zellen die Proliferation von antigenspezifischen CD4*
Gedachtniszellen stimulieren kénnen (Vono et al. 2017; Cassatella 2017; Lok et al. 2019).
Zusammen mit den immer wieder neuen Beschreibungen neutrophiler Subpopulationen unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen macht gerade diese letzte Beobachtung
deutlich, dass auf dem Forschungsfeld der neutrophilen Granulozyten vermutlich noch mit

weiteren bedeutenden Entdeckungen zu rechnen ist.

2.2 Diabetes mellitus

2.2.1 Definition

Die allgemein verwendete Bezeichnung ,Diabetes mellitus* (DM) bildet eigentlich den Ubergriff
fur eine Reihe unterschiedlicher Stoffwechselerkrankungen, deren Leitbefund eine chronische
Hyperglykdmie infolge einer gestérten Insulinwirkung/-produktion darstellt (Petersmann et al.
2019). Die American Diabetes Association fasst in ihren aktuellen Richtlinie die
Diagnosekriterien fur einen DM wie folgt zusammen: eine Nuchtern-Plasmaglukose von 2126
mg/dl (=7,0 mmol/l) oder ein HbA1-Wert (glykiertes Hamoglobin) von 26,5% (48 mmol/mol Hb)
oder vendse Plasmaglukosewerte von 2200 mg/dl (=11,1 mmol/l) nach einem zweistiindigen
oralen Glukosetoleranztest oder eine Kombination aus Gelegenheits-Plasmaglukosewerte von
=200 mg/dl (=11,1 mmol/l) und den klinischen Symptomen einer Hyperglykdmie (Association
2020).

Die aktuelle Klassifikation sieht fur Diabetes mellitus die Einteilung in vier Kategorien vor
(Association 2020): Neben dem immunmediierten Typ 1 (T1DM), bei dem es infolge einer
Autoimmunreaktion zur Zerstérung der insulinproduzierenden B-Zellen im Pankreas kommt
(DiMeglio et al. 2018), sind die meisten Patienten vom Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM)
betroffen, der durch eine Insulinresistenz und zahlreiche Komorbiditdten gekennzeichnet ist
(Viigimaa et al. 2020). Bei einer diabetogenen Stoffwechsellage, die wahrend
Schwangerschaft erstmals diagnostiziert wird, muss unterschieden werden zwischen einem
zum Zeitpunkt der Konzeption bereits bestehenden, aber unentdeckten DM und dem
Gestationsdiabetes, flr dessen Diagnose niedrigere Werte beim oralen Glukosetoleranztest

gelten (Rosik et al. 2020). Die vierte Kategorie umfasst all diejenigen Erscheinungsformen
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eines Diabetes, die nicht aufgrund ihrer Atiologie einer der anderen Gruppen zugeordnet
werden kdnnen, und beinhaltet neben monogenen diabetischen Syndromen, Erkrankungen
des exokrinen Pankreas und Medikamenten-induzierte Diabetesformen (Association 2020).

2.2.2 Atiologie

Das von den B-Zellen des endokrinen Pankreas produzierte Peptidhormon Insulin spielt die
zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Glukosehoméostase (Czech 2017). Uber den
ubiquitar exprimierten Insulinrezeptor, der nach Aktivierung und erfolgter Signalubermittlung
eine Clathrin-vermittelten Endozytose unterlduft (Hall et al. 2020), wird u.a. die
Glukoseaufnahme in Leber, Muskulatur und Fettgewebe stimuliert und so der
Blutglukosespiegel gesenkt. Daher fiihrt eine gestérte Insulinwirkung unmittelbar zu einer
Hyperglykdmie und ein Anhalten dieser Stérung zu schwerwiegenden Spétfolgen (Toniolo et
al. 2019; Viigimaa et al. 2020; Hughes et al. 2020).

Der als chronische Autoimmunerkrankung klassifizierte T1DM ist die haufigste
Stoffwechselerkrankung im Kindesalter mit kontinuierlich steigender Inzidenzrate (Xia et al.
2019) und gekennzeichnet durch einen absoluten Insulinmangel, da es zu einer
immunmediierten Zerstérung der Langerhans'schen Inselzellen kommt (llonen et al. 2019).
Trotz intensiver Forschung in diesem Bereich ist die genaue Atiologie nach wie vor ungeklért
(Norris et al. 2020), vermutet wird allerdings eine Kombination aus Umweltfaktoren und
genetischer Pradisposition (Robertson and Rich 2018). An der Zerstérung der B-Zellen sind
autoreaktive CD4* und CD8* T-Zellen mafigeblich beteiligt (Di Dedda et al. 2019). Wahrend
letztere durch die direkte Wirkung ihrer zytolytischen Proteine die Insulitis dominieren (Trivedi
et al. 2016), induzieren CD4" T-Zellen Uber die Interaktion mit B-Zellen die Produktion von
Autoantikérpern, die zum Zeitpunkt der Manifestation des DM nachweisbar und am haufigsten
gegen die kérpereigenen pankreatischen Inselzellen, Insulin, die Tyrosinphosphatasen |A-2
oder |A-23, die Glutamatdecarboxylase (insbesondere Isoform GAD65) oder den
Zinktransporter 8 gerichtet sind (Lund-Blix et al. 2019).

Hingegen wird das Erkrankungsbild des progredient verlaufende T2DM durch die Kombination
aus einer peripheren Insulinresistenz und der nachfolgend inadaquaten Insulinsekretion
charakterisiert (Chow and Chan 2020). Laut der International Diabetes Federation
reprasentiert dieser Typ 90% der weltweiten Diabetesfélle (Federation 2019) und neben
Risikofaktoren wie Adipositas und Bewegungsmangel wurde auch eine genetische
Pradisposition mit der multifaktoriellen Atiologie des T2DM in Verbindung gebracht (Zhang et
al. 2020). So haben genomweite Assoziationsstudien bereits Gber 400 Allele identifiziert, die
das Risiko fiir eine Erkrankung beeinflussen (Krentz and Gloyn 2020). Die Wahrscheinlichkeit

einer T2DM-Manifestation ist zudem bei Patienten mit Metabolischem Syndrom oder bereits
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gestoérter Glukosetoleranz, dem sogenannten Pradiabetes, erhéht (Avolio et al. 2020;
Punthakee et al. 2018).
Etwa 1-4% der humanen Diabetes mellitus-Erkrankungen sind auf monogenetische Defekte
zurlckzufiihren, wobei die meisten Falle entweder dem neonatalen Diabetes mellitus (NDM)
oder einer heterogenen Gruppe diabetischer Erscheinungsformen, die unter dem Begriff
,Maturity-Onset Diabetes of the Young®“ (MODY) zusammengefasst sind, zugeordnet werden
(Shields and Colclough 2017). Bei letzteren beschreibt bereits der Name eines der
phanotypischen Charakteristika, die innerhalb dieser Gruppe beobachtet werden: die
Manifestation des Diabetes vor dem 25. Lebensjahr (Bishay and Greenfield 2016). Daneben
zeigen die in der Regel nicht adipésen Betroffenen nur eine moderate Hyperglykédmie und
weisen weder Autoantikérper gegen Inselzellen noch eine Insulinresistenz auf (Carlsson et al.
2020). Allerdings schétzt man, dass méglicherweise bis zu 80% der MODY-Patienten nicht
korrekt diagnostiziert und in der Folge mit Insulin therapiert werden, weil falschlicherweise von
der bei Kindern und jungen Erwachsenen am haufigsten vorkommenden Form des T1DM
ausgegangen wird (Peixoto-Barbosa et al. 2020). Daher wird bei der Diagnosestellung
zunehmend auch auf das Screening von Autoantikérpern gesetzt, die beim T1DM in etwa 90%
der Falle nachweisbar sind und dort einen sehr hohen pradiktiven \Wert besitzen (Bonifacio et
al. 2018; Shields and Colclough 2017; Carlsson et al. 2020). Die haufigsten Lokalisationen der
fuar MODY verantwortlichen Genmutationen finden sich in den DNA-Abschnitten, die fir den
Hepatozyten-Nuklearfaktor-1a, -4a oder die Glukokinase kodieren (Peixoto-Barbosa et al.
2020). Da alle drei Proteine an der Regulation der Insulinausschittung aus den
pankreatischen B-Zellen beteiligt sind, wird als Resultat der Mutation eine unzureichende
Insulinsekretion auf einen Glukosereiz beobachtet (Shields et al. 2010; Osbak et al. 2009).
Tritt die diabetogene Stoffwechsellage hingegen innerhalb der ersten sechs Lebensmonate
auf, spricht man von einem NDM (Sousa and Bruges-Armas 2019). Abhangig von der Dauer,
in der der Patient therapiebedurftig ist, wird zwischen einer transienten und einer
permanenten, Gber den 18. Lebensmonat hinaus bestehenden Form unterschieden (Gaal and
Balogh 2019), wobei nicht zwangslaufig ein Zusammenhang zwischen dem betroffenen
Genlocus und der Verlaufsform besteht (Gole et al. 2018). Beispielsweise wurden Mutationen
im KCNJ11-Gen sowohl bei Kindern mit transientem, als auch mit permanentem NDM
identifiziert (Gole et al. 2018; Greeley et al. 2018). Insgesamt sind Veranderungen in einer der
Untereinheiten des ATP-abhangigen Kaliumkanals, der als Glukosesensor in den B-Zellen
fungiert (Pipatpolkai et al. 2020), der haufigste Ausléser eines NDM und mehrere hundert
verschiedene Genmutationen wurden diesbezlglich bereits beschrieben (De Franco et al.
2015; De Franco et al. 2020).
Die zweithaufigste Ursache fiir einen permanenten NDM stellen die meist autosomal dominant
vererbten Mutationen im Insulin-Gen (/NS) selbst dar, das daraus resultierende Krankheitsbild
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wird auch als ,Mutant INS-gene-induced Diabetes of Youth* (MIDY) bezeichnet (Liu et al.
2010). Meist verursacht eine Akkumulation des veranderten, fehlgefalteten Insulinproteins
Uber eine Stressreaktion im endoplasmatischen Retikulum die progrediente B-Zell-Apoptose
(Liu et al. 2018).

2.2.3 Immunsystemveranderungen bei Diabetes mellitus

Die Assoziation zwischen DM und einem systemisch-inflammatorischen Zustand wurde zwar
vielfach hergestellt, der zugrundeliegende Mechanismus aber bislang nicht vollsténdig
aufgeklart (Keane et al. 2017; Prattichizzo et al. 2018; Lu et al. 2020; Kuo et al. 2020).
Detaillierte Studien zu diesem Thema existieren vor allem fiir den T2DM. Beispielsweise wird
eine Neutrophilen-vermittelte systemische Inflammation als &tiologische Erklarung fur die
beschriebene Multimorbiditat von chronisch obstruktiver Lungenerkrankung, Atherosklerose
und diesem Diabetes-Typ herangezogen (Hughes et al. 2020). Man geht davon aus, dass die
fur T2DM pathognomonische periphere Insulinresistenz Uberwiegend durch die erhéhte
Kérperfettmasse der Betroffenen ausgeldst wird (Boles et al. 2017). Da Fettgewebe neben
seiner Speicherfunktion als endokrinologisch aktives Organ fungiert, folgt auf eine Zunahme
seiner Masse schliellich ein Anstieg der von Adipozyten sezernierten Zytokine, wie z. B. des
proinflammatorischen TNF-a und IL-6 (Jaganathan et al. 2018). Diese Zytokine werden
darUber hinaus auch noch von sogenannten proinflammatorischen M1-Makrophagen
freigesetzt, deren Polarisierung im Fettgewebe adipéser Patienten verstarkt beobachtet wurde
(Zatterale et al. 2020). Da TNF-a die Signalwirkung des Insulins hemmt (Hotamisligil et al.
1996), zeigen Korperzellen zu Beginn der Erkrankung eine zunehmende Insensibilitat
gegentber dem Hormon, insbesondere im Muskel- und Fettgewebe (van Niekerk et al. 2019).
Letzteres ist zusatzlich problematisch, weil dadurch dort die insulinvermittelte Hemmung der
Lipolyse fehlt und es durch den gesteigerten Abbau des Speicherfetts zur Freisetzung groRer
Mengen an freien Fettsduren kommt. Freie Fettsduren kénnen vom TLR4 auf Immunzellen
gebunden werden und in diesen wiederum inflammatorische Signalwege aktivieren
(McLaughlin et al. 2017). In Makrophagen sorgen freie Fettsduren fur eine verstarkte ROS-
Produktion, was Uber die Synthese der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18 das
inflammatorische Milieu bei T2DM weiter férdert (Guo et al. 2015). Aber auch bei den in der
Regel normalgewichtigen Typ-1-Diabetikern finden sich vermehrt Makrophagen des
proinflammatorischen M1-Subtypes. Hier scheinen fur die Polarisierung tberwiegend Zytokine
verantwortlich zu sein, die im Rahmen der gegen die B-Zellen gerichteten, zytotoxischen
Reaktion von CD8* T-Zellen nach direkter Interaktion mit CD4* T-Zellen im Pankreas
sezerniert werden (Calderon et al. 2008).
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Die Zerstérung der Insulin-produzierenden p-Zellen ist aus einem weiteren Grund
problematisch, da Insulin nicht nur wichtige regulatorische Funktionen im Kohlenhydrat-, Lipid-
und Proteinstoffwechsel und der zellularen Glukoseaufnahme besitzt, sondern auch selbst
Uber eine anti-inflammatorische Wirkung verfugt (van Niekerk et al. 2019). Obwohl bei T1DM
von Beginn an ein absoluter Insulinmangel besteht, kann allein die unabhangig vom Typ
persistente Hyperglykdmie bei DM neben zahlreicher Folgeerkrankungen Veranderungen im
Immunsystem auslésen (Von Ah Morano et al. 2020). So wird beispielsweise das vermehrte
Vorkommen von glykierten Proteinen im hyperglykdmischen Blut mit einer Aktivierung des
Komplementsystems in Zusammenhang gebracht, das Uber seine Effektorproteine letztlich
ebenfalls auf systemischer Ebene proinflammatorisch wirkt (Tang and Yiu 2020). Daneben
wird auch die schlechte Wundheilung bei Diabetikern auf eine verstarkte Neigung der
neutrophilen Granulozyten zur NETose und den dadurch verursachten chronischen
Entzindungsreiz zurtickgefuhrt (Wong et al. 2015). Im Gegenzug zeigen Neutrophile bei DM
sowohl eine verminderte ROS-Produktion als auch Beeintrachtigungen bei der Phagozytose,
was die erhéhte Infektanfalligkeit der Patienten erklart (Toniolo et al. 2019; Kumar and Dikshit
2019). Beide Effekte lassen sich in vitro mit Neutrophilen gesunder Probanden bereits durch
kurzzeitige Inkubation in Kulturmedien mit erhéhtem Glukosegehalt simulieren (Perner et al.
2003; Jafar et al. 2016), was die Hypothese stutzt, dass die beobachteten funktionellen

Immunsystemveranderungen allein durch die hohen Blutglukosewerte bei DM bedingt sind.
2.2.4 Translationale Tiermodelle in der Diabetesforschung

Obwohl ein spontan auftretender DM als Pathologie bei mehreren Tierarten beschrieben ist,
wird die Stoffwechselstérung in den Modellen der Grundlagenforschung in aller Regel
experimentell induziert (Fang et al. 2019). Dafur stehen unterschiedliche Techniken zur
Verflgung.

In verschiedenen Spezies einsetzbar und wegen der vergleichsweise einfachen und schnellen
Durchfuhrbarkeit weit verbreitet ist die DM-Induktion Uber Injektion eines Glukose-Analogons
wie Streptozotocin oder Alloxan. Uber Glukosetransporter Typ 2 (GLUT2) in die Insulin-
produzierenden B-Zellen aufgenommen, lésen die Wirkstoffe dort die Produktion freier
Radikale aus, was letztlich zur Apoptose der Zellen fiihrt (Lenzen 2008). Allerdings wird
GLUT2 neben dem Pankreas auch in Leber und Niere exprimiert, weshalb zum erwiinschten
hyperglykdmischen und hypoinsulindmischen Zustand toxische Organschaden hinzukommen
kénnen (Lenzen 2008). Alternativ kann in den gréReren Tiermodellen wie Schwein und Hund
eine Pankreatektomie durchgefuhrt werden, die aber aufgrund der hohen Letalitat mittlerweile
in der Regel nur noch fir Inselzelltransplantationsstudien eingesetzt wird (Renner et al. 2020).
Fur Labornager existiert hingegen zuséatzlich ein futterungsinduziertes DM-Modell, bei dem
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Uber eine kalorien- und fettreiche Diat die Charakteristika des humanen Metabolischen
Syndroms nachgebildet werden (Kleinert et al. 2018). Allerdings entwickelt keines der bisher
bekannten Tiermodelle das komplette Spektrum pathologischer Verdnderungen, wie sie beim
humanen Krankheitsbild vorkommen (Renner et al. 2016). Die Etablierung des Genom-Editing
via CRISPR/Cas erlaubt die prazise Erschaffung transgener Tiermodelle zur gezielten
Aufklarung einzelner Fragestellungen im Rahmen der Diabetesforschung (Pickar-Oliver and
Gersbach 2019). Mittlerweile existieren zahlreiche gentechnisch modifizierte DM-Modelle und
zwar sowohl im Klein- als auch im GroRtierbereich (Renner et al. 2020).

Schweine haben hier fir die biomedizinischen Forschung in den letzten Jahren zunehmend
an Bedeutung als GroBRtiermodell gewonnen (Wolf et al. 2014). Da sie dem Menschen in
physiologischer, anatomischer und metabolischer Hinsicht deutlich starker dhneln als Mause
oder Ratten, stellen sie im Rahmen der translationalen Diabetesforschung eine wesentliche
Verbesserung gegeniiber den Nagermodellen dar (Renner et al. 2016). Zuséatzlich besitzen
Schweine durch ihre frihe Geschlechtsreife, die kurze Tragezeit und die saisonal
unabhangigen multiparen Wuirfe gute reproduktive Eigenschaften vergleichbar mit denen
klassischer Labortiere (Walters et al. 2012; Aigner et al. 2010). Die Glukosewerte im
nichternen Zustand sind bei Mensch und Schwein ahnlich, obwohl letztere etwas niedrigere
Plasmainsulinspiegel aufweisen (Renner et al. 2010). Ihre GroRe erlaubt beim Schwein
aullerdem die wiederholte Enthahme von Blutproben flr metabolische Tests, wodurch die
Entwicklung relevanter Krankheitsparameter prazise abgebildet werden kann (Renner et al.
2016).

2.2.5 INS®®*¥ transgene Schweine als Diabetesmodell

INSC®*Y transgene (tg) Schweine exprimieren aufgrund einer gentechnischen Modifikation die
Insulin-Variante C94Y, was der C96Y-Mutante in MIDY-Patienten entspricht (Wolf et al. 2014).
Dies macht sie zu einem GroRtiermodell fir den permanenten NDM des Menschen (Renner
et al. 2013), der nach aktueller Klassifikation in die vierte Kategorie der Diabetesformen
einzuordnen ist (Association 2020). Der Aminosaureaustausch von Cystein durch Tyrosin fhrt
zu einer gestoérten Disulfidbriickenbindung und daraus resultierend einer Fehlfaltung des
Proinsulin, wodurch in den B-Zellen Uber die ,Unfolded Protein Response® letztlich die
Apoptose induziert wird (Liu et al. 2010). Zwar zeigen INS®®*Y tg Schweine bereits nach 24
Stunden eine signifikant erhéhte Nuchternblutglukose, zur Manifestation des diabetischen
Phanotyps kommt es allerdings erst nach und nach durch den progredienten B-Zell-Verlust
(Renner et al. 2013). Im Alter von viereinhalb Monaten besitzen die transgenen Schweine nur
noch knapp 30% der B-Zell-Masse, die ihre wildtypischen Wurfgeschwister zu diesem
Zeitpunkt aufweisen, und sind auch deutlich kleiner als diese (Renner et al. 2013). Mit zwei
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Jahren lassen sich zudem an den Augen der INS®®*Y tg Schweine die typischen histologischen
Veranderungen einer diabetischen Retinopathie nachweisen (Kleinwort et al. 2017). Bei der
vergleichenden Analyse von hepatischem Gewebe aus zweijahrigen INS®®*Y tg Sauen und
wildtypischen Kontrollen wurden in einer aktuellen Multiomics-Studie mehrere
inflammatorische und Immunsystem aktivierende Signalwege identifiziert, die in den
transgenen Tiere eine geringere Abundanz aufwiesen (Backman et al. 2019). Dies kann als
ein erster Hinweis gewertet werden, dass mit /INS**Y tg Schweinen als translationales
Tiermodell auch die immunologischen Veranderungen des humanen DM simuliert werden

kénnen.

2.3 Equine rezidivierende Uveitis

2.3.1 Bedeutung und Klinik

Bei der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) handelt es sich um eine bei Pferden aller
Altersklassen unabhangig vom Geschlecht vorkommende spezifische Entzindung der
mittleren Augenhaut (Gilger 2011; Sandmeyer et al. 2017). Weltweit sind davon etwa 10-25%
der Pferde betroffen (Paschalis-Trela et al. 2017; Sandmeyer et al. 2017). Die Erkrankung
zeichnet sich durch spontan auftretende und wiederkehrende Inflammationsschiibe aus, was
Uber die Zerstérung intraokuldrer Strukturen letztendlich im vollstdndigen Verlust des
Sehvermégens resultieren kann (Gerding and Gilger 2016). Im akuten Stadium zeigen
betroffene Pferde meist entweder die fur Entzindungen der vorderen Augensegmente
klassische Kombination aus Blepharospasmus, Epiphora, Miosis und Photophobie (Fischer et
al. 2019) oder aber, beim Vorliegen einer hinteren Uveitis, nur leichte bis keine Symptome,
weshalb diese Verlaufsform der ERU oft erst spat erkannt wird (Gilger 2011). Zwar treten
zwischen den akuten Entziindungsphasen immer wieder symptomfreie Intervalle auf, jedoch
treibt jeder neuer inflammatorischer Schub die progressiven Zerstérung des betroffenen
Gewebes weiter voran (Gilger 2011). Weil eine kausale Therapie der ERU bislang fehlt, zielt
die Behandlung der Erkrankung in erster Linie auf eine Milderung der akuten Symptome und
die Einddmmung moéglicher Spatfolgen ab (Fischer et al. 2019; McMullen and Fischer 2017).

Neben dieser veterindrmedizinischen Seite kommt der ERU im Bereich der translationalen
Forschung eine besondere Bedeutung zu, da sie der autoimmunen Uveitis des Menschen im
Hinblick auf Atiologie, Pathophysiologie und Immunologie sehr dhnlich ist und somit das
einzige spontane Tiermodell dieser Erkrankung darstellt (Deeg et al. 2001; Deeg et al. 2002b;
Deeg et al. 2006b; Deeg et al. 2007b; Neutzner et al. 2011).
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2.3.2 Beteiligte Imnmunzellen

Obwohl die Atiologie bis heute noch nicht vollstandig entschlusselt ist (Spiess 2010; Witkowski
et al. 2016; Wiedemann et al. 2020), handelt es sich bei der ERU nachweislich um eine
immunmediierte Erkrankung, bei der autoreaktive T-Zellen das Auge infiltrieren (Deeg et al.
2001; Deeg et al. 2002b; Kleinwort et al. 2016). Dabei wurden neben dem Interphotorezeptor
Retinoid-bindendem Protein (IRBP) das zelluldre Retinaldehyd-bindende Protein (CRALBP)
als potentes okulares Autoantigen identifiziert (Deeg et al. 2001; Deeg et al. 2006b; Deeg et
al. 2007b). So léste die Immunisierung gesunder Pferde mit IRBP und auch mit dem neu
entdeckten CRALBP eine Symptomatik aus, wie sie in gleicher Weise bei einer spontanen
ERU-Erkrankung auftritt (Deeg et al. 2002b). Zugleich konnten in den Tieren IRBP-spezifische
Lymphozyten nachgewiesen werden, deren Proteom Ahnlichkeiten mit dem von peripheren
Lymphozyten aus spontan erkrankten Pferden aufwies (Deeg et al. 2002b; Hauck et al. 2017).
Dass bereits eine kleine Anzahl autoreaktiver T-Zellen ausreicht, um eine Entziindung des
inneren Auges auszulésen, wurde durch Zelltransferstudien im experimentellen autoimmunen
Uveitis (EAU) Modell bei Nagern gezeigt (Caspi et al. 1986; Rizzo et al. 1996). Trotzdem sind
die genauen Mechanismen, durch die den aktivierten T-Zellen die Infiltration des
immunprivilegierten okuldren Kompartiments gelingt, bislang noch weitgehend unbekannt,
obwohl die Uberquerung der Blut-Retina-Schranke schon friih als Schliisselereignis bei der
Pathogenese der ERU identifiziert wurde (Deeg et al. 2002a). Durch immunhistochemische
Untersuchungen an Praparaten von spontan erkrankten Pferdeaugen fand man heraus, dass
die mit der ERU einhergehenden intraokularen Zellinfiltrate vor allem aus CD4* T-Helferzellen
(Th-Zellen) bestanden (Kleinwort et al. 2016). Neueste Erkenntnisse aus Migrationsversuchen
belegen, dass die Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden eine erhéhte Motilitat
aufweisen und sich schneller und gezielter in Richtung eines chemotaktischen Reizes
bewegen (Wiedemann et al. 2020). Damit wurden zuvor im Rahmen der ERU beschriebene
Veranderungen der Lymphozyten im Hinblick auf ihr Proteom und Transmigrationsverhalten
in funktionellen Experimenten bestatigt (Degroote et al. 2014; Degroote et al. 2017; Hauck et
al. 2017; Schauer et al. 2018). Ferner konnten im Auge und im Blut von an ERU erkrankten
Pferden erhéhte Mengen proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y und IL-2 nachgewiesen
werden (Gilger et al. 1999; Saldinger et al. 2020), deren Produktion normalerweise durch Th1-
Zellen erfolgt (Wagner et al. 2010; Freer et al. 2017), was erneut die Bedeutung dieses T-
Zelltyps bei der equinen Erkrankung ERU hervorhebt. Weitere Untersuchungen des okularen
Zytokinprofils der erkrankten Tiere belegen eine zusatzliche Beteiligung von
proinflammatorischen Th17-Zellen bei der Pathogenese der ERU (Regan et al. 2012;
Simeonova et al. 2016), die schon vorher im murinen EAU-Modell nachgewiesen wurde (Luger
et al. 2008). Da unter physiologischen Bedingungen mehrere Mechanismen fur die effektiven
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Regulierung einer potenziellen, inflammatorische Reaktion im Auge sorgen kénnen, bleibt zu
klaren, ob die ERU durch eine von Th1- oder Th17-Zellen vermittelte Uberschielende
Entziindungsreaktion induziert wird oder auch ein Mangel an regulatorischen Faktoren bei der
Pathogenese der Erkrankung beteiligt ist (Gery and Caspi 2018).

Neben Zellen des adaptiven Immunsystems scheinen aber auch einzelne Komponenten der
angeborenen Immunabwehr in die Pathologie der ERU involviert zu sein. So wurde im Auge,
aber auch im Blut, bei an ERU erkrankten Pferden eine gesteigerte Aktivitdt des
Komplementsystems nachgewiesen und Makrophagen als mdgliche Interaktionspartner
benannt (Zipplies et al. 2010). Bereits 2001 konnte durch die morphologische Beurteilung
vitrealer Zellen von betroffenen Pferden gezeigt werden, dass die in den Glaskérper
eingewanderte Leukozytenpopulationen sich teilweise mehrheitlich aus Granulozyten
zusammensetzt (Deeg et al. 2001). Spater bewiesen vergleichende Proteomanalysen, dass
diese Uber die Blut-Retina-Schranke ins Auge migrierte Immunzellen sich von den im
Gefalsystem befindlichen Granulozyten desselben Tieres unterscheiden (Degroote et al.
2013). Aber auch die im Blut zirkulierenden granulozytdren Immunzellen von gesunden und
erkrankten Pferden weisen Unterschiede hinsichtlich ihrer Proteinexpression auf (Degroote et
al. 2012). Fur eine Beteiligung von Granulozyten an der Pathogenese sprechen zudem
Ergebnisse einer Hannoveraner Forschergruppe, die bei zirkulierenden Neutrophilen von
ERU-Patienten eine starkere Neigung zur NET-Bildung und in der Folge auch vermehrt NET-
Markerproteine im Serum nachwiesen (Fingerhut et al. 2019). AuRerdem konnte in dieser
Studie gezeigt werden, dass die Glaskérperflissigkeit erkrankter Augen Kontrollgranulozyten
ebenfalls zu einer vermehrten NET-Freisetzung anregen kann (Fingerhut et al. 2019).

2.4 Differentielle Proteomanalyse

Das Proteom beschreibt die Gesamtheit aller Proteine, wie sie zu einem definierten Zeitpunkt
in der Zelle oder dem Gewebe vorliegen (Wilkins et al. 1996a; Wilkins et al. 1996b). Es wird
dabei durch extrinsische und intrinsische Faktoren, sowohl in seiner qualitativen als auch
quantitativen Zusammensetzung beeinflusst (Valdés et al. 2020). Im Gegensatz zum Genom
ist das Proteom also komplexen dynamischen Veranderungen unterworfen und seine Analyse
bildet die durch alternatives SpleiRen und posttranslationale Modifikationen erzeugte,
zuséatzliche, nicht DNA-kodierte Ebene der zellularen Proteininformation ab (Wilkins et al.
1996b). Das bietet den weiteren Vorteil, dass neben Geweben und Zellen auch weitgehend
Nukleinsaure-freie Proben, wie beispielsweise KérperflUssigkeiten, auf ihr
Proteinzusammensetzung hin untersucht werden kdénnen (Chiaradia and Miller 2020;
Plowman et al. 2020). Mdgliche Veranderungen lassen sich in der Proteinanalytik mit
unterschiedlicher Verfahren darstellen und erlauben durch den anschlielRenden Vergleich mit
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einem physiologischen Proteom die ldentifikation Pathogenese-assoziierter Abweichungen
(Hauck et al. 2017; Lepper et al. 2018; Huth et al. 2019; Backman et al. 2019; Kleinwort et al.
2019; von Riden et al. 2020). Dadurch kénnen solche vergleichenden Proteomanalysen
sowohl relevante Hinweise zur Atiologie der Erkrankung (Degroote et al. 2017) als auch zu
maoglichen Therapieansatzen liefern (Piazza et al. 2020). Tatsachlich existieren sogar bereits
erste Studien, bei denen aus dem Ergebnis der differentiellen Proteomanalyse die
zugrundeliegende genetische Mutation einer Krankheit korrekt vorausgesagt wurde
(Grabowski et al. 2019).

Die Massenspektrometer-gestitzte Proteomanalyse spielt dabei gerade im Bereich der
Immunologie eine wichtige Rolle, wo haufig mit frisch isolierte Primarzellen gearbeitet wird und
daher mitunter nur sehr geringe Probenmengen fiir die Analyse verflgbar sind (Sukumaran et
al. 2019). Als sogenannte Bottom-up-Technik eingesetzt, kénnen durch das hohe
Auflésungsvermdégen der Methode selbst in bereits gut beschriebenen biologischen Systemen
noch neue Funktionen und Zusammenhange aufgedeckt werden (Aebersold and Mann 2016;
Sukumaran et al. 2019). AuRerdem ermdglicht die Massenspektrometrie die Antikérper-
unabhangige Untersuchung von Proteinen, was besonders bei Studien an Tierarten, die nicht
zu den klassischen Modellorganismen zahlen und fir die daher, wenn Uberhaupt, nur wenige
geeignete Antikdrper zur Verfiigung stehen, einen enormen Vorteil darstellt (Heck and Neely
2020).

Das Grundprinzip der Massenspektrometrie beruht dabei auf der Bestimmung der molekulare
Masse von lonen durch Messung ihres Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) (Aebersold and
Mann  2016). Bei der Tandem-Massenspektrometrie = (MS/MS) sorgt die
Hintereinanderschaltung mehrerer Analysatoren fur eine gesteigerte Selektivitat im Vergleich
zur urspringlichen Methode (Dongre et al. 1997). Durch eine vorgeschaltete
Flussigkeitschromatographie (LC) kann die Qualitdt der Proteinanalyse einer komplexen
Probe zuséatzlich gesteigert werden (Beck et al. 2011). Die Online-Kopplung eines Tandem-
Massenspektrometers an eine LC (LC-MS/MS), erlaubt schlieRlich die automatisierte
Messung der kontinuierlich eluierten Proben-Fraktionen und deren Zuordnung zu den
detektierten Massenspektren (Link et al. 1999). Bei der Bottum-up-Proteomik bestehen diese
einzelnen Fraktionen aus Peptiden, die durch den enzymatischen Verdau der urspriinglichen
Probe mit einer Protease, meist Trypsin, entstanden sind und sich wesentlich leichter
ionisieren lassen als komplette Proteine (Dupree et al. 2020). Zuerst wird nun das
Massenspektrum (MS1) der einzelner Peptidionen, der sogenannten Vorlauferionen, erfasst,
denen durch die anschlieRende Fragmentierung und massenspektrometrische Erfassung
dieser Peptidfragmentionen im zweiten Analysator jeweils ein spezifisches
Produktmassenspektrum (MS2) zugeordnet wird (Dupree et al. 2020). Dabei werden die zu
fragmentierenden Vorlauferionen in der Regel anhand ihrer Signalstarke im MS1 ausgewahlt,
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was als datenabhangige Akquisition (engl. data dependent acquisition, DDA) bezeichnet wird
(Bateman et al. 2014). Am Ende erfolgt Uber den Vergleich des Produktmassenspektrums mit
Proteinsequenzdatenbanken unter Zuhilfenahme entsprechender Programme wie z.B.

MASCOT (Matrix Science, London, UK; http://www.matrixscience.com) die Identifikation der

urspringlich in der Probe vorhandene Proteine (Degroote et al. 2017). Eine weitere
Verbesserung der MS/MS-Technik wird mit der datenunabhangige Akquisition (engl. data
independent acquisition, DIA) erreicht, weil die Fragmentierung der Vorlauferionen hier
unabhangig von der ersten Analyse erfolgt (Bruderer et al. 2017). Dadurch kénnen in
komplexen Proben wie einem Zelllysat auch noch Proteine mit geringer Abundanz identifiziert
werden, die bei der DDA mdéglicherweise Ubersehen worden wéren (Bruderer et al. 2017; Kraut
et al. 2019).

Allerdings lasst sich eine Probe mit Hilfe der Massenspektrometrie nicht nur qualitativ, sondern
auch quantitativ proteomisch untersuchen. Kommt hier eine label-freie Messtechnik zum
Einsatz, kann auf eine aufwandige, teils teure Probenaufbereitung verzichtet und die Methode
darlber hinaus leicht an unterschiedliche experimentellen Designs adaptiert werden (Zhao et
al. 2020). Dabei wird anhand der gemessenen Massenspektren der einzelnen
Proteinfragmente auf die Abundanz des Proteins in der Einzelprobe geschlossen und zwar
relativ im Vergleich zu den weiteren analysierten Proben (Nahnsen et al. 2013). Dadurch
ermdoglicht die Proteomik, im Gegensatz zur Genom- und Transkriptomanalyse, auch die
Aufdeckung pathogener Prozesse, die allein aufgrund einer Verschiebung zellularer

Proteinabundanzen entstehen.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

INS®¥#Y transgenic pigs develop a stable diabetic phenotype early after birth and therefore allow studying the
influence of hyperglycemia on primary immune cells in an early stage of diabetes mellitus in vivo. Since immune
response is altered in diabetes mellitus, with deviant neutrophil function discussed as one of the possible causes
in humans and mouse models, we investigated these immune cells in INS“®*Y transgenic pigs and wild type
controls at protein level. A total of 2371 proteins were quantified by label-free LC-MS/MS. Subsequent differ-
ential proteome analysis of transgenic animals and controls revealed clear differences in protein abundances,
indicating a deviant behavior of granulocytes in the diabetic state. Interestingly, abundance of myosin regulatory
light chain 9 (MLC-2C) was increased 5-fold in cells of diabetic pigs. MLC-2C directly affects cell contractility by
regulating myosin ATPase activity, can act as transcription factor and was also associated with inflammation. It
might contribute to impaired neutrophil cell adhesion, migration and phagocytosis.

Our study provides novel insights into proteome changes in neutrophils from a large animal model for per-
manent neonatal diabetes mellitus and points to dysregulation of neutrophil function even in an early stage of
this disease.

Data are available via ProteomeXchange with identifier PXD017274.

Significance: Our studies provide novel basic information about the neutrophil proteome of pigs and contribute
to a better understanding of molecular mechanisms involved in altered immune cell function in an early stage
diabetes. We demonstrate proteins that are dysregulated in neutrophils from a transgenic diabetic pig and have
not been described in this context so far. The data presented here are highly relevant for veterinary medicine and
have translational quality for diabetes in humans.

Keywords:

Quantitative label-free LC-MS/MS
Diabetes mellitus

Neutrophil

Granulocyte

Transgenic pig

Myosin regulatory light chain 9 (MLC-2C)

1. Introduction

With increasing prevalence in both developed and developing
countries, diabetes mellitus has become the most important metabolic
disease in humans today [1,2]. A link between diabetes and increased
susceptibility for infections was proven by numerous studies [3]. In
addition to this, severe courses of disease like bacteremia are seen more
often in diabetic patients than in people with no disease history [4].
While clinical importance of these findings is beyond questioning, the
underlying mechanisms responsible for the impaired immune function
in the diabetic condition, poorly understood so far, are unknown to

* Corresponding author.
E-mail address: Cornelia.Deeg@lmu.de (C.A. Deeg).

https://doi.org/10.1016/j.jprot.2020.103843

date.

As first line effector cells of the innate immune system, neutrophils
are able to react in multiple ways to potential threats, namely through
phagocytosis, degranulation, ROS release and formation of DNA-based
extracellular traps (NETs) [5,6]. Besides this essential defensive func-
tion of neutrophils, their role as regulatory elements in the healthy
organism becomes more and more obvious [7]. Lately neutrophil
granulocytes, formerly considered to depend mainly on glycolysis, were
proven to adapt their metabolic pathways via transcriptional regulation
to a changed environment [8]. During pathological condition of dia-
betes these adaptions include deficiency in ROS production,
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chemotaxis, adhesion and phagocytosis [8]. By which regulatory
pathways these effects are transduced inside the cell is not fully un-
derstood to date [9]. However, recent studies showed that insulin is not
only required for maintaining glucose homeostasis but also acts as an
immunomodulatory hormone [9]. It can affect cytokine release and
expression of adhesion molecules in leukocytes [9]. Whether these
observations of insulin impacting the immune system may be mediated
solely by an increased blood glucose level is currently under discussion
[10].

Pigs are used as large animal models in a wide field of biomedical
research [11]. Their close similarity to humans in terms of size,
anatomy, diet and metabolism offers some significant benefits for dia-
betes research [11]. Developing pathologic alterations like diabetic
retinopathy, vasculopathy and nephropathy, diabetes in pigs mimics
the human diabetic phenotype much better than the commonly used
rodent models do [11]. Genetic engineering made several transgenic
breeding lines available for different approaches within the field of
diabetes research [12]. The INS®®*Y transgenic pig model used in this
study develops a stable diabetic phenotype within the first week of life,
similar to permanent neonatal diabetes mellitus (PNDM) or mutant INS
gene-induced diabetes of youth (MIDY) in humans [13]. Due to a point
mutation within the insulin gene and consequential amino acid se-
quence (C—Y), the secretion of the protein by beta cells is impaired in
these pigs [13]. Therefore, fasting and postprandial hyperglycemia is
observed, rendering the model suitable to detect hyperglycemia-asso-
ciated pathophysiologies [13].

Abnormal behavior of primary polymorphonuclear leukocytes
(PMN) in diabetic settings was reported in humans and in experiments
in mice [14,15]. While studies in man can display differences between
diabetes patients depending on their state of glycemic control, early
stages of diabetes are difficult to observe due to the insidious disease
process. Hence, we used PMN from young INS®#Y transgenic pigs and
matched wild type controls with the aim to gain insight into changes in
the neutrophil proteome that point to dysfunction occurring in the in-
itial stage of diabetes.

2. Material and methods
2.1. Sample preparation

PMN from heparinized venous whole blood of six 12 week old
INS©®*Y transgenic (INS“®*Y) pigs and six age-matched wild type (wt)
littermates were used in this study. In detail, neutrophils of four INS“**¥
and three wt animals underwent mass spectrometric analysis.
Immunofluorescence staining was conducted at a later time with PMN
of the other five individuals (two INS®**Y, three wt). Relative amount of
leukocyte subsets was determined via DiffQuick stained blood smears
for all pigs and neutrophil percentages were comparable between both
groups (INS®®*Y 30 + 13%, wt 28 = 8%; Supplementary Table 1). As
novel findings in both murine models and humans suggest differences
in the proteomic profile of circulating neutrophils driven by circadian
rhythms [16,17], the blood samples used in our experiments were all
obtained at the same time of day. Collected data (mean * SD) of
glucose level (one hour post-prandial, INS“**Y 360 + 77 mg/dl, wt
80 + 5 mg/dl; Supplementary Table 1) and body weight (INS®**Y
27.5 = 2.0 kg, wt 34.5 = 5.7 kg; Supplementary Table 1) were in
accordance with the values described by Renner et al. for this large
animal model [13]. Sedimentation of erythrocytes was forced by a first
20 min centrifugation step (RT, 100 x g, brake off). PMN were then
isolated from plasma by density gradient centrifugation (RT, 290 x g,
25 min, brake off) with Pancoll separating solution (PAN-Biotech, Ai-
denbach, Germany). Cells were then carefully washed (4 °C, 400 x g,
10 min) in cold PBS and remaining erythrocytes were removed by two
times 30 s sodium chloride (0.2% NaCl) lysis. Isotonicity of samples was
restored through addition of equal parts of 1.6% NaCl. Cells were then
washed (4 °C, 400 x g, 10 min) and resuspended in PBS (pH 7.4).
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Blood withdrawal was performed according to the German Animal
Welfare Act with permission from the responsible authority
(Government of Upper Bavaria), following the ARRIVE guidelines and
Directive 2010/63/EU.

2.2. Magnetic activated cell sorting (MACS) for neutrophils

1 x 10”7 PMN of 3 wt and 4 INS“*Y transgenic pigs were incubated
with neutrophil-specific anti-pig granulocyte antibody 6D10 (Bio-Rad
AbD Serotec, Puchheim, Germany, isotype mouse 1gG2a), diluted 1:50
in staining buffer (0.5% BSA + 2 mM EDTA in PBS pH 7.2) for 20 min
at 4 °C. Cells were then washed and resuspended in 80 pl staining buffer
before adding 20 pl of anti-mouse IgG2a/b MicroBeads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). After 15 min of incubation at
4 °C, cells were washed once again and resuspended in staining buffer
without BSA. From now on only BSA-free buffers were used in order to
avoid contamination with albumin in subsequent mass spectrometry
analysis. LS columns (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
were placed in the magnetic field and rinsed with buffer solution. Cell
suspension was applied followed by three washing steps to remove
unlabeled cells. Then, the column was removed from the magnetic field
and the positive fraction was eluted with 5 ml buffer solution. After
washing twice (4 °C, 300 x g, 10 min) cells were resuspended in 1 ml
buffer. Successful enrichment of neutrophils was monitored by
DiffQuick stained cytoslides. From each animal used in the experiment,
6 x 10° cells were pelleted (4 °C, 2300 x g, 10 min) and stored at
—20 °C for filter-aided sample preparation (FASP).

2.3. Mass spectrometric analysis

Each cell pellet was directly lysed in urea buffer (8 M in 0.1 M Tris/
HCl pH 8.5) assisted by sonication and vortexing. Samples were pro-
teolysed with LysC and trypsin by a modified filter-aided sample pre-
paration (FASP) as described [18]. Acidified eluted peptides were
analyzed on a Q Exactive HF-X mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) in the data-independent mode. Ap-
proximately 0.5 pg per sample spiked with one injection unit of the
hyper reaction monitoring (HRM) calibration kit (Biognosys, Schlieren,
Switzerland, cat. no. Ki-3003) for retention time indexing were auto-
matically loaded to the online coupled ultra-high-performance liquid
chromatography (UHPLC) system (Ultimate 3000, Thermo Fisher Sci-
entific). A nano trap column was used (300-pum ID X 5 mm, packed with
Acclaim PepMap100 C18, 5 pm, 100 A; LC Packings, Sunnyvale, CA)
before separation by reversed phase chromatography (Acquity UHPLC
M-Class HSS T3 Column 75 pm ID X 250 mm, 1.8 pm; Waters, Eschborn,
Germany) at 40 °C. Peptides were eluted from the column at 250 nl/min
using increasing ACN concentration (in 0.1% formic acid) from 3% to
41% over a linear 105-min gradient. The DIA method consisted of a
survey scan from 300 to 1650 mass-to-charge ratio at 120,000 resolu-
tion and an automatic gain control (AGC) target of 3e6 or 120 ms
maximum injection time. Fragmentation was performed with higher
energy collisional dissociation and a target value of 3e6 ions de-
termined with predictive AGC. Precursor peptides were isolated with 37
variable windows spanning from 300 to 1650 mass-to-charge ratio at
30,000 resolution with an AGC target of 3e6 and automatic injection
time. The normalized collision energy was 28, and the spectra were
recorded in profile mode. The cycle times were 2.16 s and an average of
seven data points for quantification per peak was reached.

For label-free quantification of DIA data, the DIA LC-MS/MS data
set was analyzed by comparing the MS2 fragment spectra from the
recorded windows (see above) against a spectral library collected from
data-dependent acquisition data (30 raw files, derived from high pH
fractionated porcine granulocytes and lymphocytes) from the same
instrument. The spectral library was generated directly in Spectronaut
Pulsar X (Biognosys, Schlieren, Switzerland; version
12.0.20491.17.25792) as described [19]. Spectronaut was equipped
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with the Ensembl Pig database (Release 75 (Sscrofal0.2), 25,859 se-
quences, https://www.ensembl.org) containing additional few spiked
peptides (e.g., Biognosys HRM peptide sequences). The default settings
for database match included: full trypsin cleavage, peptide length of
between 7 and 52 amino acids and maximally two missed cleavage
sites. Carbamidomethylation of cysteine was set as fixed modification
and variable modifications allowed were deamidation and oxidation of
methionine. All FDRs were set as 0.01 for the peptide-spectrum match
(PSM), peptide and protein. To be included into the final ion library,
fragment ions were required to contain a minimum of three amino acids
in length, with a mass range between 300 and 1800 m/z, and a
minimum relative intensity of 5%. The best 3—-6 fragments per peptide
were included in the library. The final spectral library generated in
Spectronaut contained 4511 protein groups and 62,248 peptide pre-
cursors.

Quantification was based on cumulative MS2 area levels. Briefly,
raw files were imported into Spectronaut and XIC extraction settings
were set to dynamic with a correction factor of one. Normalization was
performed by default settings in Spectronaut, based on the Local
Regression Normalization [20]. Automatic calibration mode was
chosen with nonlinear local retention time recalibration based on the
spiked HRM peptides enabled. Interference correction on MS1 and MS2
level was enabled. Peptide identification was filtered to satisfy an FDR
of 1% by the mProphet approach [21]. Only proteotypic peptides were
considered for protein quantification applying summed precursor
quantities based on MS2 area quantity. A match between runs was
enabled with the g-value percentile mode 0.3 threshold. This setting
filters for peptides that fulfill the 1% FDR threshold in at least 30% of
all samples.

2.4. Data availability

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [22] partner repository
under the Project Name “The porcine granulocyte proteome: expression
changes in a transgenic pig model for diabetes” with the dataset iden-
tifier PXD017274.

2.5. Data analysis

Proteins with an INS“**Y/wt ratio of at least 2 were considered
differentially abundant. Statistical analysis was performed on log,
transformed normalized abundance values using Student's t-test.
Changes in protein abundance between conditions were considered
significant at p < .05.

Heatmap was created with open source software Cluster 3.0 with
the following settings: hierarchical clustering, euclidean distance for
both genes and arrays, complete linkage; and was illustrated via Java
TreeView (version 1.1.6r4, http://jtreeview.sourceforge.net) [23].
Volcano plot was designed with GraphPad Prism Software (version
5.04). Pathway enrichment analysis was done with open source soft-
ware Reactome (Pathway Browser version 3.6, https://reactome.org)
[24].

2.6. Immunofluorescence staining

8 x 10* PMN of two INS®®#Y transgenic animals and three control
were centrifuged (600 x g, 8 min) on microscope slides, fixed in icecold
acetone and air dried or directly stored at —20 °C for later analysis.
After rehydration in TBS-T for 15 min, blocking was performed with 5%
goat serum (in TBS-T) for 40 min. Primary antibody (polyclonal rabbit
anti-human MYL9 antibody, Dianova, Hamburg Germany) was diluted
1:100 in staining buffer (TBS-T containing 1% BSA) and incubated with
cells at 4 °C overnight. As specified by the manufacturer, cross re-
activity of this antibody was expected and sequence homology of por-
cine myosin regulatory light chain 9 with human protein was checked
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via BLASTP (version 2.10.0+, 99.42% identities, E-value le-125)
[25,26]. In western blot the antibody revealed a strong signal at the
level of 15 kDa and two discreet bands at 10 and 18 kDa.

Following three washing steps with staining buffer, secondary an-
tibody (goat anti-rabbit IgG H + L Alexa568, Invitrogen, Karlsruhe,
Germany; 1:500) was applied for 30 min. Cell nuclei were counter-
stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen,
Karlsruhe, Germany; 1:1000) and slides were mounted with coverslips
using mounting medium. Binding pattern of polyclonal MYL9-antibody
on PMN was assessed using a Leica Dmi8 microscope with associated
LAS-X-software (both Leica, Wetzlar, Germany). Grey value of 71 (wt,
n = 3) and 51 single cells (INS®*Y, n = 2), respectively, was de-
termined and statistics was calculated on mean factors of intensity with
GraphPad Prism Software (version 5.04) using Mann-Whitney U test.

3. Results

3.1. The porcine neutrophil proteome shows divergent protein abundances in
INS®®*Y transgenic pigs

We identified a total of 2371 proteins in the whole sample set of
primary pig neutrophils (Supplementary Table 2). Of these, 1680 were
identified with at least two unique peptides. The cell fraction analyzed
here consisted of 98.4 * 1.9% neutrophils with lymphocytes being the
most frequent impurity (1.2 * 1.2%, Supplementary Fig. 1C).
Quantitative comparison of the protein repertoire revealed 51 proteins
with significant differences in abundance between INS®*¥ transgenic
animals and control group (Table 1). Whereas 18 proteins were higher
abundant in wild type, 33 showed increased abundances in diabetic
pigs compared to controls. To further illustrate the quantifications, we
performed hierarchical cluster analysis with the differentially abundant
proteins. As visualized in Fig. 1, each individual sample clustered to its
correct group (wt or INS®4Y),

3.2. Five proteins display significantly increased abundances in neutrophils
of diabetic pigs

Due to the fact that only 2-fold protein abundance differences were
considered biologically relevant, value for INS®®*Y /wt ratio cut-off was
set at =2 for further analysis. Among the 51 differentially abundant
proteins, eight passed this threshold (Fig. 2). Out of these, five candi-
dates were identified with at least two unique peptides. At the top of
this list, COP9 signalosom subunit 2 (SGN2) was 10-fold higher abun-
dant in neutrophils of diabetic pigs, followed by myosin regulatory light
chain 9 (MLC-2C, ratio 4.6) and myxovirus resistance protein 1 (ratio
3.8). The protein abundance of the open reading frame 43 on chro-
mosome 19 (C190rf43) showed a 2.8-fold increase in INS®4Y transgenic
pigs compared to controls. Further, advillin was identified with a 2.4-
fold higher abundance in neutrophil granulocytes of diabetic pigs.

Since two of these enriched proteins (myosin regulatory light chain
9 and advillin) are related to cytoskeletal dynamics and alterations of
this crucial process in granulocytes are known to affect immune defense
[27], we focused our further experiments on myosin regulatory light
chain 9, which had the higher fold change compared to advillin.

3.3. Immunocytology highlights myosin regulatory light chain 9 abundance
differences in PMN of diabetic pigs

To further characterize myosin regulatory light chain 9 in PMN of
diabetic pigs, we performed immunofluorescence staining (Fig. 3). As
shown by representative immunofluorescence images, myosin reg-
ulatory light chain 9 was detected in most of the mapped PMN both in
wild type and diabetic pigs (Fig. 3B, D). Regarding the subcellular lo-
cation, myosin regulatory light chain 9 seems to be associated to a
perinuclear region to a similar extent in both groups. However, myosin
regulatory light chain 9 level was increased 4-fold (****p < .0001) in
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Fig. 1. Hierarchical clustering of proteins with significance level p < .05 for comparison of protein abundances between INS“*Y transgenic pigs and non-transgenic
controls. Yellow colour indicates decreased and blue colour increased abundance of the identified proteins labeled on the right with their human orthologue gene
names. Each individual animal was assigned to its respective group by unsupervised clustering. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)
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cells from IN. transgenic pigs compared to controls (Fig. 3E).

4, Discussion

Using label-free LC-MS/MS, we obtained a proteomic data set for
porcine neutrophils with an unprecedented high resolution of 2371
identified proteins. Hence our data provide a basis for further research
regarding the innate immune system of pigs. Moreover, the aim of the
present study was to characterize neutrophil granulocytes in INSS**Y
transgenic pigs and gain deeper insight into proteomic changes related
to the early stage of diabetes mellitus. 51 of all identified proteins
differed significantly in abundances between the diabetic group and
controls. Our findings match well with results from recent studies in
humans on this matter, describing 30 differences in the PMN proteome

from diabetic patients compared to healthy controls [15]. While 18 of
our identified proteins were also among the 30 identifications from the
human dataset, none of these 18 proteins reached the set ratio cut-off of
2, which we applied to satisfy stringency. This may originate from the
use of different methodology: analysis of human specimen was per-
formed with 2D-gelelectrophoresis, as opposed to our non-gel-based
approach [15]. Further, the gel-based experiments of the human study
were performed on a mixed population of neutrophils, eosinophils and
basophils, and only included significantly altered spots in subsequent
mass spectrometry analysis [15], whereas we specifically targeted
neutrophils for proteome analysis in INS®#Y transgenic pigs and con-
trols. In order to ensure purity of neutrophils used in our experiments,
we performed magnetic activated cell sorting with a porcine specific
antibody which binds to an antigen exclusively expressed on neutrophil



M. Weigand, et al. Journal of Proteomics 224 (2020) 103843

Table 1

Proteins showing significant differences in abundance between INS®*#Y transgenic pigs and non-transgenic controls. Column 1 (protein ID) contains the accession
number of the identified protein and column 2 (description) the respective protein name, both as listed in the Ensembl protein database (http://www.ensembl.org).
Italicized names display proteins originally listed as uncharacterized protein in the Ensembl database output. Searching by accession number in the Universal Protein
Resource database (https://www.uniprot.org) provided the description for these proteins. Column 3 (gene name) contains the name of the human orthologue gene.
Column 4 (ratio) shows ratio of protein abundance in INS®*Y transgenic pigs compared to the control group. The p-value as calculated by Student's t-test is shown in
column 5. Column 6 (peptide counts) displays the number of unique peptides used for quantification. Highlighted proteins are assigned to the process of neutrophil
degranulation by pathway enrichment analysis in the Reactome Knowledgebase (https://reactome.org).

Protein ID Description Gene name Ratio p-value Peptide counts
ENSSSCP00000005012 COP9 signalosome subunit 2 COPS2 10.1 0.001 7
ENSSSCP00000026757 Sus scrofa myosin, light chain 9, regulatory MYL9 4.6 0.010 2
ENSSSCP00000012965 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 EIF2S3 4.1 0.020 1
ENSSSCP00000029166 Sus scrofa myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse) MX1 3.8 0.042 12
ENSSSCP00000008078 tweety family member 3 TTYH3 2.8 0.027 1
ENSSSCP00000014597 chromosome 19 open reading frame 43 C190rf43 2.8 0.021 3
ENSSSCP00000023779 advillin AVIL 24 0.026 2
ENSSSCP00000024948 enoyl-CoA delta isomerase 1 ECI1 23 0.036 1
ENSSSCP00000014442 translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog (yeast) TIMM44 2.0 0.032 1
ENSSSCP00000006805 SLAM family member 6 SLAMF6 1.9 0.039 1
ENSSSCP00000014722 Sus scrofa tropomyosin 4 TPM4 1.9 0.023 6
ENSSSCP00000022159 glyoxalase | GLO1 1.8 0.040 1
ENSSSCP00000000040 cytochrome b5 reductase 3 CYB5R3 1.6 0.002 7
ENSSSCP00000009601 Sus scrofa fibrinogen beta chain FGB 1.5 0.011 1
ENSSSCP00000012625 leucine-rich repeats and calponin homology (CH) domain containing 3 LRCH3 1.4 0.000 1
ENSSSCP00000014764 microtubule-associated protein 1S MAP1S 1.4 0.035 4
ENSSSCP00000025078 Sec1 family domain containing 2 SCFD2 1.4 0.046 1
ENSSSCP00000002105 hexosaminidase A (alpha polypeptide) HEXA 1.4 0.043 7
ENSSSCP00000025669 guanosine monophosphate reductase 2 GMPR2 1.3 0.005 6
ENSSSCP00000011592 adenylosuccinate synthetase isozyme 2 ADSS 1.3 0.040 7
ENSSSCP00000012502 structural maintenance of chromosomes 4 SMC4 1.3 0.032 5
ENSSSCP00000016213 retinoblastoma binding protein 5 RBBP5 1.3 0.045 1
ENSSSCP00000015747 RAB6C, member RAS oncogene family RAB6C 1.2 0.035 8
ENSSSCP00000016804 UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 1 UGGT1 1.2 0.044 20
ENSSSCP00000023332 down-regulator of transcription 1, TBP-binding (negative cofactor 2) DR1 1.2 0.003 4
ENSSSCP00000002190 proteasome activator complex subunit 2 PSME2 1.2 0.035 8
ENSSSCP00000002115 Protein transport protein SEC23 SEC23A 1.2 0.014 1
ENSSSCP00000024847 Sus scrofa lactate dehydrogenase B LDHB 1.2 0.042 2
ENSSSCP00000014598 arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog 1 (bacterial) ASNA1 1.1 0.024 4
ENSSSCP00000000520 cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 CPSF6 1.1 0.046 6
ENSSSCP00000009333 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box helicase 15 DHX15 1.1 0.050 19
ENSSSCP00000003435 aldehyde dehydrogenase 16 family, member A1 ALDH16A1 1.1 0.013 17
ENSSSCP00000003404 Uncharacterized protein BAX 1.1 0.020 5
ENSSSCP00000019539 Uncharacterized protein GBE1 0.9 0.024 2
ENSSSCP00000013872 Sus scrofa OTU domain, ubiquitin aldehyde binding 1 OTUB1 0.9 0.033 10
ENSSSCP00000023695 ATP-dependent RNA helicase A DHX9 0.9 0.032 11
ENSSSCP00000030177 Sus scrofa nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 NFKB1 0.9 0.049 1
ENSSSCP00000011895 Uncharacterized protein MCTS1 0.9 0.021 1
ENSSSCP00000007947 CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast) CSE1L 0.8 0.014 1
ENSSSCP00000008878 N-acetylglucosamine kinase NAGK 0.8 0.013 7
ENSSSCP00000005510 phospholipase A2-activating protein PLAA 0.8 0.001 5
ENSSSCP00000021608 Uncharacterized protein UBR4 0.8 0.021 1
ENSSSCP00000002642 SMEK homolog 1, suppressor of mek1 (Dictyostelium) PPP4R3A 0.8 0.010 2
ENSSSCP00000025778 Uncharacterized protein MYO18A 0.8 0.023 2
ENSSSCP00000014753 Myosin IXB MYO9B 0.8 0.026 3
ENSSSCP00000026257 major vault protein MVP 0.8 0.016 16
ENSSSCP00000000801 WNK lysine deficient protein kinase 1 WNK1 0.7 0.018 1
ENSSSCP00000002862 Pribosyltran domain-containing protein APRT 0.7 0.007 5
ENSSSCP00000006940 Sus scrofa farnesyl diphosphate synthase FDPS 0.7 0.008 7
ENSSSCP00000026644 Uncharacterized protein VPS13C 0.6 0.008 1
ENSSSCP00000011119 cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 2, 64kDa, tau variant CSTF2T 0.6 0.028 1

granulocytes [28]. However, the amount of this antigenic surface mo-
lecule decreases in the course of neutrophil maturation [28]. Interest-
ingly, we could observe evidence of this process in our sorting

experiment, as the positive fraction of sorted cells consisted of both
immature, banded and mature, segmented neutrophils, while the flow-
through contained distinctly mature neutrophils showing nuclei with
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Fig. 2. Volcano plot of the 2371 proteins identified by differential proteome
analysis. Candidates with significant (p < .05) fold change (ratio > 2) which
were identified by at least two unique peptides are marked blue and labeled
with their human orthologue gene name. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)

more than four lobes (Supplementary Fig. 1). Therefore, our mass
spectrometry data set represents the porcine proteome of 6D10-antigen
positive neutrophils in the peripheral blood.

The protein with the highest statistically significant fold change in
transgenic animals was subunit 2 of COP9 (SGN2, Fig. 2, Table 1). The
ubiquitous, highly conserved eight-subunit protein complex COP9 sig-
nalosome (CSN) predominantly controls proteolysis via the ubiquitin-
proteasome pathway by influencing the activity of cullin-RING ubi-
quitin ligases (CRLs) [29]. Recent findings identified SGN2 as binding
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partner of the cofactor IPg, recruiting CRLs and thereby strengthening
the CRL-CSN interaction [30]. CSN's contribution to regulatory pro-
cesses in innate immune system is mediated by the universal tran-
scription factor NF-kB, more precisely through the destabilization of its
inhibitor IkBa [31]. Since bound IkBa masks the nuclear localization
sequence of NF-kB, the complex remains in the cytosol of unstimulated
cells [32]. Phosphorylation of the inhibitor by an IkB kinase (IKK)
complex triggers IkBa ubiquitination by an active CRL and subsequent
degradation by 26S-proteasome [29]. Requiring NEDDylated cullin for
their active form, CRLs are inhibited by deNEDDylation via CSN leading
to impeded induction of NF-kB target genes [29]. Increased NF-kB ac-
tivity in type 1 diabetic patients was already described in various stu-
dies and different cells [33,34]. For instance, positive correlation of NF-
kB activation with the quality of glycemic control (indicated by HbA1c)
was demonstrated for peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) technique [33] and RT-
PCR [35]. Although blood glucose levels of the INS“®*Y transgenic an-
imals were elevated over a period of several weeks [13], NF-kB abun-
dance in neutrophils of the diabetic animals was slightly lower com-
pared to control group in our dataset (ratio 0.9, Table 1), which needs
further assessment.

Besides SGN2, a second protein related to NF-xB signaling was
higher abundant in INS®®*Y transgenic pigs. Gene product of C190rf43,
a protein molecule first described in 2017 as interacting part of the
human telomerase RNA and therefore named telomerase RNA inter-
acting RNAse (TRIR) [36], showed 3-fold higher abundance compared
to neutrophils of control group (Fig. 2, Table 1). Although little is
known about its exact function, Park et al. proved that overexpression
of TRIR inhibits protein phosphatase 4 (PP4) activity in numerous cell
lines [37]. By dephosphorylating its target substrates, PP4 is implicated
in various cellular processes, such as stem cell development, glucose
metabolism, cell migration and immune response [37]. Thus, PP4 in-
activates the IKK complex and subsequently acts as negative regulator
for NF-kB [38]. But also the opposite effect of PP4 on NF-kB signaling
was proven, suggesting a multifaceted role of this phosphatase in cel-
lular physiology [37]. This hypothesis is supported by the observation
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Fig. 3. Immunofluorescence staining of PMN for myosin regulatory light chain 9. Representative images of a control (A, B) and an INS®*Y transgenic (C, D) pig are
shown. Differential interference contrast (DIC) image of each slide is displayed on the left and the corresponding section as overlay of myosin regulatory light chain 9
(red) and nucleus (blue, counterstained with DAPI) on the right. Intracellular distribution of myosin regulatory light chain 9 was similar in both groups and restricted

to a perinuclear region (enlarged section in B, D). Signal intensity of myosin regulatory light chain 9 was significantly (

**p < .0001) higher in INS®#Y transgenic

pigs compared to controls (E). Bars represent means of 71 (control) and 51 (INS®**Y) single cell values of three (control), respectively two (INS“°*Y) individuals. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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of Zhan et al. that PP4 suppressed virus-induced type I IFN production
in peritoneal macrophages [39]. In reverse, higher abundance of phy-
siological PP4-inhibitor exoribonuclease TRIR in neutrophils of INS®®*Y
transgenic pigs might be responsible for increasing IFNa levels. This
cytokine recently emerged as a major trigger in the early state of type 1
diabetes generating an inflammatory milieu facilitating the diabeto-
genic adaptive immune response [40]. Although the diabetic condition
of the studied animals was initiated by genetic engineering, our pro-
teomic data nevertheless shows correlation to elevated IFNa, namely
through identification of myxovirus resistance protein 1, a IFN-induced
dynamin-like GTPase related to the interferon stimulated genes (ISGs)
[41], which was 4-fold higher abundant in INS®®*Y neutrophils com-
pared to controls (Fig. 2, Table 1). Usually expression of ISGs increases
as part of the antiviral immune defense mechanism [42,43]. High levels
of myxovirus resistance protein 1 in INS®**¥ neutrophils might there-
fore point to increased production and activation of type I IFNs through
enhanced TLR signaling in early stage diabetes. However, its exact role
in this context remains elusive and merits further investigations.

A further protein with increased abundance in INS®**¥ neutrophils,
advillin (ratio 2.1, Fig. 2, Table 1), belongs to the villin/gelsolin su-
perfamily and contributes to filopodia formation, ciliogenesis and cell
motility [44]. Experimental overexpression of advillin in podocytes and
gelsolin in fibroblasts increases their migration rate [45,46], a phe-
nomenon also described for gelsolin family-capping proteins in pan-
creatic cancer cells [47]. Accordingly, we would expect PMN of trans-
genic animals to show higher motility than cells of control pigs, which
stands contradictory to the hypothesis of impaired immune cell func-
tion in diabetes mellitus, suggesting a two-faced role of the innate im-
mune system in this disease. Resolving this contradiction requires
functional testing of PMN in vitro by migration assays, which we aim to
perform in future experiments.

In the present study, we focused on myosin regulatory light chain 9,
subunit of nonmuscle myosin II (NMII), which was significantly in-
creased in diabetic pigs compared to controls (Fig. 2, Table 1). NMII
exists in almost all cell types and contributes to cell migration, adhe-
sion, intracellular transport, organelle morphogenesis and actin cytos-
keletal dynamics [48]. Phosphorylation of myosin regulatory light
chain 9 by multiple kinases results in both enhanced ATPase activity of
NMII and intensified association with actin filaments [49]. Higher ex-
pression of MYL9 was reported in skeletal muscle of myostatin-
knockout pigs suspecting a regulative function in muscle energy me-
tabolism [50]. The Human Proteome Atlas (https://www.proteinatlas.
org/ version 19.1) cites MYL9 with higher expression in neutrophils and
eosinophils compared to other blood cell types [51]. Quantitative
analysis of immunostaining with MYL9 antibody on unsorted PMN
(Fig. 3) correlated with the results of mass spectrometry confirming
higher abundance of myosin regulatory light chain 9 in neutrophils of
diabetic INS®**Y transgenic pigs compared to wild type controls.

Higher expression of MYL9 related to diabetic condition was re-
ported solely in gastric smooth muscle of mice and humans, where the
meaning is still uncertain [52]. In the context of immune cell function,
interaction of myosin regulatory light chain 9 with early activation
marker CD69 promoted migration of T cells into inflamed lung tissue
[53]. Thereby the authors obtained so called “MYL9 nets”, extracellular
structures released by platelets during activation inside of blood vessels
[53]. Former proteomic work detected myosin regulatory light chain 3,
but not myosin regulatory light chain 9 in secretory vesicles of neu-
trophil granulocytes [54]. The significantly higher abundance of
myosin regulatory light chain 9 in neutrophils of diabetic pigs is a novel
and interesting finding and deserves further investigation to clarify its
functional relevance in our opinion. First pathway enrichment analyses
with all identified proteins, divided into two groups (enriched vs. di-
minished in INS®**Y), revealed functional association of enriched
INS®**Y PMN proteins to neutrophil degranulation (Supplementary
Table 3). Ten of the 51 significantly differential abundant proteins in
this study were linked to this biological process (Table 1), pointing to

Journal of Proteomics 224 (2020) 103843

an aberrant function of the innate immune system in the initial stage of
diabetes in response to sustained hyperglycemia.

5. Conclusion

Our study provides novel information on the proteome of porcine
neutrophil granulocytes in general and shows that significant changes
can be detected in an initial stage of diabetes mellitus in a transgenic
diabetic pig model. We gained insights into the differentiated reaction
of neutrophil proteome to permanently elevated blood glucose levels.
Further experiments are needed to elucidate the exact role of the dif-
ferent abundant candidates and especially myosin regulatory light
chain 9 in the context of altered innate immune cell function in dia-
betes.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jprot.2020.103843.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Equine recurrent uveitis (ERU)
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Innate immune cell
Calgranulin B

Neutrophil degranulation

Equine recurrent uveitis (ERU) is a spontaneous, remitting-relapsing autoimmune disease driven by the adaptive
immune system. Although T cells are described as the main effector cells in pathogenesis, granulocytes have also
emerged as possible disease mediators. To explore the role of these innate immune cells, we investigated the
whole cell proteome of granulocytes from equine recurrent uveitis cases and healthy controls. Among the 2362
proteins identified by mass spectrometry, we found 96 proteins with significantly changed abundance between
groups (p < 0.05, fold change > 1.2), representing 4.1% of total granulocyte proteome. Within these differ-
ential identifications, calgranulin B, a protein associated with pathogenesis in other autoimmune diseases,
showed highest abundance in equine recurrent uveitis (18 fold).

For a better interpretation of the results from our hypothesis-generating approach, we added a threshold for

biological significance (ratio ERU/controls > 2: 36 proteins) to the proteins with increased abundance in equine
recurrent uveitis and analyzed their allocation to the subsets within the Immune System superpathway. The 36
differentially abundant proteins predominantly associated to RAF/MAP kinase cascade, MHC-I-mediated antigen
presentation and neutrophil degranulation, suggesting a latently activated phenotype of these innate immune
cells in disease. Raw data are available via ProteomeXchange with identifier PXD013648.
Significance: Our study provides new insights into the protein repertoire of primary equine granulocytes and
identifies protein abundance changes associated to equine recurrent uveitis (ERU), an organ specific, sponta-
neously occurring autoimmune disease. We show that granulocyte proteins with increased abundance in ERU
strongly associate to RAF/MAP kinase signaling, MHC-I antigen presentation and neutrophil degranulation,
pointing to a more activated state of these cells in ERU cases. Since cells were obtained in quiescent stage of
disease, latent activation of granulocytes underlines the role of these innate immune cells in ERU.

These findings are highly relevant for veterinary medicine, further establishing the importance of granulo-
cytes in this T cell-driven autoimmune disease. Moreover, they have translational quality for autoimmune uveitis
in man, due to strong similarity in disease occurrence, progression and pathogenesis.

1. Introduction

Granulocytes are highly effective cells of the innate immune system,
with a broad spectrum of functionality and a finely tuned response to
various stimuli [1,2]. Alterations in the cell - whether morphologic or
functional - are mirrored in the cell's proteome and secretome [3,4]. In
disease, these changes may give deeper insight into pathogenesis [4-6].
This helps to understand the molecular mechanisms involved, espe-
cially by filtering proteins with possible biological relevance and
comparing the occurring changes to the proteome in non-diseased state.

In this context, we investigated the granulocyte proteome in equine
recurrent uveitis (ERU), an autoimmune disease that affects horses

* Corresponding author.
E-mail address: r.degroote@lmu.de (R.L. Degroote).
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worldwide, with spontaneously occurring, painful remitting-relapsing
bouts of intraocular inflammation, alternating with periods of quies-
cence, in which inflammation of the eye temporarily ceases [7-9]. Not
only is ERU of great interest for veterinary medicine, it is also the only
non-induced model for relapsing autoimmune uveitis in man [9,10].
Both diseases are currently believed to be driven mainly by cells of the
adaptive immune system, particularly T cells [11-17]. These cells
manage to overcome the blood retina barrier (BRB) and, with each
inflammatory attack, progressively cause irreversible intraocular da-
mage. Since this damage primarily affects the retina, ERU eventually
leads to blindness [18-21].

T cells show an altered proteome in ERU [22-24] and these protein
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changes associate to higher deformability and enhanced migration
ability [25], promoting translocation from periphery over the BRB into
the eye. Despite the key role of the adaptive immune system in auto-
immune uveitis, evidence exists for involvement of innate immune cells
in pathogenesis of autoimmune uveitis, as granulocytes have also been
found in uveitic eyes of experimental rodent models [26-29] and horses
with ERU [30]. In contrast to adaptive immunity, the role of innate
immune cells in autoimmune uveitis was not investigated as ex-
tensively. Considering the evolving knowledge on granulocyte function
and their proven presence in uveitic eyes, however, the involvement of
these cells in the pathogenesis of autoimmune uveitis merits more in-
depth investigations.

Within this framework, previous studies from our group already
pointed to involvement of components of the innate immune system in
ERU, particularly through a more activated complement system, and
suggested a critical role for macrophages [31]. In addition, we could
already show that low-density neutrophils (LDN) change their protein
repertoire in ERU, with talin 1 and CD90 as key players in disease
pathogenesis [32,33]. However, the population investigated in these
studies were a mix of LDN and lymphocytes [32,33]. In the present
study, we used a pure granulocyte fraction from peripheral equine
blood to assess possible differences in the whole-cell proteome between
healthy and diseased state. Using this hypothesis-generating proteomics
approach, our aim was to better understand the role of granulocytes in
autoimmune diseases driven by adaptive immunity and gain deeper
insights in molecular processes contributing to relapsing autoimmune
uveitis.

2. Material and methods
2.1. Sample preparation

Primary granulocytes from heparinized (50 LU./ml blood,
Ratiopharm, Ulm, Germany) venous whole blood of three healthy
horses and three ERU cases were used in this study. The healthy horses
(Haflinger and two warmbloods, aged 12, 20 and 21) are stalled in the
LMU Munich equine clinic and are at the students' disposal for su-
pervised ultrasound- and health assessment training. Horses with ERU
(all warmbloods, aged 6, 8 and 11) were patients awaiting therapeutic
procedure in the LMU Munich equine clinic. ERU was diagnosed by
experienced clinicians from the LMU Munich equine clinic and was
based on typical clinical signs of uveitis along with a documented his-
tory of multiple episodes of inflammation of the affected eye [34]. At
the time of blood withdrawal ERU horses were in quiescent stage of
disease. No experimental animals were used in this study. Horses were
treated according to the ethical principles and guidelines for scientific
experiments on animals according to the ARVO statement for the use of
animals in Ophthalmic and Vision research. Collection of blood was
permitted by the local authority (Regierung von Oberbayern, Permit
number: ROB-55.2Vet-2532.Vet_03-17-88).

After rough sedimentation of erythrocytes, granulocytes were iso-
lated from plasma by density gradient centrifugation (room tempera-
ture, 350 xg, 25 min, brake off) with Ficoll-Paque PLUS separating so-
lution (density 1.077 g/ml; Cytiva, Freiburg, Germany). The resulting
interphase, containing PBMC, was discarded, cells at the bottom of the
tube were carefully washed (4 °C, 400 x g, 10 min) in cold PBS (DPBS
devoid of CaCl, and MgCl,; Gibco / ThermoFisher Scientific, Germany)
and remaining erythrocytes were removed by 30 s sodium chloride
(0.2% NacCl) lysis. Isotonicity of samples was restored through addition
of equal parts 1.6% NaCl. Granulocytes were then washed (4 °C, 400 x
g, 10 min) and resuspended in PBS with 0.2% glucose. From each an-
imal used in the experiment, 6 x 10° granulocytes were pelleted (4 °C,
2300 x g, 10 min) and stored at —20 °C. Prior to mass spectrometry
analysis, granulocytes were thawed and lysed in urea buffer (8 M urea
in 0.1 M Tris/HCI pH 8.5), and protein concentration was determined
with Bradford protein assay [35].

Journal of Proteomics 230 (2021) 103989

2.2. Mass spectrometry analysis

From each sample, 10 pg total protein was digested with LysC and
trypsin by filter-aided sample preparation (FASP) as previously de-
scribed [36]. Acidified eluted peptides were analyzed in the data-de-
pendent mode on a Q Exactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany) online coupled to a Ultimate 3000 RSLC
nano-HPLC (Dionex). Samples were automatically injected and loaded
onto the C18 trap column, eluted after 5 min and separated on the C18
analytical column (75 um IDx15 cm, Acclaim PepMAP 100 C18. 100 A/
size, LC Packings, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) by a
90 min non-linear acetonitrile gradient at a flow rate of 250 nl/min. MS
spectra were recorded at a resolution of 60,000. After each MS1 cycle,
the 10 most abundant peptide ions were selected for fragmentation.

2.3. Data Processing — Protein Identification

Proteome Discoverer 2.4 software (Thermo Fisher Scientific; version
2.4.1.15) was used for peptide and protein identification via a database
search (Sequest HT search engine) against Ensembl horse database
(version 3.0, http://www.ensembl.org), considering full tryptic speci-
ficity, allowing for one missed tryptic cleavage site, with precursor mass
tolerance 10 ppm, and fragment mass tolerance 0.02 Da.
Carbamidomethylation of Cys was set as a static modification. Dynamic
modifications included deamidation of Asn, Gln and Arg, oxidation of
Pro and Met; and a combination of Met loss with acetylation on protein
N-terminus. Percolator [37] was used for validating peptide spectrum
matches and peptides, accepting only the top-scoring hit for each
spectrum, and satisfying the cutoff values for FDR < 1%, and posterior
error probability < 0.01. The final list of proteins complied with the
strict parsimony principle.

2.4. Data Processing — Label-free Quantification

The quantification of proteins, after precursor recalibration, was
based on abundance values (area under curve) for unique plus razor
peptides. Abundance values were normalized to the total peptide
amount to account for sample load errors. The protein abundances were
calculated summing the abundance values for admissible peptides. The
final protein ratio was calculated using median abundance values of
three biological replicates per group. The statistical significance of the
ratio change was ascertained with ANOVA, p-values < 0.05 indicating
statistically significant fold changes. In the hypothesis-generating ap-
proach, no ratio cutoff for protein abundance differences was set. For
biological relevance, threshold was subsequently set at 2.

2.5. Data availability

The raw mass spectrometry proteomics data have been deposited to
the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [38] partner re-
pository with the dataset identifier PXD013648.

2.6. Data analysis

Pathway analysis was performed on human orthologues of gene
names from the 96 differentially expressed equine proteins with open-
source Reactome database v72 http://www.reactome.org [39,40]. For
over-representation and pathway-topology analysis, protein input lists
were inserted into the analysis tool and subsequently mapped to
pathways. These pathways were then displayed as Thiessen polygons in
a Voronoi diagram. Here, pathways with assigned proteins from the
input list were highlighted in color, and color intensity displays p-value
of the statistical test for over-representation. Hence, intensely colored
areas represent strong over-representation of pathways associated to
protein input list, whereas white areas represent pathways with no
assigned proteins.
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Table 1

All identifications from mass spectrometry dataset with statistically significant (p < 0.05) abundance changes. (a) Protein names as listed in Ensembl protein database
v3.0 (http://www.ensembl.org). (b) Human orthologues of horse gene names. (c) Protein accession numbers as listed in Ensembl horse database v3.0. (d) Fold change of
protein abundance differences in ERU compared to controls. (e) Statistical significance of protein abundance differences ascertained with ANOVA. (f) Peptides that do not
occur in other proteins. (g) Number of identified peptide spectrum matches identified from all included searches, including those redundantly identified.

Ratio Peptide-

Gene (ERU/ Unique Spectrum
Description 2 Symbol ® Protein ID © healthy) ¢ p-value ¢ Peptidesf Matches ¢
UP in ERU
Protein S100-A9 S100A9 ENSECAP00000008461 18,8 0,005 1 443
Methylthioribose-1-phosphate isomerase 1 MRI1 ENSECAP00000008708 17,3 0,018 3 4
ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 2 AGAP2 ENSECAP00000021561 10,8 0,041 2 4
Immunoglobulin superfamily, member 6 IGSF6 ENSECAP00000015774 9,8 0,029 1 3
Chloride channel, voltage-sensitive 7 CLCN7 ENSECAP00000021068 6,6 0,016 2 3
Anthrax toxin receptor 2 ANTXR2 ENSECAP00000016060 54 0,001 4 9
Saccharopine dehydrogenase SCCPDH ENSECAP00000018599 53 0,034 1 2
Interferon stimulated exonuclease gene 20kDa 1ISG20 ENSECAP00000016987 4,7 0,026 3 14
Charged multivesicular body protein 6 CHMP6 ENSECAP00000010785 4,2 0,025 1 3
Transmembrane emp24 protein transport domain containing 9 TMED9 ENSECAP00000013005 3,7 0,001 1 6
Dicarbonyl/L-xylulose reductase DCXR ENSECAP00000007861 3,3 0,032 4 12
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog KRAS ENSECAP00000015048 3,1 0,042 2 13
RAB21, member RAS oncogene family RAB21 ENSECAP00000004550 2,8 0,044 5 33
Trafficking protein particle complex 9 TRAPPC9 ENSECAP00000023045 2,8 0,037 2 3
Lymphocyte antigen 96 LY96 ENSECAP00000015094 2,7 0,010 1 1
Cyclin G associated kinase GAK ENSECAP00000021619 2,7 0,028 5 12
Serine hydroxymethyltransferase 2 (mitochondrial) SHMT2 ENSECAP00000019017 2,7 0,001 1 8
Subunit of the oligosaccharyltransferase complex (catalytic) STT3B ENSECAP00000005358 2,7 0,047 2 7
Aminomethyltransferase AMT ENSECAP00000010169 2,5 0,023 2 4
RAP1A, member of RAS oncogene family RAP1A ENSECAP00000014122 2,5 0,046 2 84
Diacylglycerol lipase, beta DAGLB ENSECAP00000011045 2,5 0,020 5 8
Eosinophil peroxidase EPX ENSECAP00000015423 2,5 0,002 29 508
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1 NDUFS1 ENSECAP00000013490 2,5 0,049 3 6
Nucleoporin 62kDa NUP62 ENSECAP00000004267 24 0,017 2 5
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C PTPRC ENSECAP00000006018 2,4 0,015 46 372
Alpha-1B glycoprotein A1BG ENSECAP00000013223 24 0,010 7 21
Proteasome 26S subunit, ATPase, 2 PSMC2 ENSECAP00000014588 2,3 0,010 10 40
Epidermal growth factor receptor substrate 15 EPS15 ENSECAP00000018799 2,3 0,037 11 25
Plasminogen activator, urokinase receptor PLAUR ENSECAP00000019648 2,3 0,009 1 7
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 ATP2B4 ENSECAP00000004686 2,2 0,037 1 14
Complement C3 C3 ENSECAP00000016864 2,2 0,024 16 850
Vesicle transport protein GOT1B-like protein GOLT1B ENSECAP00000011685 21 0,008 1 4
Mago-nashi homolog B MAGOHB ENSECAP00000023027 21 0,029 2 5
Family with sequence similarity 65, member B FAM65B ENSECAP00000009696 2,1 0,027 7 20
Arachidonate 5-lipoxygenase ALOX5 ENSECAP00000010967 21 0,011 25 270
COP9 signalosome subunit 6 COPS6 ENSECAP00000007091 2,1 0,049 5 8
V-ral simian leukemia viral oncogene homolog B RALB ENSECAP00000012317 2,0 0,033 3 38
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase G3PDH ENSECAP00000002648 2,0 0,017 2 36
CD177 CD177 ENSECAP00000013488 1,9 0,039 3 118
Matrix metallopeptidase 9 MMP9 ENSECAP00000011232 1,8 0,032 32 1038
Complement C3 C3 ENSECAP00000005652 1,8 0,020 20 832
Sulfide quinone oxidoreductase SQOR ENSECAP00000007030 1,8 0,022 12 55
RAS homolog family member G RHOG ENSECAP00000020368 1,7 0,029 7 110
Chitinase 3-like 1 CHI3L1 ENSECAP00000009565 1,7 0,010 10 39
Small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide SNRPD3 ENSECAP00000020731 1,6 0,017 3 20
Proteinase 3 PRTN3 ENSECAP00000007555 1,6 0,012 5 429
Suppressor of G2 allele of SKP1 SUGT1 ENSECAP00000010916 1,6 0,034 4 11
RAS-Related Protein RAB-18 RAB18 ENSECAP00000015187 1,6 0,018 5 16
Serpin peptidase inhibitor, clade E, member 2 SERPINE2 ENSECAP00000013972 1,6 0,006 7 33
Proteasome subunit, alpha type, 7 PSMA7 ENSECAP00000011982 1,6 0,045 5 37
5'-nucleotidase domain containing 1 NT5DC1 ENSECAP00000017364 1,6 0,046 15 61
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 13 DNAJC13 ENSECAP00000019484 1,5 0,029 37 89
Proteasome subunit, beta type, 2 PSMB2 ENSECAP00000019124 1,5 0,012 5 9
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, gamma NAPG ENSECAP00000011059 1,5 0,043 3 10
Retinitis pigmentosa 2 (X-linked recessive) RP2 ENSECAP00000008293 1,5 0,040 10 48
Prohibitin PHB ENSECAP00000015308 1,5 0,039 3 11
Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit) ITGAM ENSECAP00000016034 1,5 0,025 35 477
Stromal antigen 2 STAG2 ENSECAP00000019047 1,5 0,019 5 16
Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7 GNG7 ENSECAP00000009515 1,5 0,005 3 22
Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1  ENSECAP00000008115 1,5 0,049 17 232
Acyl-CoA dehydrogenase, C-4 to C-12 straight chain ACADM ENSECAP00000018743 1,4 0,045 9 30
Annexin A2 ANXA2 ENSECAP00000011087 1,4 0,005 25 582
Phosphatidylinositol transfer protein, beta PITPNB ENSECAP00000008312 1,4 0,049 3 10
Proteasome 26S subunit, non-ATPase, 7 PSMD7 ENSECAP00000017866 1,3 0,016 5 19
Proteasome 26S subunit, non-ATPase, 1 PSMD1 ENSECAP00000006869 1,3 0,018 12 42
Cullin-associated and neddylation-dissociated 1 CAND1 ENSECAP00000011452 1,2 0,008 24 98

(continued on next page)
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Peptidyl arginine deiminase, type IV PADI4 ENSECAP00000009139 1,2 0,021 24 375
Proteasome 26S subunit, non-ATPase, 5 PSMD5 ENSECAP00000011473 1,2 0,003 17 94
Calpain 1, large subunit CAPN1 ENSECAP00000022988 1,2 0,009 33 217
Glutamic-oxaloacetic transaminase 2, mitochondrial GOT2 ENSECAP00000014550 1,2 0,046 1 56
DOWN in ERU

Creatine kinase CKB ENSECAP00000007023 0,03 0,002 7 21
Fucosidase, alpha-L- 2 FUCA2 ENSECAP00000004738 0,1 0,017 3 9
Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase-associated protein 2 PRPSAP2 ENSECAP00000013239 0,1 0,014 2 3
Polysaccharide biosynthesis domain containing 1 PBDC1 ENSECAP00000007889 0,1 0,011 2 3
Acyl-coenzyme A thioesterase 1 ACOT1 ENSECAP00000007897 0,1 0,009 3 12
Multimerin 1 MMRN1 ENSECAP00000009646 0,1 0,040 18 37
Triggering receptor expressed on myeloid cells-like 1 TREMLA1 ENSECAP00000010371 0,1 0,043 3 8
Integrin, alpha 2b ITGA2B ENSECAP00000018227 0,2 0,039 21 115
Lambda-immunoglobulin, partial IGLC7 ENSECAP00000003384 0,2 0,004 3 6
Ribonucleic acid export 1 RAE1 ENSECAP00000013857 0,3 0,026 2 2
BRICK1, SCAR/WAVE actin-nucleating complex subunit BRK1 ENSECAP00000015488 0,4 0,032 3 6
Vesicle transport through interaction with t-SNAREs 1A VTHA ENSECAPO00000010665 0,4 0,013 1 1
Actin filament associated protein 1-like 2 AFAP1L2 ENSECAP00000012801 0,4 0,038 1 1
Fermitin family member 3 FERMT3 ENSECAP00000006635 0,4 0,003 27 159
KDEL endoplasmic reticulum protein retention receptor 1 KDELR1 ENSECAP00000010599 0,5 0,019 1 1
Zinc finger homeobox 4 ZFHX4 ENSECAP00000020049 0,5 0,023 1 1
Aldolase C, fructose-bisphosphate ALDOC ENSECAP00000011062 0,5 0,007 10 166
N-ethylmaleimide-sensitive factor NSF ENSECAP00000008826 0,5 0,009 9 19
Cathepsin Z CTSz ENSECAP00000022537 0,6 0,026 6 33
Transportin 1 TNPO1 ENSECAP00000022136 0,6 0,039 9 27
Inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 1 IMPA1 ENSECAP00000020565 0,7 0,005 6 18
Glutaredoxin 3 GLRX3 ENSECAP00000000200 0,7 0,033 5 11
6-phosphogluconolactonase PGLS ENSECAP00000008291 0,7 0,049 10 80
Arrestin, beta 2 ARRB2 ENSECAP00000016707 0,7 0,030 12 81
Platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, regulatory subunit 1 PAFAH1B1 ENSECAP00000012312 0,8 0,042 6 20
Archain 1 ARCN1 ENSECAP00000017516 0,8 0,050 15 70

Volcano plot was created using GraphPad Prism Software version
5.04 for Windows (GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com).

3. Results

3.1. The equine granulocyte proteome is represented by 2362 identified
proteins and deviates in ERU

From our samples, we identified a total of 2362 proteins char-
acterizing the equine granulocyte proteome (Supplementary Table 1).
Differential proteome analysis revealed 96 proteins with significant
(p < 0.05) abundance differences between healthy animals group and
ERU cases (Table 1). In detail, 26 proteins were lower abundant in ERU
whereas 70 proteins showed higher abundance compared to controls.
These changes represented 4.1% of the total equine granulocyte pro-
teome, providing a first hint on altered condition of these circulating
immune cells in ERU.

3.2. Over-represented pathway profile of all high abundant ERU proteins
allocates to NF-«B signaling, neutrophil degranulation and antigen
presentation

For our hypothesis-generating approach, we used these significantly
differing proteins to perform pathway enrichment analysis via
Reactome software (Supplementary Fig. 1, Supplementary Table 2). We
compared pathways allocated to higher abundant proteins from ERU
granulocytes with pathways associated to the lower abundant proteins
in ERU. Clear differences in pathway enrichment were evident in the
Immune System superpathway (Fig. 1). The 26 lower abundant proteins
in ERU were allocated to 15 immune system related pathways in total
(Fig. 1A), with two of these identified as over-represented (Fig. 1A, blue
polygons; Table 2,” down in ERU”). The 70 proteins with increased
abundance in ERU, on the other hand, associated to a total of 42

immune system pathways (Fig. 1B), of which 20 were over-represented
(Fig. 1B, green polygons; Table 2,” up in ERU”). The latter covered all
three major subsets of the Immune System superpathway (Innate Im-
mune System, Adaptive Immune System, Cytokine Signaling in Immune
System) and were predominantly related to NF-xB signaling, neutrophil
degranulation and antigen presentation and cross-presentation
(Table 2, “up in ERU”). Proteins with significantly decreased abundance
in ERU, on the other hand, yielded association to over-represented
pathways describing mostly regulatory processes, including pathway
“Immunoregulatory interactions between a Lymphoid and a non-Lym-
phoid cell” (Table 2, “down in ERU”).

3.3. Proteins with > 2 fold increased abundance in ERU predominantly
associate to superordinate pathways MHC-I-mediated antigen presentation,
RAF/MAP kinase cascade and neutrophil degranulation

To get a deeper insight into detected pathway-allocation differences
in the context of autoimmune uveitis, we next focused on the proteins
with biologically relevant fold changes (ratio ERU/healthy > 2, Fig. 2)
and the over-represented pathways they were assigned to by reactome
analysis (Table 3).

Due to the essential function of protein degradation in numerous
cellular processes, subunit ATPase 2 as part of the multiprotein complex
26S proteasome (PSMC2) was related to almost all pathways (Table 3).

Four of the significantly higher abundant proteins were assigned to
the immune system pathway “Class I MHC mediated antigen processing
& presentation”. Two of these proteins, namely chloride channel vol-
tage-sensitive 7 (CLCN7) and epidermal growth factor receptor sub-
strate 15 (EPS15), were exclusively found in respective MHC-I pathway
(Table 3, yellow). The same number of proteins was allocated to RAF/
MAP kinase cascade, with aminomethyltransferase (AMT) mapped so-
lely to this pathway in immune system (Table 3, light blue).

The majority of the proteins with significantly increased abundance
in ERU granulocytes, however, was assigned to the innate immune
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system pathway neutrophil degranulation (Table 3, magenta), in-
dicating an outstanding role of this fundamental granulocyte function
in ERU. Interestingly, protein S100A9 (calgranulin B), displayed the
highest fold change (18.8 fold) and was not associated to other sections
of the immune system pathways analyzed here (Table 3, magenta).
Moreover, calgranulin B also showed highest ratio among all 96 sta-
tistically significant abundance differences observed in our study
(Table 1).

4. Discussion

With our study, we provide a proteomic and functional character-
ization of granulocytes in a T cell-driven, organ-specific autoimmune
disease in horses, equine recurrent uveitis (ERU). Although experi-
mental autoimmune uveitis (EAU) studies in rodent models could al-
ready show early ocular influx of granulocytes [26-29,41,42], the exact
function of these cells in onset and course of disease, however, remains
elusive. In contrast to these EAU models, investigations explicitly fo-
cusing on granulocytes in the context of ERU are scarce to date. Recent
research shows that neutrophil extracellular traps are more readily
formed by granulocytes from ERU horses, suggesting a role in disease
pathogenesis [43]. To gain deeper insight into the function of granu-
locytes in ERU pathogenesis on protein level, our study aimed at ana-
lyzing the granulocyte proteome from healthy horses and horses in
quiescent stage of ERU. We used a hypothesis-generating approach,
which allowed a holistic functional interpretation of the changes that
occurred between groups in the proteome of circulating granulocytes.

Since granulocytes are easily activated by different isolation steps,
resulting in rapid alterations in phenotype and function [44,45], and
we wanted to come as close to the in vivo granulocyte proteome as
possible, we chose a gentle and quick isolation method to keep hand-
ling-induced activation to a minimum, evading possible subsequent
misinterpretation of our data. We therefore avoided further purification
of subsets after granulocyte isolation from blood, and subsequently
identified a total of 2362 granulocyte proteins using label-free pro-
teome analysis. Although recent gel-free studies on human neutrophils
presented close to double the identifications (4154 proteins) [46],
proteomic studies on naive granulocytes from other animal species,
such as pigs, yielded a similar amount of proteins (2371 proteins) [5].
However, to our knowledge, we are the first to describe the equine
whole-granulocyte proteome in such high resolution. Moreover, we
could show that circulating granulocytes from ERU horses display clear
differences in the composition of their proteome compared to healthy
horses, with significantly changed abundance of 96 proteins (4.1% of
proteome).

To view these single protein differences in an overall biological
context, we used pathway enrichment analysis and found clear differ-
ences in several functional areas between control and ERU group
(Supplementary Fig. 1). Regarding our research object, the granulocyte,
we expected most specific pathway allocation differences in the
Immune System superpathway. Indeed, 20 over-represented immune
system pathways were associated to the ERU group, whereas only two
were over-represented in controls. The number of proteins in the input
lists differed between groups (Table 1: controls 26, ERU 70) and this
was clearly reflected by the total number of allocated immune system
pathways (Table 2: controls 15, ERU 42). Nevertheless, the ratio of all
over-represented pathways to all identified pathways was higher in
ERU (Table 2: 2/15 in controls vs. 20/42 in ERU) and included several
pathways related to inflammatory mediators.

This pattern of over-represented pathways in ERU not only suggests
a general activation of innate immune cells but rather a pro-in-
flammatory state. For lymphocytes in ERU, such an activated pheno-
type has already been shown [6,22,23,25,47]. However, the existence
of a similar activation state of innate immune cells even in quiescent
stage of disease, where usually no ocular symptoms are visible [7], is a
new and unexpected finding. Especially as the participation of
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granulocytes in uveitis pathogenesis was described mainly in the early
and active stage of disease and is commonly believed to occur as a
secondary phenomenon presumably caused by cytokine release after
lymphocyte infiltration [26,27,41,48]. Whether this latent activation of
granulocytes in the quiescent stage of ERU is merely a remainder of the
previous inflammatory attack or rather describes an actual and sub-
stantial feature of these cells in ERU needs to be assessed in future
studies. In contrast, the over-represented pathways in the control group
rather showed tendency towards a regulatory role of granulocytes,
which was previously described in numerous murine and human stu-
dies (reviewed in [49]), but is a new finding in the horse.

The only pathway, which was over-represented in both ERU and
control group was the RAF/MAP kinase cascade (Fig. 1, Table 2). In the
pathogenesis of ERU, this pathway has not been described so far, even
though, in humans and mouse models, RAF/MAP kinase cascade is an
essential signaling pathway mediating neutrophil activation [50-52].
The fact that granulocytes from healthy horses and ERU animals asso-
ciated different proteins to the same RAF/MAP kinase cascade (Sup-
plementary Table 2) might indicate a different triggering process of this
pathway, pointing to an altered state of activation in ERU granulocytes.
A closer look at these diverging proteins shows that the adapter protein
beta-arrestin 2, which negatively regulates chemotaxis in mice [52],
was significantly lower abundant in ERU (Table 1), indicating increased
chemotaxis. Higher abundant proteins in ERU associating to this
pathway, on the other hand, were mainly proteasome subunit proteins
which were also allocated to several of the other over-represented
pathways in ERU (Supplementary Table 2, Table 3). This is plausible,
since intracellular proteasome-mediated protein degradation, initiated
by ubiquitinilation within the ubiquitin proteasome system (UPS)
[53,54], plays a pivotal role in cellular metabolism, which we hy-
pothesize to be higher in ERU granulocytes due to activated cell phe-
notype. Interestingly, we also found an analogous process, neddylation,
among the over-represented pathways in the ERU group (Supplemen-
tary Table 2), supporting this hypothesis. In total, 38 proteasome-re-
lated proteins were identified in our mass spectrometry dataset, which
is consistent with proteomic data of granulocytes from other species
[5,46]. Six of these proteins were significantly higher abundant in ERU
(Table 1), and consistently allocated to NF-kB signaling (Supplementary
Table 2), explaining the frequent occurrence of this pathway in ERU.

While the state of NF-kB activity is controlled by UPS via degrada-
tion of inhibitory proteins [55], the proteasome complex is also needed
for MHC-I-mediated antigen processing in all somatic cells [56]. Recent
studies show that, besides presenting endogenous proteins, neutrophils
additionally have the ability to use MHC-I molecules for presentation of
fragments derived from incorporated exogenous proteins, a process
known as cross-presentation [57]. Since cross-presentation of antigens
is dependent on the antigen internalization mechanism, most effec-
tively performed through receptor-mediated endocytosis, increased
abundance of EPS15 in ERU (Table 1), a protein involved in the process
of clathrin-mediated endocytosis [58], might indicate an enhanced
utilization of this particular mechanism by granulocytes in ERU. In-
terestingly, reactome pathway “Cross-presentation of soluble exo-
genous antigens (endosomes)” showed the highest p-value within the
adaptive immune system section of the over-represented pathways in
ERU group (Table 2). Although the exact pathways for breakdown of
incorporated exogenous proteins and subsequent cross-presentation on
the cell's surface are still topic of intense research, both the so called
phagosome-to-cytosol (P2C) and the vacuolar pathway were previously
described in granulocytes [59,60]. The significantly higher abundance
of CLCN7 in ERU granulocytes (Table 1), a protein which is necessary
for acidification of lysosomes in the process of phagosome-lysosome
fusion [61,62], and the high amount of proteasome-associated proteins
identified in our dataset (Supplementary Table 1, Table 1), may
therefore be an indication for increased antigen cross-presentation by
granulocytes in ERU. However, more information is needed to assess
whether antigen cross-presentation is generally linked to a cell's
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this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

capability of performing phagocytosis, as shown in gene transfer studies
on non-phagocyting cells in vitro [63], or if it actually is relevant in
granulocytes in vivo [64]. To clarify the possible contribution of MHC-I-
mediated cross-presentation of potential ocular autoantigens by gran-
ulocytes to the pathogenesis of ERU, we plan to comparatively analyze
the MHC-I-peptidome of equine granulocytes in ERU animals and
healthy controls in future studies. Nevertheless, by the pathway en-
richment analysis presented here, we are the first group to describe a
possible link of granulocyte-mediated antigen cross-presentation in-
volved in autoimmune disease in the horse.

Neutrophil degranulation was the top-enriched pathway which all
higher abundant proteins from ERU granulocytes were allocated to.

Table 2

Altogether, nine of these proteins with possible biological significance
(p < 0.05 and ratio > 2) in ERU were assigned to this pathway, five
of which with unique allocation solely to neutrophil degranulation
(S100A9, EPX, A1BG, C3, PLAUR; Table 3). Interestingly, all of these
proteins were previously identified in specific granula or secretory ve-
sicles of human neutrophils by mass spectrometry [65]. Recent research
results of our group, describing the differentiated reaction of granulo-
cytes to extracellular signaling, also related to the biological process of
neutrophil degranulation, especially after activation of cells with the
stimulant phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) [4]. Seven of the
identified proteins in the study mentioned above (RAP1A, COPS6,
IGSF6, NUP62, PSMA7, PSMD7, ISG20) also emerged in the current

Enrichment within the Immune System superpathway comparing significantly higher abundant proteins in ERU with significantly lower abundant proteins by
reactome analysis. Over-represented pathways of the three subsets Innate Inmune System, Adaptive Immune System and Cytokine Signaling in Inmune System are
listed by p-value in ascending order. Superordinate pathways comprising two or more individual pathways were excluded in this summary. See Supplementary

Table 2 for specific values and Fig. 1 for visual presentation of these data.

UP in ERU

Immune System

Innate Immune System
Over-represented / identified pathways (7 / 18)
Identifier Name

R-HSA-1236978

Identifier Name

R-HSA-6798695 Neutrophil degranulation

Dectin-1 mediated noncanonical NF-«kB
signaling
FCERI mediated NF-kB activation

CD209 (DC-SIGN) signaling

R-HSA-5607761 R-HSA-1169091

R-HSA-2871837 R-HSA-1236974

R-HSA-5621575 R-HSA-202424

R-HSA-5686938 Regulation of TLR by endogenous ligand  R-HSA-983168

R-HSA-2424491
R-HSA-173736

DAP12 signaling
Alternative complement activation

R-HSA-1169092

Adaptive Inmune System
Over-represented / identified pathways (6 / 11)

Cross-presentation of soluble exogenous
antigens (endosomes)

Activation of NF-kB in B cells
ER-Phagosome pathway
Downstream TCR signaling

Antigen processing: Ubiquitination &
Proteasome degradation
Activation of RAS in B cells

Cytokine Signaling in Imnmune System
Over-represented / identified pathways (7 / 13)
Name
Regulation of RAS by GAPs

Identifier

R-HSA-5658442

R-HSA-5676590  NIK-->noncanonical NF-kB signaling

R-HSA-9020702 Interleukin-1 signaling
R-HSA-6785807 Irl1terleluk|n-4 and Interleukin-13
signaling

R-HSA-5673000 RAF activation

R-HSA-9012546
R-HSA-5674135

Interleukin-18 signaling
MAP2K and MAPK activation

DOWN in ERU

Immune System

Innate Immune System
Over-represented / identified pathways (0 / 10)
Identifier Name

Identifier Name

R-HSA-198933

Adaptive Inmune System
Over-represented / identified pathways (1/3)

Immunoregulatory interactions between a

Cytokine Signaling in Imnmune System

Over-represented / identified pathways (1 /2)
Identifier Name

R-HSA-5674135 MAP2K and MAPK activation

Lymphoid and a non-Lymphoid cell
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Fig. 2. Volcano plot of the 2184 proteins detected in all six samples by mass
spectrometry. Candidates of differential proteome analysis with statistically
significant (p < 0.05) fold change are displayed in the upper left (ratio ERU/
healthy < 0.5) and the upper right (ratio ERU/healthy > 2) quadrant. Proteins
allocated to at least one of the three selected superordinate immune system
pathways via reactome analysis are highlighted in color (light blue: RAF/MAP
kinase cascade; yellow: Class I MHC mediated antigen processing & presenta-
tion; magenta: Neutrophil degranulation) and labeled with their human or-
thologue gene names. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

study as proteins with significantly higher abundance in ERU (Table 1).

Increased neutrophil degranulation in context of autoimmune dis-
ease was already described for immune cells of multiple sclerosis pa-
tients [66]. Using three different approaches a generally pre-activated
state of neutrophils was postulated, which contributed to multiple
sclerosis pathogenesis [66]. Hypothesizing a similar latently activated
granulocyte in ERU from the results of our pathway enrichment ana-
lysis, we are providing first evidence for a possible contribution of
neutrophil degranulation to an equine autoimmune disease.

The candidate with the highest abundance difference among all 96

Table 3
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differing proteins with statistical significance, calgranulin B, was also
specifically related to the process of neutrophil degranulation (Table 1,
Table 3). Calgranulin B, a small calcium-binding protein and member of
the S100 family, usually forms heterodimers with protein S100-AS8,
building the so called SI00A8/A9 complex. In humans, it plays a cri-
tical role in modulating inflammatory response through stimulation of
leukocyte recruitment and cytokine secretion in inflamed tissues in
[67]. To our knowledge, it was not previously described in equine
granulocytes in the context of autoimmunity. With the discovery of
S100A8/A9 complex as first endogenous Toll-like receptor 4 (TLR4)
ligand on murine monocytes in 2007 [68] the subsequent concept of
endogenous damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs,
also termed alarmins) was recently reviewed in the context of ocular
disorders like uveitis, emphasizing the need for more comprehensive
studies on this topic [69]. As aforementioned research was exclusively
conducted in rodent models or human patients, our study gives an in-
itial hint towards a possible new connection of granulocytes interacting
with the adaptive part of the immune system via DAMPs in equine
uveitis. The ability of ST00A8/A9 complexes to induce autoimmunity
was proven both in humans with lupus erythematosus and in an ap-
propriate murine disease model [70]. Here, incubation of calgranulin B
with an in vitro co-culture of CD8* T cells and antigen-presenting
epidermal Langerhans cells (LCs) resulted in an autoreactive CD8" T
cell type showing higher secretion of pro-inflammatory IL-17 than un-
stimulated co-cultures [70]. Interestingly, in the absence of LCs, in-
cubation of CD8" T cells with calgranulin B did not result in devel-
opment of autoreactive T cells [70]. This may point to a two-faced role
of granulocytes in early ERU pathogenesis, possibly acting as unusual
antigen-presenting cells by cross-presentation pathway via MHC-I and
also potentially providing co-stimulatory signals for T cell activation
through calgranulin B secretion. Furthermore, as crossing the BRB is the
crucial point in autoimmune uveitis [18], the fact that soluble S100A8/
A9 complexes purified from human granulocytes induce integrity loss
in endothelial cell monolayers by decreasing the expression of cell
junction proteins [71], elucidates the still unresolved enigma on how
disruption of the BRB is mediated in ERU. Similar experiments with
human umbilical endothelial cells using recombinant calgranulin B
homodimers proved that signaling of calgranulin B on the endothelium
is transduced via receptor of advance glycation end products (RAGE)
and not TLR4, contrary to the heterodimer SI00A8/A9 complex [72].
Since abundance of calgranulin B in our data set is highly elevated, but

Gene names of proteins with statistical (p < 0.05) and biological (ratio ERU/healthy > 2) significance, allocated to superpathway Immune System via Reactome
pathway browser (http://reactome.org). Superpathway Immune System divides into three distinct categories and several sub-pathways. Proteins can be allocated to
multiple pathways. Pathways with top 3 most allocated proteins (p < 0.05, ratio ERU/healthy =2) are shown in color, analogous to dots in Fig. 2.
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Immune System

Adaptive Inmune System Cytokine Signaling in Inmune System
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protein S100-A8 showed no relevant alteration between both experi-
mental groups (ratio 1.2, Supplementary Table 1), we assume that
potential effects of calgranulin B on retinal endothelium in ERU might
occur via RAGE signaling. Evidence for increased BRB permeability
mediated by RAGE signaling already exists in the context of diabetic
retinopathy, however, instead of calgranulin B, these studies rather
describe advance glycation end products (AGEs) as receptor ligands in
patient blood [73,74]. Our finding of higher abundant calgranulin B in
the granulocyte proteome of ERU animals might therefore give a first
glance at how the inner endothelial part of this barrier may be con-
ceivably attacked by the immune system, providing a new exciting in-
dication for a possible participation of these innate immune cells in ERU
pathogenesis.

In summary our study provides evidence of deviant functional
properties of circulating granulocytes in ERU based on proteome al-
terations. We described these innate immune cells as latently activated
since the term “priming” is commonly used for the reversible high alert
state of neutrophils containing the capacity to respond aggressively on
stimuli [75]. Additionally, considering the results of the pathway en-
richment analysis, we hypothesize that granulocytes in ERU might
contribute to disease pathogenesis in different ways. The functional
effects of calgranulin B on the BRB, as well as the potential relevance of
MHC-I-mediated autoantigen cross-presentation by granulocytes
therefore need to be assessed in future studies on this T cell-driven
autoimmune disease.
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5 DISKUSSION

Obwohl bereits im 19. Jahrhundert entdeckt, wurde erst in den letzten zwei Jahrzehnten
offensichtlich, dass Granulozyten wesentlich mehr sind, als die uniform reagierenden
Phagozyten der angeborenen Immunabwehr, fur die sie urspriinglich gehalten wurden. Zwar
gehoren sie zu den kurzlebigsten Zellen des Kérpers (Lahoz-Beneytez et al. 2016), trotzdem
ist mittlerweile klar, dass die Vielfalt der von ihnen lbernommenen Aufgaben tiber Anderungen
in Transkriptom und Proteom vermittelt werden. Gerade bei neutrophilen Granulozyten
scheinen diese beiden Ebenen der Genexpression jedoch kaum zu korrelieren, wie eine
vergleichende Transkriptom-Proteom-Analyse dieser Immunzellen bei 22 gesunden
Probanden ergab (Grabowski et al. 2019). Nachdem aber das aktuelle Funktionsspektrum
einer Zelle direkt vom Vorhandensein der fir die einzelnen Reaktionen benétigten Proteine zu
diesem Zeitpunkt abhangt, bildete eine differentielle Proteomanalyse die Basis, auf der die
Beschreibung der Granulozyten in den zwei hier untersuchten Grofdtiermodellen erfolgte.

Als translationales Tiermodell fiir eine monogenetische Form des humanen Diabetes mellitus
(DM) entwickelt, zeigen die INS®®Y tg Schweine unserer ersten Studie innerhalb kurzer Zeit
post partum durch die gestérte Insulinsekretion und die anschlieRende Apoptose der
pankreatischen (-Zellen einen stabilen diabetischen Phanotyp mit persistierender
Hyperglykdmie (Renner et al. 2013). Diese chronische Hyperglykdmie fuhrt Gber
Beeintrachtigungen der Mikrovaskularisation nach wenigen Jahren zu irreversiblen Schaden
an Auge, Herz und Niere, und zwar sowohl im Modell als auch bei humanen Patienten (Bebu
et al. 2020; Renner et al. 2020). Da sich die Stoffwechselstérung durch die mit der Krankheit
verbundenen Komorbiditaten und Folgeerkrankungen, nicht nur in Deutschland sondern auch
global, zu einer der gréBten finanziellen Belastungen des &ffentlichen Gesundheitswesens
entwickelt hat (Jacobs et al. 2017; Williams et al. 2020), gilt es eine DM-Erkrankung méglichst
frihzeitig zu diagnostizieren und adaquat zu therapieren (Bebu et al. 2020). Der Einsatz
genetisch modifizierter Tiermodelle in der Diabetes-Forschung erlaubt dabei wichtige
Schlussfolgerungen zur Pathogenese und den sekundédren Veranderungen der Erkrankung,
unabhangig von Umweltfaktoren und vor einem einheitlichen genetischen Hintergrund. In einer
aktuellen Transkriptomanalyse neutrophiler Granulozyten von Patienten, bei denen vor
maximal einem Jahr ein T2DM diagnostiziert wurde, identifizierten die Autoren insgesamt
3.304 im Vergleich zu gesunden Probanden differentiell exprimierte Gene (Lin et al. 2020b).
Die nahere Untersuchung der Daten im Hinblick auf die biologische Funktion dieser Gene
deutet auf einen veranderten Aktivitatszustand der neutrophilen Granulozyten bei T2DM hin
(Lin et al. 2020b). Die Aussagekraft dieser Studie muss allerdings angesichts der mangelnden
Korrelation zwischen Transkriptom und Proteom bei Neutrophilen kritisch beurteilt werden
(Grabowski et al. 2019). Jedoch wurde anhand mehrere Experimente mit neutrophilen
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Granulozyten unter hyperglykdmischen Kulturbedingungen in vitro bereits nachgewiesen,
dass schon eine kurzzeitige Hyperglykdmie die Phagozytosefahigkeit und ROS-Produktion
von Neutrophilen gesunder Probanden senken kann (zusammengefasst in (Jafar et al. 2016)).
Die zum Zeitpunkt der Probennahme zwélf Wochen alten INS®Y tg Schweine zeigten
Nuchternblutglukosewerte im hyperglykdmischen Bereich von durchschnittlich 360 mg/dl, ihre
gesunden Wurfgeschwistern 80 mg/dl (Supplementary Table 1, Publikation ) und weisen
damit die bei der Erstbeschreibung des Modells erhobenen Charakteristika auf (Renner et al.
2013). Uber den Vergleich der beiden Gruppen —INS®*Y tg Schweine und gesunde
Wildtypen — erwarteten wir uns daher neue Erkenntnisse zu den frilhen Auswirkungen des
hyperglykdmischen Zustandes auf die neutrophilen Granulozyten in vivo.

Mittels label-freier LC-MS/MS wurde ein hochauflésendes Proteinprofil der neutrophilen
Granulozyten erstellt, wie es so zuvor bei Schweinen nicht verfiigbar war (PubMed-Recherche,
September 2020). Bei der anschlieBenden Datenanalyse wurden unter den 2.371
identifizierten Proteinen insgesamt 51 mit signifikanten Abundanzunterschieden zwischen den
diabetischen Tieren und den Wildtypen gefunden. Die GréRenordnung dieses Resultats passt
zu den Ergebnissen einer humanen Studie, die beim proteomischen Vergleich der
Granulozyten von Diabetikern mit einer Kontrollgruppe 30 verschieden abundante Proteine
nachwies (Soongsathitanon et al. 2019). Im Gegensatz zu der von uns verwendeten Gel-freien
Technik, erfolgte die quantitative Analyse hier anhand fluoreszenzgefarbter 2D-Gele und
lediglich die auf diese Weise zwischen den Gruppen als signifikant unterschiedlich beurteilten
Spots wurden anschlieBend ausgeschnitten und im Massenspektrometer identifiziert
(Soongsathitanon et al. 2019). Zwar finden sich 18 der 30 identifizierten Proteine in unserem
Datensatz wieder, weisen dort aber keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen
diabetischen und gesunden Tieren auf. Die nur teilweise Uberschneidung der als differentiell
exprimierten Proteine zwischen den beiden Studien kommt vermutlich einerseits durch
speziesspezifischen Variationen der neutrophilen Granulozyten zustande (Chibber and Castle
1983; Scapinello et al. 2011), woméglich spielt aber auch die unterschiedliche
Erkrankungsphase eine Rolle. Hinzu kommt, dass die Patienten zwar, wie die diabetischen
Schweine, erhéhte Werte bei der Nichternblutglukose aufwiesen, aber bereits therapiert
wurden (Soongsathitanon et al. 2019), im Gegensatz zu den Tieren in unserem Versuch, die
bis zum Zeitpunkt der Blutentnahme nicht medikamentds behandelt worden waren. Es kann
also nicht ausgeschlossen werden, dass auch die Therapie der humanen Diabetiker
mitverantwortlich ist fr die Diskrepanz bei den differentiell exprimierten neutrophilen Proteine
der beiden Studien. Ein erster Vergleich der porcinen Daten mit dem Proteinprofil humaner
neutrophiler Granulozyten, das bei einer methodisch nur minimal von unserer Studie
abweichenden Transkriptom-Proteom-Analyse ermittelt wurde und aus insgesamt 4.154
identifizierten Proteine bestand (Grabowski et al. 2019), ergab eine gut 80%ige
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Uberschneidung der Datensétze. Im Umkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass etwa 20% der
Proteine, die beim Schwein in den Neutrophilen nachgewiesen wurden, beim Menschen in
diesen Zellen so nicht vorkommen. Kinftige Analysen missen zeigen, welche funktionellen
Unterschiede sich aufgrund dieser proteomischen Divergenzen méglicherweise fir die beiden
Spezies erwarten und letztlich auch nachweisen lassen.

Der gréBte signifikante Unterschied ergab sich in unserer Studie fur die COP9 Signalosom
Untereinheit 2 (SGN2) mit einer zehnfach héheren Proteinabundanz in Neutrophilen der
INSC®4Y tg Schweine im Vergleich zur Kontrollgruppe (Table 1, Publikation I). Weder beim
Menschen noch im Tiermodell wurde SGN2 oder das COP9 Signalosom (CSN) bislang im
Zusammenhang mit DM als differentiell exprimiert beschrieben. Das CSN ist ein evolutionar
hoch konservierter, aus insgesamt acht Untereinheiten zusammengesetzter Multi-
enzymkomplex, der zur Gruppe der Deubiquitinierungsenzyme gezahlt wird (Dubiel et al.
2020). Allerdings scheinen neddylierte Cullin-haltige RING-Ligasen (CRLs) das einzige
Substrat des Komplexes im Saugetier zu sein (Rockel et al. 2014). Die Untereinheit 2 ist zwar
nicht selbst an der Bildung des reaktiven Zentrums beteiligt, sorgt aber Uiber die Bindung des
Cofaktors Inositol-Hexaphosphat fiir die Rekrutierung der CRLs und eine Stabilisierung des
CRL-CSN-Komplexes (Lin et al. 2020a). Da CRLs nur im neddylierten Zustand die
Ubertragung eines aktivierten Ubiquitins auf ein Substrat katalsyieren kénnen (Boh et al.
2011), kontrolliert das CSN durch deren Deneddylierung indirekt die Ubiquitinierung und damit
die proteasomale Degradation zahlloser zellularer Molekile. So sorgt beispielsweise die
Ubiquitinierung des NF-kB Inhibitors IkBa dafiir, dass der universelle Transkriptionsfaktor
NF-kB nach dem Abbau des Inhibitors Uber seine nun frei zugangliche Lokalisationssequenz
in den Zellkern transloziert wird und dort die Transkription diverser inflammatorischer Proteine
induzieren kann (Huang et al. 2000). Demnach kénnte eine héhere Menge des CSN in der
Zelle Uber die vermehrte Inaktivierung der CRLs zu einer langer anhaltenden Inhibierung des
zytoplasmatischen NF-kB fuhren. Die Folge davon ware eine Verminderung der durch NF-kB
induzierten Genprodukte. Zu diesen gehéren bei neutrophilen Granulozyten des Menschen
zahlreiche proinflammatorische Zytokine, wie TNF-a, IL-18, CXCL8, CCL3 und CCL4, deren
Anstieg auf MRNA- und Proteinebene in humanen Neutrophilen bei Stimulation mit LPS oder
TNF-a und gleichzeitiger Blockade des NF-kB in vitro deutlich geringer ausfiel (Cloutier et al.
2007). Der einfache Vergleich der Proteinabundanzen zwischen INS®®*Y tg Tieren und
Wildtypen ergab keinen signifikanten Unterschied fur NF-kB bei unserer Analyse. Dieses
Ergebnis steht damit im Widerspruch zu zahlreichen Studien, die im Zusammenhang mit DM
eine Erhéhung von NF-kB in peripheren Leukozyten beschrieben haben (Hofmann et al. 1999;
Bierhaus et al. 2001; De Marafon et al. 2020), darunter auch eine, bei der mittels
Expressionsanalysen in humanen Neutrophilen gezeigt wurde, dass die Menge des
Transkriptionsfaktors unter Therapie wieder abnimmt im Vergleich zu unbehandelten
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Patienten (Inayat et al. 2019). Eine andere Forschergruppe wiederum fand keinen Unterschied
der NF-kB-Expression in frisch isolierten, neutrophilen Granulozyten von Typ-2-Diabetikern
verglichen mit gesunden Probanden (Margaryan et al. 2018), ist also im Einklang mit dem
Ergebnis unserer Proteomanalyse. Dies verdeutlicht, wie komplex die Rolle von NF-kB in
neutrophilen Granulozyten im Rahmen des DM vermultlich ist.

SGN2 besitzt aber neben seiner Rolle als Untereinheit des CSN noch eine weitere, initial in
Drosophila beschriebene Funktion als Co-Repressor Uber die Interaktion mit verschiedenen
nukledren Hormonrezeptoren (Dressel et al. 1999; Polly et al. 2000; Moehren et al. 2007). Die
Tatsache, dass die anderen CSN-Untereinheiten bei der massenspektrometrischen Analyse
in den neutrophilen Granulozyten beider Versuchsgruppen mit nahezu identischen
Proteinmengen identifiziert wurden und lediglich SGN2 diesen starken Anstieg in den /INSC%4Y
tg Tieren zeigte (Supplementary Table 2, Publikation I), lasst eine Bedeutung dieser CSN-
unabhangige Funktion von SGN2 in den diabetischen Schweinen vermuten.
Interessanterweise wurde ein solcher Wirkmechanismus bislang weder in Neutrophilen noch
in der Spezies Schwein beschrieben. Nachdem aber mittlerweile ein breiter Konsens Uber die
Fahigkeit der Granulozyten zur de novo Proteinsynthese herrscht und in mehreren Studien die
funktionelle Bedeutung nukledrer Hormonrezeptoren in diesen Zellen belegt wurde (Takahashi
et al. 2002; Wang et al. 2019; Manjari et al. 2019; Souto et al. 2020), scheint dies durchaus
ein vielversprechender Ansatz fur weiterflihrende Untersuchungen zur Reaktion neutrophiler
Granulozyten auf hyperglykdmische Bedingungen zu sein.

Die kurzlich gemachte Entdeckung, dass mithilfe von SGN2 regulierte Gene méglicherweise
das myofibrillare Aktinskelett beeinflussen (Alves et al. 2020), ist insofern spannend, als dass
zwei weitere, in den Neutrophilen der INS®®Y tg Schweinen signifikant héher abundanten
Proteine ebenfalls an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind. Es handelt sich zum einen
um das zur Villin/Gesolin-Superfamilie gehérende Advillin, zum anderen um die regulatorische
leichte Myosinkette 9 (engl. myosin regulatory light chain 9, MYL9, MLC-2C), die zudem mit
einem Verhdltnis von 4,6 nach SGN2 das Protein mit dem zweithéchsten
Abundanzunterschied darstellt (Table 1, Publikation I). Wir konzentrierten uns im weiteren
Verlauf daher auf MLC-2C und konnten den ersten Befund aus der Massenspektrometrie
anhand von immunfluoreszenzgefarbten, zytologischen Praparaten bestdtigen. Denn auch
hier wiesen die neutrophilen Granulozyten der INS®Y tg Schweine eine signifikant héhere
MYL9-Expression auf im Vergleich zu den Kontrollen (Fig. 3, Publikation I). Als regulatorische
Kette des nicht-muskuldren Typ Il Myosins (NMIl) verstarkt MLC-2C im phosphorylierten
Zustand die NMII-Aktin-Bindung und die ATPase-Aktivitdt des NMII, wie in vitro mit aus
humanen Thrombozyten isoliertem NMII demonstriert (Adelstein and Anne Conti 1975). Diese
Interaktion mit dem Zytoskelett sorgt dafiir, dass NMII mafgeblich an zentralen Mechanismen
wie Zellmigration, -adhasion und intrazelluldren Transportprozessen beteiligt ist
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(zusammengefasst in (Vicente-Manzanares et al. 2009)). Zwar wird NMIl in nahezu allen
Geweben exprimiert, der proteomische und zytologische Nachweis von MLC-2C in porcinen
neutrophilen Granulozyten stellt allerdings eine neue Entdeckung dar. Bislang wurde eine
erhéhte MYL9-Expression beim Schwein lediglich in der Ruckenmuskulatur eines Myostatin-
Knock-out-Modells nachgewiesen, weshalb die Autoren der Studie eine Regulation des
muskuldren Energiestoffwechsels Uber die von MLC-2C kontrollierte ATPase-Aktivitat
vermuteten (Li et al. 2020). Im Zusammenhang mit DM wurden ebenfalls in einem
Muskelgewebe héhere Mengen des Proteins gefunden, allerdings handelte es sich diesmal
um die glatte Muskulatur des Magens von Mausen und humanen Patienten und auch hier
bleibt die Bedeutung zunédchst unklar (Li et al. 2018). Posttranslationale Modifikationen des
MLC-2C-Molekdils und eine damit verbundene unterschiedliche intrazelluldre Lokalisation des
Proteins kénnte méglichweise die Erklarung fur die unterschiedlichen Befunde liefern. Denn
wie in vitro durch Mutationsstudien mit immortalisierten Zelllinien bewiesen wurde, sorgt eine
N-terminale Methylierung des MLC-2C dafiir, dass das Protein als Transkriptionsfaktor wirkt
(Nevitt et al. 2018) und damit auf Ebene der Genexpression diverse zellulare Veranderungen
induzieren kann. Entscheidend ist hierbei die erhéhte DNA-Bindungsstarke des derart
modifizierten MLC-2C (Nevitt et al. 2018). Nachdem bei unserer massenspektrometrischen
Analyse der porcinen Granulozyten zwar weitere Myosin-Komponenten identifiziert wurden,
keine davon jedoch einen relevanten Abundanzunterschied zwischen der diabetischen
Gruppe und den Kontrollschweinen aufwies, wére auch in unserem hier untersuchten /NS®%4Y
tg Diabetesmodell eine Wirkung von MLC-2C als Transkriptionsfaktor prinzipiell denkbar. Dies
lieBe sich in weiteren Experimenten beispielsweise Uber Antikérper, welche die verschieden
modifizierten Proteinvarianten spezifisch erkennen, nachweisen.

Obwonhl der diabetische Phanotyp der INS®®*Y tg Schweine seinen Ursprung in der Fehlfaltung
des Insulinproteins hat, ausgeldst durch die gentechnisch eingeschleuste Punktmutation, und
damit das klassische Tiermodell fur einen MIDY darstellt, gibt es Hinweise, dass INS®*#" tg
Schweine durchaus auch als Modell fur T2DM geeignet waren. Denn auch bei dieser
Diabetesform scheint letztlich die Anhaufung von fehlgefaltetem Proinsulin im
endoplasmatischen Retikulum der B-Zellen fir deren Apoptose verantwortlich zu sein
(Arunagiri et al. 2019). Die Autoren wiesen in vitro sowohl in murinen Zelllinien als auch in
humanen Inselzellen nach, dass in gesunden Individuen ebenfalls eine geringe Menge
Proinsulin falsch gefaltet im endoplasmatischen Retikulum vorliegt (Arunagiri et al. 2019). Die
gesteigerte Insulinproduktion als Reaktion auf die zunehmende Insulinresistenz peripherer
Koéperzellen zu Beginn des T2DM, bedeutet gleichzeitig eine steigende Menge fehlgefalteten
Proinsulins, genauso wie bei den INS®®*Y tg Tieren von Geburt an (Renner et al. 2013).
Méglicherweise kann das hier verwendete porcine MIDY-Modell sogar diese periphere
Insulinresistenz des T2DM nachahmen. Denn der “Homeostasis model of assessment of
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insulin resistance index” (HOMA-IR), bei dem aus Nichternblutglukose und -insulin auf das
Vorhandensein einer Insulinresistenz geschlossen wird, war bei den viereinhalb Monate alten
INSC**Y tg Schweinen im Vergleich zur Wildtypkontrolle signifikant erhéht, was auf eine
bestehende Insulinresistenz hinweist (Renner et al. 2013).
Zusatzlich wurde in Mdusen mit einer entsprechenden Mutation (/ns2**-Maus) in vivo Uber
die — verglichen mit dem HOMA-IR — aufwéandigere hyperinsulindmischem-euglykdmischem
Clamp (HEC)-Technik nachgewiesen, dass die Tiere ebenfalls eine Insulinresistenz in Leber
und Skelettmuskulatur entwickeln (Hong et al. 2007). Diese Goldstandard-Technik zur
Bestimmung einer Insulinresistenz (Rudvik and Mansson 2018) ist im Schwein prinzipiell in
gleicher Weise anwendbar. In einem anderen transgenen Diabetesmodell (/NS®®*S) wurde so
bereits bei tragenden INS®®® tg Sauen eine um 50% verminderte Insulinsensitivitat
nachgewiesen (Renner et al. 2019). Allerdings zeigten die im gleichen Stadium trachtigen
Wildtypen ahnliche Werte im HEC-Test, weshalb davon auszugehen ist, dass die hier
beobachtete Insulinresistenz auf die Trachtigkeit und nicht die chronische Hyperglyk&mie der
transgenen Tiere zuriickzufiihren ist (Renner et al. 2019). Nachdem aber INS®®S tg Schweine
eine eher milde Form der Hyperglykamie auspragen und die Blutglukosewerte der INS®®*Y tg
Tiere verglichen mit denen des Wildtypen signifikant héher liegen (Renner et al. 2020),
entsprechen die Blutwerte der C94Y-Genvariante viel eher den Verhaltnissen der /ns2°kt-
Maus-Studie (Hong et al. 2007). Es erscheint daher tatsadchlich wahrscheinlich, dass bei
INSC®4Y tg Schweinen generell eine progrediente Insulinresistenz auftritt, wie sie in der
Erstbeschreibung dieses Modells bei den viereinhalb Monate alten Tiere bereits Uber den
HOMA-IR ermittelt wurde (Renner et al. 2013).
Das wirde bedeuten, dass die in unserer Studie mittels des INS®®*Y tg Schweinemodells
gewonnenen, immunologischen Erkenntnisse zum abweichenden Verhalten der Granulozyten
im frihen Stadium eines MIDY-Diabetes mdéglicherweise auch auf die Situation eines voll
entwickelten T2DM Ubertragbar waren.
Allerdings zeigt eine aktuelle Multiomics-Studie bei der vergleichenden Analyse von
Lebergewebe-Proben zweijahriger INS®®*Y tg Tiere und passender Wildtypen, dass zwar der
hepatische Metabolismus mit vermehrter Ketonkérperbildung und Lipolyse dem des Typ-2-
Diabetikers stark dhnelt, aber zugleich Entzindungsparameter wie das C-reaktive Protein
(CRP) bei den transgenen Tieren mit geringerer Abundanz nachgewiesen wurde als im
Wildtypen (Backman et al. 2019). Dies steht im Gegensatz zu den Studien bei humanen
Patienten, die selbst noch unter Insulintherapie, erhéhte CRP-Level im Plasma und generell
einen systemisch-inflammatorische Zustand aufweisen (Alexandraki et al. 2008; Elimam et al.
2019; De Mararion et al. 2020). Es muss daher in weiteren Untersuchungen analysiert werden,
inwieweit die zweijahrigen INS®®*Y tg Schweine, die etwa von ihrem 50. Lebenstag an mit
minimalen Insulindosen behandelt wurden und so die Auswirkungen eines schlecht
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therapierten DM im Menschen simulieren, sich als Modell fur das Immunsystem dieser
Patientengruppe eignen.

Gerade weil die INS®®4Y tg Schweine neben der chronischen Hyperglykamie auch vermehrt
Ketonkérper und freie Fettsduren in ihrem Blut aufweisen (Blutke et al. 2017), sollte dabei der
zelleigene Metabolismus der neutrophilen Granulozyten nicht aulRer Acht gelassen werden.
Denn obwohl Neutrophile vorwiegend glykolytisch aktiv sind und die zur Aufrechterhaltung
ihrer Funktionsfahigkeit bendtigte Glukose Uber basal exprimierte, insulinunabhangige
Glukosetransporter (GLUT1, GLUT3, GLUT4) aufnehmen, kénnen sie auf Veranderungen der
Umgebungsbedingungen oder des Aktivierungszustandes mit einer differenzierten Regulation
ihres Metabolismus reagieren (zusammengefasst in (Kumar and Dikshit 2019). So wurde in
mehreren Studien bereits die Schwachung unterschiedlicher funktioneller Parameter der
Neutrophilen mit den hyperglykdmischen Bedingungen im Rahmen des DM in
Zusammenhang gebracht (Wong et al. 2015; Perner et al. 2003). Uber eine vergleichende
Analyse des metabolischen Potentials der Neutrophilen aus den INS®®Y tg Schweinen und
passenden Kontrollen via Seahorse XFe24 Analyzer kénnte man in einem ersten Schritt
Aufschluss Uber mégliche Abweichungen des neutrophilen Stoffwechsels in den diabetischen
Tieren gewinnen. Zur Beurteilung der funktionellen Auswirkungen einer hyperglykdmischen
Umgebung sind zunachst Versuche in vitro mit Neutrophilen gesunder Schweine und der
Prifung klassischer Granulozytenfunktionen wie Degranulation, Phagozytose, ROS- und
NET-Bildung vorgesehen. Nachdem in diabetischen Mausen als Reaktion auf eine
Staphylokokkeninfektion vermehrt LDNs nachgewiesen wurden (Cohen et al. 2019) und
generell nur vereinzelte Berichte zu dieser neutrophilen Subpopulation im Schwein existieren,
wollen wir auBerdem Untersuchungen zu Auftreten und méglichen funktionellen Eigenheiten
der porcinen LDNs, sowohl in diabetischen als auch gesunden Tieren, vornehmen. Da
neutrophile Granulozyten von diabetischen Patienten in vitro sowohl eine verminderte
Expression mehrerer Chemokine (CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8) als Reaktion auf die
Stimulation mit LPS (Lin et al. 2020b), als auch eine verstarkte Interaktion mit humanen
Endothelzellen zeigten (De Mararion et al. 2020), sind darliber hinaus vergleichende Live-Cell-
Imaging-Versuche zur Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten von INS®®Y tg Schweinen
und Kontrolltieren geplant.

Anders als beim transgenen Diabetesmodell des Schweins, wo Uber den genetischen
Hintergrund und die Haltung unter Versuchsbedingungen eine mdéglichst uniforme Tiergruppe
geschaffen wird, spiegelt hingegen das GrofRltiermodell Pferd unserer zweiten Studie die groRe
Diversitat der menschlichen Bevdélkerung wider, und damit auch die innerhalb der Gruppe
potenzieller Patienten. Dies ist insofern bedeutsam, da die equine rezidivierende Uveitis (ERU)
das einzige, bislang bekannte spontane Tiermodell fiir die autoimmune Uveitis des Menschen
darstellt und den fur die Erkrankung charakteristischen Verlauf aus wiederkehrenden
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Entziindungsschiben, unterbrochen von symptomfreien Intervallen, aufweist (Deeg 2008;
Malalana et al. 2015).

Zwar stellt die ERU nachweislich eine von autoreaktiven T-Zellen gepragte
Autoimmunerkrankung dar (Kleinwort et al. 2016; Degroote et al. 2017; Wiedemann et al.
2020), dennoch wurden Uber den Vergleich von kranken und gesunden Tieren auch
Veranderungen der Granulozyten aufgedeckt, die mit dieser Erkrankung in Zusammenhang
stehen (Degroote et al. 2012; Degroote et al. 2013; Fingerhut et al. 2019). So ergab die
Analyse einer gemischten Leukozytenpopulation mittels zweidimensionaler Differenz-
Gelelektrophorese (2D-DIGE) und anschlieRender massenspektrometrischer Identifikation der
Spots insgesamt 17 differentiell exprimierte Proteine zwischen ERU-Tieren und den Kontrollen
(Degroote et al. 2012). Da in den Vorarbeiten unserer Gruppe zu diesem Thema allerdings nur
die spezielle LDN-Subpopulation berlcksichtigt wurde, sollten in der aktuellen Studie die
Zellen der NDN-Fraktion vergleichend analysiert werden, die sich bei der Blutpraparation
mittels Dichtegradientenzentrifugation unterhalb des Trennmediums (Dichte 1,077 mg/dl)
anreichern und flr gewoéhnlich schlicht als ,Granulozyten* bezeichnet werden.

Nachdem wir bei equinen Granulozyten kirzlich ebenfalls via LC-MS/MS nachweisen konnten,
dass bereits nach 30-minitiger Stimulation Proteomveranderungen in den Zellen auftraten
(Degroote et al. 2019), wurde in der aktuellen Studie auf eine weitere Aufreinigung der equinen
Neutrophilen im Anschluss an die Dichtegradientenzentrifugation mittels positiver oder
negativer Antikérper-vermittelten Selektion bewusst verzichtet. Dafiir gab es zweierlei Grinde:
Zum einen ist eine Aktivierung von Leukozyten durch die Interaktion mit den spezifischen, fur
die positive Selektion nétigen Antikérper méglich (Bhattacharjee et al. 2017), was artifizielle
Proteomveranderungen zur Folge hatte und damit eine Abweichung vom Zustand in vivo. Zum
anderen verhindert der Mangel passender, Zelltyp-spezifischer Antikérper fir Grofitiere, dass
auf einen negativ selektierenden Assay zurlckgegriffen werden konnte, bei dem die
unmarkierten Zellen nachweislich kaum aktiviert werden (Bhattacharjee et al. 2017). Um bei
der differentiellen Proteomanalyse auszuschlief3en, dass die gefundenen Unterschiede durch
vermehrt in der PMN-Fraktion erkrankter Tiere vorhandene Eosinophile oder Basophile
bedingt sind, wurde die Zusammensetzung der massenspektrometrisch analysierten
Zellpopulation anhand eines Diff-Quick-gefarbten zytologischen Praparats mikroskopisch
Uberprift. Da Kontrollgruppe und ERU-Tieren keinen signifikanten Unterschied bei der
relativen Menge der einzelnen Zelltypen aufwiesen, kann ein solcher Einfluss in unserer Studie
ausgeschlossen werden. Insgesamt wurden in den Granulozyten der erkrankten und
gesunden Pferde 2.362 Proteinen identifiziert, von denen 96 signifikante
Abundanzunterschiede zwischen den beiden Gruppen aufwiesen (70 in ERU vs. 26 in
gesunden Tieren hoéher abundante Proteine), was 4,1% des gesamten granulozytaren
Proteoms entspricht (Supplementary Table 1, Publikation IlI). Es ist zudem die erste
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vollstdndige Beschreibung des Proteinprofils der Granulozyten im Pferd Gberhaupt (PubMed-
Recherche, September 2020). Ziel dieser ersten umfassenden Studie zum equinen
Granulozytenproteom im Rahmen der ERU war es, Hypothesen Uber die Art und Weise der
Beteiligung dieser angeborenen Immunzelle an der Pathogenese der Erkrankung aufzustellen.
Daher unterzogen wir die heterogen exprimierten Proteine einer sogenannten ,Pathway-
Enrichment-Analyse“, um einen Uberblick der bei einer ERU verdnderten granulozytaren
Reaktionswege zu gewinnen. Diese Form der proteomischen Datenauswertung erlaubt Gber
einen Abgleich mit groRen Pathway-Datenbanken die Einordnung einzelner differentiell
exprimierter Proteine in Ubergeordnete biologische Prozesse. Die frei verfigbare Reactome
Datenbank (https://reactome.org, Version 72) umfasst hierfir insgesamt 11.096 humane

Proteine verknipft zu 2.362 Pathways und bietet fir das Resultat einer in ihr durchgefihrten
Pathway-Enrichment-Analyse zuséatzlich verschiedene Méglichkeiten der graphischen
Darstellung an (Jassal et al. 2020). Durch die Einbindung von 83.698 orthologen Proteinen
weiterer Spezies war diese Open-Source-Software auch fur die Analyse unserer equinen
Proteomdaten geeignet. Wir fihrten zwei getrennte Pathway-Enrichment-Analysen mit den in
der jeweiligen Gruppe signifikant hdher abundanten Proteinen durch. Bei der anschlielenden
Auswertung konzentrierten wir uns auf die dem Immunsystem zugeordneten Reaktionswege,
da fur die Autoimmunerkrankung ERU hier am ehesten ein vom physiologischen Zustand der
Kontrollen abweichendes Reaktionsmuster der Granulozyten zu erwarten war.

Die Analyse der in ERU erhéhten Proteine lieferte ,Neutrophile Degranulation als Nummer
eins unter den insgesamt 20 Uberreprasentierten Immunsystem-Pathways (Supplementary
Table 2, Publikation Il). Passend dazu wurden auch im Bereich des vesikuldren Transports
einzelne, nicht-immunologische Reaktionswege als bei ERU hochreguliert identifiziert
(Supplementary Fig. 1, Publikation Il). Der Zusammenhang ergibt sich hier aus dem fur die
erfolgreiche Degranulation nétigen Transport der einzelnen Granula an die Plasmamembran
(Masgrau-Alsina et al. 2020). Interessanterweise war dieser Bereich auch einer der wenigen,
bei dem die Analyse der in ERU geringer abundanten Proteine eine Uberreprésentation
einzelner Pathways zeigte (Supplementary Fig. 1, Publikation Il). Das Uber die Darstellung der
Analyseresultate  mittels  Voronoi-Diagrammen  leicht  vergleichbare  Muster der
Uberreprasentierten Pathways zeigt deutlich, dass es im Bereich des vesikuldren Transports
bei den Granulozyten infolge der ERU-Erkrankung zu einer Verschiebung der vorrangig
ablaufenden Reaktionen kommt.

Eine ahnliche Fokussierung auf die neutrophile Degranulation und vesikulare
Transportprozesse wird in Granulozyten gesunder Pferde durch die Stimulation mit PMA
ausgelost, wie wir erst kurzlich nachweisen konnten (Degroote et al. 2019). Zudem waren
sieben der Proteine, deren Expression durch die PMA-Stimulation signifikant verstarkt wurde,
auch in der aktuellen Studie unter den 51 identifizierten Kandidaten mit signifikanten
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Abundanzunterschieden zwischen ERU- und Kontrollgruppe. Die Tatsache, dass alle sieben
Proteine in der ERU-Gruppe hoéher abundant waren, zusammen mit dem &hnlichen
Reaktionsmuster der Pathway-Enrichment-Analyse, deutet darauf hin, dass sich die
Granulozyten bei ERU selbst im Ruhestadium der Erkrankung noch in einem latent aktivierten
Zustand befinden. Unklar ist jedoch, ob dies lediglich eine Folge der T-Zell-getriebenen
Entziindungsreaktion darstellt oder der veradnderte Aktivierungszustand ein Beleg fir die
Beteiligung der Granulozyten an der Pathogenese der ERU ist. Mehrere Studien an murinen
EAU-Modellen fanden eine okulére Infiltration der Granulozyten in Abhangigkeit von einer
primaren T-Zellaktivierung und der damit verbundenen Zytokinsekretion (Pepple et al. 2015;
Caspi et al. 1993; Kim et al. 2002). Allerdings machten je nach verwendetem EAU-Modell
verschiedene Zellen den Hauptanteil der okuldren Zellinfiltrate aus (Caspi 2008) und
histologische Untersuchungen der Augen bei spontan an ERU erkrankten Pferden belegten
ebenfalls, dass zwischen einzelnen Tieren teilweise erhebliche Unterschiede bei der
Zusammensetzung der infiltrierenden Zellarten vorkommen (Deeg et al. 2001). Nachdem die
in unserer Studie untersuchten Pferde der ERU-Gruppe sich zum Zeitpunkt der Probennahme
jedoch nicht in einem akuten Stadium der Uveitis befanden, kénnte der Ilatente
Aktivierungszustand ein intrinsisches Merkmal der Granulozyten im Rahmen der ERU
darstellen.

Tatsachlich waren zahlreiche immunologische Pathways im proteomischen Datensatz der
ERU-Tieren Uberreprasentiert (20 von insgesamt 42 identifizierten; Table 2, Publikation II),
was belegt, dass Granulozyten bei dieser Autoimmunerkrankung einen klar veranderten
Phanotyp aufweisen. Die aktuelle Studie ergénzt damit die Beobachtungen der zuvor ebenfalls
proteomisch untersuchten LDN-Subpopulation (Degroote et al. 2012). Obwohl von den 17 dort
differentiell exprimierten Proteinen 16 im aktuellen Datensatz enthalten sind, weisen lediglich
drei von ihnen auch in der jetzt analysieten NDN-Fraktion einen signifikanten
Abundanzunterschied zwischen erkrankten Pferden und Kontrolltieren auf. Interessant dabei
aber ist, dass bei acht der 16 Ubereinstimmungen — darunter auch zwei der signifikanten
Kandidaten — in der aktuellen Proteomanalyse ein umgekehrtes Verhaltnis der
Proteinabundanzen gefunden wurde. Man k&énnte daraus schlieRen, dass eine ERU-
Erkrankung bei den beiden granulozytaren Subpopulationen zu gegenlaufigen Veranderungen
ihrer Proteinexpression fuhrt. Allerdings muss berlcksichtigt werden, dass die
Proteinquantifizierung der LDNs nicht massenspektrometrisch sondern mittels 2D-DIGE
erfolgte und in der analysierten Zellfraktion auch etwa 50% Lymphozyten enthalten waren
(Degroote et al. 2012). Beides erschwert die Vergleichbarkeit der zwei Studien, da sich
nachweislich auch das lymphozytare Proteom bei ERU signifikant vom physiologischen
Zustand unterscheidet (Hauck et al. 2017). Gleichwohl wurde bereits zuvor ein
unterschiedliches Verhalten equiner LDNs und NDNs auf funktioneller Ebene beim Vergleich
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von asthmatischen Tiere mit gesunden Kontrollpferden beschrieben (Herteman et al. 2017).
Somit kénnte die detaillierte Charakterisierung der beiden granulozytaren Subpopulationen im
Rahmen der ERU durchaus ein vielversprechender Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen
sein, insbesondere wenn man berlcksichtigt, dass equine LDNs verglichen mit autologen
NDNs unabhéangig von einer Erkrankung vermehrt NETs freisetzen (Herteman et al. 2017) und
im Serum von ERU-Tieren NET-Marker signifikant erhéht waren (Fingerhut et al. 2019). Ob
diese erhéhten Werte allein auf eine VergréfRerung der LDN-Population in den erkrankten
Tieren zurlckzufiuhren sind, muss Uber die systematische Erhebung der beiden
Granulozytenfraktionen in einer méglichst groRen Anzahl von Tieren geklart werden.

Es bleibt die Frage, welche Rolle diese verdnderten Granulozyten, unabhangig davon zu
welcher Subpopulation sie gerechnet werden missten, im Rahmen der ERU konkret spielen.
Bei elf der 20 in der ERU-Gruppe Uberreprasentierten Pathways war mindestens eines der
zugehdrigen Proteine eine Untereinheit des Proteasoms (Supplementary Table 2, Publikation
II). Dies erscheint insofern plausibel, als dass der kontrollierte Proteinabbau lber das
Proteasom einen zentralen Mechanismus der zellularen Homdéostase darstellt (Bett 2016) und
damit auch Bestandteil vieler immunologischer Signalwegen ist. So sorgen die insgesamt
sechs signifikant héher abundanten Proteasom-Untereinheiten beispielsweise fir die Haufung
der mit NF-kB in Verbindung stehenden Signalwege in den Granulozyten der ERU-Gruppe.
Denn wie zuvor schon bei der Studie im Schwein erldutert, muss fir eine Aktivierung des
universellen Transkriptionsfaktors NF-kB der Abbau seines Inhibitorproteins IkBa erfolgen
(Huang et al. 2000). Dass Ergebnisse der differentiellen Proteomanalyse der porcinen
Granulozyten im Diabetes-Modell ebenfalls auf den NF-kB-Signalweg verweisen, unterstreicht
seine zentrale, speziesitbergreifende Bedeutung und deutet auf einen proinflammatorischen
Charakter der Granulozyten als Gemeinsamkeit der beiden Pathologien DM und ERU hin.
Die Auswertung der equinen Proteomdaten in der Reactome Datenbank ergab allerdings
einen weiteren, in Granulozyten bislang wenig untersuchten Pathway, der ebenfalls aufgrund
der héheren Abundanz der Proteasom-Untereinheiten in den ERU-Tieren Uberreprasentiert
war: ,Cross-presentation of soluble exogenous antigens® (Supplementary Table 2, Publikation
II). Der Mechanismus der Kreuz-Prasentation von Antigenen (engl. antigen cross-
presentation, XPT) uber MHC-I-Molekile wurde urspringlich bei professionellen
antigenprasentierenden Zellen entdeckt (Rock et al. 1990), scheint aber generell in allen Zellen
mit der Fahigkeit zur Phagozytose verknlpft zu sein, wie Gentransferstudien bei
normalerweise nicht-phagozytierenden Zellen belegen (Giodini et al. 2009). Dennoch wurde
im Mausmodell fir neutrophile Granulozyten in vivo nachgewiesen, dass sie mittels XPT
zytotoxische T-Zellen zur Proliferation anregen kénnen und dieser Vorgang Proteasom-
abhangig ist (Beauvillain et al. 2007). Im Pferd hingegen ware der Fund von Kreuz-
prasentierenden Granulozyten eine neue, spannende Entdeckung, die dem Ergebnis unserer
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Pathway-Enrichment-Analyse nach als durchaus wahrscheinlich angesehen werden kann.
Sollte es zudem gelingen, bei an ERU erkrankten Tieren okuldre Autoantigene auf
granulozytaren MHC-I-Molekilen nachzuweisen, ware man damit der Lésung des Ratsels,
was die Aktivierung der letztlich krankheitsauslésenden T-Zellen in der Peripherie bewirkt,
vermutlich ein ganzes Stuck nahergekommen. Eine vergleichende Analyse des MHC-I-
Peptidoms der equinen Granulozyten erscheint daher als ein vielversprechender Ansatz fur
weitere Forschungsprojekte zur Entschlisselung der Pathogenese der ERU. Denn auch das
fur den rezidivierenden Charakter der ERU verantwortlich gemachte Epitop Spreading (Deeg
et al. 2006a) liefl3e sich Uber den Mechanismus der XPT entsprechend erklaren: So kommt es
bei der initialen Entzindungsreaktion im Auge unweigerlich zur Freisetzung weiterer
potenzieller Autoantigene aus zerstérten Gewebezellen, die von eingewanderten
Granulozyten phagozytiert und anschlieRend wieder an ihrer Oberflache prasentiert werden
kénnten. Nachdem die Fahigkeit neutrophiler Granulozyten zur retrograden Transmigration als
erwiesen angesehen werden kann (Wang et al. 2017), erscheint die XPT der zuvor
aufgenommenen Proteine auch auflerhalb des Auges prinzipiell méglich. Die in Mausen Uber
intravitales Imaging gemachte Beobachtung, dass neutrophile Granulozyten auch unter
homdostatischen Bedingungen aus dem GefalRsystem in Lymphknoten auswandern (Lok et
al. 2019), deutet an, dass XPT durch Granulozyten bei Pferden auch im nicht akut-
inflammatorischen Stadium der ERU denkbar ist. Womdglich ist in diesem Zusammenhang
auch das Vorkommen intraokularer Lymphfollikel bei erkrankten Pferden von Bedeutung, da
die Kreuz-prasentierenden Granulozyten so rasch in Kontakt mit dort immunhistologisch
nachgewiesenen Memory-T-Zellen kommen kénnten (Kleinwort et al. 2016). Der Abbau des
okuléren Proteins Uber den in allen Zellen ablaufenden Proteasom-abhangigen Weg sorgt
dafirr, dass die entstehenden antigenen Peptidsequenzen identisch sind mit den auf den
Zielzellen ebenfalls Gber MHC-I-Molekulen prasentierten autologen Peptiden (Colbert et al.
2020). Das wurde bedeuten, dass potenzielle, autoreaktive Lymphozyten, einmal im Auge
angekommen, unmittelbar an ihre antigene Zielstruktur binden kénnten, auf die sie in der
Peripherie via granulozytdrem XPT gepragt wurden. Nicht erklart werden kann damit
allerdings, wieso sich die symptomfreien Intervalle der Erkrankung mitunter Gber Jahre
erstrecken. Denn obwohl die Meinungen zur Lebensdauer von Granulozyten durchaus
divergieren (Hidalgo et al. 2019), wiirde nur das Vorhandensein eines bislang unentdeckten
,Memory-Granulozyten®, der Uber langere Zeit in einem inaktiven Zustand verbleibt, ein
solches Szenario als tatsdchlich méglich erscheinen lassen.

Einen viel konkreteren Ansatz zur méglichen Rolle der Granulozyten bei der Pathogenese der
ERU liefert hingegen die ndhere Betrachtung des Einzelproteins, das in unserer differentiellen
Proteomanalyse den héchsten Abundanzunterschied bei den in der ERU-Gruppe vermehrt
vorhandenen Proteinkandidaten aufwies: S100-A9 oder Calgranulin B. Dieses zur S100-
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Proteinfamilie zahlende, Ca?*-bindende Molekul kommt fur gewoéhnlich als Heterodimer mit
dem Protein S100-A8 (Calgranulin A) vor und bildet den sogenannten S100A8/A9-Komplex,
haufig auch als Calprotectin bezeichnet. Erhéhte Calprotectin-Plasmawerte wurden bei
Uveitis, unabhangig vom Subtyp, im Menschen mehrfach beschrieben und auf eine mégliche
Eignung als Biomarker fur die Erkrankungsaktivitdt hin untersucht (Olson et al. 1996;
Walscheid et al. 2015; Song et al. 2019). Der Nachweis der erhéhten Proteinmenge von
Calgranulin B in Granulozyten im Rahmen der Uveitis beim Pferd stellt hingegen einen neuen
Befund dar. Zwar wurden zuvor bereits unterschiedliche inflammatorische Geschehen im
Pferd mit erhéhten Calprotectin-Werten, sowohl lokal im Gewebe bei Hufrehe (Faleiros et al.
2009) als auch im Serum nach Reperfusion eines zuvor ischamischen Darmabschnittes
(Grosche et al. 2013), in Zusammenhang gebracht, der Proteinkomplex fungierte hier aber
vorrangig als allgemeiner Marker flr neutrophile Granulozyten. Demnach scheint der
S100A8/A9-Komplex beim Pferd eine dhnlich zentrale Position bei der Leukozytenrekrutierung
und Zytokinsekretion im entziindeten Gewebe einzunehmen, wie sie im Menschen
beschrieben wurde (zusammengefasst in (Wang et al. 2018)). Dort, sowie in einem
entsprechenden Mausmodell, wurde anhand des systemischen Lupus erythematodes
aullerdem bereits nachgewiesen, dass Calgranulin B eine Autoimmunitat induzieren kann
(Loser et al. 2010). Denn bei der Inkubation einer Co-Kultur aus CD8* T-Zellen und
antigenprasentierenden epidermalen Langerhans-Zellen mit Calgranulin B in vitro zeigte der
entstandene, autoreaktive CD8" T-Zelltyp eine héhere Sekretion des proinflammatorischen
IL-17, als in der ohne Calgranulin B ausgekommenen Co-Kultur (Loser et al. 2010).
Entscheidend war allerdings das Vorhandensein der Langerhans-Zellen, da die alleinige
Inkubation der CD8* T-Zellen mit dem S100-Protein diese nicht in Richtung Autoreaktivitat
entwickeln konnte (Loser et al. 2010). Nachdem die Bedeutung von Th17-Zellen bei der ERU
noch weitgehend ungeklart ist, in histologischen Praparaten bei erkrankten Tieren IL-17 aber
bereits im Ziliarkérper nachgewiesen wurde (Regan et al. 2012), kénnten Granulozyten Uber
die Sekretion von Calgranulin B dort die T-Zellen proinflammatorisch beeinflussen. Der erste
Schritt zur Bestatigung dieser Theorie ware demnach die Bestimmung des S100A8/A9-
Komplexes beziehungsweise seiner einzelnen Komponenten im Auge betroffener Pferde.
Sowohl in einem induzierten Uveitismodell bei Ratten, als auch bei Kindern mit idiopathischer
Uveitisform wurden diese Proteine im Kammerwasser bereits nachgewiesen (Pepple et al.
2015; Walscheid et al. 2015). Bei der vergleichenden Untersuchung der Kinder, die entweder
an einer idiopathischen Uveitis anterior oder der juvenilen idiopathischen Arthritis-assoziierten
Uveitis litten, waren im Kammerwasser die S100A8/A9-Werte selbst im inaktiven Stadium der
Uveitis hoher als bei den gesunden Probanden (Walscheid et al. 2015). Somit kénnte fur eine
erste Analyse beim Pferd auch die bei der Vitrektomie routinemalig gewonnene
Glaskérperspulflissigkeit geeignet sein, da diese Therapiemethode nur im nicht akuten
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Stadium der ERU angewendet wird (Spiess 2010). Beim Einsatz einer hoch-sensitiven ELISA-
Technik sollte dann trotz des Verdunnungseffekts, der durch die eingeleitete Spulflissigkeit
entsteht, ein Nachweis der S100-Proteine méglich sein.

Der S100A8/A9-Komplex verknupft auBerdem tber seine Funktion als Ligand des TLR4 den
adaptiven Teil des Immunsystems auf eine héchst bedeutsame Weise mit dem angeborenen
Teil (Vogl et al. 2007). Auf die wichtige Rolle dieser als Alarmine bezeichneten endogenen
TLR-Liganden im Zusammenhang mit Uveitiden wurde erst kurzlich verwiesen (Murakami et
al. 2020).

Der Nachweis, dass der aus humanen Granulozyten aufgereinigte S100A8/A9-Komplex bei
einem endothelialen Monolayer in vitro einen Verlust der zellularen Integritdt verursacht
(Viemann et al. 2005), kénnte womdglich sogar bedeuten, dass Calgranulin B bei einem der
Schlusselereignisse der ERU-Pathogenese beteiligt ist, der Uberwindung der Blut-Retina-
Schranke. In einem &ahnlichen Versuchsansatz mit humanen, umbilikalen Endothelzellen
wurde fir den Homodimer Calgranulin B eine Signaltransduktion via RAGE (engl. receptor for
advanced glycation end products), anstatt des TLR4-Signalwegs beim Heterodimer
Calprotectin, gefunden (Wang et al. 2014). Nachdem fiir Calgranulin A kein relevanter
Abundanzunterschied beim Vergleich der ERU-Tiere mit den Kontrollen offensichtlich war,
vermuten wir, dass mégliche Auswirkungen von Calgranulin B auf das Retinaendothel in ERU
Uber eben jenen RAGE-Signalweg vermittelt werden. Beweise fir eine erhéhte Permeabilitat
der Blut-Retina-Schranke im Zusammenhang mit diesem Signalweg existieren bereits aus
Studien zur diabetischer Retinopathie, auch wenn dort anstelle des Calgranulin B ,advanced
glycation end products, (AGEs), die eigentlichen Rezeptorliganden des RAGE, beschreiben
wurden (Warboys et al. 2009; Xu et al. 2018). Unser Befund der héheren Expression von
Calgranulin B in den Granulozyten der ERU-Tieren kénnte daher einen ersten Anhaltspunkt
liefern, auf welchem Weg das angeborene Immunsystem den inneren endothelialen Teil der
fur den immunprivilegierten Status des Auges so wichtigen Blut-Retina-Schranke attackiert.
Es bleibt abschlieend somit festzuhalten, dass wir durch die differentielle Proteomanalyse
der equinen Granulozyten verschiedene Hinweise auf eine mdégliche Rolle dieser Zellen bei
der Pathogenese der ERU gewinnen konnten. Vor allem die Pathway-Enrichment-Analyse
lieferte neue, unerwartete Wege zur potenziellen Beteiligung der Granulozyten, die es nun in
zukinftigen Studien zu beweisen gilt. Calgranulin B als hochabundantes granulozytares
Protein, das Uber unterschiedliche Mechanismen einen systemischen Inflammationszustand

auszulésen vermag, kénnte hier eine ganz zentrale Bedeutung besitzen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Granulozyten bilden als aktiver Teil des angeborenen Immunsystem in allen Saugetieren die
erste Verteidigungslinie des Kdrpers gegen eingedrungene Pathogene. Zur Erfullung dieser
lebensnotwendigen Aufgabe verfigen die Zellen Gber unterschiedliche Abwehrmechanismen.
Insbesondere neutrophile Granulozyten zeigen spezifische Reaktionsmuster auf die
unterschiedlichen auslésenden Reize und besitzen eine ausgepragte funktionelle Plastizitat.
Neben ihrer klassischen Abwehrrolle kommunizieren neutrophile Granulozyten eng mit Zellen
des adaptiven Immunsystems und tragen so zur physiologischen Immunregulation bei. Dies
erklart, weshalb neutrophile Granulozyten bei einer Vielzahl von pathologischen Prozessen
auf teils komplexe Weise involviert sind.

Ziel dieser Arbeit war es daher die in einem porcinen Tiermodell fir Diabetes mellitus (DM)
und bei der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) auftretenden Proteomveranderungen der
Granulozyten im GroRtiermodell Schwein beziehungsweise Pferd zu charakterisieren. Mittels
label-freier LC-MS/MS konnte in beiden Fallen ein hochauflésendes Proteinprofil der
Granulozyten erstellt werden, das die Auflésung der bis dahin verfigbaren granulozytaren
Datensatze fur Schweine und Pferde deutlich Ubersteigt. Eine differentielle Proteomanalyse
bildete anschlieend die Basis, auf der die Beschreibung der zellularen Verédnderungen in den
beiden Erkrankungsmodellen erfolgte. Daraus wurden Hypothesen zu mdglichen
Mechanismen abgeleitet werden, Uber die Granulozyten an der Pathogenese der jeweiligen
Erkrankung beteiligt sein kénnten.

Als translationales Tiermodell fur eine monogenetische Form des humanen DM entwickeln
INSC*#Y transgene Schweine bereits innerhalb der ersten Lebenswochen aufgrund einer
gestoérten Insulinsekretion einen stabilen diabetischen Phanotyp mit persistierender
Hyperglykdmie. Die Mechanismen, aufgrund derer diese chronische Hyperglykdmie zu einer
Beeintrachtigung der Immunfunktion fuhrt, sind dabei in groRen Teilen noch unverstanden.
Daher wurden neutrophile Granulozyten der genetisch modifizierten Tiere und gleichaltriger
Wildtypen vergleichend analysiert, um so die Rolle dieser Zellen in einem frihen Stadium der
Erkrankung zu bestimmen. Von den 51 Kandidaten mit signifikanten Abundanzunterschieden
zwischen den beiden Gruppen wiesen mehrere der in den diabetischen Tieren héher
abundanten Proteine auf Veranderungen des neutrophilen Zytoskeletts hin. So wurde eine
funffach héhere Expression der regulatorischen, leichten Myosinkette 9 (MLC-2C) in den
Neutrophilen der INS®®*Y tg Schweinen sowohl in der Massenspektrometrie als auch tber
zytologische Immunfluoreszenzfarbungen nachgewiesen. Als Bestandteil des nicht-
muskuldren Typ Il Myosins greift MLC-2C direkt in die Zellkontraktilitdt ein und dadurch
woméglich auch in die fur die Funktionalitat der Neutrophilen essentiellen Mechanismen der
Zelladhasion, -migration und Phagozytose. Mit der zusatzlichen Wirkung als
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Transkriptionsfaktor kann MLC-2C, wie auch die Untereinheit 2 des COP9 Signalosoms
(SGN2) — das Protein mit dem héchsten signifikanten Abundanzunterschied innerhalb des
porcinen Datensatzes — das Proteom der Neutrophilen zudem Uber eine Regulation der
Genexpression beeinflussen. Es ist denkbar, dass neutrophile Granulozyten Uber eben diesen
Weg zum systemisch-inflammatorischen Milieu im Rahmen des DM beitragen. In weiteren
Studien muss nun analysiert werden, inwieweit die aufgedeckten Proteomveranderungen der
Neutrophilen sich in Abweichungen ihres funktionellen Phanotyps unter diabetischen
Bedingungen aufiern.

Die ERU stellt zwar nachweislich eine von autoreaktiven T-Zellen gepréagte
Autoimmunerkrankung dar, dartiber hinaus wurden aber Uber den Vergleich von kranken und
gesunden Pferden in Vorarbeiten bereits Veranderungen der Granulozyten aufgedeckt, die mit
dieser Erkrankung in Zusammenhang stehen. In der aktuellen Studie zeigten 96 der insgesamt
identifizierten 2.362 Proteine signifikante Abundanzunterschiede zwischen den beiden
Gruppen, was 4,1% des gesamten hier beschriebenen, granulozytdren Proteoms entspricht.
Die anschlieBende Untersuchung des Datensatzes auf das Vorhandensein einzelner
Uberreprasentierter Stoffwechselwege lasst funktionelle Abweichungen der equinen
Granulozyten selbst im symptomlosen Stadium der ERU vermuten. Der Nachweis einer im
Vergleich zur Kontrollgruppe um das 18-fache erhéhten Menge von Calgranulin B in den
Granulozyten der ERU-Tiere, verknipft mit der gefundenen Uberreprésentation der
neutrophilen Degranulation in dieser Gruppe, liefert eine mégliche Erklarung, wie die Zellen
die Integritat der Blut-Retina-Schranke beeintrachtigen und so die Migration aktivierter
Immunzellen in das Auge erleichtern kénnten. Diese Theorie gilt es Uber Experimente an
Zellkulturmodellen der Blut-Retina-Schranke in vitro zu prifen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Erkenntnisse zum proteomischen Profil von porcinen und
equinen Granulozyten dokumentieren Verdnderungen der Immunzellen im Rahmen der
beiden untersuchten Erkrankungen. Anhand der neu gewonnenen, hochauflésenden,
proteomischen Datensétze lassen sich zudem interessante Forschungsansatze fir weitere

Studien zu Granulozyten entwickeln.

64



Summary

7 SUMMARY

As an active part of the mammalian innate immune system, granulocytes form the body's first
line of defense against invading pathogens. To accomplish this essential task, these cells have
different defense mechanisms. In particular, neutrophil granulocytes show specific reaction
patterns to varying stimuli demonstrating a pronounced functional plasticity. Besides their
classical defensive role, neutrophil granulocytes contribute to physiological immune regulation
by close communication with cells of the adaptive immune system. This explains why
neutrophil granulocytes are involved in a variety of pathological processes in sometimes
complex ways.

Therefore, the aim of this work was to characterize proteome changes of granulocytes
occurring in a porcine animal model for diabetes mellitus (DM) and in equine recurrent uveitis
(ERU). By using label-free LC-MS/MS a high-resolution protein profile of these granulocytes
was created in both large animal models, notably increasing the resolution of previously
generated porcine and equine granulocyte data sets. Subsequent differential proteome
analysis provided information on cellular changes in the two disease models. This allowed the
postulation of hypotheses on possible mechanisms by which granulocytes might contribute to
pathogenesis of the respective disease.

As translational animal model for a monogenetic form of human DM, INS®®*Y transgenic pigs
develop a stable diabetic phenotype with persistent hyperglycemia within the first weeks of life
due to impaired insulin secretion. The mechanisms by which this chronic hyperglycemia leads
to an impairment of immune function are largely still unknown. Therefore, neutrophil
granulocytes of genetically modified animals and wild types of the same age were analyzed
comparatively in order to determine the role of these cells at an early stage of the disease.
Among the 51 proteins with significantly differing abundances differences between the two
groups, several candidates showing higher abundance in the diabetic animals indicated
changes in the neutrophil cytoskeleton. Thus, five-fold higher expression of the myosin
regulatory light chain 9 (MLC-2C) in the neutrophils of INS®®4Y transgenic pigs was detected in
both mass spectrometry and immunofluorescence cytology. Directly affecting cellular
contractility, MLC-2C, subunit of nonmuscular myosin Il, also might interfere with cell adhesion,
migration and phagocytosis, mechanisms essential for the functionality of neutrophils.
Additionally acting as a transcription factor, MLC-2C, similar to COP9 signalosom subunit 2
(SGN2) — the protein with the highest significant abundance difference within the porcine data
set — can also influence the proteome of the neutrophils by regulating gene expression. It is
conceivable that neutrophil granulocytes contribute to the systemic-inflammatory environment

related to DM via this very pathway. Further studies now need to evaluate to which extent the
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detected proteome changes in neutrophils reflect deviations of their functional phenotype
under diabetic conditions.

Although ERU is an autoimmune disease evidently characterized by autoreactive T cells,
changes in granulocytes related to this disease have already been detected in preliminary
work. In the current study, 96 of the 2,362 identified proteins showed significant abundance
differences between ERU group and controls, representing 4.1% of the total granulocyte
proteome described here. Subsequent pathway enrichment analysis indicates functional
deviations of the equine granulocytes even in quiescent stage of disease. The detection of
calgranulin B with an 18-fold increase in granulocytes of ERU animals, which was linked to
over-representation of neutrophil degranulation pathway in this group, provides a possible
explanation of how these cells might affect integrity of the blood retina barrier facilitating the
migration of activated immune cells into the eye. This theory needs to be tested in vitro by
experiments on cell culture models of the blood retina barrier.

The findings on the proteomic profile of porcine and equine granulocytes presented here
document changes in immune cells in the context of the two diseases studied. Additionally,
the newly obtained, high-resolution proteomic data sets provide basis for further interesting

research approaches to study granulocytes.
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