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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) betrifft als haufig auftretende Erkrankung
Pferde auf der ganzen Welt (Paschalis-Trela et al., 2017). Durch intermittierende
intraokulare Entzindungsschibe, von denen meist beide Augen betroffen sind,
werden retinale Strukturen irreversibel zerstort, was letztendlich zur Erblindung des
betroffenen Auges fuhrt (Deeg et al., 2002a; Gerding and Gilger, 2016; McMullen Jr
and Fischer, 2017). Da Atiologie und Pathogenese der ERU noch nicht vollstandig
geklart werden konnten, ist bisher nur eine symptomatische Therapie ohne Aussicht
auf vollstandige Heilung moglich (Gerding and Gilger, 2016; McMullen Jr and
Fischer, 2017; Degroote and Deeg, 2021). Es konnten jedoch bereits autoreaktive
CD4* T-Zellen, die zu Beginn eines jeden Entzindungsschubs aus der Peripherie
ins Auge einwandern, als die Hauptakteure in der Pathogenese der ERU identifiziert
werden (Gilger et al., 1999; Deeg et al., 2002b; Deeg et al., 2006a).

Fir ihre Effektorfunktionen bendtigen Immunzellen Energie, die sie Uber
verschiedene Stoffwechselwege aus Glukose, Fettsduren und Aminosauren
gewinnen koénnen (Gaber et al., 2019). Die Erforschung des sogenannten
Immunmetabolismus gewinnt immer mehr Bedeutung, vor allem im Bereich
autoimmuner Erkrankungen (Teng et al., 2019). So wird ein veranderter
Zellmetabolismus mittlerweile als essentieller Bestandteil in der Autoimmunitat
angesehen (Clayton et al., 2021). In einigen autoimmunen Erkrankungen, wie
beispielweise der Rheumatoiden Arthritis, des Systemischen Lupus Erythematodes
und des Diabetes Typ |, konnte bereits ein veranderter metabolischer Phanotyp
beteiligter Immunzellen, wie den CD4" T-Zellen, nachgewiesen werden
(Stathopoulou et al.,, 2019). Bei der autoimmunen Uveitis wurde der
Zellmetabolismus beteiligter Immunzellen jedoch bis heute nicht erforscht.

Vor diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, den metabolischen
Phanotyp peripherer Lymphozyten und speziell der CD4* T-Zellen von
augengesunden und an ERU erkrankten Pferden zu bestimmen und zu vergleichen.
Durch die Charakterisierung moglicher Abweichungen im metabolischen Phanotyp
autoreaktiver peripherer CD4" T-Zellen von ERU-Tieren konnten diese Zellen
bereits in der Peripherie erkannt werden, ohne dass zeitgleich ein akuter
Entzindungsschub vorliegen muss. Die neu gewonnenen Erkenntnisse kénnten

nicht nur fir die ERU von Bedeutung sein, sondern auch fir die autoimmune Uveitis
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des Menschen, fur die die ERU das einzige spontane Tiermodell darstellt und deren
Pathogenesen groRe Ahnlichkeiten aufweisen (Deeg et al., 2002a; Deeg et al.,
2002b; Degroote and Deeg, 2021).
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2 LITERATUR

2.1 Equine rezidivierende Uveitis (ERU)

2.1.1 Definition und Bedeutung

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine weltweit auftretende Erkrankung
bei Pferden, bei der es zu einer intermittierenden Entzindung des uvealen Trakts
kommt (McMullen Jr and Fischer, 2017; Paschalis-Trela et al., 2017). Die Pravalenz
variiert zwischen 8 — 10 % in Europa und 2 - 25 % in Amerika (Spiess, 2010; Gerding
and Gilger, 2016; Degroote and Deeg, 2021). In Indien zeigten 100 von 500
untersuchten Militarpferden eine ophthalmologische Veranderung, wobei 24 %
dieser Tiere an ERU erkrankt waren (Thangadurai et al., 2010). In einer
retrospektiven Studie in Amerika wurden Augen von insgesamt 140 Pferden, die
aufgrund einer Augenerkrankung enukleiert oder euthanasiert wurden, histologisch
nach der Krankheitsursache untersucht (Flores et al., 2020). Die ERU konnte als
eine der haufigsten Grinde fir eine okulare Erkrankung mit nachfolgender
Enukleation oder Euthanasie bestatigt werden (Flores et al., 2020). Die
Geschlechter sind in etwa gleich haufig betroffen und die meisten Pferde erkranken
in einem Alter von 3 — 25 Jahren (Sandmeyer et al., 2020). Jede Rasse kann eine
ERU entwickeln, jedoch haben Warmbliter und Appaloosa ein erhdhtes Risiko
(Kulbrock et al.,, 2013; Sandmeyer et al., 2020). Bei Warmblitern liegt eine
genetische Pravalenz fir ERU durch den Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC)-
Klasse-I-Haplotyp Equines-Leukozyten-Antigen-A9 vor (Deeg et al., 2004a). In
einer sogenannten genome-wide association study mit Uber 140 deutschen
Warmblutpferden wurden auf3erdem Einzelnukleotid-Polymorphismen in der Nahe
der Genloci fur die Interleukine (IL-) 17A und 17F gefunden, woraus geschlossen
wurde, dass es eine Verbindung zwischen diesen Genen und der Entwicklung einer
ERU geben kénnte (Kulbrock et al., 2013). Bei Appaloosa wurde ein signifikant
erhdohtes Risiko, an ERU zu erkranken, mit dem homozygoten Genotyp des
sogenannten Leopard Gens in Verbindung gebracht (Sandmeyer et al., 2020).

Die Bedeutung der ERU erschlief3t sich einerseits durch ihr haufiges Auftreten und
andererseits durch ihre Folgen, denn selbst mit Behandlung fuhrt die ERU haufig zu
einer Erblindung des betroffenen Auges (Gerding and Gilger, 2016). Da Pferde
Fluchttiere sind, spielt bei ihnen der Sehsinn eine wichtige Rolle. Durch dessen
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Verlust stellen die betroffenen Pferde oft eine Gefahr fur sich und ihre Umwelt dar,
weshalb diese Tiere aus Grunden der Sicherheit und des Tierschutzes meist
euthanasiert werden mussen, was eine emotionale und finanzielle Belastung fur den
Tierbesitzer oder die Tierbesitzerin bedeutet (Gerding and Gilger, 2016). Insgesamt
194 Pferdebesitzerinnen und Pferdebesitzer aus den USA wurden in einer Studie
von Gerding und Gilger zum Werdegang ihres an ERU erkrankten Tieres befragt
(Gerding and Gilger, 2016). Circa 30 % der Pferde konnten ihre frihere Tatigkeit
nicht mehr ausuben, weil beispielweise das Reiten auf ihnen durch ihre Erblindung
zu gefahrlich wurde (Gerding and Gilger, 2016). Von den Tieren, die ihre
Nutzungsart beibehielten, fihrten 25 % diese Arbeit schlechter oder viel schlechter
(6 %) aus und 85 % der Besitzerinnen und Besitzer gaben an, dass der finanzielle
Wert ihres Tieres durch die ERU gesunken sei (Gerding and Gilger, 2016). Somit
ist die ERU flr die Pferdepopulation von grof3er Bedeutung und stellt Besitzerinnen

und Besitzer betroffener Tiere vor diverse Herausforderungen.

2.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die ERU ist eine organspezifische Autoimmunerkrankung, bei der Abwehrzellen,
vor allem CD4* T-Zellen, in der Peripherie aktiviert werden und durch bisher nicht
vollstandig geklarte Mechanismen die Blut-Retina-Schranke (BRB) Uberwinden
(Deeg et al., 2001; Deeg et al., 2002b; Degroote and Deeg, 2021). Im Auge
angekommen |6sen die Zellen eine Entzindung und Zerstorung intraokularer
Strukturen aus (Deeg et al., 2002b) (siehe auch Kapitel 2.1.3). Mit dem Abflachen
der intraokularen Inflammation am Ende eines ERU-Schubs verlassen die
eingewanderten Zellen das Auge und ziehen sich in die Peripherie zurtick (Deeg et
al., 2006a; Zipplies et al., 2009). In Versuchen mit BALB/c-Mausen konnte gezeigt
werden, dass die Milz als peripheres Reservoir eine zentrale Rolle spielt (Streilein
and Niederkorn, 2007; Mochizuki et al., 2013). Wann es zu einer erneuten
Aktivierung der autoaggressiven Zellen kommt, sodass diese ein weiteres Mal die
BRB uberqueren und intraokuldre Strukturen angreifen, kann bis heute nicht
vorhergesagt werden, da die Atiologie der Erkrankung noch nicht vollstandig geklart
ist (Degroote and Deeg, 2021).

Die autoimmune Komponente in der ERU konnte durch die Entdeckung von

Immunreaktionen gegen diverse okulare Autoantigene bewiesen werden (Deeg et
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al., 2001; Deeg et al., 2004b; Deeg et al., 2006b). Als erstes wurden die zwei
retinalen Proteine Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Protein (IRBP) und S-
Antigen als Ziele der autoaggressiven Zellen identifiziert (Deeg et al., 2001). Etwas
spater wurde auch das zelluldare Retinaldehyd-bindende Protein (CRALBP),
welches im retinalen Pigmentepithel und den Mullergliazellen exprimiert wird (Xue
et al., 2015), als Autoantigen in der ERU bestatigt (Deeg et al., 2006b). Aullerdem
war es moglich, durch periphere Injektion dieser Autoantigene eine Uveitis wie die
ERU bei gesunden Pferden auszulosen, was ihre Bedeutung in der Pathogenese
der ERU bewies (Deeg et al., 2002b; Deeg et al., 2004b; Deeg et al., 2006b). Spater
wurde mit Synaptotagmin-1 ein viertes Autoantigen in der ERU identifiziert
(Swadzba et al., 2012). Ein weiterer Baustein, der zur autoimmunen Pathogenese
der ERU beitragt, ist das sogenannte Epitope Spreading (Deeg et al., 2006a). Es
bedeutet, dass die Lymphozyten anfangs nur ein Epitop erkennen und bekampfen,
sich das aber mit der Zeit durch Differenzierung des T- oder B-Zellrezeptors andern
kann und daraufhin auch andere, strukturell ahnliche Epitope desselben Proteins
oder Gewebes erkannt werden konnen (Chan et al., 1998; Deeg et al., 2002b; Deeg
et al.,, 2006a; Degroote and Deeg, 2021). Unter intramolekularem Epitope
Spreading versteht man, dass ein neues Epitop des gleichen Autoantigens erkannt
wird, wahrend sich die Immunreaktion beim intermolekularen Epitope Spreading auf
ein Epitop eines anderen Autoantigens ausweitet, das strukturell ahnlich ist oder in
der gleichen anatomischen Umgebung liegt (Didona and Di Zenzo, 2018). Der
Begriff des Epitope Spreading schliel3t auch den Umstand mit ein, dass durch eine
erste Immunantwort mit Gewebezerstérung weitere, vorher fur die Immunzellen
unerreichbare  Antigene freigelegt werden, was zu einem zweiten
Entzindungsschub gegen diese neuen Antigene fuhren kann (Chan et al., 1998).
In Pferden mit IRBP-induzierter Uveitis wurde Epitope Spreading hin zu S-Antigen
demonstriert (Deeg et al., 2002b). Auch bei Pferden mit spontaner ERU konnte
intra- und intermolekulares Epitope Spreading gezeigt werden, was eine Erklarung
fur die wiederkehrenden Entziindungsschibe sein kdnnte (Deeg et al., 2006a). Bei
Warmblitern und Appaloosa wurde auf3erdem die Beteiligung einer genetischen
Komponente vermutet (Deeg et al., 2004a; Kulbrock et al., 2013; Sandmeyer et al.,
2020), wie in Kapitel 2.1.1 bereits genauer beschrieben wurde.

Obwohl schon einige Punkte des Verlaufs der Pathogenese aufgedeckt werden

konnten, ist die Atiologie noch immer umstritten (Degroote and Deeg, 2021). Ob
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Leptospiren eine ERU auslésen kdnnen, wird seit langerem kontrovers diskutiert.
Denn zum einen kann nicht bei jedem an ERU erkrankten Tier ein positiver
Leptospirentiter nachgewiesen werden (Gerding and Gilger, 2016), und zum
anderen koénnen nicht alle Aspekte der Klinik und vor allem der Therapie durch
Leptospiren erklart werden (Deeg, 2008). 2010 konnte eine Studie von Verma et al.
immunrelevante Epitope auf Leptospiren nachweisen, die in ahnlicher Weise auf
intraokularen Proteinen vorkamen, woraus Verma et al. schlossen, dass
kreuzreaktive Antikorper zur Leptospiren-assoziierten Pathogenese beitragen
konnten (Verma et al., 2010). Allerdings konnte eine Vakzination betroffener Pferde
mit verschiedenen Leptospirenserovaren das Fortschreiten der Uveitis nicht
signifikant verlangsamen (Rohrbach et al., 2005). AuRerdem erfolgt die Behandlung
der mutmallich durch Leptospiren ausgelosten ERU mit immunsuppressiven
Medikamenten (Verma and Stevenson, 2012), was bei einer bakteriell verursachten
Entzindung ohne gleichzeitige Antibiotikagabe kontraindiziert ist. Auch niedrig
dosiertes Gentamicin wurde zur Behandlung von ERU intravitreal injiziert, was
Fischer et al. mit der reduzierten Inflammations- und Rezidivrate im
Beobachtungszeitraum von 30 Tagen bei an ERU erkrankten Pferden in Verbindung
brachten (Fischer et al., 2019). Doch diese Wirkung konnte unabhangig vom
Leptospirenstatus der Pferde beobachtet werden, weshalb Fischer et al. weiter
spekulierten, dass Gentamicin nicht die intraokularen Leptospiren bekampfe,
sondern die immunmediierten Prozesse, die zur ERU fuhren, stére (Fischer et al.,
2019). So solle es beispielsweise die Aktivierung autoaggressiver T-Zellen
beeintrachtigen oder gar verhindern (Fischer et al., 2019). Jedoch ist auch das
Einbringen von Gentamicin ins Auge strittig, da es selbst im Mikrogrammbereich
neurotoxisch ist und Katarakte und retinale Degeneration auslésen kann (McMullen
Jr and Fischer, 2017; Lindsey and Townes-Anderson, 2018).

In den letzten Jahren wurde eine Dysbiose des gastrointestinalen Mikrobioms als
potenzielle Ursache fur ERU postuliert, jedoch konnte diese Theorie durch eine
kirzlich durchgefuhrte Studie entkraftet werden (Martin de Bustamante et al., 2021).
In der Untersuchung des fakalen Mikrobioms von augengesunden und an ERU
erkrankten Tieren aus dem gleichen Stall waren keine Unterschiede in der
Zusammensetzung des Mikrobioms zu finden, woraus geschlussfolgert wurde, dass
die ERU nicht mit einer veranderten gastrointestinalen Bakterienflora einhergeht

(Martin de Bustamante et al., 2021). Auch ein abnormes Verhaltnis der peripheren
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Lymphozyten in der ERU konnte ausgeschlossen werden (Saldinger et al., 2019).
Es konnte gezeigt werden, dass die Verteilung von CD3* T-Zellen, CD4* T-Zellen,
CD8* T-Zellen und B-Zellen von augengesunden und an ERU erkrankten Pferden
im peripheren Blut prozentual gleich war (Saldinger et al., 2019). Jedoch konnte in
CD4* T-Zellen von ERU-Tieren signifikant mehr Interferon-y (IFN-y) nachgewiesen
werden, was fur die Aktivierung der CD4* T-Zellsubpopulation T-Helferzellen 1
(Th1) in der ERU spricht (Saldinger et al., 2019). Mit Hilfe verschiedener Lockstoffe
konnte kurz darauf in in vitro-Migrationsversuchen mit peripheren Lymphozyten von
augengesunden und an ERU erkrankten Pferden belegt werden, dass Lymphozyten
von ERU-Tieren eine hdhere Zellmotilitat aufweisen (Wiedemann et al., 2020). Die
Zellen konnten schneller und zielgerichteter, auch Uber langere Distanzen, durch
eine dreidimensionale Kollagenmatrix wandern als Lymphozyten von
Kontrollpferden (Wiedemann et al., 2020). Als Lockstoffe wurden unter anderem
IFN-y und CRALBP verwendet (Wiedemann et al., 2020). Die Ergebnisse dieser
Studie zeigten signifikante Unterschiede im Wanderungsverhalten zwischen
peripheren Lymphozyten von ERU- und Kontrollpferden, selbst wenn die Zellen
nicht im akuten Entzindungsschub untersucht wurden (Wiedemann et al., 2020).
Somit waren auch zwischen den ERU-Schuben aktivierte autoreaktive Zellen im
Blut von ERU-Tieren zu finden (Wiedemann et al., 2020). Daruber hinaus konnte
eine Verbindung zwischen der zuvor gefundenen verminderten Septin 7-Expression
in Lymphozyten von ERU-Tieren und dem veranderten Wanderungsverhalten
dieser Zellen hergestellt werden (Degroote et al., 2014; Wiedemann et al., 2020).
Aullerdem wurde eine hdhere Abundanz des Molekils Formin like 1 (FMNL1) in
CD4" T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren im Vergleich zu CD4" T-Zellen von
augengesunden  Pferden  bewiesen (Degroote et al., 2017). In
Transmigrationsversuchen mit CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden
wurde durch Hemmung von FMNL1, das vor allem an der Zellmembran lokalisiert
war, die Migration der aus ERU-Tieren stammenden CD4* T-Zellen um das
Zweifache vermindert (Degroote et al., 2017). Somit kdénnte FMNL1 zum
dysregulierten Phanotyp und der erhéhten Zellmigration der CD4* T-Zellen in ERU
beitragen (Degroote et al., 2017).

CD4*" T-Zellen sind aber nicht die einzigen Zellen in der ERU, die die BRB
Uberwinden kénnen und an der intraokularen Entziindung beteiligt sind. Auch

Monozyten wurden intraokular durch die Expression von CD68 nachgewiesen
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(Zipplies et al., 2010). Die intraokularen Monozyten waren aul3erdem positiv flr C3d
und Faktor Bb Neoantigen, welche Bestandteile des Komplementsystems
darstellen (Zipplies et al., 2010). Das von den intraokularen Th1-Zellen produzierte
IFN-y konnte Monozyten aktivieren, welche daraufhin Komplementfaktoren
produzieren und so einen Beitrag zur intraokularen Entzindung leisten konnten
(Zipplies et al., 2010). Auch die Rolle der Granulozyten in der ERU wurde in den
letzten Jahren intensiver erforscht. Das Molekll Talin 1 war in peripheren
Granulozyten von ERU-Tieren signifikant verringert (Degroote et al., 2012). Talin 1
ist ein wichtiges Molekll in der Regulation der Integrinexpression, die bei der
Aktivierung und Wanderung der Lymphozyten in der ERU eine wichtige Rolle spielt
(Degroote et al., 2012). Der genaue Effekt der verminderten Talin 1-Expression in
Granulozyten von ERU-Tieren konnte jedoch nicht abschlieRend geklart werden
(Degroote et al., 2013). In einer Proteomanalyse konnte eine Aktivierung der
Granulozyten von an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden, da die in ERU
héher abundanten granulozytéaren Proteine zu den Signalwegen MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation, mitogenaktivierte Proteinkinase-Signalweg und neutrophile
Degeneration clusterten (Weigand et al., 2020). Da die untersuchten ERU-
Blutproben in einer entzindungsfreien Phase und nicht wahrend eines
Inflammationsschubs gewonnen wurden, wurden die Granulozyten in ERU als
latent aktiviert klassifiziert (Weigand et al., 2020). Diese Ergebnisse unterstutzen
den Fund aktivierter neutrophiler Granulozyten in ERU-Tieren ein Jahr zuvor
(Fingerhut et al., 2019).

Zusammengefasst ist die ERU eine multifaktorielle, immunmediierte Erkrankung,
die vor allem durch CD4* T-Zellen angetrieben wird und deren genaue Atiologie bis
heute nicht vollstandig geklart ist (Gerding and Gilger, 2016; Degroote and Deeg,
2021).

2.1.3 Klinik und Therapie

Die ERU kann uni- oder bilateral auftreten (Flores et al., 2020) und wird klinisch in
drei verschiedene Formen unterteilt: die klassische, die hintere und die
schleichende Uveitis (Gilger, 2010). In der klassischen ERU wechseln sich
Episoden akuter intraokularer Entzindung, die mit jedem Schub starker werden, mit
symptomfreien Episoden ab (Gilger, 2010; Malalana et al., 2015). Die Entzindung
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kann Iris, Ziliarkorper, Chorioidea, Hornhaut, Linse, vordere Augenkammer, Retina
und Glaskorper betreffen (Gilger, 2010). Die betroffenen Augen sind schmerzhaft
und die Pferde zeigen in diesen akuten Phasen Blepharospasmus, Epiphora und
gerotete Konjunktiven (Sandmeyer et al., 2020). Weitere Symptome konnen
Kammerwassertribung, Miosis und Irishyperpigmentierung sein (Sandmeyer et al.,
2020). Mit fortschreitender Krankheit kénnen sich Katarakte, Enophthalmus,
Irisdepigmentierung, hintere Synechien und letztendlich Blindheit entwickeln,
jedoch treten nicht bei allen Pferden in jedem Schub alle Symptome auf (Gilger,
2010; Sandmeyer et al., 2020). Die hintere Uveitis betrifft vor allem die
Augenbereiche Retina, Chorioidea und Glaskoérper (Malalana et al., 2015). Von
ERU betroffene Appaloosa zeigen meist eine schleichende Uveitis mit
persistierender geringgradiger Entzindung, die aul3erlich nur schwer zu erkennen
ist und deshalb oft erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird
(Malalana et al., 2015; Sandmeyer et al., 2020).

Der Vorbericht von wiederkehrenden Entzindungsschuben im Auge ohne
ersichtliche Ausloser gibt Hinweise auf eine ERU (Spiess, 2010), die Diagnose
erfolgt Uber eine grundliche Augenuntersuchung mit einer Spaltlampe, indirekter
Ophthalmoskopie, Tonometrie und einem Fluoreszeintest (McMullen Jr and
Fischer, 2017). In uneindeutigen Fallen kdnnen Ultraschall und Fundoskopie
herangezogen werden (McMullen Jr and Fischer, 2017).

Da die Atiologie, wie in Kapitel 2.1.2 besprochen, immer noch unbekannt ist, gibt es
noch keine kausale Therapie (Gilger et al., 2006; McMullen Jr and Fischer, 2017).
Das derzeitige Behandlungsziel ist deshalb, die akute Entzindung zu stoppen und
neue Schube so gut wie moglich zu verhindern (Gerding and Gilger, 2016). Die
Therapie erfolgt entweder medikamentos, chirurgisch oder als
Kombinationstherapie und sollte so friih wie mdglich begonnen werden, um
Sekundarfolgen zu vermeiden und die Sehfahigkeit zu erhalten (McMullen Jr and
Fischer, 2017). Der Behandlungserfolg muss genau uberpruft werden und auch
geringgradige Entzindungszeichen wie eine leichte Kammerwassertribung durfen
nicht Ubersehen werden, sonst besteht die Gefahr, dass die Behandlung nach
vermeintlichem Erfolg zu frih gestoppt wird und die Entzindung in den folgenden
Wochen wieder zuruckkehrt (McMullen Jr and Fischer, 2017). Das Mydriatikum
Atropin ist ein wichtiger Bestandteil der lokalen Therapie, da es Spasmen der

Irismuskulatur 16st, die Pupille weitet und so Synechien vorbeugt (McMullen Jr and
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Fischer, 2017). Kortikosteroide wirken antiinflammatorisch und immunsuppressiv
und  kénnen topisch  (Dexamethason, Prednisolon),  subkonjunktival
(Methylprednisolon, Triamcinolon) oder systemisch (Dexamethason, Prednisolon)
verabreicht werden (McMullen Jr and Fischer, 2017). Auch nichtsteroidale
Antiphlogistika, die ebenfalls antiinflammatorisch wirken, stehen als lokale
(Diclofenac  oder Flurbiprofen) oder systemische (Flunixin Meglumin,
Phenylbutazon) Behandlungsoption zur Verfigung (McMullen Jr and Fischer,
2017).

Zu den chirurgischen Therapieoptionen bei ERU gehdren die Pars Plana
Vitrektomie und das Setzen von suprachorioidalen Cyclosporinimplantaten
(McMullen Jr and Fischer, 2017; Voelter et al., 2020). Bei der Pars Plana Vitrektomie
wird der Glaskorper und darin enthaltene Entzindungsprodukte abgesaugt und
durch eine isotone Kochsalzlosung ersetzt (Werry and Gerhards, 1992; Spiess,
2010; Voelter et al., 2020). Die Pars Plana Vitrektomie wird nach Abklingen eines
akuten Inflammationsschubs durchgefihrt und hat gute Erfolgsraten, allerdings
konnen intra- und postoperative Komplikationen wie vitreale und/oder retinale
Blutungen, vorubergehende Eiteransammlung in der vorderen Augenkammer,
Katarakt und Retinaabldsung auftreten (Brandes et al., 2007; Spiess, 2010; Voelter
et al.,, 2020). Suprachorioidale Cyclosporinimplantate werden bei Pferden
empfohlen, die an ERU erkrankt sind und trotz gut eingestellter medikamenteller
Therapie rezidivierende Entziindungsschibe entwickeln (McMullen Jr and Fischer,
2017). Cyclosporin A beeintrachtigt Uber die Hemmung der IL-2-Transkription die
Proliferation von Effektor-T-Zellen (Gilger et al., 2006). Durch die Implantate
verringerten sich die wiederkehrenden Entzindungsschube bei Pferden mit ERU
deutlich (Gilger et al., 2006). Bei einer nachfolgenden Studie zeigte sich, dass fast
80 % der an ERU erkrankten Pferde, die mit suprachorioidalen
Cyclosporinimplantaten behandelt wurden, nach Uber zwei Jahren noch immer
sehen konnten (Gilger et al., 2010). Nach drei bis vier Jahren stieg die Haufigkeit
der Erblindung durch persistierende uveitische Episoden, Glaukome und Katarakte
jedoch wieder an (Gilger et al., 2010). Gilger et al. mutmalten, dass dies mit der
abnehmenden Cyclosporinkonzentration zusammenhangen konnte und empfahlen,

ein neues Cyclosporinimplantat nach 48 Monaten zu setzen (Gilger et al., 2010).
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2.2 Immunpathogenese bei vergleichbaren Uveitisformen

2.2.1 Autoimmune Uveitis des Menschen

Die autoimmune Uveitis des Menschen ist eine nicht-infektiose Entzindung okularer
Strukturen (Prete et al., 2016; Zhu et al., 2021). Sie kann schon im Kindesalter
auftreten (Prete et al., 2016), betrifft aber meist junge Erwachsene (Thorne et al.,
2016) und verlauft chronisch oder in Schiben (Kaufmann et al., 2012). Anhand der
betroffenen Augensegmente kdnnen vordere, intermediare, hintere und Panuveitis
unterschieden werden (Egwuagu et al., 2021). Die Klinik kann von einer
Augenrétung und erhdhten Lichtempfindlichkeit bis zum Verlust der Sehfahigkeit
gehen, die hintere Uveitis kann asymptomatisch sein (Prete et al., 2016). Als haufige
Komplikationen werden Katarakte genannt, es sind aber unter anderem auch
Glaukome und Retinaablosungen maoglich (Prete et al., 2014).

CD4* T-Helferzellen, genauer Th1- und Th17-Zellen, wandern, wie auch bei der
ERU (siehe Kapitel 2.1.2), ins Auge ein und spielen eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der autoimmunen Uveitis des Menschen (Amadi-Obi et al., 2007,
Mochizuki et al., 2013). AuRBerdem wurde bei Uveitispatienten in der
Remissionsphase eine hohere Abundanz von peripheren regulatorischen T-Zellen
(Tregs) im Vergleich zu gesunden Menschen und Patienten mit aktiver Uveitis
festgestellt (Gilbert et al., 2018). Es wurde die These aufgestellt, dass ein
Ungleichgewicht zwischen autoreaktiven Effektor-T-Zellen und Tregs bei der
Entstehung der autoimmunen Uveitis des Menschen eine Rolle spielen kdnnte (Fu
et al., 2020). Ein Ubereinstimmungspunkt zur ERU ist auch die Immunreaktion
gegen die Autoantigene S-Antigen und IRBP, die schon friih in Patienten mit nicht-
infektioser Uveitis nachgewiesen werden konnte (de Smet et al., 1990). Auch das
Autoantigen CRALBP, welches als erstes im Pferd nachgewiesen wurde (Deeg et
al., 2006b), ist an der Pathogenese der autoimmunen Uveitis des Menschen
beteiligt (Deeg et al., 2007). Aus Mausmodellen zu verschiedenen
Autoimmunerkrankungen des Menschen ergaben sich Hinweise, dass eine
Dysbiose des gastrointestinalen Mikrobioms auch an der Entstehung der
autoimmunen Uveitis beteiligt sein konnte (Nakamura et al., 2016; Fu et al., 2020),
dies konnte jedoch fur den Menschen noch nicht bewiesen werden (Fu et al., 2020).
Da der auslésende Faktor der autoimmunen Uveitis auch beim Menschen immer

noch unbekannt ist, sind die Therapieziele die Unterdrickung der
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Inflammationsschibe und das Verhindern von intraokularen Folgeschaden (Dick et
al., 2016). Dies wird einerseits durch eine lebenslange Gabe hochdosierter
Immunsuppressiva versucht, beispielsweise mit Kortikosteroiden, Azathioprin oder
Cyclophosphamiden, oder durch Tumornekrosefaktor ao- oder IL-17-
Antikoérpertherapien (Prete et al., 2016; Rosenbaum et al., 2019). Allerdings kann
die Langzeitgabe von Kortikosteroiden ebenfalls zu Glaukom oder Katarakt fiihren
(Dick et al., 2016).

Obwohl die autoimmune Uveitis allgemein eine niedrige Pravalenz hat, stellt sie
aufgrund der schmerzhaften Entzindung, der Persistenz, den mdglichen
Komplikationen und der anhaltenden Behandlung eine hohe Belastung fur
betroffene Patienten dar (Durrani et al., 2004; Barisani-Asenbauer et al., 2012;
Thorne et al,, 2016). Da es noch keine kausale Therapie gibt, welche die
Erkrankung vollstandig heilen kann (Dick et al., 2016; Zhu et al., 2021), sind neue
Erkenntnisse zur Atiologie und Pathogenese erforderlich. Wegen der groRen
Ahnlichkeit in Klinik und Pathogenese der autoimmunen Uveitis des Menschen und
der ERU beim Pferd eignet sich letztere gut als Modell zur Erforschung der humanen
Erkrankung (Deeg et al., 2002b; Degroote and Deeg, 2021).

2.2.2 Tiermodelle mit induzierter autoimmuner Uveitis

Tiermodelle liefern wichtige Erkenntnisse in der Erforschung humaner Pathologien,
die in vitro nicht getreu ihrer Komplexitat dargestellt werden kdonnen, weil unter
anderem der Bezug zum Gesamtorganismus fehlt. Fur die autoimmune Uveitis des
Menschen zum Beispiel wurden Tiermodelle mit Mausen und Ratten etabliert, die
eine experimentelle autoimmune Uveitis (EAU) entwickeln und mit deren Hilfe viel
uber die Pathogenese der Erkrankung im Menschen gelernt werden konnte.

Schon seit langem wurden Informationen zu immunpathogenen Mechanismen
autoimmuner Krankheiten in adoptiven Transferexperimenten gesammelt, bei
denen die Krankheit durch Serum oder lymphoide Zellen von immunisierten
Spendern auf gesunde Individuen Ubertragen wird (Mochizuki et al., 1985). Solche
adoptiven Transferexperimente an Lewis-Ratten mit EAU zeigten frih, dass
periphere T-Zellen, die autoaggressiv gegen das retinale Protein S-Antigen
reagierten, auch in gesunden Empfangertieren eine Uveitis auslosten, selbst wenn
sie peripher gespritzt wurden (Caspi et al., 1986). Diese Experimente bewiesen
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nicht nur, dass die autoimmune Uveitis von der Peripherie ausgeht, sondern auch,
dass nur 5 x 10— 10 x 10° autoaggressive T-Zellen ausreichen, um die Erkrankung
in gesunden Empfangertieren zu initiieren (Caspi et al., 1986). Die Empfangerratten
entwickelten sechs bis acht Tage nach der peripheren Injektion eine meist
unilaterale Uveitis (Caspi et al., 1986), deren Pathologie der entsprach, die bei aktiv
mit Autoantigen immunisierten Ratten zu sehen war (Caspi et al., 1986). Aul’erdem
wurde mit adoptiven Transferexperimenten an Lewis-Ratten die Verteilung der
intraperitoneal injizierten S-Antigen-spezifischen Lymphozyten in den Empfangern
untersucht, indem diese Zellen mit Indium-111-oxin, einem gamma-Strahler,
markiert wurden (Palestine et al., 1986). Hierbei wurde die Tatsache beleuchtet,
dass der Grol3teil der transferierten T-Zellen in der Peripherie blieb, genauer gesagt
in Leber, Milz, Thymus und Hoden und dass sich dies auch nach 48 Stunden nicht
mehr anderte (Palestine et al., 1986). Da nur ein kleiner Teil der transferierten Zellen
ins Auge wanderte und die Inflammation zeitversetzt zur Injektion eintrat, wurde
gemutmalt, dass die ins Auge gewanderten autoantigenspezifischen T-Zellen
zusatzliche empfangereigene und nicht antigenspezifische Abwehrzellen
rekrutierten, um die intraokulare Entzindung auszulsen (Palestine et al., 1986).
Diese These wurde in spateren Experimenten mit Lewis-Ratten bewiesen (Caspi et
al., 1993). AulRerdem gaben Versuche mit Lewis-Ratten Aufschlisse zur Beteiligung
des Komplementsystems bei der EAU (Jha et al., 2006). So werden
komplementregulierende Proteine im Auge exprimiert, die zum Ende der
intraokularen Inflammation bei der EAU beitragen (Jha et al., 2006). Wie in Kapitel
2.1.2 erlautert, wurde auch bei der ERU eine Beteiligung des Komplementsystems
bewiesen (Zipplies et al.,, 2010). Bei einer genaueren Untersuchung der
Zytokinexpression intraokularer Zellen in der EAU bei Ratten konnte die Relevanz
von IFN-y und IL-17 genauer beleuchtet werden (Kaufmann et al., 2012). IL-17
wurde von Th17-Zellen produziert und war vor allem in der ersten
Entzindungsphase der EAU wichtig, wahrend IFN-y von Th1-Zellen vor allem bei
den wiederkehrenden Entzindungsschuben von Bedeutung war (Kaufmann et al.,
2012).

In Amerika wurden aul’erdem Mausmodelle mit EAU zur Erforschung der
autoimmunen Uveitis des Menschen entwickelt (Caspi et al., 1988). Den Mausen
wurde entweder IRBP oder S-Antigen gespritzt, worauf sie eine Uveitis ahnlich der

des Menschen entwickelten, die spater startete, langer dauerte und einen weniger
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akuten Verlauf zeigte als die der Ratten (Caspi et al., 1988). Der eher chronische
Verlauf und die auftretenden fokalen Retinaveranderungen lieRen darauf schlielden,
dass sich die murine EAU besser als Modell fur die Erkrankung des Menschen
eignet als andere Nagermodelle (Caspi et al.,, 1988). Die Beteiligung des
Komplementsystems an der EAU-Pathogenese konnte auch im murinen Modell der
Erkrankung gezeigt werden, da die Komplementrezeptoren C3aR und C5aR fir die
Entwicklung einer EAU wichtig waren (Zhang et al., 2016). So wiesen Mause, die
keine C3a- und C5a-Rezeptoren hatten, einen viel leichteren Verlauf der EAU auf
als Mause mit den Rezeptoren (Zhang et al., 2016). Die Bedeutung der CD4" T-
Zellsubtypen in der Pathogenese wurde ebenfalls genauer beleuchtet, denn in
einem Mausmodell mit IRBP-induzierter Uveitis konnten signifikant mehr Th1-,
Th17- und Th17/Th1-Zellen in der uveitischen Retina nachgewiesen werden als in
Kontrolltieren ohne Uveitis, wohingegen das Verhaltnis der Th17/Th1-Zellen im Blut
dem der Kontrolltiere glich (Chen et al., 2020). Darauf aufbauend wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die Mikroumgebung die Plastizitat der CD4* T-Zellen
beeinflusste (Chen et al., 2020). Eine Behandlung der Mause mit Dexamethason
konnte zwar die Starke der EAU durch Reduktion der Th1-Zellen vermindern, die
Zahl der intraokuldaren Th17- und Th17/Th1-Zellen wurde aber nicht beeinflusst,
denn diese Zellen waren auch noch nach der Dexamethasontherapie in der Retina
zu finden (Chen et al., 2020). Chen et al. schlossen aus diesen Ergebnissen, dass
die okulare Entzindung aufgrund des Verbleibs von Th17- und Th17/Th1-Zellen in
der Retina nicht vollstandig therapiert werden konnte und dass die Reduktion der
retinalen Th1-Zellen mit deren Umwandlung zu Th17/Th1-Zellen zusammenhangen
konnte (Chen et al., 2020). AuRerdem wurde die Bedeutung von Tregs bei der
Beendigung und dem Schutz vor einer intraokularen Inflammation in verschiedenen
murinen EAU-Modellen aufgezeigt (McPherson et al., 2009; McPherson et al., 2014;
Silver et al., 2015; Liu et al., 2020). Die 2009 aufgestellte Hypothese, dass
endogene regulatorische Mechanismen und die periphere Induktion von Tregs zum
Schutz vor EAU dienen kénnten (McPherson et al., 2009), konnte wenige Jahre
spater bestatigt werden, denn die lokale Verarmung an Tregs verschlimmerte die
okulare Entzundung von transgenen Mausen mit EAU (McPherson et al., 2014). In
in vitro-Versuchen konnten Tregs, die aus uveitischen Augen isoliert wurden,
sowohl die Aktivierung als auch die Zytokinproduktion von IRBP-spezifischen

murinen Effektor-T-Zellen hemmen (Silver et al., 2015). AuRerdem konnte in
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weiteren Experimenten der Studie der Nachweis erbracht werden, dass murine
Tregs auch bei der Aufrechterhaltung der Remission beteiligt sind, da EAU-Mause,
deren Tregs durch Injektion des Diphterietoxins dezimiert wurden, sofort einen
erneuten intraokularen Inflammationsschub entwickelten (Silver et al., 2015).
AulRerdem wurde in einer neueren EAU-Studie das Konzept der dualen
immunologischen Toleranz vorgestellt (Liu et al., 2020). So soll die EAU durch ein
Zusammentreffen von zwei Faktoren moglich werden: Erstens das Versagen einer
Treg-Induktion und zweitens durch ein zahlenmaliges Ungleichgewicht zwischen
regulatorischen und Effektor-T-Zellen (Liu et al., 2020). Liu et al. stltzten diese
Hypothese auf die Beobachtungen, dass sich eine EAU entwickelte, wenn Mause
nur wenige Lymphozyten und vor allem wenige Tregs hatten und eine lymphopenia-
assoziierte spontane EAU durch den adoptiven Transfer einer antigenerfahrenen
CD4* T-Zellpopulation, die auch Tregs enthielt, in transgenen Mausen verhindert
werden konnte (Liu et al., 2020).

Es ist wichtig zu wissen, dass die murinen EAU-Modelle, abhangig von ihrem
Ausloser, unterschiedliche Pathogenesen und Kliniken aufweisen (Chen et al.,
2013). So zeigten zum Beispiel Mause, die mit IRBP immunisiert wurden,
monophasische Formen hinterer Uveitis und voribergehende vordere Uveitis mit
diffusen Veranderungen in der Retina, und manche Mause entwickelten eine
chronische Form der Uveitis (Chen et al., 2013). Die transgene Veranderung des T-
Zellrezeptors (TCR) von R161H-Mause, sodass er eine kurze Sequenz des IRBP-
Proteins erkennt, flhrte zu einer sogenannten spontanen Uveitis in der flinften bis
sechsten Lebenswoche (Chen et al., 2013; Horai et al., 2013). Die vordere
Augenkammer war in diesem Modell nur minimal betroffen, das klinische Bild zeigte
eine chronische hintere Uveitis mit fokalen Lasionen an der Retina (Chen et al.,
2013). Mause koénnen aber auch genetisch so verandert werden, dass ihnen das
Gen fur den Transkriptionsfaktor Autoimmun-Regulator (AIRE) fehlt, welches dafur
verantwortlich ist, dass im Thymus autoaggressive T-Zellen aussortiert werden
(Chen et al.,, 2013) (siehe Kapitel 2.3.1). Bei diesen Mausen entstand eine
multiorganische Autoimmunitat, die sich im Auge als chronische Inflammation der
hinteren Augenabschnitte manifestierte (Chen et al., 2013). Die vordere
Augenkammer war hierbei nicht betroffen und es wurden insgesamt auch weniger
intraokulare Zellen gefunden (Chen et al., 2013). Zusammenfassend kann gesagt

werden, dass jedes EAU-Modell andere Teile der Pathogenese der autoimmunen
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Uveitis des Menschen widerspiegelt, diese aber bis jetzt nicht durch ein einziges
EAU-Modell in ihrer Gesamtheit und Komplexitat dargestellt werden kann (Chen et
al., 2013; Prete et al., 2016; Liu et al., 2020).

2.2.3 ERU als spontanes Modell fiir die menschliche Erkrankung

EAU-Modelle kénnen wichtige Erkenntnisse zur Pathogenese der autoimmunen
Uveitis liefern, nicht zuletzt da sie standardisiert und wiederholbar unter
Laborbedingungen durchgefihrt werden. Die Modelltiere stammen aus
Inzuchtstdmmen und haben den gleichen genetischen Hintergrund, weshalb
adoptive Transferexperimente madglich sind (Caspi et al., 1986). Aulderdem kann
zum Beispiel durch Knock-Out eines bestimmten Proteins dessen Wirkung im
Organismus bis ins Detail untersucht werden (Kang et al., 2021). In diesen Vorteilen
liegen aber gleichzeitig auch die Nachteile der EAU-Modelle. Zum einen ist der
auslosende Faktor genau bekannt, da keines der in Kapitel 2.2.2 genannten Tiere
spontan eine autoimmune Uveitis ohne menschliches Zutun entwickelt (Chen et al.,
2013; Horai et al., 2013; Diedrichs-Mohring et al., 2018; Muhammad et al., 2020;
Chen et al.,, 2021). Zum anderen werden die Tiere unter Laborbedingungen
gehalten, wodurch alle potenziellen Umwelteinflisse auller Acht gelassen werden.
Die Inzuchtstamme spiegeln nicht die komplexen Varianten wider, die in der Natur
und jedem Patienten vorkommen (Chen et al., 2013; Prete et al., 2016).

Das Pferd hingegen ist das einzige spontane Uveitismodell fur den Menschen, mit
sehr ahnlicher Pathogenese und Klinik (Deeg et al., 2002a; Diedrichs-Mohring et
al.,, 2018; Degroote and Deeg, 2021). Die betroffenen Pferde, die in der
vorliegenden Arbeit beprobt wurden, werden dartUber hinaus nicht im Labor
gehalten, sondern in verschiedenen privaten Stallen, wodurch diverse
Umweltfaktoren in die Untersuchung miteinflieRen und die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit belastbar und realitatsnah machen. Wie am Beispiel des
Autoantigens CRALBP gezeigt, ist die ERU ein wichtiges Modell fur die menschliche
Erkrankung: CRALBP wurde als erstes in Pferden mit ERU gefunden (Deeg et al.,
2006b) und spater auch beim Menschen als wichtiges Autoantigen in autoimmuner
Uveitis (Deeg et al., 2007), autoimmuner Retinopathie (Neutzner et al., 2011) und
juveniler idiopathischer Arthritis-assoziierter Uveitis (Busch et al., 2019) bestatigt.
Das Pferd hat weiterhin aufgrund seiner Grol3e ein viel groferes Blutvolumen als
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Mause oder Ratten, was die Gewinnung von peripheren Blutzellen und eine
Mehrfachbeprobung vereinfacht (Karagianni et al., 2020). Aul3erdem hat sich das
Immunsystem von Pferden ahnlich dem des Menschen entwickelt, im Gegensatz zu
nachtaktiven Mausen und Ratten (Karagianni et al., 2020). In einer aktuellen Studie
konnte mittels Einzelzell-Ribonukleinsaure-Sequenzierung die groRe Ahnlichkeit
zwischen den peripheren Immunzellsubpopulationen von Pferd und Mensch
bestatigt werden (Patel et al.,, 2021). Zusammengefasst liefern EAU-Modelle
wichtige Erkenntnisse zur Funktion bestimmter Gene oder Zellproteine, das Pferd
mit ERU spiegelt jedoch die Vielschichtigkeit der Erkrankung im Menschen besser
wider. Durch Forschung mit an ERU erkrankten Pferden kénnen insbesondere
Kenntnisse zur spontanen Atiologie und Pathogenese der autoimmunen Uveitis
gewonnen werden, die sowohl fur die Veterinar-, als auch fur die Humanmedizin

von Bedeutung sind.

2.3 Physiologie und Pathophysiologie des Immunsystems

2.3.1 Immunsystem und immunologische Toleranz

Das Immunsystem soll den Kérper vor Pathogenen wie Bakterien, Viren, Pilzen und
Parasiten schitzen (Miles and Calder, 2021). Unkontrolliert kdbnnen Immunzellen
jedoch auch Krankheiten, wie beispielsweise eine Autoimmunitat, auslésen (Buck
et al., 2017; Miles and Calder, 2021). Das Immunsystem hat vier grol3e
Aufgabenbereiche: Es fungiert zum einen als Barriere, um Mikroorganismen am
Eindringen in den Koérper zu hindern (Miles and Calder, 2021). Beispiele hierfur sind
die Haut und die Mukosa von Gastrointestinal- und Respirationstrakt, aber auch die
antimikrobiellen Proteine in Tranen und Speichel und der saure pH im Magen (Miles
and Calder, 2021). Aufs Auge bezogen sind diese Barrieren die Augenlider, der
Tranenfluss und antimikrobielle und antiinflammatorische Proteine wie Lysozyme,
Laktoferrin und Komplement im Tranenfilm (Plummer, 2017). Zum anderen
unterscheidet das Immunsystem zwischen pathogenen und unschadlichen
Mikroorganismen (Miles and Calder, 2021). Dies geschieht durch generelle
Strukturbestandteile, sogenannte Mikroben-assoziierte molekulare Muster wie
beispielsweise Lipopolysaccharide in der Zellwand von gram-negativen Bakterien,

oder durch Mikroben-spezifische Antigene (Miles and Calder, 2021). Der dritte
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Aufgabenbereich des Immunsystems ist das Eliminieren der als schadlich
identifizierten Mikroorganismen (Miles and Calder, 2021). Daflir kénnen sich
Immunzellen von ruhenden zu pathogenbekampfenden Zellen differenzieren, klonal
expandieren, in verschiedene Gewebe migrieren, die Expression von
Oberflachenmolekilen verandern, Effektormolekile sezernieren und benachbarte
Zellen kontrollieren (Buck et al., 2017). Diese Funktionen sind eng miteinander
verbunden und hangen von dynamischen Anpassungen im Zellmetabolismus ab
(Buck et al., 2017). Der vierte Aufgabenbereich des Immunsystems ist die Bildung
eines immunologischen Gedachtnisses, mit dessen Hilfe ein erneuter Kontakt mit
einem zuvor bekampften Mikroorganismus zu einer schnelleren und starkeren
Immunantwort fuhrt (Miles and Calder, 2021). Zellen dieses vierten
Aufgabenbereichs sind langlebige T- und B-Gedachtniszellen (Miles and Calder,
2021).

Haufig wird zwischen angeborenem und erworbenem (adaptivem) Immunsystem
unterschieden, jedoch sind diese zwei Untergruppen durch zahlreiche Interaktionen
miteinander verbunden (Miles and Calder, 2021). Die angeborene Immunitat
umfasst neben den oben genannten Barrierefunktionen die Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen (Miles and Calder, 2021). Diese
Zellen besitzen Rezeptoren, die Mikroben-assoziierte molekulare Muster erkennen
und binden kdénnen, was meist zur Phagozytose des Mikroorganismus fuhrt (Miles
and Calder, 2021). Dendritische Zellen und Makrophagen werden auch
antigenprasentierende Zellen genannt, da sie Bestandteile der phagozytierten
Mikroorganismen auf ihrer Zelloberflache prasentieren kénnen (Mochizuki et al.,
2013; Miles and Calder, 2021). Auf der Augenoberflache sind vor allem Langerhans
Zellen als antigenprasentierende Zellen anzutreffen (Plummer, 2017). Die so
prasentierten Strukturen werden von antigenspezifischen T-Helferzellen (CD4* T-
Zellen) erkannt, wodurch das erworbene Immunsystem in den Abwehrprozess
involviert wird (Boehm and Swann, 2014; Miles and Calder, 2021). Das adaptive
Immunsystem umfasst neben CD4* T-Zellen die zytotoxischen T-Zellen (CD8* T-
Zellen), welche virusinfizierte Zellen zerstéren kdnnen und B-Zellen, deren Aufgabe
die Produktion neutralisierender Antikorper ist (Boehm and Swann, 2014; Miles and
Calder, 2021). Der TCR interagiert mit immunogenen Peptiden, sogenannten
Epitopen, die an MHC-Moleklle gebunden sind, was die Aktivierung, Proliferation
und Effektorfunktion der T-Zellen vermittelt (Weber et al., 2021). Epitope, die von
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MHC-Klasse-I-Molekilen gebunden wurden, aktivieren CD8* T-Zellen, wahrend
CD4* T-Zellen Epitope erkennen, die von MHC-Klasse-II-Molekilen prasentiert
werden (Boehm and Swann, 2014). Fur einen moglichst breitgefacherten Schutz
gegen Pathogene wird eine groRe Diversitdt an T-Zellrezeptoren mit
unterschiedlichen Bindungsspezifitaten bendtigt (Weber et al., 2021). Aktivierte T-
Zellen produzieren Zytokine, die wiederum die Aktivitat des angeborenen
Immunsystems regulieren kénnen (Miles and Calder, 2021). Nach einer
erfolgreichen Eliminierung der Erreger kdnnen die spezialisierten Abwehrzellen ins
ruhende Stadium zurtickkehren, sich zu einer Gedachtniszelle differenzieren oder
sterben (Buck et al., 2017; Miles and Calder, 2021).

Das Immunsystem ist nicht nur bei der Abwehr von Pathogenen relevant, sondern
auch beim Aufbau und Erhalt der sogenannten immunologischen Toleranz
gegenuber  harmlosen Mikroorganismen, Nahrungsbestandteilen und
korpereigenen Strukturen (Gery and Caspi, 2018; Miles and Calder, 2021). Die
Toleranz korpereigener Antigene wird durch die Zusammenarbeit von zentraler und
peripherer Toleranz erreicht (Gery and Caspi, 2018). Wenn einer dieser beiden
Mechanismen nicht mehr perfekt arbeitet, kann das Krankheitsbild einer
Autoimmunitat entstehen (Gery and Caspi, 2018). Zentrale Toleranz wird durch
positive und negative Selektion unreifer T-Zellen, genannt Thymozyten, im Thymus
erreicht (Klein et al., 2009). Die Selbsttoleranz korpereigener Epitope wird durch
den Transkriptionsfaktor AIRE  kontrolliert, der fir die Expression
gewebespezifischer Autoantigene im Thymus verantwortlich ist (Mochizuki et al.,
2013) (siehe auch Kapitel 2.2.2). Die positive Selektion lasst Thymozyten, deren
Rezeptoren korpereigene MHC-Strukturen erkennen und moderat binden,
uberleben, wahrend alle anderen in die Apoptose eintreten (Klein et al., 2009). Die
negative Selektion beschreibt den Vorgang, dass die unreifen T-Zellen im Thymus
auf ihre Bindungsstarke zu korpereigenen Antigenen (aufler MHC-Molekulen)
getestet werden (Mochizuki et al., 2013). Thymozyten, die eine starke Bindung zu
korpereigenen Antigenen eingehen, werden eliminiert, wohingegen sich die Zellen
mit moderater Affinitat zu Autoantigenen zu natirlichen regulatorischen T-Zellen
entwickeln kdnnen (Mochizuki et al., 2013; Gery and Caspi, 2018).

Nach diesen Regeln ist es mdglich, dass Thymozyten mit niedriger Affinitat zu
Autoantigenen die positive und negative Selektion Gberleben und als reife, naive T-

Zellen in die Peripherie gelangen (Mochizuki et al., 2013). Um eine Autoimmunitat
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zu verhindern, miussen diese autoreaktiven Zellen in der Peripherie unterdrickt
werden, was die Aufgabe der peripheren Toleranz ist (EITanbouly and Noelle,
2021). So gibt es beispielsweise den Mechanismus der klonalen Anergie, der
ausgelost wird, wenn T-Zellen in der Peripherie Antigene ohne passende
Kostimulation binden (ElTanbouly and Noelle, 2021). Hierbei wird die
Zytokinproduktion der autoimmunen Effektorzelle durch epigenetische und
posttranskriptionale Mechanismen unterdrickt und so das Auslosen einer
autoimmunen Antwort verhindert (EITanbouly and Noelle, 2021). AuRerdem haben
Tregs in der peripheren Toleranz eine Bedeutung (Mochizuki et al., 2013;
ElTanbouly and Noelle, 2021). Aufgrund der gleichen Selektionsbedingungen im
Thymus weisen natirliche Tregs gleiche Antigenspezifitaten wie Effektor-T-Zellen
auf und konnen zur peripheren Toleranz beitragen, indem sie ebenfalls
Autoantigene erkennen und eine Immunantwort auf diese unterdricken (Sakaguchi
and Sakaguchi, 2005; Mochizuki et al., 2013).

2.3.2 Das Auge als immunprivilegiertes Organ

Okulare Gewebe haben nur eine geringe bis keine Kapazitat zur Regeneration,
weshalb eine Schadigung durch starke Inflammation zur Erblindung fuhren kann
und somit vermieden werden muss (Plummer, 2017; Hori et al., 2019).

Medawar publizierte 1948 ein Paper, das den Begriff des Immunprivilegs
weitreichend gepragt hat (Stein-Streilein and Streilein, 2002; Egwuagu et al., 2021).
In Transplantationsexperimenten zeigte er, dass Hauttransplantate, die in die
vordere Augenkammer zuvor immunisierter Empfangerkaninchen eingesetzt
wurden, nicht sofort abgestoflen wurden, im Gegensatz zu in die Haut eingesetzten
Transplantaten (Medawar, 1948). Medawar stellte die Hypothese auf, dass die
TransplantatabstoRung eine systemische Grundlage hatte, sie durch Blutplasma
oder Blutzellen vermittelt wurde und dass Blut- und Lymphgefal’e dabei eine
wichtige Rolle spielten (Medawar, 1948). Diese Behauptungen stutzte er auf seine
Beobachtung, dass nicht vaskularisierte okulare Hauttransplantate toleriert wurden
und okulare Implantate, bei denen sich eine Vaskularisation entwickelte, spater als
dermale Implantate bekampft wurden (Medawar, 1948). Seine Beschreibung des
okularen Immunprivilegs als passives System war jedoch nicht ganz akkurat, denn
es existieren auch mehrere aktive Mechanismen, die das Immunprivileg des Auges
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ermdglichen (Stein-Streilein and Streilein, 2002; Plummer, 2017). Ein Beispiel ist
die Blut-Retina-Schranke, die normalerweise nicht von Pathogenen und grof3en
Molekulen Uberquert werden kann (Stein-Streilein and Streilein, 2002; Awwad et al.,
2017). Zellen des retinalen Pigmentepithels formen durch Tight Junctions die
aullere BRB, wahrend die innere BRB durch Tight Junctions zwischen den
Endothelzellen der retinalen Arteriolen gebildet wird (Awwad et al., 2017). Die
periphere Toleranz okularer Antigene und die Regulation der intraokularen
Immunantwort durch eine antiinflammatorische Mikroumgebung sind ebenfalls von
Bedeutung (Streilein, 2003; Caspi, 2006; Taylor, 2016).

Der Begriff Vordere Augenkammer-assoziierte Immunabweichung (ACAID)
beschreibt die systemische Toleranz von okularen und in die vordere Augenkammer
injizierten Antigenen (Stein-Streilein and Streilein, 2002; Hori et al., 2019). ACAID
verhinderte eine antigenspezifische Immunantwort durch Herunterregulation der T-
Helferzellen 1 und 2, sowie durch Induktion regulatorischer T-Zellen in lymphoiden
Geweben, was in Mausmodellen gezeigt werden konnte (Stein-Streilein and
Streilein, 2002; Hori et al., 2019). Aullerdem wurden periphere Effektor-T-Zellen
wahrend ihrem Ubertritt ins Auge zu Tregs umprogrammiert (Streilein, 2003). An
diesem Prozess waren das CD86-exprimierende Pigmentepithel beteiligt sowie
I6sliche Faktoren im Kammerwasser, beispielweise das Zytokin Transforming
growth factor B2 (TGF-B2) und das a-Melanozyten-stimulierende Hormon (Streilein,
2003; Hori et al., 2019). Wie im Mausmodell nachgewiesen wurde, banden CD86-
exprimierende Pigmentepithelzellen einwandernde T-Zellen und hinderten diese an
Proliferation und IFN-y-Produktion, bevor die Effektor-T-Zellen zu Tregs
umgewandelt wurden, die IL-4, IL-10 und TGF- produzierten (Yoshida et al., 2000;
Hori et al., 2019). Molekule der B7-Familie, die in okularen Geweben exprimiert
werden, sind ebenfalls Bestandteil des okularen Immunprivilegs (Hori et al., 2006;
Hori et al., 2019). Die Signalmolekule Programmed Death Ligand-1 und Inducible
Costimulatory Molecule Ligand verhinderten die Effektorfunktionen eingewanderter
okularer T-Zellen, wahrend das Molekul B7-Homolog-3 Toleranz wie ACAID
induzierte, was in verschiedenen Versuchen mit Mausen gezeigt werden konnte
(Kunishige et al., 2016; Taniguchi et al., 2017; Hori et al., 2019). Im equinen
Uvealtrakt befanden sich im physiologischen Zustand zahlreiche MHC-Klasse-II*-
Zellen, die im Ziliarkorper mit der grof3ten Dichte zu finden waren (Sano et al., 2016).

Sano et al. stellten in der genannten Studie die Hypothese auf, dass die uvealen
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MHC-Klasse-lI*-Zellen an der Aufrechterhaltung des okularen Immunprivilegs
beteiligt sein kdnnten (Sano et al., 2016). Diese Schlussfolgerung widerspricht
allerdings einer frGheren Studie, die in Augen von ERU-Tieren signifikant mehr
MHC-Klasse-II*-Zellen als in Augen gesunder Pferde nachweisen konnte (Romeike
et al., 1998).

2.3.3 Rolle der T-Zellen bei Autoimmunitat

Sind die in Kapitel 2.3.1 und 2.3.2 beschriebenen Mechanismen der Selbsttoleranz
aus verschiedenen Grunden nicht mehr in der Lage, autoreaktive T-Zellen im
Thymus auszusortieren beziehungsweise die autoreaktiven Zellen in der Peripherie
in Schach zu halten, kdnnen autoimmune Erkrankungen entstehen.

Es konnte schon friih gezeigt werden, dass T-Zellen in der Pathogenese der EAU
eine tragende Rolle spielen (Caspi et al., 1986). Auch in der ERU und der
autoimmunen Uveitis des Menschen konnten CD4" T-Zellen, genauer Th1- und
Th17-Zellen, als die Hauptakteure der autoreaktiven Immunantwort identifiziert
werden (Gilger et al., 1999; Deeg et al., 2001; Regan et al., 2012; Zou et al., 2014).
Der Nachweis fur die autoimmune Komponente der okularen Inflammation im
Morbus Behcet des Menschen wurde ebenfalls frih durch die ldentifikation
autoreaktiver CD4* T-Zellen erbracht (Yanamoto et al.,, 1993). So konnte in
Experimenten mit humanen peripheren Lymphozyten die autoimmune Reaktion
gegen IRBP und S-Antigen durch monoklonale Antikbrper gegen CD4- und MHC-
Klasse-lI-Molekule verhindert werden (Yanamoto et al., 1993). Auch in der juvenilen
idiopathischen Arthritis, einer Gruppe autoimmuner rheumatischer Erkrankungen
bei Kindern, deren Klinik auch Augenentziindungen beinhalten kann, nehmen CD4*
T-Zellen eine wichtige Rolle in der Pathogenese ein (Kalinina Ayuso et al., 2014;
Clarke et al., 2016; Busch et al., 2019). Analog zur juvenilen idiopathischen Arthritis
bei Kindern existiert bei Erwachsenen die sogenannte Rheumatoide Arthritis (RA),
die ebenso einen autoimmunen Charakter hat (Qiu et al., 2021). Dabei verlieren T-
Zellen zuerst ihre Selbsttoleranz und helfen autoreaktiven B-Zellen bei der
Produktion autoaggressiver Antikdrper (Qiu et al., 2021). Spater wandern die T-
Zellen ins Gelenk ein und lésen dort eine persistierende und klinisch relevante
Arthritis aus, die mit Beteiligung des angeborenen Immunsystems letztendlich so
verstarkt wird, dass Knochen und Knorpel im Gelenk zerstort werden (Qiu et al.,
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2021). Im Krankheitsbild des Systemischen Lupus Erythematodes (SLE), einer
chronischen Autoimmunerkrankung multipler Organe, und dessen murinem
Tiermodell waren Th17-Zellen und deren Zytokin IL-17 im Blut, im Keimzentrum und
in entzindlichen Infiltraten im Vergleich zu jeweiligen Kontrollen erhdht (Crispin et
al., 2010; Takeshima et al., 2019). Die zentrale Beteiligung der CD4* T-Zellen bei
der Auslésung eines autoimmunen Uveitisschubs konnte mit Hilfe von adoptiven
Transferexperimenten, wie in Kapitel 2.2.2 genauer erklart, gezeigt werden (Caspi
et al., 1986; Caspi et al., 1993). Zusammengefasst spielen autoaggressive
periphere CD4* T-Zellen bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie der
autoimmunen Uveitis eine tragende Rolle, weshalb in der vorliegenden Arbeit zur

equinen rezidivierenden Uveitis das Hauptaugenmerk auf diese Zellen gelegt wird.

2.4 Zellmetabolismus

2.4.1 Stoffwechselwege eukaryotischer Inmunzellen

Eukaryotische Immunzellen bendtigen Energie, um ihre Zellhomdéostase aufrecht zu
erhalten und spezifischen Zellfunktionen nachkommen zu kénnen (Stathopoulou et
al., 2019). Dabei spielt der Abbau von Glukose eine zentrale Rolle (Stathopoulou et
al., 2019). Im Zytoplasma der Zelle wird Glukose durch Glykolyse zu Pyruvat
abgebaut (Stathopoulou et al., 2019). In den Mitochondrien wird Pyruvat weiter zu
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) abgebaut und in den Citratzyklus eingespeist
(Freitag et al., 2016; Quinn et al., 2019). Dieser liefert unter anderem die
Reduktionsaquivalente Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FADH2), welche energiereiche Elektronen an die Atmungskette
ubermitteln (Covarrubias et al., 2021). Damit wird Uber die Elektronentransportkette
der Atmungskette unter Sauerstoffverbrauch energiereiches Adenosintriphosphat
(ATP) generiert (Palmer et al., 2015; Muri and Kopf, 2021). Als Nebenprodukte
entstehen Wasser und Kohlenstoffdioxid (Qiu et al., 2021). Dieser Stoffwechselweg,
bei dem Sauerstoff verbraucht und 36 ATP-Molekille pro eingespeistem
Glukosemolekll gewonnen werden, wird oxidative Phosphorylierung (OXPHOS)
genannt und stellt einen der zwei wichtigsten ATP-liefernden Stoffwechselwege
einer Immunzelle dar (Palmer et al., 2015; Stathopoulou et al., 2019; Qiu et al.,
2021).
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Der zweite wichtige Weg, Uber den Immunzellen durch Glukoseabbau ATP
generieren konnen, ist die anaerobe Glykolyse, die ohne Sauerstoff ablauft und in
deren Mittelpunkt Substratkettenphosphorylierungen stehen (Brooks, 2018;
Stathopoulou et al., 2019). Sie findet im Zytoplasma der Zelle statt, Endprodukte
sind zwei ATP-Molekile und Laktat (Brooks, 2018; Stathopoulou et al., 2019).
NADH wird hierbei reoxidiert und fliel3t zurtick in die Glykolyse (Orang et al., 2019).
Laktat nimmt in der Zelle eine bedeutende Rolle ein, denn es ist nicht nur eine
Energiequelle, sondern auch ein Signalmolekal und ein Vorlaufer in der
Glukoneogenese (Bergmann et al., 2000; Hashimoto et al., 2007; Brooks, 2018).
Uber die B-Oxidation werden in der mitochondrialen Matrix Fettsduren abgebaut
(Gaber et al., 2019). Hierbei entsteht einerseits Acetyl-CoA, welches wie das aus
Pyruvat entstandene Acetyl-CoA in den Citratzyklus eingeschleust werden kann,
sowie NADH und FADH2z, mit deren Hilfe energiereiche Elektronen an die oxidative
Phosphorylierung weitergeleitet werden kénnen (Gaber et al., 2019; Muri and Kopf,
2021). NAD* und FAD nehmen somit also nicht nur Elektronen aus dem Citratzyklus
auf, sondern transportieren auch energiereiche Elektronen aus der Glykolyse und
der B-Oxidation fur die ATP-Generation zur mitochondrialen Atmungskette
(Covarrubias et al., 2021).

Die Aminosaure Glutamin wird in den Mitochondrien zu Glutamat und Stickstoff
abgebaut, wobei Glutamat weiter zu a-Ketoglutarat umgebaut wird und als solches
in den Citratzyklus flieBt (Spinelli and Haigis, 2018). Die Aminosauren Leucin,
Isoleucin und Valin kénnen durch den Abbau zu Acetyl-CoA und Succinyl-Coenzym
A (Succinyl-CoA) Energie fur die Zelle liefern (Spinelli and Haigis, 2018).
Immunzellen betreiben jedoch nicht nur Katabolismus, sondern auch Anabolismus
(Muri and Kopf, 2021). Im Pentose-Phosphat-Weg kann Glukose-6-Phosphat aus
der Glykolyse verwendet werden, um Ribosen fir Nukleotide und Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat fur Fettsauresynthese und Redoxhomodostase
herzustellen (Muri and Kopf, 2021). Die im Citratzyklus entstehenden Metabolite
Citrat, a-Ketoglutarat, Succinyl-CoA und Oxalacetat kénnen wiederum fir die
Biosynthese von Stoffen genutzt werden und so zur Zellhomdostase beitragen
(Spinelli and Haigis, 2018; Quinn et al., 2019; Martinez-Reyes and Chandel, 2020;
Hoel et al.,, 2021). Citrat beispielsweise kann fur die Fettsauresynthese im
Zytoplasma verwendet werden (Quinn et al., 2019) und Oxalacetat kann zu Aspartat

transaminiert werden (Hoel et al., 2021). AuRerdem kontrollieren die Metabolite des
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Citratzyklus Chromatinmodifikationen, Methylierung der Desoxyribonukleinsaure
und posttranslationale Proteinmodifizierungen (Martinez-Reyes and Chandel,
2020). Die Mitochondrien sind auch Drehpunkt in der Synthese der Aminosauren
Glutamin, Alanin, Prolin und Aspartat (Spinelli and Haigis, 2018). Die verschiedenen
Stoffwechselwege einer Immunzelle sind also eng miteinander verwoben. Sie sind
einerseits essentiell flr die Herstellung von ATP, andererseits liefern sie wichtige

Metabolite fir die Erhaltung der Zellhomdostase und -funktion.

2.4.2 Anpassungen im T-Zellmetabolismus bei Aktivierung

Ruhende, naive T-Zellen decken ihren eher niedrigen Energie- und Molekulbedarf
vor allem uUber die OXPHOS, die durch den Abbau von Glukose, Aminosauren und
Fettsduren gespeist wird (Quinn et al., 2019), wie in Kapitel 2.4.1 genauer
beleuchtet wurde. Durch Antigenkontakt andert sich der Aktivierungszustand naiver
T-Zellen hin zu Effektor-T-Zellen mit schneller Teilungsrate (Domblides et al., 2018).
Diese aktivierten T-Zellen nutzen zusatzlich zur OXPHOS vor allem die aerobe
Glykolyse, um schnell ATP und verschiedene Metabolite herzustellen und so ihren
steigenden Energie- und Molekulbedarf fir Proliferation und verschiedene
Effektorfunktionen zu decken (Palsson-McDermott and O'Neill, 2020). In diesem
Zusammenhang soll die Zweideutigkeit des Begriffs ,aerobe Glykolyse® kurz
erlautert werden. Im Kontext mit aktivierten Immunzellen beschreibt der Ausdruck
,aerobe Glykolyse“ die unter sauerstoffreichen Bedingungen durchgefuhrte
Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA, welches weiter in den Citratzyklus flief3t
(Vander Heiden et al., 2009). Im Zusammenhang mit Tumorzellen jedoch steht der
Begriff ,aerobe Glykolyse* flir deren Fahigkeit, unter aeroben Bedingungen Pyruvat
zu Laktat umzuwandeln (Warburg, 1956; Vander Heiden et al., 2009; Palsson-
McDermott and O'Neill, 2020). Dies wird auch Warburg Effekt genannt, eine
Bezeichnung, die auf den Erstbeschreiber des Mechanismus in Tumorzellen
zuruckgeht (Koppenol et al., 2011).

Die Aktivierung von CD4* T-Zellen und deren folgende phanotypische Veranderung
in verschiedene Effektorstadien geht ebenfalls mit unterschiedlichen metabolischen
Anpassungen einher (Miller et al., 2017). Die Subtypen Th1, Th2 und Th17 zahlen
zur Gruppe der Effektor-T-Zellen und decken ihren Energiebedarf bevorzugt durch
aerobe Glykolyse (Klein Geltink et al., 2018; Angiari et al., 2020). Regulatorische T-
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Zellen jedoch, wie auch schon naive CD4* T-Zellen, gewinnen die bendtigte Energie
vor allem Uber OXPHOS, mit der 3-Oxidation als Elektronenlieferant (Klein Geltink
et al., 2018; Angiari et al., 2020). In C57BL/6-Mausen, der am haufigsten fur
menschliche Krankheiten herangezogene murine Laborstamm, konnte gezeigt
werden, dass sowohl die OXPHOS, als auch die aerobe Glykolyse flr
proliferierende T-Zellen wichtig sind, aber nur durch letztere der Status einer voll
funktionsfahigen Effektorzelle erreicht werden kann (Chang et al., 2013). So
ermoglichte die Aktivierung der aeroben Glykolyse die bevorzugte Translation von
IFN-y-messenger-Ribonukleinsduren in CD4* T-Zellen (Chang et al., 2013).
Aulerdem konnte die Wichtigkeit des Glukosetransporters 1 (GLUT1) in der CD4*
T-Zellaktivierung und deren Expansion zu Effektor-T-Zellen in in vitro- und in vivo-
Studien gezeigt werden (Macintyre et al., 2014). Aktivierte humane und murine
CD4* T-Zellen exprimierten mehr GLUT1 auf ihrer Oberflache als ruhende CD4™* T-
Zellen, wodurch die aktivierten Immunzellen mehr Glukose aufnehmen konnten
(Macintyre et al., 2014). GLUT1-defiziente murine CD4* Effektor-T-Zellen
produzierten in vivo weniger proinflammatorische Zytokine (IFN-y und IL-17) und
waren nicht in der Lage eine todliche Graft-versus-Host-Krankheit auszulésen
(Macintyre et al., 2014). Auch eine inflammatorische Kolitis konnte im murinen
Modell mit GLUT1-defizienten CD4* T-Zellen verhindert werden, was durch einen
ausbleibenden Gewichtsverlust dieser Mause kontrolliert wurde (Macintyre et al.,
2014). Es wurde geschlussfolgert, dass GLUT1 im T-Zellmetabolismus flr
Wachstum, Proliferation und beim Auslésen inflammatorischer Erkrankungen
relevant sei (Macintyre et al., 2014). Ruhende und regulatorische CD4* T-Zellen
jedoch waren fur ihre Funktion nicht auf GLUT1 angewiesen, wie im gleichen
Experiment gezeigt werden konnte (Macintyre et al., 2014).

In den letzten zwei Jahrzehnten hat die Erforschung des sogenannten
Immunmetabolismus und dessen Zusammenhang mit Autoimmunitat und dem
Aktivierungszustand der Zelle an Bedeutung gewonnen (Teng et al., 2019). Ein
veranderter Zellmetabolismus wird heutzutage als ein Kernelement in der
Autoimmunitat angesehen (Clayton et al.,, 2021), wobei die metabolischen
Veranderungen zum autoaggressiven und inflammatorischen Phanotyp der
beteiligten Immunzellen beitragen sollen (Stathopoulou et al., 2019). Wie genau der
veranderte Immunmetabolismus an der Entwicklung und Erhaltung pathogener T-

Zellen in Autoimmunerkrankungen beteiligt ist, konnte noch nicht eindeutig geklart
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werden (Bantug et al., 2018). Es ist jedoch bekannt, dass CD4* T-Zellen von Lupus-
empfanglichen Mausen, welche ein Modell fur die Autoimmunerkrankung SLE des
Menschen darstellen, erhohte OXPHOS- und Glykolyseraten im Vergleich zu nicht
autoimmunen Kontrollen hatten (Yin et al., 2015). Durch eine kombinierte
Behandlung der SLE-Mause mit 2-Deoxy-D-Glukose (2-DG), das den
Glukosestoffwechsel inhibiert, und Metformin, welches die mitochondriale Atmung
verhindert, wurde der Metabolismus ihrer CD4* T-Zellen wieder normalisiert und
Symptome wie Splenomegalie und Produktion von Autoantikrpern signifikant
reduziert (Yin et al., 2015).

In der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem Mausmodell
fur die Multiple Sklerose des Menschen, mit einer Th17-dominierten Pathogenese
(Dang et al., 2011), konnte demonstriert werden, dass Th17-Zellen, im Gegensatz
zu Tregs, mehr Glykolyse betrieben und den Transkriptionsfaktor Hypoxie-
induzierter Faktor 1a (HIF1a) selektiv angeschaltet hatten (Shi et al., 2011). HIF1a
war im Umkehrschluss wichtig fur die Vermittlung der glykolytischen Aktivitat in
Th17-Zellen und trug zur bevorzugten Differenzierung in Richtung Th17 bei (Shi et
al., 2011). Vermindertes HIF1a resultierte in weniger Th17 und mehr Tregs, einem
Zustand, der die autoimmune Neuroinflammation in EAE-M&usen verhindern
konnte (Shi et al., 2011). Auch in einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass
HIF1a in vitro und in vivo das Th17/Treg-Gleichgewicht regulierte und EAE-Mause
mit HIF1a-defizienten T-Zellen mehr Tregs aufwiesen und resistent gegentber der
EAE waren (Dang et al., 2011).

In verschiedenen Studien zur Rheumatoiden Arthritis des Menschen konnte ein
veranderter metabolischer Phanotyp der beteiligten CD4* T-Zellen bestatigt werden
(Qiu et al., 2021). Naive CD4" T-Zellen von RA-Patienten nutzten Glukose vor allem
im Pentose-Phosphat-Weg und Effektor-T-Zellen hatten eine gesteigerte
glykolytische Aktivitat bei gleichzeitig verminderter ATP-Gewinnung aufgrund
mitochondrialer Dysfunktion (Qiu et al., 2021).

Studien zur autoimmunen Uveitis konzentrierten sich in den letzten Jahren vor allem
auf Unterschiede in der Proteinexpression (Degroote et al., 2017; Hauck et al.,
2017; Schauer et al., 2018; Saldinger et al., 2019; Weigand et al., 2020; Lorenz et
al., 2021). Es wurde zum Beispiel ein Zusammenhang zwischen der erhdhten
Expression der integrin-linked kinase und einer verminderten Apoptoserate in

Lymphozyten von ERU-Tieren aufgezeigt (Schauer et al., 2018). Die Nekroserate
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war zwischen Kontroll- und ERU-Pferden in diesem Experiment unverandert
(Schauer et al., 2018). Mesenchymale Stammzellen konnten durch Koinkubation
den proinflammatorischen Phanotyp aktivierter CD4" T-Zellen von ERU-Tieren in
vitro reduzieren, was durch eine reduzierte Expression von unter anderem CD25
und IFN-y, beides Molekile von aktivierten CD4" T-Zellen, zu Tage trat (Saldinger
et al., 2019).

Obwohl die Bedeutung des metabolischen Phanotyps in autoimmunen
Erkrankungen aus den oben genannten Studien ersichtlich ist, wurde dieser in der
spontanen autoimmunen Uveitis von Mensch und Pferd bis heute nicht untersucht
(Stand der Pubmed-Literaturrecherche 31.08.2021). Deshalb war es Ziel der
vorliegenden Arbeit, den metabolischen Phanotyp von equinen Lymphozyten und
speziell der CD4* T-Zellen von augengesunden und an ERU erkrankten Pferden zu
charakterisieren und eventuelle metabolische Abweichungen im erkrankten
Zustand festzustellen. Dies kdnnte helfen, autoaggressive Zellen schon in der
Peripherie zu identifizieren und sie mdoglicherweise in der Zukunft therapeutisch zu

erfassen, bevor sie ins Auge einwandern und retinale Strukturen angreifen kdnnen.

2.4.3 Messungen mit dem Seahorse Analyzer

Der Seahorse XF24e Analyzer von Agilent Technologies ist ein abgeschlossenes
System, Uber dessen plattenbasierte Experimente mit lebenden Zellen bestimmte
Stoffwechselparameter in Echtzeit dargestellt werden konnen (van der Windt et al.,
2016; Espinosa et al., 2021). Durch die Bestimmung von Sauerstoffkonzentration
und pH-Wert des Zellmediums kann der aktive Stoffwechsel der analysierten Zellen
ermittelt werden (van der Windt et al., 2016). Die Sauerstoffverbrauchsrate (OCR)
korreliert direkt mit der Aktivitat der Atmungskette der Zellen und beschreibt somit
die Rate der oxidativen Phosphorylierung der untersuchten Zellen (Buck et al.,
2016; van der Windt et al., 2016). Die gleichzeitig zur OCR gemessene
extrazellulare Ansauerungsrate (ECAR) wird Uber den pH-Wert des Mediums
festgestellt, der vor allem durch die glykolytische Tatigkeit der Zellen mit folgender
Laktatbildung zustande kommt (Buck et al., 2016; van der Windt et al., 2016;
Espinosa et al., 2021) (siehe Kapitel 2.4.1). Die ECAR umfasst jedoch auch die
atmungsbedingte Ansauerung des Zellmediums, denn das im Zuge der zellularen
Atmung produzierte Kohlenstoffdioxid bildet im Zellmedium eine schwache
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Kohlensaure, die wiederum in Hydrogencarbonat und ein Proton dissoziiert, wobei
letzteres den pH-Wert des Zellmediums beeinflusst und somit auch zur ECAR
beitragt (Espinosa et al., 2021). Um allein die glykolytische Aktivitat der Zellen
beurteilen zu koénnen wird der Parameter glykolytische Protonenausstromrate
(glycoPER) berechnet (Espinosa et al., 2021).
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Altered Metabolic Phenotype of
Immune Cells in a Spontaneous
Autoimmune Uveitis Model

Claudia BarftiBer, Carmen Wiedemann, Anne L. C. Hoffmann, Sieglinde Hirmer
and Cornelia A. Deeg”

Chair of Physiology, Department of Veterinary Sciences, Ludwig-Maximiians-Universitat (LMU) Munich, Martinsried, Germany

As one of the leading causes of blindness worldwide, uveitis is an important disease. The
exact pathogenesis of autoimmune uveitis is not entirely elucidated to date. Equine
recurrent uveitis (ERU) represents the only spontanecus animal model for autoimmune
uveitis in humans. As the metabolism of immune cells is an emerging field in research and
gains more and more significance to take part in the pathogenesis of various diseases, we
conducted experiments to investigate the metabolism of immune cells of ERU cases and
healthy controls. To our knowledge, the link between a deviant immunometabolism and
the pathogenesis of autoimmune uveitis was not investigated so far. We showed that
PBMC of ERU cases had a more active metabolic phenotype in basal state by
upregulating both the oxidative phosphorylation and the glycolytic pathway. We further
revealed an increased compensatory glycolytic rate of PBMC and CD4™ T cells of ERU
cases under mitochondrial stress conditions. These findings are in line with metabolic
alterations of immune cells in other autoimmune diseases and basic research, where it
was shown that activated immune cells have an increased need of energy and molecule
demand for their effector function. We demonstrated a clear difference in the metabolic
phenotypes of PBMC and, more specifically, CD4" T cells of ERU cases and controls.
These findings are another important step in understanding the pathogenesis of ERU and
figuratively, human autoimmune uveitis.

Keywords: immunometabolism, PBMC, CD4+* T cell, OXPHOS, glycolysis, mitochondria, autoimmunity, equine
recurrent uveitis (ERU)

INTRODUCTION

Equine recurrent uveitis (ERU) is an important disease in horses worldwide (1, 2), which, being
untreated, eventually leads to loss of vision in the affected eyes (3). It is characterized by recurrent and
painful episodes of inflammation, which are mainly caused by autoaggressive CD4" T cells that
migrate from the peripheral blood through the blood retinal barrier into the eye to attack and destroy
retinal structures (1). Few monocytes can be observed among these infiltrating CD4" T cells, but the
driving force during an uveitic attack are the CD4" T cells (4, 5). Like in other autoimmune diseases,
the pathogenesis of ERU is still not fully elucidated (1, 6). ERU represents the only spontaneous
animal model for human autoimmune uveitis (IHAU), a sight-threatening disease with a similar
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pathogenesis as ERU (1, 7-9). Thus, new findings concerning the
underlying pathogenesis of ERU are of great value for both,
veterinary and human medicine. For example, our group
identified CRALBP as autoantigen in horses with ERU (10).
Later on, CRALBP was also verified as important autoantigen in
human autoimmune uveitis (11), autoimmune retinopathy (12)
and juvenile idiopathic arthritis-associated uveitis (JIAU) (13).
Patients with autoimmune uveitis receive long-term treatment
with immune suppressants like high-dosed corticosteroids,
cyclophosphamides or azathioprine or they are treated with
antibodies against TNFou or IL-17 [reviewed in (14)]. Unlike
these human patients, horses affected by ERU are only treated
for a few days when they experience an acute inflammatory
episode and not in the quiescent stage of the disease (5, 15, 16),
therefore it is possible to examine immune reactions in the
quiescent stage unaffected by long-term treatment.

The area of immune cell metabolism has gained more and more
interest in the last decades. Immune cells produce ATP and other
metabolites through metabolic pathways, which are closely
connected with each other. The two major pathways for an
immune cell to obtain ATP are oxygen-consuming oxidative
phosphorylation (OXPHOS) and glycolysis, in which ATP is
generated via oxygen independent substrate-level phosphorylation
reactions [reviewed in (17, 18)]. Changes in metabolism are
interdependent with oxidation-reduction (redox) reactions, for
example electrons derived in glycolysis and the tricarboxylic acid
(TCA) cycle are necessary to generate reducing equivalents
contained in NADH. The NAD*/FAD coenzymes can be seen as
the main oxidizing agents in cellular catabolism (19, 20). They are
needed to transfer electrons from glucose (glycolysis), fatty acids (-
oxidation) and activated acetic acid (TCA cycle) to the
mitochondrial respiratory chain for ATP generation [reviewed in
(21)]. Most cells can quickly adapt to environmental changes and
varying energy sources by switching between the dominantly used
energy-delivering pathways (22). The interrelation between
immune cell metabolism and the cell’s activation status was
revealed through research in the last two decades (23). Naive
CD4" T cells primarily rely on OXPHOS to generate ATP, for
which the TCA cycle delivers electrons stored in NADH and
FADH, (21, 24). Upon activation, CD4" T cells raise glycolysis
not only for ATP production, but also to generate metabolic
intermediates such as pyruvate, which are crucial for synthesizing
amino acids and fatty acids to cover the demand for proliferation
and effector function [reviewed in (21)]. Furthermore, different
metabolic pathways dominate in CD4" T cell subsets. For example,
memory T cells rely primarily on catabolic pathways such as
OXPHOS (including fatty acid oxidation as electron source) to
cover their metabolic needs, while effector T cells (Th1, Th2 and
Th17) exhibit a glycolysis-dominated metabolism (25, 26).

A first approach to identifying changes in metabolism of
healthy and degenerated cells was taken over 60 years ago, as
tumor cells were shown to shift from oxidative phosphorylation to
the glycolytic pathway, more precisely to aerobic glycolysis (27-
29). This showed that healthy and cancer cells, which have the
same origin, can be distinguished upon their different metabolism.
The microenvironment also affects cell metabolism, as it was

Immune Cell Metabolism in ERU

shown in human T cell subsets in healthy and cancerous tissue
(30). The CD4" T cells in tumorous environment displayed
decreased mitochondrial enzyme activity and reduced aerobic
glycolysis compared to CD4" T cells in an healthy
microenvironment (30). Thus, cells with the same protein
profile can be differentiated by their distinct metabolism in a
healthy or tumorous microenvironment (30). Interestingly, the
meaning behind the term “aerobic glycolysis” differs upon context.
In cancerous cells, aerobic glycolysis, also known as the Warburg
effect, describes their ability to convert pyruvate to lactate in the
presence of oxygen (30, 31). In healthy cells, this reaction re-
oxidizes NADH for continuing glycolysis under anaerobic
conditions (32). Concerning biochemistry and activated immune
cells, the term “aerobic glycolysis” mainly describes the conversion
of pyruvate to Acetyl-CoA, which fuels the tricarboxylic acid cycle,
in the presence of oxygen (27). To sum it up, cells in health and
disease exert a distinct metabolic phenotype despite expressing the
same protein profile.

Furthermore, metabolic aberrations of immune cells in
autoimmune diseases are implicated to contribute to their
autoaggressive and inflammatory phenotype (17). For example,
systemic lupus erythematosus (SLE) CD4" T cells of lupus-prone
mice had enriched OXPHOS and glycolytic pathways and
combined treatment with 2-DG and metformin in vivo could
normalize metabolism of these CD4" T cells and reverse
biomarkers of the disease (33). This underlines the importance
of not only investigating metabolic features of healthy immune
cells, but to uncover possible differences in metabolism of immune
cells of diseased individuals. However, over the last years, studies
on spontaneous autoimmune uveitis mostly concentrated on
different protein expressions in healthy and autoimmune cells.
For example, our group previously demonstrated a correlation of
higher integrin-linked kinase expression and a lower apoptosis
rate of ERU lymphocytes, whereas necrosis rates were not
significantly different, compared to cells of eye-healthy horses
(6). To our knowledge, studies to distinguish autoaggressive
immune cells from normal immune cells upon their metabolic
phenotype were not yet performed in context of spontaneous
autoimmune uveitis in humans or horses, although
immunometabolism is considered to play a tremendous role in
autoimmune diseases (29). Thus, the goal of the study was to
characterize the metabolic features of equine PBMC and CD4" T
cells in health and ERU to detect possible alterations in the uveitic
phenotype. This could contribute to identify and possibly even
target the autoaggressive cells therapeutically in the peripheral
blood before they migrate into the eye and attack retinal tissue.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of Primary Peripheral Blood
Mononuclear Cells and Ethics Approval for
Animal Research

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of 25 healthy and
29 ERU cases were used in this study. Horses were regarded as
eye-healthy, when no previous ocular inflammation was reported
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by the owner and the standard clinical routine examination did
not indicate pathophysiological changes in the eye. These eye-
healthy horses are referred to as controls in the following parts of
the manuscript. Horses with ERU were diagnosed by
experienced clinicians of the Equine Hospital of LMU Munich
based on typical clinical signs of uveitis along with a documented
history of multiple episodes of inflammation in the affected eye
(34). All ERU blood samples were obtained in the quiescent stage
of the disease. Equine whole blood samples of controls and ERU
cases were taken from the vena jugularis in tubes with heparin
sodium (50 LU. per ml blood; Ratiopharm, Ulm, Germany).
After sedimentation of blood components, the leukocyte-rich
plasma was isolated by density gradient centrifugation (room
temperature, 350 x g, 25 min, low acceleration, low break) using
Pancoll separation solution (PanBiotech, Aidenbach, Germany).
PBMC were extracted from the intermediate phase, washed in
phosphate buffered saline (PBS) three times (4°C, 500 x g,
10 min) and counted with trypan blue solution (VWR Life
Science, Darmstadt, Germany). Cells were either used the same
day or stored in RPMI 1640 medium (PanBiotech, Aidenbach,
Germany), supplemented with 1% penicillin/streptomycin and
10% heat-inactivated fetal bovine serum (both Biochrom, part of
Merck, Darmstadt, Germany) overnight at 4°C, until further
processing. Some horses” cells were tested in multiple assays. No
experimental animals were used in this study. Collection of blood
was permitted by the local authority, Regierung von Oberbayern
(Permit number: ROB-55.2Vet-2532.Vet_03-17-88).

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) of
CD4* T Cells Using LS Columns

1 x 10% PBMC were washed (4°C, 500 x g, 10 min) and then
resuspended in 10 ml MACS buffer (phosphate-buffered saline
(pH 7.2), supplemented with 2 mM EDTA (AppliChem,
Darmstadt, Germany) and 0.5% bovine serum albumin (Serva,
Heidelberg, Germany)). After another washing step, cells were
incubated at 4°C with 1 ml mouse anti horse CD4 antibody (clone
MCA 1078, Biorad, Feldkirchen, Germany, 1:2000) per 1x107 cells.
After 20 minutes, 5 ml MACS buffer were added for washing (4°C,
500 x g, 10 min). Cells were resuspended with 80 pl buffer per 107
cells before adding 20 pl anti-mouse [gG1 microbeads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) per 107 cells. After
incubation for 15 minutes at 4°C, another washing step (4°C,
300 x g, 10 min) was performed and cells were resuspended in 500
ul MACS buffer for cell sorting. Magnetic separation was
performed using LS columns (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). Magnetically labelled CD4" T cells were
retained in the magnetic field, while unlabeled CD4" cells were
washed through the columns by three washing steps (3 x 3 ml
MACS buffer). The CD4"™ T cell fraction was eluted by removing
the column from the magnetic field and rinsing with 5 ml MACS
buffer. Purity of CD4" fraction was tested via flow cytometry, by
staining with 30 pl mouse anti horse CD4 FITC labelled antibody
(clone MCA1078F, Biorad, Feldkirchen, Germany, 1:10) and 30 ul
mouse anti horse CD8 FITC labelled antibody (clone MCA1080F,
Biorad, Feldkirchen, Germany, 1:10) (Supplementary Figure 1, >
96% purity of the CD4" fraction).
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Cell Proliferation Assay

PBMC, CD4" and CD4 cells of controls and ERU cases were
stimulated with three different mitogens to assess their
proliferative response. 1 x 10% cells in 200 pl RPMI 1640
medium (PanBiotech, Aidenbach, Germany) supplemented
with 1% penicillin/streptomycin and 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (both Biochrom, part of Merck, Darmstadt,
Germany) were seeded per well in 96-well plates. Triplicates
(technical replicates) of the cells were either stimulated with
pokeweed mitogen (PWM; 5 ng/mL), concanavalin A (ConA; 5
ug/mL) or phytohemagglutinin (PHA-L; 5 pg/mL) (all three
Merck, Darmstadt, Germany). One triplicate of each cell type
was left unstimulated as a medium control. After incubating for
32 hours (37°C, 5% CQ,), H*-thymidine (Perkin Elmer,
Germany) was added to each well (1 puCi/well) for radioactive
labelling. After another 16 hours of incubation (37°C, 5% COy),
the cells were harvested onto a glass fiber filter and the H*-
thymidine incorporation was quantified as radioactivity by liquid
scintillation in a beta counter (MicroBeta, Perkin Elmer,
Germany). Counts per minute were measured for each well
and means of triplicates were calculated. To determine the
proliferation rate, the mean value of the stimulated cells was
divided by the mean value of the medium control, separately for
each mitogen. No significant differences in the proliferation
capacity of PBMC, CD4" T cells and CD4" cells of ERU cases
compared to controls upon polyclonal stimulation were detected
(Supplementary Figures 2A-C).

Measurement of Equine Cell Metabolism
Through Seahorse XFe Analyzer

Metabolic features of equine PBMC, CD4" T cells and CD4" cells
were measured by characterizing oxygen consumption rates
(OCR), extracellular acidification rates (ECAR) and glycolytic
rates (glycoPER) of respective cells using a Seahorse XFe
Analyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany).
Following the manufacturer’s instructions, 24-well plates were
coated with 52 pl Poly-D-Lysin (Merck, Darmstadt, Germany)
one day prior to the assay. 8 x 10° cells were seeded per well,
suspended in 200 Wl XF medium (Seahorse XF RPMI Medium
(pH 7.4), Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), which
was supplemented with 100 mM Pyruvate, 2.5 mM Glucose and
200 mM L-Glutamine (all three Merck, Darmstadt, Germany)
prior. Experiments were performed with at least two technical
replicates per horse. Four wells on each 24-well plate were filled
with medium and served as background correction. To ensure an
evenly distributed cell layer on the bottom of each well, the plate
was centrifuged for 1 minute at 2000 rpm with low acceleration
and low break. All wells of the 24-well plate were filled up with
XF medium to reach a total volume of 500 ul. The plate was put
into a CO,-free incubator for 20 minutes before starting the
experiment. The calibration plate was also prepared as described
in the user guides of the manufacturer for each assay. OCR and
ECAR rates were determined using the mito stress test (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany). GlycoPER rates were
measured with glycolytic rate assay kits (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Data analysis and interpretation was
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done using WAVE 2.6 software according to the manufacturer’s
manual (both Agilent Technologies, Waldbronn, Germany).
Ratios were determined after normalizing each measurement
against the baseline mean. To perform statistical analysis, data
from three time-points per measurement were used.

Western Blot

CD4™ T cells were lysed in lysis buffer (9 M Urea, 2 M Thiourea,
65 mM Dithioerythritol, 4% CHAPS) and protein concentration
was determined via Bradford assay. A 12% gel was loaded with 5
ug protein/slot. Three slots were functioning as blanks. Serva
Triple Color Protein Standard III (Serva Electrophoresis,
Heidelberg, Germany) was used as marker. Proteins were
separated by SDS-PAGE and blotted semidry onto 8.5 x 6 cm
PVDF membranes (GE Healthcare, Freiburg, Germany). To
prevent unspecific binding, the membrane was blocked with
4% BSA for one hour at room temperature. After three washing
steps with phosphate buffered saline supplemented with 0.05%
Tween (PBS-T) at room temperature for 10 minutes, it was
incubated with the primary antibodies mouse anti ATP5[ (Santa
Cruz, Heidelberg, Germany, 1:100) and anti GAPDH (Merck,
Darmstadt, 1:500) overnight at 4°C. This was followed by
another three washing steps in PBS-T and subsequent
incubation with POD-conjugated goat anti mouse IgG (Merck,
Darmstadt, Germany, 1:5000) as secondary antibody for one
hour at room temperature. After 1 hour, 6 washing steps with
PBS-T were performed before re-incubation with primary
antibody rabbit anti B-actin (Cell Signaling, Frankfurt am
Main, Germany, 1:40000) for 3 hours at room temperature.
After washing the membrane 3 x 10 minutes with PBS-T, it was
incubated with POD-conjugated goat anti rabbit IgG (Life
Technologies, Darmstadt, Germany, 1:10000) for one hour at
room temperature, Afterwards, the membrane was washed 6 x 10
minutes with PBS-T before detection of the signals by enhanced
chemiluminescence (Amersham Imager680, Analysis2.0, GE
Healthcare, Freiburg, Germany). The signal intensity of ATP5P
was normalized to f-actin for each horse before statistical
evaluation of the differences in signal intensity between
controls and ERU cases.

Detection of Mitochondria via

Immunocytochemical Staining

2x10° CD4" T cells of ERU cases and controls were stained with
100 pl prewarmed (37°C) MitoTracker Deep Red (ThermoFisher
Scientific, Ulm, Germany, 200 nM) at 37°C and 5% CO; for 30
minutes. 100 yl prewarmed (37°C) PBS were added and cells
were washed (room temperature, 810 x g, 1 min), resuspended
with 200 pl prewarmed PBS and washed again (room
temperature, 810 x g, 1 min) before fixation in prewarmed PBS
supplemented with 1% paraform aldehyde (PFA; Merck,
Darmstadt, Germany) for 20 min at 37°C, 5% CO,. Cell nuclei
were stained with 4’, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI;
Invitrogen, Karlsruhe, Germany, 1:100). 1 x 10% cells were
transferred to microscope slides and centrifuged (300 x g,
10 min) before coverslips were applied using fluoromount
medium (Serva, Heidelberg, Germany). Visualization was
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performed using a Leica Dmi8 microscope with associated
LAS-X-software, version 3.4.2 (both Leica, Wetzlar, Germany).

Statistical Analysis

Kolmogorov-Smirnov (KS) test was used for determination of
Gaussian distribution. If KS test was significant (p < 0.05; no
normal distribution), Mann-Whitney test was used for statistical
analysis. If KS test was not significant (p > 0.05; normal
distribution), statistics were performed using student’s t-test. In
both tests, statistical probabilities were considered not significant
(ns) at p > 0.05 and significant at p < 0.05. Significances are
indicated by asterisks with * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p <
0.001. OriginPro2020 software, version 9.7 (Additive,
Friedrichsdorf, Germany) was used for statistical analysis and
graph creation.

RESULTS

PBMC and CD4"* T Cells Display

Increased Basal Oxygen Consumption
Rate (OCR) in ERU

We analyzed metabolic features of PBMC, CD4" T cells and
CD4 cells of ERU cases and controls with a Seahorse XFe
analyzer, which detects concentrations of oxygen and protons
within the cell-surrounding medium. Therefore, higher oxygen
consumption rates positively correlate to higher mitochondrial
activity and respective oxidative phosphorylation (OXPHOS). By
blocking mitochondrial respiration with rotenone/antimycin A
(Rot/AA), the remaining OCR resembles the non-mitochondrial
oxygen consumption, which is likely caused by the activity of
oxidoreductases and other enzymes and which remains as
background in all other measurements addressed in the
following. Oligomycin and FCCP were used to access and
influence only parts of the oxidative chain: Oligomycin inhibits
the ATP synthase (complex V) of the respiratory chain reaction,
which means that the decrease in OCR following oligomycin
injection resembles the oxygen level used by ATP-linked
respiration. Carbonyl cyanide-4 (trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP} is used as an uncoupling substance
for mitochondrial respiration, thus the level of OCR after
injection of FCCP shows the maximum respiration capacity of
the cells.

PBMC and CD4 cells of ERU cases consumed significantly
more oxygen (** p < 0.01) in basal state through their
mitochondria, represented through a higher OCR level
compared to controls. Likewise, CD4™ T cells of ERU cases
showed significantly increased basal oxidative phosphorylation
(*** p < 0.001) compared to control CD4" T cells (Figure 1A).
Furthermore, all three tested subsets of immune cells showed
differing OCRs between ERU cases and controls after injection of
the reagents oligomycin, FCCP and Rot/AA (data not shown).
To ensure that these differing reactions to the injected reagents
were independent of the different basal oxygen consumption
rates between controls and ERU cases, we then normalized all
measurements against the baseline mean and compared
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respective OCR ratios as reaction to the injected substances
between the two tested groups.

Maximum Respiration Capacity and
Non-Mitochondrial Oxygen Consumption
Is Lower in PBMC of ERU Cases

After adding oligomycin, no significant difference in the ATP-
linked respiration was measured between PBMC of healthy and
diseased groups (ns p > 0.05). However, PBMC of ERU cases had
significantly decreased maximum respiration capacity (*** p <
0.001) after uncoupling the mitochondria with FCCP. Non-
mitochondrial oxygen consumption was also lower in PBMC
of ERU cases (** p < 0.01) compared to controls (Figure 1B).

CD4" T Cells of ERU Horses Display
Decreased ATP-Linked Respiration but
Similar Maximum Respiration Capacity
Compared to Controls

OCR ratios of CD4™ T cells of ERU cases were significantly
higher (** p < 0.001) compared to controls after oligomycin and
Rot/AA injection. These results point to a significantly decreased
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FIGURE 1 | Oxygen consumption rates (OCR) and OCR ratios by mitochondrial metabolism of PBMC, CD4" T calls and CD4 cells of healthy and ERU cases.
Controls (n=16} are presented as grey lines whereas ERU cases (n=9) are illustrated as blue lines. OCR is shown by graph (A} and OCR ratios are ilustrated by
graphs (B-D). First three measurements (dots) show basal respiration, followed by injections of cligomycin (after the third measurement point), FGCP (after the sixth
measurement point) and Rot/AA (after the ninth measurement point). Data are shown as mean + SEM. {A) Significantly higher basal oxygen consumption rates of
equine PBMC (*p = 0.01), CD4" T cells (**p < 0.001) and CD4 cells (“*p < 0.01) of ERU cases compared to controls. (B) After normalization against the baseline
mean, PBMG of ERU cases showed significantly lower OCR ratio after FCCP {***p < 0.001) and Rot/AA (**p = 0.01) injection compared to controls. (C) CD4" T cells
of ERU cases showed significantly higher OCR ratio (**p = 0.001) when injected with oligomycin and Rot/AA. (D) CD4” cells of horses with ERU had significantly
increased OCR ratio (**p < 0.01) after FCCP injection. No significant difference is represented by ns (ns p > 0.05).

ATP-linked respiration and to an increased non-mitochondrial
oxygen consumption in ERU CD4" T cells. CD4" T cells of
controls and ERU cases had similar maximum respiration
capacities (ns p > 0.05) after uncoupling the mitochondria with
FCCP (Figure 1C). In contrast, the maximum respiration
capacity of CD4 " cells of ERU cases was significantly increased
(** p < 0.01) compared to controls (Figure 1D).

The Extracellular Acidification Rate

(ECAR) Is Basal Higher in PBMC and CD4"
Cells of ERU Cases

Simultaneously to the measurement of the oxygen consumption
rate in the mito stress test assay, the seahorse analyzer measures
the pH change of the cell culture medium and provides this
information as extracellular acidification rate (ECAR). ECAR
mainly resembles the glycolytic activity of the cells, in the course
of which lactate is produced and excreted. However, the
extracellular acidification rate may also be influenced to a
smaller amount by respiration linked acidification. This means
that CO,, produced in the cause of respiration, is forming a week
acid (H,COs) in the cell-surrounding medium, which then
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dissociates into a proton and hydrogen carbonate. PBMC of ERU
cases had a significantly higher basal ECAR rates (*** p < 0.001)
than control PBMC. This only applied to the CD4" cells of ERU
cases, whereas CD4" T cells of controls and ERU cases had no
significant difference (ns p > 0.05) in the basal extracellular
acidification rate (Figure 2A). To further analyze the effects of
oligomycin, FCCP and Rot/AA unaffected by differing baseline
values of ERU cases and controls, all following measurements
were then normalized to the baseline mean value.

ECAR of Tested Cell Subsets of ERU
Cases Decreases After Blocking and
Uncoupling the Respiratory Chain

PBMC, CD4"' T cells and CD4" cells of horses with ERU had
lower extracellular acidification rates than controls after
inhibiting the ATP synthase with oligomycin (PBMC * p <
0.05; Figure 2B. CD4" T cells ** p < 0.01; Figure 2C. CD4" cells
¢ p < 0.001; Figure 2D). Furthermore, all tested cell subsets of
ERU cases showed lower extracellular acidification than controls

Immune Cell Metabolism in ERU

after uncoupling the oxidative chain reaction with FCCP (*** p <

0.001) and after blocking the mitochondrial respiratory chain
through Rot/AA (*** p < 0.001; Figures 2B-D).

The Basal Glycolytic Proton Efflux Rate
(glycoPER) Is Increased in PBMC of ERU
Cases, but Decreased in CD4* T Cells of
ERU Cases

Since ECAR measurement in the mito stress test represents the
proton production of glycolysis indirectly, we next analyzed
PBMC and CD4 sorted cells of controls and ERU cases with
the glycolytic rate assay. Our goal was to determine whether
resting equine immune cells also generate energy through the
glycolytic pathway and whether the rate of glycolysis varied with
autoimmunity. PBMC of ERU cases had significantly increased
basal glycolysis (*** p < 0.001) compared to controls, whereas
CD4" T cells of ERU cases had significantly lower basal glycolysis
(* p < 0.05). Furthermore, our data show that CD4" cells of ERU
cases caused significantly higher basal glycolytic rates (*** p <
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(ECAR) of cells of healthy (grey, n=14) and ERU diseased cases (blue, n=8). Graph (A) shows extracellular acidification rates, graphs (B-D) show ECAR ratios of
healthy and ERU cases. First three measurements (dots) show basal respiration, followed by injections of oligomycin (after the third measurement point), FCCP (after
the sixth measurement point) and Rot/AA (after the ninth measurement point). Data are shown as mean + SEM. (A) PBMC and more specifically CD4 cells of ERU
cases showed significantly increased basal extracellular acidification (***p < 0.001) compared to centrols, whereas no significant difference (ns p > 0.05) between the
basal extracellular acidification rate of CD4™ T cells of healthy and diseased horses was detectable. (B) ECAR ratio of PBMC of ERU cases decreased significantly
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0.001) compared to controls (Figure 3A). As before, we
normalized the measurements against the baseline mean to see
whether the effects reached by injections of the two reagents of
the glycolytic rate assay kit were independent of the significantly
different basal glycolytic rates of ERU cases and controls.

The Compensatory Glycolysis of PBMC
and CD4" T Cells Is Increased in ERU
Injection of Rot/AA inhibits the mitochondrial chain reaction
and therefore mitochondrial respiration. Thus, a rise in
glycoPER after Rot/AA injection resembles compensatory
glycolysis. Blocking glycolysis through competitive binding of
glucose hexokinase with the glucose analog 2-deoxy-D-glucose
(2-DG) should lead to a decrease of glycoPER, which would
confirm that the protons measured before were primarily
generated through glycolysis.

Our experiments revealed a significant increase in compensatory
glycolysis (* p < 0.05) of PBMC of ERU cases compared to controls
(Figure 3B). CD4 cell sorting showed that isolated CD4™ T cells of
ERU cases caused the significantly increased levels of compensatory
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glycolysis (* p < 0.05; Figure 3C), whereas CD4" cells had a similar
proton production as controls (ns p > 0.05; Figure 3D).
Furthermore, there was no significant difference in glycoPER ratio
(ns p > 0.05) after 2-DG injection of the tested cell subsets compared
to the control group (Figures 3B-D). This means that the measured
protons were similarly generated through glycolysis in control and
ERU cases.

CD4" T Cells of ERU Cases Do Not Have
Significant Difference in the Amount of
Mitochondria

To elucidate if the higher basal oxygen consumption rate of CD4*
T cells in ERU was due to more mitochondria per cell, we
performed western blot analysis using the mitochondrial marker
ATP5pB (Figure 4A). CD4' T cells of ERU cases and controls
revealed no significant differences in ATP5f abundances, thus the
total amount of mitochondria (ns p > 0.05; Figure 4B).
Immunocytochemical staining of CD4" T cells of a
representative control and ERU case with the mitochondrial
marker MitoTracker Deep Red illustrates this finding (Figure 4C).
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FIGURE 3 | Glycolytic proton efflux (glycoPER) of PBMC, CD4™ T cells and CD4 cells of healthy and ERU cases. Graph {A) shows the glycolytic proton efflux rates
of controls (grey, n=8) and ERU cases (blue, n=10), graphs (B-D) represent glycoPER ratios, normalized against the baseline mean. First three measurements (dots)
show basal respiration, followed by injections of Rot/AA (after the third measurement point) and 2-DG (after the sixth measurement point). Data are shown as mean =
SEM. (A) Significantly increased basal glycolysis {(**p = 0.001) of PBMC and more precisely CD4" cells of ERU cases, whereas CD4™ T cells of horses with ERU
showed significantly lower basal glycolysis (‘p < 0.08). (B) Significantly higher glycoPER ratio {"p = 0.05) of ERU PBMC after Rot/AA injection. (C) Significantly increased
glycoPER (*p = 0.05) of CD4' T cells of ERU cases after Rot/AA injection. (D) CD4 calls showed no difference in glycolysis ratios (ns p = 0.05) after treatrment with Rot/
AA and 2-DG compared to controls.
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DISCUSSION

Research on immunometabolism is an emerging field and new
insight can help to understand pathogenesis of diseases,
including autoimmune diseases, and searching for adequate
therapy (27, 29, 35). To our knowledge, the link between
immunometabolism and the pathogenesis of spontaneous
autoimmune uveitis was not investigated so far. In this study,
we therefore aimed to elucidate the metabolic phenotype and to
identify metabolic alterations of leukocytes of ERU cases, which
could lead to a better understanding of the autoimmune nature
of the cells, the pathogenesis of uveitis and provide a basis to
identify the autoreactive cells in the periphery before they can
harm the eye, We showed that the metabolic phenotype of
immune cells of ERU cases significantly differed in 9 of 11
tested parameters in PBMC and in 8 of 11 tested parameters in
CD4" T cells compared to controls, although the amount of
mitochondria was unaffected by the disease. Peripheral
lymphocytes are the most promising cell type to investigate
ERU pathogenesis since every uveitic episode starts in the
periphery, where autoaggressive T cells are activated in the
spleen to migrate into the eye and destroy retinal tissue (1, 36).
Caspi and colleagues further demonstrated in adoptive transfer
experiments with Lewis rats that peripheral T cells specific to
retinal proteins induce EAU in healthy recipient rats upon
peripheral injection (37).

Since PBMC of horses with induced autoimmune uveitis had
different protein expressions even in the quiescent stage of the
disease compared to lymphocytes of eye-healthy horses (38), we
were interested whether lymphocytes of uveitic horses also had a
deviant metabolism than controls. Indeed, PBMC of ERU cases
displayed a different energetic phenotype than PBMC of eye-healthy
horses, namely higher basal OCR, ECAR and glycoPER rates
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(Figures 1A, 2A, 3A). Thus, one could conclude that the
mitochondrial respiration and glycolysis pathways were both
more active in PBMC of horses with ERU than in control cells.
To our knowledge, this is a novel finding in the context of
spontaneous uveitis, thus we do not know the functional meaning
of increased basal mitochondrial respiration and glycolytic rates in
uveitic pathogenesis so far. Increased basal mitochondrial
respiration and glycolysis were also described in PBMC of a
transgenic pig model for diabetes compared to the wild-type
littermates (39). Interestingly, these findings correlate with the
findings in our study concerning PBMC in recurrent
autoimmune uveitis. Since the authors indicated a link between
the metabolic alterations at the early stage of the disease and the
inflammatory character of CD4" T cells in this diabetic pig model
(39), one might conclude that the increased basal mitochondrial
respiration and glycolysis of PBMC of ERU cases, revealed in the
present study, might also contribute to the augmented effector
functions and therefore autoimmune character of these cells. A
similar metabolic phenotype was seen in autoreactive lymphocytes
of KBN mice, which are a spontaneous autoimmune arthritis model
and were tested at an early stage of the disease (40). More precisely,
CD4" T cells of these KBN mice were shown to have increased basal
mitochondrial and glycolytic rates compared to control mice and B
cells also revealed a higher glycolytic rate than controls (40). The
researchers linked the higher metabolism to the enhanced effector
functions of CD4" T cells and B cells of KBN mice compared to
controls (40). Furthermore, they strengthened their theory by
inhibiting glycolysis of KBN lymphocytes with 2-DG, which
stopped the development and, when treatment was carried out
early and continuous, decreased the severity of joint inflammation
(40). Thus, the study managed to link the high glycolytic rates of
lymphocytes in an autoimmune disease model with the
disease’s severity.
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PBMC are a heterogeneous cell population comprised of T
cells, B cells, monocytes, dendritic cells and natural killer cells
(41), thus it was unclear for us which cell types caused the
observed changes in metabolism in the ERU group. By testing
and comparing the metabolic reactions of CD4" and CD4" cells
with the collective PBMC fraction, we could clarify some
parameters. While discussing these results, it is important to
keep in mind that the CD4" cell fraction is comprised of the cell
subsets in the PBMC population remaining after density gradient
centrifugation and CD4 sorting, namely CD8" T cells, ¥ T cells,
B cells, monocytes, dendritic cells and natural killer cells (41).
Both CD4" T cells and CD4 " cells caused the higher basal OCR
level in PBMC of ERU cases (Figure 1A), whereas the highly
upregulated basal glycolysis in PBMC of ERU cases was caused
only by CD4 cells (Figures 2A, 3A). To our knowledge, we are
the first to describe these differences in a direct comparison
between PBMC and CD4 sorted subpopulations. Since CD4* T
cells are the major players in HAU, ERU and the induced uveitis
models (1, 42, 43), we subsequently focused on the metabolic
phenotype of this specific cell subset. We could demonstrate that
CD4" T cells of ERU cases utilized the oxidative phosphorylation
pathway in basal state to a significantly higher amount than
control cells (Figure 1A). Furthermore, CD4" T cells of horses
with ERU were engaged to a lower level in the glycolytic pathway
in their basal energy state than control CD4" T cells (Figure 3A).
We therefore demonstrated that CD4" T cells of ERU cases and
controls had different basal metabolic phenotypes. The higher
OCR level in ERU might be caused by higher mitochondrial
respiration rates. To our knowledge, we are the first to describe
this altered metabolic phenotype in CD4™ T cells of cases affected
by spontaneous autoimmune uveitis. Still, these results are
mostly in line with the findings of altered T cell metabolism in
mouse models of other autoimmune diseases like rheumatoid
arthritis or SLE (33, 40). In SLE, an autoimmune disease mainly
driven by autoreactive CD4"™ T cells and B cells (44), studies
revealed an increased level of glycolysis and mitochendrial
activity of CD4" T cells of lupus patients and the lupus-prone
mouse model (33, 44). The authors suggested that this altered T
cell metabolism could cause SLE (33). With this in mind, we
hypothesize that the altered T cell metabolism of ERU cases
revealed in the present study might also play an important part in
the pathogenesis of this disease. Functional studies are necessary
to further research this interesting topic in the future, like it was
recently done in a study on murine interferon regulatory factor-4
(IRF4) depleted CD4" T cells of an experimental autoimmune
uveitis model (EAU) (45). Here, a connection between knockout
of IRF4 and lower mitochondrial respiration in basal state in
CD4" T cells and suppressed autoimmune uveitis could be
shown (45). Unfortunately, this study did not include CD4" T
cells of eye-healthy control mice, thus is it uncertain whether
IRF4 depletion adjusted the mitochondrial respiration level of
CD4" T cells of EAU cases to that of respective cells of
healthy mice.

Interestingly, CD4" T cells of ERU cases were able to reach
higher rates in compensatory glycolysis compared to controls,
when mitochondrial activity was blocked (Figure 3C). We

Immune Cell Metabolism in ERU

hypothesize that the ability of autoreactive CD4™ T cells to
achieve higher glycolytic rates when needed, might be due to
higher expression levels of glucose transporters. In human CD4*
effector T cells, GLUT1 was shown to be essential, as its
impairment led to decreased glucose uptake, glycolysis and
effector T cell differentiation (46). Furthermore, in a mouse
model of inflammatory bowel disease in vivo, GLUT1
deficiency led to reduced ability of effector T cells to induce
inflammation (46). Autoimmune phenotypes in spontaneous
and induced mouse models for SLE were ameliorated upon
inhibition of glucose transport with CG-5, a glucose transport
inhibitor (44). Thus, higher expression levels of GLUTL or
another glucose transporter in immune cells of uveitis cases
might increase their ability to induce inflammation in the
immune privileged eye, which merits further investigations in
the future, as soon as antibodies for equine glucose transporters
are available.

Furthermore, CD4" T cells of ERU cases showed decreased
ATP-linked respiration and increased non-mitochondrial
oxygen consumption compared to controls, when complexes of
their mitochondrial respiratory chain were blocked (Figure 1C).
Noteworthy, these differences could not be seen when CD4"™ T
cells were tested together with CD4™ cells (Figure 1B). The
reason for that might be that sorting out the CD4" T cells
impacts the relative proportions of the remaining cell subsets in
the CD4" fraction. One could speculate that subset-specific
metabolic patterns could now have a stronger effect on the
CD4" cell metabolic curve than on the PBMC metabolic curve.
Another possible explanation for this observation might be that
the diverse cell subsets in the PBMC population influence each
other in their metabolism, especially when some complexes of
the respiratory chain or the glycolytic pathway are blocked or
uncoupled. This might result in the specific metabolic curve of
the PBMC group, but does not evenly represent the metabolic
curves of every cell subset within this group. Taken together, our
results point to altered parts of CD4" T cell metabolism of horses
affected by ERU, namely spending less oxygen on producing
ATP through oxidative phosphorylation and in return using
more oxygen for non-mitochondrial processes such as glycolysis.
Our study is the first to describe these results for immune cells in
autoimmune uveitis. In basic research however, effector T cells of
C57BL/6 mice were shown to engage in aerobic glycolysis upon
pro-inflammatory signals (27, 47, 48). We therefore hypothesize
that CD4" T cells of ERU cases as well rather use oxygen to
engage in aerobic glycolysis than trying to compensate impaired
mitochondrial function with an upregulated OXPHOS. This leap
between ERU CD4" T cells, obtained in the quiescent stage of the
disease, and T cells in inflammatory studies is possible, because
former studies demonstrated that PBMC of ERU cases are locked
in an inflammatory state even in the quiescent stage of the
disease, For example, PBMC of ERU cases, which were obtained
in a quiescent stage of the disease, had higher lactotransferrin
concentrations, which the authors linked to the presence of
activated immune cells (49). ERU immune cells also
demonstrated a more intense reaction to the autoantigen
cellular retinaldehyde binding protein, more specifically a more
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directed and significantly closer movement toward this
autoantigen, than control cells (1). Furthermore, the higher
concentration of formin like 1 in CD4™ T cells of ERU cases
was also linked to the activation of those cells in the quiescent
stage of equine recurrent autoimmune uveitis (50).

Concerning the increased mitochondrial activity of PBMC
and CD4" T cells of ERU cases, another interesting aspect to
investigate is if this enhanced activity influences the mass and
formation of mitochondria within immune cells of ERU cases
compared to controls. T cells of human SLE patients were shown
to have higher mitochondrial mass than controls (51) and the
increased mitochondrial mass of M2 macrophages of C57BL/6
mice with melanoma was suggested to be linked to the higher
mitochondrial OXPHOS levels of these cells (52). Furthermore,
mitochondrial remodeling is known to affect the metabolic status
of a cell (29). For example, mitochondrial fission shifts the
metabolism to aerobic glycolysis, whereas fusion processes shift
the metabolism to OXPHOS (29). As a first step towards this
research area, we investigated the amount of mitochondria in
CD4" T cells of controls and ERU cases. We could show that the
mitochondrial marker protein ATP5P was expressed to same
amounts (Figures 4A, B) and that mitochondria were located in
the same cellular regions (Figure 4C) in health and ERU. This
finding is in line with former studies concerning the equine
CD4" T cell proteome, where mitochondrial markers like
Timm13, Tomm?70, ATP5B and other ATP synthase subunits
were not expressed significantly different in healthy horses and
ERU cases (53). Thus, the metabolic alterations seen in ERU
cases do not stem from a differing amount of mitochondria but
more likely from a deviant metabolic activity. The altered
metabolic phenotype of immune cells is not only investigated
in diseases, but also in basic research, since the finding of
functionally different cells that can be solely identified by their
metabolic phenotype is intriguing. Mitochondria were shown to
not only generate ATP and metabolic metabolites but also to
control signaling pathways of a cell (54). By producing
mitochondrial reactive oxygen species (mROS), they can
influence the activation of transcription factors like HIFla or
NFAT, which ultimately resulted in functional changes of the
cell, for example a differentiation into a pro-inflammatory
effector T cell in mice [reviewed in (54)]. The knowledge in
this field is emerging and many details of mROS generation and
functioning are still not fully understood to date, whether in
basic research nor in disease [reviewed in (54)]. Therefore,
studies in a species like the horse and spontaneous disease
models are scarce to date and build a first basis for further
knowledge in this complex field,

Linking the results of the mito stress test to the amount of
mitochondria and mitochondrial markers found in CD4" T cells
in controls and ERU cases, an intriguing fact comes to attention:
Although ERU and control CD4" T cells had the same amount of
ATP5p, the ATP synthase (complex V) used less oxygen in ERU
CD4" T cells compared to controls (Figure 1C). Future research
will be necessary to elucidate the reason for this in the equine
model of autoimmune uveitis. One possible explanation might be
that CD4" effector T cells of ERU cases are likely to use the
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glycolytic pathway to a higher extend than control cells, as
previously described for CD4" T cells of an EAE mouse model
(55). Another possible explanation could be a functional defect in
complex V of the respiratory chain of ERU cells, as it was shown
in immortalized human ME/CFS lymphoblasts (56).

Taken together, our findings prove a clear difference in the
metabolic phenotype of peripheral CD4™ T cells of ERU cases
and controls, which allows researchers to identify and possibly
target the autoreactive cells in the periphery before they migrate
into the eye and destroy retinal tissue. With an increased
mitochondrial metabolism under basal conditions and the
ability to switch to alternative pathways when the
mitochondria are impaired and to engage in higher glycolysis
when needed, CD4" T cells of ERU cases are metabolically suited
to lead an autoimmune attack. Overall, our results provide a basis
for further investigations concerning the functional implication
of the altered phenotype of autoreactive lymphocytes in the
pathogenesis of autoimmune uveitis.
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Supplementary Figure 1: Purity of CD4" fractions after magnetic activated cell sorting (MACS). (A)
Graph showing representative flow cytometry result of a CD4™ cell fraction, stained with mouse anti
horse CD4 FITC antibody. (B) Graph showing representative flow cytometry result of a CD4™ cell
fraction, stained with mouse anti CD8 FITC antibody. (C) Bar chart showing the achieved purity of
tested CD4™ cell fractions (n=18) after sorting, stained with mouse anti horse CD4 FITC antibody (left
column) and mouse anti horse CD8 FITC antibody (right column).
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Supplementary Figure 2: Cell proliferation rates of PBMC, CD4" T cells and CD4" cells of healthy
and ERU cases. Controls are represented as grey and ERU cases as blue bars. Data are shown as mean
+ SEM. (A) No significant difference (ns p > 0.05) in the proliferation rate of PBMC of control (n=16)
and ERU cases (n=6) after stimulation for 48 hours with ConA, PHA-L and PWM was measured. (B)
CD4" T cells of controls (n=3) and ERU cases (n=7) showed now significant difference (ns p > 0.05)
in the proliferation rate upon ConA, PHA-L and PWM stimulation for 48 hours. (C) CD4" cells of
controls (n=3) and ERU cases (n=3) did not differ in their proliferation rate upon stimulation with
ConA, PHA-L and PWM for 48 hours (ns p > 0.05).
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4 DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der metabolische Phanotyp peripherer
Immunzellen von Kontroll- und an ERU erkrankten Pferden untersucht, wobei die
peripheren CD4* T-Zellen von besonderem Interesse waren. Die ERU ist eine
haufige Erkrankung in der weltweiten Pferdepopulation, die durch wiederkehrende
intraokulare Entzindungsschube ohne sichtbaren Ausloser gekennzeichnet ist
(Gerding and Gilger, 2016; McMullen Jr and Fischer, 2017). Es konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die uveitischen Attacken in der ERU
durch periphere autoaggressive Immunzellen ausgelost werden, die vor jeder
Episode erneut ins Auge einwandern (Deeg et al., 2002b; Deeg et al., 2004b; Deeg
et al., 2006a; Wiedemann et al., 2020). In friheren Experimenten wurden equine
PBMC auf ihre Wanderungseigenschaften in einer dreidimensionalen
Kollagenmatrix untersucht und ein signifikanter Unterschied in Geschwindigkeit,
Zielgerichtetheit und zurlickgelegter Strecke zwischen PBMC von Kontroll- und
ERU-Tieren nachgewiesen (Wiedemann et al., 2020). Da die Zellen fur diese
Effektorfunktion Energie brauchen und die metabolischen Eigenschaften von
Immunzellen in der ERU noch nicht untersucht wurden (Stand der Pubmed-
Literaturrecherche 31.08.2021), war dies das Ziel der vorliegenden Arbeit.

Es konnten bei den untersuchten PBMC von ERU-Tieren schon im basalen Zustand
signifikante Unterschiede im metabolischen Phanotyp festgestellt werden. Die
Zellen hatten im Seahorse-Experiment basal signifikant erhdhte OCR-, ECAR- und
glycoPER-Kurven im Vergleich zu PBMC von Kontrollpferden (Publikation, Figures
1A, 2A, 3A), was fur eine erhdhte mitochondriale Respiration und Glykolyse der
PBMC von ERU-Tieren spricht. Die vorliegende Arbeit beschreibt somit zum ersten
Mal die veranderten Stoffwechselintensitaten im Krankheitsbild der autoimmunen
Uveitis der Pferde im Vergleich zu augengesunden Kontrollpferden. Weder in EAU-
Modellen noch in der autoimmunen Uveitis des Menschen wurde bisher der
metabolische Phanotyp peripherer Lymphozyten untersucht (Stand der Pubmed-
Literaturrecherche 31.08.2021), weshalb zu den Zusammenhangen des
veranderten metabolischen Phanotyps und der Pathogenese der ERU zum jetzigen
Zeitpunkt nur spekuliert werden kann.

Betrachtet man jedoch Autoimmunerkrankungen und -modelle, die spezifisch

andere Organe betreffen, liegen bereits Ergebnisse zum Immunmetabolismus der
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beteiligten Zellen vor: In Versuchen mit K/BxN-Mausen konnte bei den
autoreaktiven Lymphozyten ein ahnlicher metabolischer Phanotyp beobachtet
werden (Abboud et al.,, 2018). K/BxN-Mause werden als Kreuzung zwischen
weiblichen KRN-Mausen und mannlichen non obese diabetic-Mausen gezlchtet
und sind ein spontanes Modell fir die autoimmune Arthritis des Menschen (Abboud
et al., 2018). Sie haben einerseits ein Allel, das ein Peptid der Glukose-6-Phosphat-
Isomerase kodiert und andererseits einen transgen veranderten TCR, durch den
CD4* T-Zellen dieses Peptid erkennen und binden, wodurch die Mause in den
ersten Lebenswochen eine autoimmune Gelenksentziindung entwickeln (Abboud et
al., 2018). Die in einem frlhen Stadium der Erkrankung getesteten Lymphozyten
der K/BxN-Mause hatten eine basal erhohte glykolytische Aktivitat im Vergleich zu
Kontrollmausen und bei den CD4" T-Zellen konnte zusatzlich eine basal erhohte
mitochondriale Respiration nachgewiesen werden (Abboud et al., 2018). Durch eine
frlhe und durchgehende Therapie der Mause mit 2-DG, einem Glykolyseinhibitor,
uber das Trinkwasser konnte die Schwere der sich entwickelnden Arthritis
signifikant gemindert werden (Abboud et al., 2018). 2-DG wird wegen seiner
strukturellen Ahnlichkeit zu Glukose Uber Glukosetransporter in die Zelle
aufgenommen und hier zu 2-Deoxy-D-Glukose-6-Phosphat verstoffwechselt,
welches nicht mehr weiter abgebaut wird, sich in der Zelle anhauft und kompetitiv
die ersten zwei Enzyme des Glukosestoffwechsels (Glukose-6-Phosphat-
Isomerase und Hexokinase) hemmt (Wick et al., 1957; Chen and Guéron, 1992;
Abboud et al., 2018). AulRerdem wurde bei bereits erkrankten Tieren durch eine
Behandlung mit 2-DG, das ebenfalls GUber das Trinkwasser verabreicht wurde, eine
partielle Reduktion der Arthritis erreicht (Abboud et al., 2018). Es konnte also die
hdhere glykolytische Aktivitat der autoreaktiven Lymphozyten mit der Entwicklung
der autoimmunen Arthritis und dem Schweregrad der Entztindung verknUpft werden
(Abboud et al., 2018). In einer aktuelleren Studie an transgenen Diabetesschweinen
wurden ebenfalls erhdhte basale glykolytische und mitochondriale Aktivitaten der
PBMC diabetischer Schweine im Vergleich zu denen von Kontrolltieren festgestellt
(Giese et al., 2021). Giese et al. stellten die Hypothese auf, dass es eine Verbindung
zwischen dem fundamental veranderten Zellmetabolismus der PBMC und deren
autoreaktiven Charakter geben musse (Giese et al., 2021).

Verknupft mit den Erkenntnissen zu metabolischen Veranderungen in anderen

autoimmunen Krankheiten konnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum
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veranderten metabolischen Phanotypen von PBMC von ERU-Tieren also bedeuten,
dass die erhdhte glykolytische Aktivitat fiur den autoaggressiven Charakter der
PBMC in der ERU notig ist. Um dies zu verifizieren, mussten jedoch weitere
funktionelle Versuche durchgefihrt werden, beispielweise kdnnte analog zur
K/BxN-Studie eine Hemmung der Glykolyse mit 2-DG in vivo mit nachfolgender
Beurteilung des Krankheitsbildes erfolgen. Eine mdgliche Verbesserung des
Krankheitsverlaufs in ERU-Tieren ist jedoch nur schwer beurteilbar, da die Schibe
spontan und unregelmalig auftreten. Somit konnte fur diese funktionelle Analyse in
vivo ein induziertes EAU-Modell eine gute Alternative fir eine erste Beurteilung sein.
Im induzierten Uveitismodel kdnnten auch PBMC isoliert und dann unbehandelt
oder mit 2-DG behandelt in nicht-immunisierte Spendertiere transferiert werden.
Wenn die glykolytische Aktivitat tatsachlich fur die Autoaggressivitat der Zellen notig
ist, sollten die Empfangertiere der 2-DG-behandelten Zellen keine oder nur eine
mildere Uveitis entwickeln als die Empfangertiere der unbehandelten Zellen.

Zur Gruppe der PBMC gehoren nicht nur CD4* T-Zellen, CD8* T-Zellen und y&-T-
Zellen, sondern auch B-Zellen, Monozyten, dendritische Zellen und naturliche
Killerzellen (Ventura et al., 2020), die mit ihrem spezifischen Stoffwechsel das
Gesamtbild des PBMC-Metabolismus mehr oder weniger stark pragen. Da
einerseits aus den Messungen zum Zellmetabolismus der PBMC-Population nicht
ersichtlich wird, welche Zelltypen welche Variationen im veranderten Stoffwechsel
der PBMC in der ERU bewirken und andererseits in der Pathogenese der
Erkrankung vor allem die CD4* T-Zellen eine tragende Rolle einnehmen, wurde
diese Zellart in der vorliegenden Arbeit aus der Gruppe der PBMC selektiert und auf
deren individuellen metabolischen Phanotyp hin untersucht. AuRerdem wurden die
verbleibenden CD4- Zellen ebenfalls getestet und die Ergebnisse der jeweiligen
Messungen miteinander verglichen. Bei der Interpretation der Daten muss beachtet
werden, dass die CD4 - Zellpopulation immer noch eine heterogene
Zusammensetzung aufweist, denn sie besteht aus den Zelltypen, die nach der
Dichtegradientenzentrifugation und dem Aussortieren der CD4* T-Zellen noch Ubrig

sind.

CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren wiesen im Vergleich zu CD4* T-Zellen
von augengesunden Pferden einerseits eine erhdhte Respiration und andererseits

eine verminderte Glykolyseaktivitat im basalen Zustand auf (Publikation, Figures
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1A, 3A). Es konnte folglich gezeigt werden, dass CD4* T-Zellen von ERU- und
Kontrollpferden schon im basalen Zustand unterschiedliche metabolische
Phanotypen haben. Diese neu gewonnenen Erkenntnisse helfen dabei, die
Mechanismen hinter der ERU genauer zu verstehen und bringen translational neue
Informationen fir die autoimmune Uveitis des Menschen. Da die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit die ersten zum metabolischen Phanotyp von CD4* T-Zellen in
der ERU sind, bleibt abzuwarten, welcher funktionelle Nutzen sich daraus im
Krankheitsbild der ERU ergibt.

Auch fur die autoimmune Uveitis des Menschen wurde der metabolische Phanotyp
der autoaggressiven CD4* T-Zellen noch nicht untersucht (Stand der Pubmed-
Literaturrecherche 31.08.2021). In EAU wurde in einer vor kurzem veréffentlichten
funktionellen Studie mit murinen CD4* T-Zellen, deren Interferon-Regulations-
Faktor 4 (IRF4) ausgeschaltet wurde (CD4-IRF4KO), gezeigt, dass der IRF4-
Signalweg flr den Metabolismus und die Differenzierung von CD4* T-Zellen wichtig
ist (Kang et al., 2021). IRF4 reguliert Gentranskriptionen, wodurch das Molekul eine
essentielle Rolle bei der Differenzierung und klonalen Expansion von T-Zellen und
deren metabolischer Anpassung nach TCR-Bindung spielt, was aus Experimenten
mit C57BL/6-Mausen bekannt ist (Lohoff et al., 2002; Man et al., 2013; Kang et al.,
2021). Im Seahorse Analyzer konnten verminderte Werte in der basalen
mitochondrialen Respiration und der maximalen Respirationskapazitat der CD4-
IRF4AKO CD4* T-Zellen festgestellt werden, woraus geschlossen wurde, dass IRF4-
defiziente Zellen die oxidative Phosphorylierung und ATP-Synthese weniger gut
ausfuhren konnten als Zellen mit normaler IRF4-Abundanz (Kang et al., 2021). Die
CD4-IRF4KO-Mause waren im Vergleich zu Wildtypmausen resistent gegen eine
EAU, die durch Immunisierung mit dem uveitogenen Peptid IRBPss51-670 induziert
wurde (Kang et al., 2021).

Bezogen auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur ERU kdnnte man
mutmalen, dass auch in der spontanen autoimmunen Uveitis der Pferde der IRF4-
Signalweg relevant sein konnte. IRF4 kdnnte beispielsweise in CD4* T-Zellen von
ERU-Tieren héher abundant sein als in denen von augengesunden Pferden, da jene
eine hohere basale mitochondriale Respiration aufwiesen. Diese Hypothese wird
gestutzt durch die niedrigere Abundanz der basalen mitochondrialen Respiration
von CD4-IRF4KO CD4* T-Zellen im oben beschriebenen EAU-Modell (Kang et al.,

2021). Zur Uberprifung sollte als ndchstes Experiment eine Bestimmung der IRF4-
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Abundanz in CD4* T-Zellen von augengesunden und an ERU erkrankten Pferden
in Betracht gezogen werden. Jedoch kénnte beim Pferd auch ein anderes Molekil
diese Funktion Ubernehmen, denn es konnen nicht alle in der Maus gewonnenen
Erkenntnisse eins zu eins auf das Pferd Ubertragen werden, nicht zuletzt da sich
das Immunsystem nachtaktiver Mause anders entwickelt hat als das von tagaktiven
Pferden (Karagianni et al., 2020). Ein Nachteil der Studie von Kang et al. ist, dass
es keine dritte Gruppe von Mausen gab, die als gesunde Mause mit gleichem
genetischem Hintergrund ohne EAU-Induktion in die Studie mit aufgenommen
wurden (Kang et al., 2021). Mit dieser dritten Gruppe hatte man das Abflachen der
basalen OXPHOS und maximalen Respirationskapazitat der CD4-IRF4KO CD4* T-
Zellen in der EAU einordnen konnen.

Durch die Diskussion von anderen autoimmunen Erkrankungen und deren
Tiermodellen, bei denen der metabolische Phanotyp beteiligter Immunzellen bereits
untersucht wurde, konnte der basal veranderte metabolische Phanotyp peripherer
CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren mdglicherweise eingeordnet werden.
In B6.Jpr-Mausen, einem murinen SLE-Modell, und einem weiteren SLE-
Mausmodell wurde bei CD4* T-Zellen im Vergleich zu nicht autoimmunen Kontrollen
eine erhohte OXPHOS- und Glykolyserate festgestellt (Yin et al., 2015; Yin et al.,
2016). Durch eine Behandlung mit 2-DG oder Metformin, einem Inhibitor der
mitochondrialen Atmung, konnte die Aktivierung autoimmuner Zellen in B6./pr-
Mausen verhindert werden (Yin et al., 2016). Fur einen Abbruch einer bereits
laufenden autoimmunen Entzindung war jedoch eine Kombinationstherapie der
beiden Stoffe, die durchgangig Uber das Trinkwasser verabreicht werden musste,
notig (Yin et al., 2016).

Im Gegensatz dazu schienen CD4" T-Zellen von ERU-Tieren basal nur die
OXPHOS zu bevorzugen, wahrend die Glykolyse dieser Zellen in der ERU sogar
vermindert war (Publikation, Figures 1A, 2A, 3A). Wenn die mitochondriale
Respiration jedoch gestort wurde, konnten CD4* T-Zellen von ERU-Tieren ihre
kompensatorische Glykolyserate signifikant hoher steigern als die CD4* T-Zellen
von augengesunden Pferden (Publikation, Figure 3C). Der grundsatzliche Anstieg
der Glykolyserate ist nicht weiter verwunderlich, da T-Zellen, wie in Kapitel 2.4.2
besprochen, physiologisch ihre glykolytische Aktivitat bei Aktivierung hochfahren
konnen. Andererseits steigerten CD4* T-Zellen von ERU-Tieren ihre

kompensatorische Glykolyse signifikant mehr als CD4* T-Zellen von
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Kontrollpferden, was erneut den veranderten metabolischen Phanotyp dieser
Immunzellsubpopulation in der ERU unterstreicht und unter Beachtung der
Forschungsergebnisse aus den oben genannten SLE-Studien fur eine obligate
Erhdhung der Glykolyserate in der Autoimmunitat sprechen wirde. Um diese
Mutmallung zu Uberprifen, missen in Zukunft funktionelle Experimente mit CD4*
T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren durchgefihrt werden. So kénnte man
beispielsweise, auf den Versuchen von Wiedemann et al. aufbauend (Wiedemann
et al.,, 2020), die Wanderungseigenschaften der CD4* T-Zellen in einer
dreidimensionalen Kollagenmatrix vor und nach einer Glykolysehemmung
vergleichen. Interessant ware hierbei nicht nur, ob die CD4* T-Zellen nach der
Glykolysehemmung andere Wanderungseigenschaften zeigen als ungehemmte,
sondern auch, ob die Zellen aus ERU-Tieren im gehemmten Zustand ahnliche
Wanderungseigenschaften wie CD4* T-Zellen von augengesunden Pferden zeigen.
Falls ja, ware die spezifische Hemmung der Glykolyse der autoreaktiven CD4* T-
Zellen ein moglicher therapeutischer Ansatz fir die ERU.

DarUber hinaus konnte die glykolytische Aktivitat equiner CD4* T-Zellen als
nachster Schritt auch am Beginn eines ERU-Entzindungsschubs gemessen und
beurteilt werden. Auf der einen Seite kdnnte hierbei mdglicherweise kein grolder
Unterschied zu beobachten sein, da die CD4* T-Zellen von ERU-Tieren auch in den
entzindungsfreien Phasen einen inflammatorischen Charakter aufweisen, was
durch verschiedene Studien bewiesen wurde (Deeg et al., 2001; Degroote et al.,
2014; Degroote et al., 2017; Wiedemann et al., 2020). Andererseits ware es
moglich, dass die glykolytische Aktivitat vor allem zu Beginn eines ERU-Schubs
wichtig wird. So konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass der
inflammatorische Charakter der CD4* T-Zellen von ERU-Tieren zwischen den
Entziindungsschiben durch die erhdhte Rate der OXPHOS bedingt sein kdnnte,
wahrend die Glykolyse vor allem wahrend eines aktiven Inflammationsschubs
wichtig werden konnte. Eine grundsatzlich ahnliche Beobachtung wurde bei der
Untersuchung naturlicher Killerzellen gemacht (Keating et al., 2016). Die aus dem
Blut gesunder Spender isolierten natirlichen Killerzellen zeigten nach
Zytokinstimulation erhohte OXPHOS- und Glykolyseraten (Keating et al., 2016). Die
erhohte OXPHOS-Rate war essentiell fur die Aufrechterhaltung der IFN-y-
Produktion und der Zytotoxizitat als Reaktion auf die Zytokinstimulation, wahrend

die gesteigerte Glykolyse fur die maximale IFN-y-Produktion nétig war (Keating et

52



DISKUSSION

al., 2016). Wie in Kapitel 2.1.2 dargelegt, haben periphere CD4* T-Zellen von ERU-
Tieren eine erhohte IFN-y-Produktion im Vergleich zu denen augengesunder Pferde
(Curto et al.,, 2016; Saldinger et al., 2019). Ob ein Zusammenhang mit dem
veranderten Zellmetabolismus in ERU besteht, muss in zukunftigen Experimenten
geklart werden.

Ebenso muss die oben aufgestellte Hypothese, dass die erhohte OXPHOS den
inflammatorischen Charakter der CD4* T-Zellen von ERU-Tieren zwischen den
Entzindungsschuben bedingen und die Glykolyse vor allem wahrend der Induktion
eines aktiven Inflammationsschubs wichtig sein konnte, in weiterfihrenden
funktionellen Experimenten untersucht werden. Durch eine Metabolismusanalyse
wie in der vorliegenden Studie konnte die Glykolyserate von autoreaktiven
peripheren CD4* T-Zellen in vitro vor und nach vorheriger Stimulation mit einem
Autoantigen untersucht und verglichen werden. Hier wirde man erwarten, dass die
stimulierten CD4* T-Zellen ihre Glykolyserate signifikant steigern. Flr Versuche in
vivo konnten Pferde mit ERU, die sich frisch im Schub befinden, getestet werden.
Allerdings wurde sich ein induziertes Uveitismodell am besten zur in vivo
Untersuchung der oben aufgestellten Hypothese eignen, da hier im Gegensatz zu
den spontanen Schiben in der ERU der Zeitpunkt eines jeden Entziindungsschubs
und das Einwandern der peripheren CD4* T-Zellen genau bestimmt werden kann
(Deeg et al., 2002b; Chen et al., 2013; Horai et al., 2013). Analog der Behandlung
in den oben diskutierten SLE-Modellen (Yin et al., 2015; Yin et al., 2016) kdnnten 2-

DG und Metformin als Inhibitoren eingesetzt werden.

Um auszuschlie3en, dass der gesteigerte Sauerstoffverbrauch der CD4* T-Zellen
in der ERU durch eine reine Mehrzahl an Mitochondrien in diesen Zellen bedingt
war, wurde die Anzahl der Mitochondrien lichtmikroskopisch und im Blot Uberprift
(Publikation, Figure 4). Dabei konnte kein signifikanter Unterschied bei der Menge
oder Masse der Mitochondrien in CD4* T-Zellen von augengesunden und an ERU
erkrankten Pferden festgestellt werden (Publikation, Figures 4A, 4B). Auch
lichtmikroskopisch konnten weder Unterschiede bei der Anzahl, noch bei der Lage
der Mitochondrien in den getesteten Zellen gefunden werden (Publikation, Figure
4C). Da die getesteten Zellen von Kontroll- und ERU-Pferden ab dem Zeitpunkt der
Blutentnahme gleich behandelt wurden, erhartet sich die Hypothese, dass die
erhdhte OCR-Rate und folglich gesteigerte OXPHOS nicht technisch bedingt ist,
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sondern eine funktionelle Bedeutung hat und dass der veranderte metabolische
Phanotyp der CD4* T-Zellen in der Pathogenese der ERU bedeutsam ist. Um diese
Hypothese allerdings mit Sicherheit annehmen 2zu konnen, bedarf es
weiterflUhrender Experimente. Beispielsweise konnten die Mitochondrien aus CD4*
T-Zellen von augengesunden und an ERU erkrankten Pferden isoliert und
nachfolgend massenspektrometrisch untersucht werden. Die differenzielle
Proteomanalyse wirde einen tieferen Einblick in die Regulation mitochondrialer
Proteine und veranderter Proteinnetzwerke im augengesunden Zustand und der
autoimmunen Uveitis der Pferde geben. Die Ergebnisse dieser Proteomanalyse
sollten also einen ersten Hinweis auf die zugrundeliegenden Prozesse in der
autoimmunen Uveitis liefern, die zum veranderten metabolischen Phanotyp und
dem autoaggressiven Charakter der CD4* T-Zellen fuhren.

Aulerdem ware es interessant, die Struktur der Mitochondrien der CD4* T-Zellen
von augengesunden und an ERU erkrankten Pferden detaillierter zu untersuchen.
Mitochondrien unterliegen einem steten Prozess von Fusion und Spaltung, der fur
die Homoostase und das Wohlergehen der gesamten Zelle nétig ist (Farmer et al.,
2018). Bei Fusionsvorgangen verbinden sich die innere und die dulere Membran
eines Mitochondrium mit denen eines anderen Mitochondriums, wodurch sich die
Membranen, der Intermembranraum und die Matrix verbinden und ein groReres,
langliches Mitochondrium entsteht (Chan, 2012; Farmer et al., 2018). Durch
Spaltungsprozesse werden diese langlichen Mitochondrien wieder in kleinere
Mitochondrien aufgeteilt, die beispielsweise in der Mitose gut auf Tochterzellen
ubertragen werden kénnen (Farmer et al., 2018). In CD4* T-Zellen von SLE-
Patienten gab es einen Zusammenhang zwischen einer veranderten
mitochondrialen Morphologie und dem veranderten Zellmetabolismus (Takeshima
et al., 2019). Spaltungsprozesse in der mitochondrialen Struktur beglnstigten die
aerobe Glykolyse, wahrend Fusionsvorgange in der mitochondrialen Morphologie
den Zellstoffwechsel zugunsten der OXPHOS verschoben (Takeshima et al., 2019).
Eine Untersuchung von Mitochondrien von equinen CD4* T-Zellen in einem
hochauflésenden Mikroskop kénnte Erkenntnisse liefern, ob in equinen peripheren
Blutzellen diese metabolischen Veranderungen ebenfalls mit einem strukturellen
Umbau der Mitochondrien einhergehen. Danach konnten CD4* T-Zellen von ERU-
Tieren auf Abweichungen im Vergleich zu den Zellen augengesunder Pferde

getestet werden. Aufgrund der Tatsache, dass solche Versuche noch nicht mit
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equinen Lymphozyten durchgeflhrt wurden, musste die Methodik fur ein solches
Experiment jedoch erst etabliert werden.

DarlUber hinaus ware ein Vergleich der mitochondrialen Morphologie von peripheren
und vitrealen CD4* T-Zellen bei ERU-Tieren natzlich. In einer vergleichbaren Studie
mit Mitochondrien aus CD4* T-Zellen von Patienten mit nicht-infektioser Uveitis
konnten bereits gespaltene Mitochondrien bei vitrealen und fusionierte
Mitochondrien bei peripheren CD4* T-Zellen im Konfokalmikroskop beobachtet
werden (Tagirasa et al., 2020). Die gespaltenen Mitochondrien wurden auch in der
Uveitis des Menschen mit Effektor-T-Zellen in Verbindung gebracht, wahrend T-
Gedachtniszellen fusionierte Mitochondrien hatten (Tagirasa et al., 2020).
Aulerdem exprimierten vitreale CD4* T-Zellen von Uveitispatienten signifikant mehr
P-Glykoprotein und proinflammatorische Zytokine als die peripheren CD4"* T-Zellen
der Patienten, was mit Hilfe der Durchflusszytometrie nachgewiesen wurde
(Tagirasa et al., 2020). Ob die erhohte Expression von P-Glykoprotein die
gesteigerte Abundanz von proinflammatorischen Zytokinen bedingte oder
andersherum, konnte nicht abschlieRend geklart werden (Tagirasa et al., 2020).
Leider wurden in diese Studie keine CD4* T-Zellen von gesunden Menschen
miteinbezogen (Tagirasa et al., 2020), weshalb kein Vergleich zwischen der
Morphologie der Mitochondrien aus peripheren CD4* T-Zellen von augengesunden
Menschen und Patienten mit nicht-infektioser Uveitis gezogen werden kann. Mit den
oben beschriebenen Experimenten mit CD4* T-Zellen aus Kontrollpferden und
ERU-Tieren konnten einerseits die beschriebenen Erkenntnisse aus der
Uveitisforschung beim Menschen mit Ergebnissen von ERU-Tieren verglichen
werden und andererseits wertvolle zusatzliche Informationen zu den strukturellen
Unterschieden zwischen Mitochondrien aus CD4* T-Zellen von augengesunden

und uveitischen Pferden gewonnen werden.

Bei CD4" T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren konnten eine niedrigere ATP-
verknUpfte Respiration und ein hdherer nicht-mitochondrialer Sauerstoffverbrauch
im Vergleich zu CD4* T-Zellen von Kontrollpferden nachgewiesen werden
(Publikation, Figure 1C). Auch hier kann uber den Grund, die Bedeutung und die
Funktion dieser Veranderungen derzeit nur spekuliert werden, da es noch keine
vergleichbaren Studien zu peripheren CD4* T-Zellen in der ERU gibt (Stand der
Pubmed-Literaturrecherche 31.08.2021).
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Bei IRPB-induzierten EAU-Mausen konnte allerdings bei retinalen Mitochondrien
zuerst eine verringerte mMRNA-Expression und spater eine verringerte Abundanz der
ATP-Synthase in der zweidimensionalen Gelelektrophorese mit nachfolgender
Proteomanalyse gezeigt werden (Saraswathy and Rao, 2009; 2011). Die retinalen
Mitochondrien wurden gewonnen, indem die Retinae von EAU- und Kontrollmausen
entnommen und anschlieliend homogenisiert wurden, woraufhin die Mitochondrien
aus den retinalen Zellen isoliert und die Proteine analysiert wurden (Saraswathy and
Rao, 2009; 2011). AuRerdem wurden die Oxidation und die Carbamidomethylierung
als haufige posttranslationale Modifikationen der retinalen mitochondrialen ATP-
Synthase in EAU nachgewiesen (Saraswathy and Rao, 2011). Saraswathy und Rao
interpretierten auf diesen Ergebnissen aufbauend, dass es schon friih oxidativen
Stress und Schaden in der mitochondrialen DNA in retinalen Zellen von EAU-
Mausen geben musse, da oxidativer Stress zu posttranslationalen Modifikationen
von mitochondrialen Proteinen fuhrt, was deren Struktur verandern und einen
Funktionsverlust bewirken kann (Saraswathy and Rao, 2009; 2011). Leider wurden
diese retinalen Zellen weder einer metabolischen Analyse unterzogen, noch wurden
die beteiligten peripheren Immunzellen untersucht (Saraswathy and Rao, 2009;
2011).

Falls der in retinalen Mitochondrien aus EAU-Mausen nachgewiesene oxidative
Stress (Saraswathy and Rao, 2009; 2011) auch in peripheren CD4* T-Zellen von an
ERU erkrankten Tieren zu finden ware, kdnnte das ebenfalls fur einen funktionellen
Defekt mitochondrialer Strukturen sprechen. So koénnte die geringere ATP-
verknupfte Respiration in peripheren CD4* T-Zellen von ERU-Tieren (Publikation,
Figure 1C) beispielsweise durch einen Defekt der ATP-Synthase der
mitochondrialen Atmungskette bedingt sein. Dies kdnnte mit der bereits oben als
fortflihrendes Experiment genannten mitochondrialen Proteomanalyse von CD4* T-
Zellen genauer erforscht werden, wodurch die Wichtigkeit dieses weiterfUhrenden
Versuchs unterstrichen wird. Zusammengenommen konnte ein Defekt der
Mitochondrien der CD4* T-Zellen von ERU-Tieren erklaren, warum diese Zellen
weniger ATP-verknlpfte Respiration betrieben und gleichzeitig mehr Sauerstoff fir
nicht-mitochondriale Prozesse verbrauchten (Publikation, Figure 1C).

Weiterhin ware es wunschenswert, die Abundanz des Glukosetransporters GLUT1,
dessen Relevanz bei der Effektorfunktion von CD4" T-Zellen in Kapitel 2.4.2

genauer beleuchtet wurde, in CD4* T-Zellen von augengesunden und an ERU
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erkrankten Pferden zu messen. Bedauerlicherweise gibt es derzeit keine
spezifischen Antikorper gegen equines GLUT1 auf dem Markt und zwei getestete
Antikorper gegen humanes GLUT1 zeigten keine Kreuzreaktivitdt zu equinem
GLUT1, weshalb eine Untersuchung in diese Richtung auf die Zukunft verschoben
werden muss, wenn passende Antikdrper verfugbar sind.

In der Rheumatoiden Arthritis des Menschen wurden ebenfalls fehlerhaft arbeitende
Mitochondrien in CD4* T-Zellen nachgewiesen und die Succinat-CoA-Ligase als
grundlegendes fehlerhaft arbeitendes Enzym aufgezeigt (Wu et al., 2020). Eine
insuffiziente Reparatur beschadigter DNA verschlechterte die OXPHOS-Rate und
ATP-Synthese der betroffenen T-Zellen in RA (Li et al., 2019). Auch die Herstellung
von Succinat aus a-Ketoglutarat wurde verhindert, was zu einer Anhaufung von
Citrat im Zytoplasma fuhrte (Wu et al., 2020). Dies wiederum begunstigte die
Anhaufung von Acetyl-CoA im Zytoplasma und die Acetylierung zytoplasmatischer
Proteine (Wu et al., 2020). Die Hyperacetylierung fuhrte Gber einen Umbau des
Zytoskeletts letztendlich zur Polarisierung, Uropodenbildung und Ausbildung einer
Zellrichtung (Wu et al., 2020). Die so umstrukturierten CD4* T-Zellen von RA-
Patienten waren hypermobil und konnten gut vom Blut ins Gewebe auswandern
(Wu et al., 2020). Zusammengefasst wurde die metabolische Dysregulierung der
CD4* T-Zellen von RA-Patienten also mit dem  verbesserten
Auswanderungsvermogen dieser Zellen in RA in Verbindung gebracht (Wu et al.,
2020). Daraus entstand die Hypothese, dass der veranderte Metabolismus von
CD4* T-Zellen von RA-Patienten zumindest teilweise als Ursache der
Autoimmunitat angesehen werden koénnte (Qiu et al., 2021). Ein spannender
Forschungsansatz ware nun die Untersuchung, ob und wie der veranderte
Metabolismus der autoreaktiven CD4* T-Zellen in der ERU mit deren veranderten
Wanderungsverhalten, das in einer friiheren Studie gezeigt wurde (Wiedemann et
al., 2020), in Verbindung steht.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Unterschiede in den ECAR- und
glycoPER-Kurven von PBMC und den aufgeteilten Fraktionen waren in sich
schlussig, denn jeweils eine oder beide der isolierten Fraktionen waren fur den
Verlauf der PBMC-Kurve hauptverantwortlich (Publikation, Figures 2, 3). Der Verlauf
der OCR-Kurven von PBMC, CD4* T-Zellen und CD4" Zellen nach Injektion der

Reagenzien zeigte jedoch einige unerwartete Unterschiede (Publikation, Figure 1B,
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1C, 1D). Die vorliegende Arbeit untersuchte und verglich erstmals die
metabolischen Reaktionen von PBMC und spezifischer
Lymphozytensubpopulationen in  einer Studie (Stand der Pubmed-
Literaturrecherche 31.08.2021). Die gezeigten Unterschiede in den metabolischen
Reaktionen der Subpopulationen im Vergleich zur PBMC-Fraktion sind neu und
anknupfende Studien sollten deren Ursache und Folge erforschen. Eine mdgliche
Erklarung flr die unterschiedlichen metabolischen Reaktionen der PBMC und der
nach CD4-aufgeteilten Fraktionen auf die Entkopplung der mitochondrialen Atmung,
der Hemmung der ATP-Synthase oder der nicht-mitochondrialen Respiration
koénnte sein, dass sich die verschiedenen Zellsubtypen in der heterogenen Gruppe
der PBMC in ihrem Metabolismus gegenseitig beeinflussen, besonders wenn
bestimmte Komplexe der Atmungskette geblockt oder entkoppelt werden. Durch die
Isolation der CD4* T-Zellen aus den PBMC kdnnen sie keinen Einfluss mehr auf
den Stoffwechsel der CD4- Zellen nehmen und umgekehrt. Ein zweiter wichtiger
Faktor, der bei der Interpretation der Ergebnisse der metabolischen Analysen zum
Tragen kommt, ist die prozentuale Verteilung der Zellsubtypen in der gesamten
PBMC-Population und deren Manipulation durch den magnetischen
Aufteilungsprozess. Durch das Extrahieren der CD4* T-Zellen aus den PBMC wird
der prozentualen Anteile der verbleibenden CD4- Zellsubtypen an der
Gesamtzellzahl verandert. Folglich kdnnten subtypspezifische metabolische Muster
einen hoheren Einfluss auf die OCR-Kurve der CD4- Zellen als auf die OCR-Kurve
der PBMC nehmen. Die metabolischen Unterschiede zwischen PBMC und
bestimmten Subpopulationen sind nicht nur auf die ERU bezogen sehr interessant

und sollten auch in anderen Krankheiten untersucht werden.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse Uber den Metabolismus
peripherer CD4" T-Zellen in augengesunden Pferden und der ERU sind neu im
Forschungsfeld der autoimmunen Uveitis und bilden eine gute Grundlage fur
weitere Forschungen in diesem Bereich. Neben den bereits vorgeschlagenen
weiterfihrenden Experimenten ware es beispielsweise auch wichtig, den
metabolischen Phanotyp der CD4" T-Zellen vor dem ersten ERU-Schub zu
bestimmen, um festzustellen, ob der veranderte Zellmetabolismus schon vor dem
ersten Schub besteht. Falls ja, ware dies ein Hinweis darauf, dass ein abnormer T-

Zellmetabolismus am Anfang der autoimmune Uveitis steht und es konnten
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vorbeugende MalRnahmen ergriffen werden, um einen womaoglich bevorstehenden
Schub zu verhindern. Fur ein solches Experiment ware allerdings eine grof3
angelegte Studie Uber mehrere Jahre notwendig. Es sollten beispielsweise
mindestens 50 Pferde in die Studie eingeschlossen werden, so dass statistisch
gesehen mit der unter Kapitel 2.1.1 angesprochenen ERU-Inzidenz von 8 — 10 % in
Europa (Spiess, 2010; Degroote and Deeg, 2021) vier bis funf Pferde eine spontane
rezidivierende Uveitis entwickeln sollten. Ab einem Alter von zwei Jahren sollten die
peripheren CD4* T-Zellen der Tiere monatlich in einem metabolischen Assay
getestet werden, da die ERU meist ab einem Alter von drei Jahren auftritt
(Sandmeyer et al., 2020), wie ebenfalls im Kapitel 2.1.1 erlautert wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Glukosestoffwechsel equiner CD4* T-Zellen
untersucht. WeiterfiUhrend sollte eine Untersuchung des Lipidstoffwechsels dieser
Zellen in augengesunden und an ERU erkrankten Pferden in Betracht gezogen
werden, da dessen Wichtigkeit bereits in anderen autoimmunen Erkrankungen wie
der SLE gezeigt werden konnte (Zhang et al., 2020). T-Zellen aus SLE-Patienten
wiesen eine erhohte Glykosphingolipidsynthese auf, welche mit der Aktivierung der
Zelle Uber den TCR verbunden war (McDonald et al., 2014; Zhang et al., 2020). Die
Inhibition dieses Stoffwechselwegs reduzierte die T-Zellaktivitat in vitro und die
Bildung von Autoantikdrpern in vivo (McDonald et al., 2014). Der veranderte
Glykosphingolipidmetabolismus konnte in lupusempfanglichen Mausen und SLE-
Patienten mit der Uberexpression des Enzyms Neuraminidase 1 in Verbindung
gebracht werden (Nowling et al., 2015). Interessanterweise wurde in der Retina von
ERU-Tieren eine erhdhte Expression der Neuraminidase 1 nachgewiesen (Lorenz
et al., 2021). Somit wurde bereits eine veranderte Aktivitat dieses Enzyms in der
ERU gezeigt, die potenzielle Auswirkung auf periphere Immunzellen in der ERU
muss jedoch noch untersucht werden.

Naturlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die aufgezeigten Unterschiede
des metabolischen Phanotyps der CD4* T-Zellen in ERU nur ein beildufig
auftretender Effekt sind und nichts mit der Atiologie oder Pathogenese der
spontanen autoimmunen Uveitis der Pferde zu tun haben kénnten. Daher sind
weiterfUhrende Experimente noétig, die idealerweise den veranderten Metabolismus
der CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden mit der Atiologie oder der

Pathogenese der Erkrankung verknupfen.
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Mit der vorliegenden Arbeit wurde der metabolische Phanotyp peripherer CD4* T-
Zellen bei augengesunden Pferden und an ERU erkrankten Tieren erstmals
bestimmt und so die Grundlage fur weitere Forschungen auf dem Gebiet des
Immunmetabolismus in der ERU gelegt. Es konnte ein basal erhdhter
Sauerstoffverbrauch der peripheren CD4* T-Zellen von ERU-Tieren im Vergleich zu
augengesunden Pferden festgestellt werden, ebenso eine verminderte basale
Glykolyseaktivitat. CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren zeigten weiter eine
verminderte ATP-verknupfte Atmung wund eine hohere Kapazitat der
kompensatorischen Glykolyse. Die vorgelegten Ergebnisse zum metabolischen
Phanotyp peripherer CD4* T-Zellen augengesunder Tiere und die Veranderungen
im Krankheitsbild der ERU sind von gro3em Interesse und weisen Forschern in der

Zukunft die Richtung fur weitere vielversprechende Experimente.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine hochpravalente immunmediierte
Erkrankung bei Pferden, die weltweit und ungeachtet des Alters oder des
Geschlechts auftreten kann. Da die Atiologie der ERU noch nicht vollstandig
aufgeklart werden konnte, gibt es bis heute keine kausale Therapie und die ERU
fuhrt letztendlich zur irreversiblen Erblindung.

Autoreaktive CD4* T-Zellen nehmen die Schlusselrolle in der Pathogenese der ERU
ein. Diese Zellen wandern, nachdem sie durch bisher nicht vollstandig geklarte
Mechanismen aktiviert wurden, aus der Peripherie Uber die Blut-Retina-Schranke
ins Auge ein, wo sie intraokulare Autoantigene erkennen und retinale Strukturen
zerstoren. Zwischen den akuten Inflammationsschiben sind die autoaggressiven
CD4* T-Zellen in der Peripherie zu finden. Fur die Umwandlung in eine aktivierte
Effektor-T-Zelle, die Migration ins Zielgewebe, die Vermittlung der Entziindung und
die Produktion von inflammatorischen Zytokinen brauchen die Immunzellen
Energie, die sie durch unterschiedlich aktive Stoffwechselwege gewinnen. Die
Aktivitat der verschiedenen Stoffwechselwege der Immunzellen im Zusammenhang
mit Erkrankungen wird im wachsenden Feld des Immunmetabolismus erforscht.
Doch obwohl dem Immunmetabolismus eine Schllisselrolle bei autoimmunen
Erkrankungen zugesprochen wird, wurden Immunzellen von Pferden, die an ERU
erkrankt sind, bis heute nicht auf ihnre metabolischen Eigenschaften hin untersucht.
Auch fehlen bislang Daten zum Immunmetabolismus augengesunder Pferde.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, den metabolischen Phanotyp
peripherer Immunzellen und speziell von peripheren CD4* T-Zellen von
augengesunden und an ERU erkrankten Pferden zu charakterisieren. Dadurch
sollten mdgliche Unterschiede identifiziert werden, die die erhdhte Aktivitat und
Autoreaktivitat der CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Tieren erklaren kdnnten
und eine Moglichkeit bieten, die autoaggressiven Zellen allein durch ihren
veranderten Stoffwechsel bereits in der Peripherie zu unterscheiden.

Durch die Analyse des Zellstoffwechsels in Echtzeit wurde zum ersten Mal ein
veranderter metabolischer Phanotyp von Immunzellen von an ERU erkrankten
Tieren nachgewiesen. Die Untersuchung der PBMC zeigte eine in Ruhe gesteigerte
Sauerstoffverbrauchsrate und eine erhohte glykolytische Aktivitat in der ERU im

Vergleich zu augengesunden Pferden. Eine genauere Betrachtung isolierter CD4*
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T-Zellen ergab ebenso eine im basalen Zustand erhéhte Sauerstoffverbrauchsrate
bei Zellen, die aus ERU-Tieren isoliert wurden, was auf eine gesteigerte Aktivitat
der oxidativen Phosphorylierung dieser Zellen in der ERU schlie3en lasst. Eine
Erhdhung dieses Parameters durch eine schlicht groRere Anzahl an Mitochondrien
konnte durch eine Western Blot Analyse und fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der Zellen ausgeschlossen werden. AulRerdem zeigten CD4* T-
Zellen von ERU-Tieren eine verminderte ATP-verknlpfte Atmung und weniger
glykolytische Aktivitat in Ruhe als CD4* T-Zellen von augengesunden Pferden.
CD4* T-Zellen von ERU-Tieren verwendeten mehr Sauerstoff fur nicht-
mitochondriale Prozesse und erhohten als Reaktion auf eine gehemmte
Atmungskette ihre kompensatorische Glykolyse im Vergleich zu CD4* T-Zellen von
augengesunden Kontrolltieren in signifikant starkerem Ausmall.

Zusammengefasst wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal der
metabolische Phanotyp peripherer CD4* T-Zellen von augengesunden und an ERU
erkrankten Pferden untersucht und ein in mehreren Parametern veranderter
metabolischer Phanotyp von CD4" T-Zellen von ERU-Tieren nachgewiesen.
Inwieweit dieser bei der autoaggressiven Reaktion der Zellen von Nutzen ist,
beispielsweise bei der Migration Uber die Blut-Retina-Schranke oder bei der
Produktion inflammatorischer Zytokine, muss nun in weiteren funktionellen Studien

analysiert werden.
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6 SUMMARY

Equine recurrent uveitis (ERU) is a highly prevalent immune mediated disease in
horses, which can occur worldwide and is unaffected by age or sex. Due to the fact
that the etiology of ERU is still not fully elucidated, no causal therapy is available to
date and ERU eventually leads to irreversible blindness.

Autoreactive CD4" T cells play the key role in the pathogenesis of ERU. After being
activated by mechanism which are not yet fully understood, these cells migrate from
the periphery across the blood-retinal barrier into the eye, where they recognize
intraocular autoantigens and destroy retinal structures. Between acute inflammatory
episodes, the autoaggressive CD4* T cells are found in the periphery. For their
transformation to an activated effector T cell, the migration into target tissue, the
mediation of inflammation and the production of inflammatory cytokines, immune
cells need energy, which they generate through metabolic pathways of different
activity. These different activities in context with diseases is investigated in the
growing field of immunometabolism. Although the immunometabolism is thought to
play a key role in autoimmune diseases, the metabolic features of immune cells of
horses affected by ERU were not yet studied. Furthermore, data regarding the
immunometabolism of eye-healthy horses is also lacking.

Therefore, the goal of the present study was to characterize the metabolic
phenotype of peripheral immune cells and specifically of peripheral CD4* T cells of
eye-healthy horses and horses affected by ERU. Identifying possible differences
could help explaining the upregulated activity and autoreactivity of CD4* T cells in
horses affected by ERU and could further allow to differentiate autoaggressive cells
in the periphery, only by their aberrant metabolism.

By analyzing the metabolism of the cells in real-time, an aberrant metabolic
phenotype of immune cells of horses affected by ERU could be demonstrated.
PBMC of ERU horses showed both an upregulated oxygen consumption rate and
an upregulated glycolytic activity in basal state, compared to eye-healthy horses. A
closer look at isolated CD4* T cells revealed a basal upregulated oxygen
consumption rate of cells isolated from ERU horses, which indicates an upregulated
oxidative phosphorylation of these cells in ERU. An increase of this parameter due
to a simply larger number of mitochondria could be excluded through western blots

and fluorescence microscopy. Moreover, CD4* T cells of ERU cases showed lower
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ATP-linked respiration and lower glycolytic activity in basal state than CD4* T cells
of eye-healthy horses. CD4* T cells of horses affected by ERU used more oxygen
on non-mitochondrial processes and upregulated their compensatory glycolysis rate
as reaction to an inhibited respiratory chain to a significantly higher extent than CD4*
T cells of eye-healthy horses.

Taken together, the present study investigated for the first time the metabolic
phenotype of CD4* T cells of eye-healthy horses and horses affected by ERU and
could show an altered metabolic phenotype of CD4* T cells of ERU cases by several
parameters. How this altered metabolic phenotype is of use for the autoaggressive
reaction of these cells, for example the migration across the blood-retinal barrier or
the production of inflammatory cytokines, has to be evaluated in future functional

studies.
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