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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Als Makrogliazellen der Retina Uben Mullerzellen eine Vielfalt an essenziellen
Funktionen aus, ohne die die Aufrechterhaltung des Visus nicht moglich ware (Shen
et al. 2012, Reichenbach und Bringmann 2020). Sie zeichnen sich vor den
verschiedenen retinalen Zelltypen unter anderem dadurch aus, dass sie die
gesamte Breite der Retina durchziehen und in Kontakt mit den retinalen Neuronen
sowie mit dem Glaskorper und — im Falle einer vaskularisierten Retina — auch mit
den retinalen Blutgefalten in Verbindungen stehen (Newman und Reichenbach
1996). Dadurch sind sie in der Lage, an der Aufrechterhaltung der retinalen lonen-,
Wasser- und pH-Homdostase mitzuwirken, sowie die retinalen Neuronen unter
anderem durch das Recyclen von Neurotransmittern und die Sekretion
neurotropher Faktoren zu unterstitzen (Reichenbach und Bringmann 2020). Eine
besondere Rolle kommt den Mdullerzellen auch im Rahmen der equinen
rezidivierenden Uveitis (ERU) zu (Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011, Deeg et
al. 2016). Hierbei handelt es sich um eine chronisch rezidivierende autoimmune
Entzindung des Auges, bei der autoreaktive T-Zellen die Blut-Retina-Schranke
(BRS) Uberwinden und retinale Autoantigene angreifen (Deeg et al. 2001, Deeg et
al. 2002b, Kleinwort et al. 2016, Wiedemann et al. 2020). Dies fuhrt zur
fortschreitenden Schadigung der intraokularen Strukturen und somit haufig zur
Erblindung des betroffenen Auges (Deeg et al. 2002a, McMullen und Fischer 2017).
Aufgrund der hohen Pravalenz in der Pferdepopulation sowie den gravierenden
Folgen der Erkrankung ist die ERU von groRRer veterinarmedizinischer Relevanz
(Gerding und Gilger 2016, Degroote und Deeg 2020). Zudem stellt sie das einzige
spontane Tiermodell fir die humane autoimmune Uveitis dar (Deeg et al. 2002b,
Deeg et al. 2007c¢, BarfuRer et al. 2021). Die Atiologie und Pathogenese der ERU
sind bis zum heutigen Tag nicht vollstandig geklart, jedoch konnte gezeigt werden,
dass es im Verlauf der Erkrankung zur Gliose von Mullerzellen kommt (Hauck et al.
2007, Eberhardt et al. 2011). Nahezu jede Pathologie der Retina ist gekennzeichnet
durch eine Gliose der Millerzellen, was neben der anfanglich neuroprotektiven
Wirkung im fortschreitenden Krankheitsverlauf zunehmend zu Funktionsverlust
fuhrt (Bringmann et al. 2009a, Vecino et al. 2016). Im Verlauf der ERU konnte neben
den verschiedenen gliotischen Veranderungen auch die Expression von Interferon

(IFN)-y in Mdllerzellen nachgewiesen werden (Hauck et al. 2007, Eberhardt et al.
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2011, Deeg et al. 2016). Auch in verschiedenen anderen in-vitro- und in-vivo-
Modellen wurde eine immunologische Funktion von Mullerzellen beobachtet, unter
anderem die Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder MHC-Klasse-II-
Molekulen und die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine (Roberge et al. 1988,
Kumar und Shamsuddin 2012, Natoli et al. 2017, Heng et al. 2019, Rezzola et al.
2021). Es ist jedoch unzureichend geklart, inwiefern die Mllerzellen an der retinalen
Immunantwort beteiligt sind und welche Folgen ihre Aktivierung im Rahmen der
ERU hat. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Reaktion von Mdullerzellen auf ein
inflammatorisches Milieu naher zu charakterisieren und ihre Beteiligung am
uveitischen Geschehen weiter zu untersuchen, um so einen Einblick zu erhalten in

ihre Beteiligung an der retinalen Inflammation und an der Pathogenese der ERU.
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2 LITERATUR

2.1 Miillerzellen der Retina

2.1.1 Morphologie

Im Jahr 1851 beschrieb der Wurzburger Anatom Heinrich Muller in seinen
Ausfuhrungen Uuber die Histologie der Netzhaut Radialfasern mit seitlichen
Fortsatzen, die in enger Verbindung mit anderen Zellen der Retina stehen (Muller
1851). Diese Zellen, nach ihm als Millerzellen benannt, bilden zusammen mit den
Astrozyten die Makrogliazellen der Retina (Reichenbach und Bringmann 2020). Im
Gegensatz zu den Astrozyten, die vorwiegend in der Nervenfaser- und
Ganglienzellschicht lokalisiert und nur in vaskularisierten Netzhauten zu finden sind,
durchziehen Mullerzellen die Retina in ihrer ganzen Breite und stellen in
avaskularen Netzhauten wie der des Pferdes die einzigen Makrogliazellen dar
(Schnitzer 1988, Newman und Reichenbach 1996). Ausgehend von ihren
Zellkernen in der inneren Kornerschicht erstreckt sich ihr Zellstamm sowohl
Richtung Glaskoérper als auch in Richtung des retinalen Pigmentepithels (RPE)
(Newman und Reichenbach 1996). An der inneren limitierenden Membran (ILM),
die die Retina vom Glaskorper abgrenzt, sind die Stammfortsatze der Mullerzellen
trichterférmig zu sogenannten EndfliRen verbreitert, wahrend ihre Auslaufer in der
aulBeren Kornerschicht die Zellkerne der Photorezeptoren ummanteln und zur
aulderen limitierenden Membran (engl. outer limiting membrane, OLM) beitragen
(Newman und Reichenbach 1996). Von ihrem Zellstamm ausgehend erstrecken
sich seitliche Fortsatze in die plexiformen und nuklearen Schichten der Retina, wo
sie sowohl die Synapsen, als auch die Somata neuronaler Zellen umhillen
(Newman und Reichenbach 1996, Reichenbach und Bringmann 2020). Mit ihren
Fortsatzen umgeben sie auch retinale Kapillaren und tragen so zur inneren BRS bei
(Tout et al. 1993). Mullerzellen nehmen somit eine einzigartige Position in der
retinalen Architektur ein, da sie sowohl mit allen anderen Zellen der Retina in
Verbindung stehen als auch mit den extraretinalen Kompartimenten, also dem
Glaskorper und dem subretinalen Raum sowie den retinalen Blutgefallen
(Bringmann et al. 2006). Jede Mdllerzelle bildet dabei das Kernstlck der kleinsten
funktionellen Einheit in der Retina, die aus jeweils einer Mullerzelle und einer je nach

Spezies unterschiedlichen Anzahl an Photorezeptoren und inneren retinalen
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Neuronen besteht (Reichenbach und Robinson 1995, Reichenbach und Bringmann
2013).

Abb. 1. Aufbau der Retina und Morphologie sowie Funktionen der Miillerzellen (gelb). Von den
Zellkernen in der inneren Koérnerschicht (engl. inner nuclear layer, INL) ziehen die Stammfortsatze
Richtung Glaskdrper und subretinalen Raum. An der inneren limitierenden Membran (engl. inner
limiting membrane, ILM), die an den Glaskérper grenzt, endet die Mullerzelle in einem verbreiterten
Endful. In der auBeren Kérnerschicht (engl. outer nuclear layer, ONL) umgeben die Auslaufer der
Miullerzellen die Zellkerne der Photorezeptoren (blau bzw. tirkis) und bilden somit die aullere
limitierende Membran (engl. outer limiting membrane, OLM). Von ihren Zellstdmmen zweigen in den
plexiformen Schichten (engl. inner and outer nuclear layer, IPL und OPL) Seitenaste ab, die in
Verbindung stehen mit den in der Ganglienzellschicht (engl. ganglion cell layer, GCL) lokalisierten
Ganglienzellen (dunkelblau) sowie mit Horizontal-, Bipolar- und amakrinen Zellen (violett) und
BlutgefalRen (rot). Die Funktionen der Mullerzellen umfassen unter anderem das K*-Siphoning (A)
und das Neurotransmitter-Recycling (B).

GABA, y-Aminobuttersaure (engl. y-aminobutyric acid); glu Glutamin; glut, Glutamat; GS, Glutamin-
Synthetase; H20, Wasser; K*, Kalium-lonen; NH3, Ammoniak

Abb. modifiziert mit Genehmigung von Elsevier. Quelle: (Bringmann et al. 2006) Miller cells in the
healthy and diseased retina. Prog Retin Eye Res. 25:397-424. Copyright Elsevier.
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2.1.2 Physiologische Eigenschaften und Funktionen

2.1.2.1 lonen-, Wasser- und pH-Homoostase

Aufgrund einer Vielzahl an Kalium (K*)-Kanalen ist die Membran von Mdillerzellen
in hohem Malke permeabel fur K*-lonen (Newman 1985, Newman 1993). Vor allem
der schwach einwarts-gleichrichtende K*-Kanal Kir4.1 ist wichtig fur das
Aufrechterhalten des sehr negativen Ruhemembranpotenzials von etwa -80mV und
somit fUr die vielfaltigen homdostatischen Funktionen der Millerzelle (Kofuji et al.
2000). Dieser Kanal wird vor allem in denjenigen Regionen der Mdullerzelle
exprimiert, durch die K*-lonen aus der Zelle ausgeschleust werden kdnnen, also
perivaskular sowie in den EndfiRen, die an den Glaskérper grenzen, und in
geringerem Malle auch in den Zellauslaufern an der aufleren limitierenden
Membran (Kofuji et al. 2002). Im Gegensatz dazu ist der stark einwarts-
gleichrichtende K*-Kanal Kir2.1 vorwiegend in Membrandomanen mit Kontakt zu
retinalen Neuronen lokalisiert, also in den Stammfortsdtzen sowie den davon
abzweigenden seitlichen Asten der Zelle (Kofuji et al. 2002). Kommt es durch die
Aktivitat der Neuronen zu einem Anstieg der extrazellularen K*-Konzentration
(Steinberg et al. 1980), werden die Uberschissigen K*-lonen mithilfe von Kir2.1-
Kanalen aus dem Extrazellularraum in die Mdullerzelle aufgenommen und
anschlielend, vermittelt durch Kir4.1-Kanale, in den Glaskdrper, den subretinalen
Raum oder retinale Gefalle ausgeschleust. Dieser als ,K*-siphoning® bezeichnete
Vorgang gleicht somit Schwankungen der extrazellularen K*-Konzentration aus
(Newman et al. 1984, Karwoski et al. 1989, Reichenbach et al. 1992, Bringmann et
al. 2006). In der avaskularen equinen Retina wurde dementgegen eine
gleichmalige Verteilung von Kir4.1-Kanalen entlang der Millerzelle festgestellt,
was auf einen anderen Mechanismus fur die Verteilung der K*-lonen hinweist,
beispielsweise das im Zentralen Nervensystem (ZNS) beschriebene K* spatial
buffering (Eberhardt et al. 2011).

Im retinalen Gewebe akkumuliertes Wasser wird — osmotisch an die K*-Strome
gekoppelt — ebenfalls aus der Retina in die Blutbahn transportiert (Nagelhus et al.
1999, Bringmann et al. 2004). Vermittelt wird dieser Vorgang durch den
wasserleitenden Kanal Aquaporin 4 (AQP4), der ebenso wie der K*-Kanal Kir4.1 in
den Endfufen sowie perivaskular lokalisiert ist (Nagelhus et al. 1999, Katoozi et al.

2020). Dies legt den Schluss nahe, dass zusammen mit den K*-lonen auch
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Uberschussiges Wasser von den Mullerzellen aus der Retina in Blutgefale oder in
den Glaskoérper transportiert wird (Nagelhus et al. 1999). Eine Expression von AQP4
konnte weiterhin in perisynaptischen Membranen der Miullerzellen in den
plexiformen Schichten gezeigt werden und dient der Versorgung der retinalen
Nervenzellen mit Wasser (Nagelhus et al. 1999, Reichenbach und Bringmann
2020). AQP4-Knockout-Mause zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren verminderte
B-Wellen im Elektroretinogramm, was bestatigt, dass die AQP4-Expression in
Mullerzellen zur Erhaltung einer normalen neuronalen Aktivitat in der Retina beitragt
(Li et al. 2002). Neben der lonen- und Wasser-Homaoostase regulieren Mullerzellen
zudem den retinalen pH-Wert, indem sie von Neuronen produziertes Kohlendioxid
aufnehmen und mithilfe der Carboanhydrase zu Bicarbonat umwandeln, das sie
dann in den Glaskdrper und in retinale GefalRe abgeben (Newman 1994,
Reichenbach und Bringmann 2013). Darlber hinaus tragen Millerzellen durch ihre
Zellfortsatze sowie durch die Sekretion antiangiogenetischer Faktoren wie PEDF
(engl. pigment epithelium derived factor) und Thrombospondin-1 (TSP-1) zur
Undurchlassigkeit der BRS bei (Eichler et al. 2004, Yafai et al. 2014). Die
maldgebliche Rolle von Millerzellen fur die Aufrechterhaltung der Integritat der BRS
wurde bei einer Studie mit transgenen Mausen gezeigt, bei der die selektive
Ablation der Mullerzellen zum Zusammenbruch der BRS mit Gefallleckage und
Neovaskularisation fuhrte (Shen et al. 2012). Eine aktuelle Studie an murinen
Netzhauten stellte zudem fest, dass das Herunterregulieren von TIM-2, eines
spezifischen Rezeptors fir H-Ferritin, zum Zusammenbruch der BRS und in der
Folge zu retinalen Odemen fiihrte (Valenga et al. 2021).

Da neuronale Aktivitat in der Retina zu einem Absinken der Osmolaritat im
Extrazellularraum fahrt (Dmitriev et al. 1999), verfugen Miullerzellen Uber
Mechanismen, ihr eigenes Zellvolumen in Abhangigkeit der extrazellularen
Osmolaritat zu regulieren (Wurm et al. 2010). Dazu gehéren neben der Expression
von K*- und Wasserkanadlen die Sekretion von Gliotransmittern wie ATP und
Adenosin (Reichenbach und Bringmann 2013). Diese bewirken Uber die purinergen
Rezeptoren der Miillerzellen autokrin die Offnung von K*- und Cl-Kanalen (Wurm
et al. 2010). Der Ausstrom von K*- und Cl-lonen verhindert ein hypoosmotisches
Schwellen der Mullerzellen trotz hypoosmolarem extrazellularem Milieu (Wurm et
al. 2010). In einer aktuelleren Studie wurde zudem herausgefunden, dass der von

der extrazellularen Osmolaritat abhangige Ausstrom der Aminosauren Glutamat

6
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und Taurin durch den Volumen-regulierten Anionen-Kanal eine maf3gebliche Rolle
bei der Aufrechterhaltung des Zellvolumens bei Schwankungen der extrazellularen
Osmolaritat spielt, wobei nur der Ausstrom von Taurin grofteils Ca2*-abhangig war
(Netti et al. 2018).

2.1.2.2 Energiemetabolismus

Die Stoffwechselverhaltnisse in der Retina werden in der bestehenden Literatur
kontrovers diskutiert (Toft-Kehler et al. 2018). Zunachst wurde angenommen, der
Stoffwechsel von Mdullerzellen basiere vorwiegend auf der Glykolyse, wobei bei
anhaltendem Glukose-Mangel auch die mitochondriale Zellatmung zur
Energiegewinnung herangezogen werden koénne (Poitry-Yamate et al. 1995,
Winkler et al. 2000). Eine Zellkultur-Studie an humanen Madllerzellen kam zu dem
Ergebnis, dass es in Mullerzellen lediglich im Fall eines Glukose-Mangels bei
gleichzeitiger Hemmung der Mitochondrien zur Stérung der ATP-Synthese kommt
(Winkler et al. 2000). Zudem wird angefuhrt, dass Millerzellen weniger empfindlich
gegenuber Sauerstoffmangel sind als die retinalen Neuronen, da sie auch bei
ausreichender Sauerstoffversorgung Glukose zu Laktat verstoffwechseln (Warburg-
Effekt) und somit Sauerstoff fur die Nervenzellen einsparen, die einen hdheren
Sauerstoffbedarf haben (Winkler et al. 2000, Ng et al. 2015, Toft-Kehler et al. 2018).
Eine frihe Studie an isolierten Madllerzellen und Photorezeptoren von
Meerschweinchen sowie Mdullerzellen, die noch im Verbund mit Photorezeptoren
waren, kam zu dem Ergebnis, dass das von den Mullerzellen produzierte Laktat zu
den Neuronen transportiert wird (Poitry-Yamate et al. 1995). Aktuellere Studien
zweifeln das Konzept der Laktatproduktion durch Miillerzellen jedoch an, da
Untersuchungen an Mause-Netzhauten ergaben, dass Miullerzellen kaum
Pyruvatkinase und Laktatdehydrogenase exprimieren, Enzyme, die notwendig sind
fur die Produktion von Laktat aus Glucose (Lindsay et al. 2014, Rueda et al. 2016).
Im Gegensatz dazu verfligen Photorezeptoren Uber eine wesentlich hdhere
Kapazitat fir sowohl anaerobe als auch aerobe Glykolyse (Lindsay et al. 2014,
Rueda et al. 2016). Rueda et al. kamen anhand ihrer Ergebnisse zu dem Schluss,
dass Mullerzellen Glutamat mithilfe der Glutamat-Dehydrogenase zu a-Ketoglutarat
umwandeln, das in den Zitratzyklus eingeschleust wird, wodurch es letztlich zur

Produktion von GTP kommt, das zur Energiegewinnung der Mullerzellen verwendet
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wird (Rueda et al. 2016). In einer aktuellen Studie an transgenen Mausen konnte
bestatigt werden, dass Millerzellen die Schllsselenzyme flr die anaerobe
Glykolyse fehlen und dass Laktat nicht wie angenommen von den Mullerzellen zu
den Photorezeptoren transportiert wird (Shen et al. 2021). Zudem zeigte diese
Studie auf, dass Millerzellen stattdessen mithilfe des Enzyms Phosphoglycerat-
Dehydrogenase aus 3-Phosphoglycerat Serin produzieren und damit auf
verschiedene Weise die Photorezeptoren metabolisch unterstitzen (Shen et al.
2021). Daruber hinaus verfugen Mullerzellen Uber intrazellulare Glykogen-Speicher
(Kuwabara und Cogan 1961, Pérezledn et al. 2013), die unter anderem bei
erhdhtem extrazellularem K*-Spiegel durch das Enzym Glykogen-Phosphorylase
hydrolysiert werden (Reichenbach et al. 1993, Pfeiffer-Guglielmi et al. 2005) und

somit als Energie-Reserven dienen (Toft-Kehler et al. 2018).

2.1.2.3 Neurotransmitter-Recycling und Sekretion neurotropher Faktoren

Mullerzellen sind mit verschiedenen Transportern fur Neurotransmitter ausgestattet
und somit mafigeblich beteiligt an der Regulation der neuronalen Aktivitat in der
Retina (Reichenbach und Bringmann 2020). Mithilfe des spannungsabhangigen
Glutamat-Aspartat-Transporters (GLAST) nehmen sie in den plexiformen Schichten
extrazellulares Glutamat auf und tragen so zur Erhaltung der visuellen Auflésung
und der Regulation der synaptischen Signallbertragung bei (Higgs und Lukasiewicz
1999, Matsui et al. 1999, Rauen und Wiessner 2000, Bringmann et al. 2013). Dies
ist essenziell fir den Erhalt und die Funktion der Retina, da ein Uberschuss an
extrazellularem Glutamat neurotoxisch wirkt (Izumi et al. 2002). Weiterhin verfliigen
Mullerzellen Uber Transporter fur GABA (y-Aminobuttersdure), das in die Zelle
aufgenommen und zu Glutamat verstoffwechselt wird (Biedermann et al. 2002,
Biedermann et al. 2004). Sowohl aus dem Extrazellularraum aufgenommenes als
auch aus GABA verstoffwechseltes Glutamat wird in der Mullerzelle durch das
Enzym Glutamin-Synthetase (GS) in Glutamin umgewandelt (Riepe und Norenburg
1977, Bringmann et al. 2009b). Dieses Glutamin wird den retinalen Neuronen als
Vorstufe der Neurotransmitter Glutamat und GABA wieder zur Verfugung gestellt,
ein Kreislauf, der als Glutamat-Glutamin-Zyklus bezeichnet wird (Pow und Crook
1996). Von den Neuronen stammendes Glutamat, GABA und Ammonium (NH4")

wird in Mdllerzellen neben Glutamin auch zu Alanin und a-Ketoglutarat
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verstoffwechselt (Poitry-Yamate et al. 1995, Poitry et al. 2000, Bringmann et al.
2009b). Diese Stoffwechselprodukte dienen den Neuronen bei metabolischem
Stress als alternative Energiesubstrate (Poitry et al. 2000, Bringmann et al. 2009b).
a-Ketoglutarat wird zudem von den Miullerzellen selbst als Substrat fur den
Zitratzyklus verwendet (Kalloniatis und Napper 2002, Ola et al. 2011, Rueda et al.
2016). Bei mangelhafter Glukose-Versorgung kann Glutamat somit als alternatives
Energiesubstrat fur die Zellatmung verwendet werden (Toft-Kehler et al. 2017).
Gleichzeitig wird Glutamat von Mullerzellen zur Synthese anti-oxidativer Substrate
wie Glutathion verwendet (Pow und Crook 1995, Reichelt et al. 1997), das bei
oxidativem Stress von den Millerzellen sezerniert und den Neuronen zur Verfigung
gestellt wird (Schiutte und Werner 1998). Die Neuroprotektivitat von Mullerzellen
aulert sich zudem in der Produktion neurotropher Faktoren, durch die sie zum
Uberleben und zur Regeneration von Neuronen beitragen (Bringmann et al. 2009a,
von Toerne et al. 2014, Ruzafa et al. 2018, Eastlake et al. 2020, Zwanzig et al.
2021). Auf erhohte Glutamatkonzentrationen reagieren Mullerzellen beispielsweise
mit einer vermehrten Sekretion von BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor),
NGF (engl. nerve growth factor) und GDNF (engl. glial cell-derived neurotrophic
factor) (Taylor et al. 2003). Die Sekretion neurotropher Faktoren bewirkt auch nach
der Transplantation von Mullerzellen in Tiermodellen von retinaler Degeneration das
Uberleben und die Regeneration von retinalen Neuronen (Eastlake et al. 2021). In
einem Kokultur-Modell mit von embryonischen Stammzellen generierten murinen
retinalen Ganglienzell-ahnlichen Zellen und humanen Maullerzellen konnte
festgestellt werden, dass Mdullerzellen durch die Sekretion neurotropher Faktoren
zur Neuritogenese sowie zu verlangerter Lebensdauer der Ganglienzell-ahnlichen
Zellen beitrugen (Pereiro et al. 2020).

Zudem sezernieren Miullerzellen selbst Gliotransmitter wie Glutamat, ATP und
Adenosin und beeinflussen dadurch die neuronale Aktivitat (Reichenbach und
Bringmann 2016). Die purinerge Signalubertragung zwischen Glia- und
Nervenzellen ist beispielsweise involviert in die neurovaskulare Kopplung, also die
Regulation der lokalen Durchblutung in der Retina in Abhangigkeit von der
neuronalen Aktivitdt (Metea und Newman 2006, Newman 2015).
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2.1.2.4 Weitere Funktionen von Miillerzellen

Da die Retina ein invertiertes Organ darstellt, muss eindringendes Licht zunachst
samtliche Schichten der Retina durchqueren, bevor es zu den Photorezeptoren
gelangt, wobei Millerzellen als lichtleitende Fasern fungieren, die dafir sorgen,
dass das Licht dabei moglichst wenig gestreut wird (Franze et al. 2007). Eine
besondere Bedeutung kommt den Mullerzellen der Foveola, dem Ort des scharfsten
Sehens, zu, da sie nicht die neuronale Aktivitdt unterstitzen, sondern durch
strukturelle Anpassungen eine verbesserte Lichttransmission ermoglichen
(Bringmann et al. 2018, Reichenbach und Bringmann 2020).

Daruber hinaus sind Mullerzellen weicher als Neuronen und kénnen so ihre Form
an die Umgebung anpassen (Lu et al. 2006). Glutamat bewirkt in der Retina ein
Schwellen der Neuronen (Uckermann et al. 2004), auf das Mullerzellen reagieren
konnen, indem sie ihren inneren Stammfortsatz verlangern und somit verdinnen
(Reichenbach und Bringmann 2013). Zudem konnte ihre Verformbarkeit eine
wichtige Rolle spielen beim Wachstum von Neuriten, die von weichen Substraten
geleitet werden mussen (Franze et al. 2009, Reichenbach und Bringmann 2013).
Mullerzellen halten demnach die retinale Homoostase und die Undurchlassigkeit
der BRS aufrecht und unterstitzen retinale Neuronen in vielfaltiger Weise, indem
sie ihnen Nahrstoffe und Vorstufen von Neurotransmittern zur Verfligung stellen,
deren ,Abfallprodukte” verstoffwechseln, neurotrophe Faktoren und Gliotransmitter
sezernieren und mechanische Verformungen des retinalen Gewebes abpuffern
sowie das Licht durch die Retina zu den Photorezeptoren leiten (Reichenbach und

Bringmann 2013, Reichenbach und Bringmann 2020).

2.1.3 Miillerzell-Gliose

Nahezu jede pathologische Veranderung der Retina einschliel3lich altersbedingter
Makuladegeneration, diabetischer Retinopathie oder Uveitis, fihrt zu reaktiver
Gliose von Mullerzellen (Bringmann et al. 2006, Deeg et al. 2016, Li et al. 2021a,
Rezzola et al. 2021). Gliose wird als Reaktion von Gliazellen auf Schaden des
neuronalen Gewebes verstanden, mit dem Ziel, das Gewebe wiederherzustellen
und vor weiterem Schaden zu schutzen und somit die Gewebefunktion
aufrechtzuerhalten (Liberto et al. 2004). Zu den unspezifischen Reaktionen, die

unabhangig von der Art der Pathologie auftreten, gehéren Zellhypertrophie,
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Proliferation und eine vermehrte Expression der Intermediarfilamente GFAP (engl.
glial fibrillary acidic protein), Vimentin und Nestin (Bringmann et al. 2009a). Dabei
stellt die vermehrte GFAP-Expression den frlhesten und sensitivsten Marker fur
aktivierte Mullerzellen dar (Bignami und Dahl 1979, Lewis und Fisher 2003). Gliose
umfasst vor allem im frihen Stadium zunachst neuroprotektive Mechanismen, kann
jedoch im weiteren Verlauf zur Neurodegeneration beitragen und die Regeneration
des retinalen Gewebes behindern (Bringmann et al. 2009a, Vecino et al. 2016). Zu
den protektiven Effekten der Mullerzell-Gliose gehoren unter anderem die
Produktion und Sekretion neurotropher Faktoren und Wachstumsfaktoren sowie
antioxidativer Substanzen (Bringmann et al. 2009a, Vecino et al. 2016), die
Aufnahme und Verstoffwechslung von Uberschussigem neurotoxischem Glutamat
(Schitte und Werner 1998, Bringmann et al. 2009b) und das Ausschleusen von K*-
lonen aus der Retina bei erhdhten extrazellularen K*-Spiegeln (Bringmann et al.
2006). Im Verlauf der Gliose kommt es zur verminderten Expression von Proteinen
mit essenziellen Mullerzell-spezifischen Funktionen wie der Glutamin-Synthetase
(Neurotransmitter-Recycling) und der Carboanhydrase (CO2-Siphoning), was zu
Storungen der retinalen Homoéostase und der Interaktion zwischen Glia- und
Nervenzellen fihren kann (Eastlake et al. 2018). Zudem geht die Gliose haufig mit
einem Ruckgang der K*-Leitfahigkeit einher, sodass es zur Membrandepolarisation
und somit zur weiteren Storung von Mullerzellfunktionen und retinaler Homoostase
kommt (Ulbricht et al. 2008). Letztlich kénnen diese gliotischen Veranderungen zur
Entwicklung retinaler Odeme und zu neuronalen Schaden durch Glutamat-Toxizitat
fuhren (Bringmann et al. 2009a). Weiterhin sezernieren gliotische Mullerzellen pro-
inflammatorische und angiogenetische Proteine wie Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-
a (Hu et al. 2020), MCP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1) und RANTES
(engl. regulated and normal T cell expressed and secreted) (Eastlake et al. 2016)
sowie VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) (Le et al. 2021), was zu
Schaden der BRS, zur Infiltration der Retina mit Entzindungszellen sowie zur
Degeneration von Photorezeptoren flhrt (Nakazawa et al. 2007, Wang et al. 2015,
Liu et al. 2021). Als Reaktion auf Schaden der Retina bilden Mdllerzellen durch
Hypertrophie, Proliferation und Migration eine sogenannte Glia-Narbe, mit der sie
Liacken aufflllen, die durch die Degeneration verschiedener Zellen entstanden sind
(Burke und Smith 1981, Dyer und Cepko 2000). Die vermehrte Expression von

Intermediarfilamenten im Rahmen der Gliose fuhrt dabei zu einer zunehmenden
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Festigkeit in den unter physiologischen Bedingungen weichen und flexiblen
Mullerzellen (Bignami und Dahl 1979, Bringmann und Wiedemann 2012). Dies tragt
nicht nur zur Bildung der Glia-Narbe bei, sondern konnte auch verantwortlich sein

fur die fehlerhafte Wiederherstellung des retinalen Gewebes (Lu et al. 2011).

2.2 Immunologie des Auges

2.2.1 Immunprivileg des Auges

Der Begriff des Immunprivilegs wurde in den 1940er Jahren von Sir Peter Medawar
gepragt, der festgestellt hatte, dass Hauttransplantate in der vorderen
Augenkammer von Kaninchen Uberlebten, wohingegen sie in anderen Geweben
wie beispielsweise der Haut abgestolien wurden (Medawar 1948). Er folgerte, dass
intraokulare Alloantigene aufgrund des fehlenden lymphatischen Abflusses im Auge
nicht in die abfihrenden Lymphknoten transportiert werden und somit keine
Immunreaktion auslésen kdnnen (immunologische Ignoranz) (Medawar 1948).
Heute ist bekannt, dass das Immunprivileg des Auges durch eine komplexe
Kombination verschiedener anatomischer und physiologischer Elemente
aufrechterhalten wird und dass Antigene aus dem Auge in sekundaren
lymphatischen Organen gefunden werden kdnnen (Camelo et al. 2006, Niederkorn
2021). Da sich die Retina als Teil des ZNS nach Verletzung oder Zerstérung nicht
wieder regenerieren und der Verlust von neuronalen Zellen somit zur Erblindung
fuhren kann (So und Aguayo 1985, Streilein 2003b), wird das Immunprivileg des
Auges als evolutionare Anpassung betrachtet, die die okularen Gewebe vor
Funktionsverlust durch massive Entzindungsreaktionen schitzt (Streilein 2003a).
Dieser Schutz wird zum einen durch die BRS vermittelt, deren durch tight junctions
eng verbundene Zellen dazu beitragen, das Auge vor auflleren Einflissen zu
schitzen und ein eigenes Milieu aufrechtzuerhalten (Diaz-Coranguez et al. 2017,
Fields et al. 2020). Zum anderen konnte anhand von Transplantations-Versuchen
mit Ratten und Mausen gezeigt werden, dass in der vorderen Augenkammer
platziertes Antigen eine systemische Toleranz hervorruft (Kaplan et al. 1975, Kaplan
und Streilein 1977, Streilein et al. 1980). Die Injektion von Mastzelltumorzellen
(P815) in die vordere Augenkammer von BALB/c-Mausen fuhrte nicht nur zu

unkontrolliertem Tumorwachstum im Auge, sondern auch dazu, dass subkutan
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injizierte Tumorzellen ebenfalls wachsen konnten, im Gegensatz zu der Abstol3ung,
die bei lediglich subkutan mit P815-Zellen injizierten Mausen erfolgte (Streilein et al.
1980). Diese systemische Abweichung des Immunsystems, die man in Ratten und
Mausen nachgewiesen hatte, bezeichnete man als ,anterior chamber-associated
immune deviation“ (Streilein und Niederkorn 1981). Dieselbe Reaktion konnte auch
nach Injektion von Antigen in den Glaskorper oder in den subretinalen Raum
beobachtet werden (Wenkel et al. 1999, Sonoda et al. 2005). Charakteristisch fur
diese abweichende Immunantwort ist unter anderem die Unterdrickung einer Typ-
IV-Hypersensitivitatsreaktion (engl. delayed type hypersensitivity, DTH) (Niederkorn
und Streilein 1983). Dies kommt zustande, indem F4/80* antigenprasentierende
Zellen das Auge uber die Blutgefalie verlassen (Wilbanks et al. 1991, Lin et al. 2005)
und zu den Marginalzonen der Milz wandern (Wilbanks und Streilein 1992), wo sie
zellulare Cluster mit Naturlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), B-Zellen, und hohen
Spiegeln an Interleukin (IL)-10, TGF-B (engl. transforming growth factor ) und TSP-
1 bilden (Takeuchi et al. 1998, Sonoda et al. 1999, D'Orazio et al. 2001, Faunce et
al. 2001, Sonoda et al. 2001). SchlieBlich werden CD4* und CD8* T-Zellen zu den
Zellclustern rekrutiert und zu antigenspezifischen T-Zellen mit regulatorischer
Funktion gepragt (Wilbanks und Streilein 1990). Die regulatorische Funktion dieser
Zellen wurde verantwortlich gemacht fur die systemische Pravention der
Transplantat-AbstoRung und der DTH (Jiang et al. 2009, Paunicka et al. 2012).
ACAID ist eng an das anti-inflammatorische Milieu des Augeninneren gekoppelt, da
okulare antigenprasentierende Zellen (APZ) durch anti-inflammatorische Faktoren
wie TGF-f zur Induktion von regulatorischen T-Zellen befahigt werden (Wilbanks et
al. 1992, Mir et al. 2015). Das anti-inflammatorische intraokulare Milieu im Auge wird
durch Faktoren wie TGF-B (Streilein und Cousins 1990), a-MSH (engl. alpha-
melanocyte-stimulating hormone), Neuropeptid Y (Taylor et al. 1992, Benque et al.
2018) und VIP (engl. vasoactive intestinal peptide) (Taylor et al. 1994) aufrecht
erhalten (Taylor und Ng 2018). Eine in-vivo-Studie an transgenen Mausen konnte
nachweisen, dass naive T-Zellen, die gegen retinale Antigene gerichtet sind, im
Auge zu FoxP3" regulatorischen T-Zellen (Tregs) gepragt werden (Zhou et al. 2012).
Dies galt allerdings nicht bei bestehender Inflammation und auch nicht fur bereits
aktivierte T-Zellen (Zhou et al. 2012). Auch RPE-Zellen sezernieren TGF- und
hemmen so in vitro die Aktivierung von T-Zellen (Sugita et al. 2006). Neben den

l6slichen Faktoren fuhren auch Molekulle auf der Membran der Zellen, die das
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Augeninnere auskleiden, zur Apoptose eindringender Immunzellen (Taylor und Ng
2018). Dazu gehdren unter anderem Fas-Ligand (Ferguson und Griffith 2006),
TRAIL (engl. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) (Wang et al.
2003) und PD-L1 (engl. programmed death-ligand 1) (Sugita et al. 2009a, Sugita et
al. 2009b). Trotz der vielfaltigen Schutzmechanismen des Auges gibt es Szenarien,
in denen das Immunprivileg nicht aufrechterhalten wird (Niederkorn 2021). In einem
Mausemodell fur Hornhauttransplantationen wurde gezeigt, dass die Verletzung
cornealer Nerven durch die Freisetzung des Neuropeptids substance P dazu fluhrt,
dass residente CD11c* dendritische Zellen (DZ) zu sogenannten Contrasuppressor
Zellen transformiert werden (Paunicka et al. 2015). Diese Contrasuppressor Zellen
sind in der Lage, die Tregs zu hemmen und fuhren somit zur Aufhebung des
Immunprivilegs (engl. sympathetic loss of immune privilege, SLIP) (Paunicka et al.
2015, Neelam et al. 2018). Man geht davon aus, dass das Immunprivileg durch
sogenannte ,danger signals® aufgehoben werden kann, um vor moglicherweise
todlichen Infektionskrankheiten zu schutzen (Niederkorn 2021). Substance P wird
nach der Verletzung cornealer Nerven, aber auch durch Infektionserreger
freigesetzt und stellt ein solches ,danger signal“ dar, das zur Aufhebung des

Immunprivilegs fuhren kann (Niederkorn 2019).

2.2.2 Immunzellen der Retina

Unter physiologischen Bedingungen machen die dichten tight junctions der inneren
und aulReren BRS die Retina unzuganglich fur periphere Entziindungszellen aus
dem Blut (Diaz-Coranguez et al. 2017, Fields et al. 2020). Die ansassigen
Immunzellen des ZNS und somit der Retina sind die Mikrogliazellen, die sowohl in
der Nervenfaserschicht, als auch in der inneren und aulR3eren plexiformen Schicht
angesiedelt sind (Diaz-Araya et al. 1995). Diese Mikrogliazellen sind keine
eigentlichen Gliazellen, sondern stammen von myeloiden Vorlauferzellen aus dem
Dottersack ab und sind Teil des mononuklearen Phagozytosesystems (Ginhoux et
al. 2010). lhre beweglichen Zellprozesse, mit denen sie ihre Umgebung
uberwachen, verleihen ihnen eine verastelte Morphologie, wohingegen aktivierte
Mikroglia eine amoboide Morphologie und einen migratorischen Phanotyp
annehmen konnen (Lee et al. 2008). Ihre Morphologie und ihr Verhalten werden

durch viele verschiedene Faktoren beeinflusst, unter anderem durch die
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Neurotransmitter Glutamat und GABA (Fontainhas et al. 2011). Zu ihren zahlreichen
Aufgaben gehdéren die Erhaltung der Struktur und Funktion von Synapsen, die
Regulation der Neurogenese, die Phagozytose von toten Zellen oder Pathogenen
und die Immunuberwachung (Rathnasamy et al. 2019). Als residente Immunzellen
des ZNS sind sie bei Entzindungsreaktionen im Auge beteiligt an der
Komplementaktivierung (Luo et al. 2011, Shahulhameed et al. 2020), der
Antigenprasentation (Broderick et al. 2000) und der Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine (Sivakumar et al. 2011, Rathnasamy et al. 2019). Somit spielen sie eine
tragende Rolle bei entzindlichen Augenerkrankungen wie der autoimmunen Uveitis
(Okunuki et al. 2019) oder der diabetischen Retinopathie (Kinuthia et al. 2020, Li et
al. 2021b). Aktivierte Mikroglia stehen in engen Wechselwirkungen zu
Makrogliazellen (Wang et al. 2014, Conedera et al. 2019, Di Pierdomenico et al.
2020) und koénnen in Mdllerzellen die Produktion und Sekretion neurotropher
Faktoren, aber auch pro-inflammatorischer Zytokine hervorrufen, die dann
wiederum die Aktivitat der Mikroglia verstarken (Wang et al. 2011). Mullerzellen, die
in vitro durch Mikroglia aktiviert wurden, verstarken zudem die Migration der
aktivierten Mikrogliazellen und exprimieren vermehrt Adhasionsproteine, was
darauf hindeutet, dass aktivierte Mikroglia an Mullerzellen entlang migrieren (Wang
et al. 2011). Desweiteren fuhrt von aktivierten Mikrogliazellen sezerniertes IL-13 zu
vermehrter Chemokin-Expression in Mdullerzellen und RPE-Zellen (Natoli et al.
2017). In einem Ratten-Modell flr Retinadegeneration wurde gezeigt, dass neben
Mikrogliazellen auch Muller- und RPE-Zellen Chemokine sezernieren, was mit dem
vermehrten Verlust von Photorezeptoren und der Einwanderung von CD45* Zellen
einherging (Rutar et al. 2015). Obwohl Mullerzellen keine eigentlichen Zellen des
Immunsystems, sondern Gliazellen sind, konnte ihre aktive Beteiligung an
immunologischen Vorgangen in der Retina vielfach demonstriert werden: Zellen der
humanen Miillerzelllinie MIO-M1 sezernierten nach Infektion mit S. aureus pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-8, TNF-a, und IL-18 als auch antimikrobielle
Peptide und reaktive Sauerstoffverbindungen und es konnte gezeigt werden, dass
sie die Bakterien phagozytieren und téten kénnen (Shamsuddin und Kumar 2011,
Singh et al. 2014). In murinen Miullerzellen und in MIO-M1-Zellen wurde die
Expression von TLRs (Kumar und Shamsuddin 2012) nachgewiesen, wobei die
Stimulation von MIO-M1-Zellen mit TLR-Agonisten zum einen die vermehrte

Expression der TLRs, zum anderen die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
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bewirkte (Kumar und Shamsuddin 2012). Die Koinkubation mit aktivierten
Lymphozyten (Roberge et al. 1988), die in-vitro-Stimulation mit IFN-y (Mano et al.
1991) sowie okulare Pathologien wie Uveitis (Romeike et al. 1998) oder subretinale
Fibrose (Kim et al. 1987) induzierten in Mullerzellen die Expression von MHC-
Klasse-lI-Molekulen. Die Aktivierung von Mullerzellen und die daraus resultierende
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine spielt eine wichtige Rolle bei
verschiedenen Pathologien der Retina wie der diabetischen Retinopathie (Tu et al.
2020) oder der autoimmunen Uveitis (Hauck et al. 2007).

Sowohl in muriner als auch in humaner Retina sind entlang der Blutgefalle zudem
perivaskulare Makrophagen lokalisiert, die an den retinalen Gefalden
entlangwandern (Mendes-Jorge et al. 2009). Im Gegensatz zu Mikrogliazellen
exprimieren diese Makrophagen auch unter physiologischen Bedingungen
Scavenger-Rezeptoren und kénnen Proteine aus dem Blut aufnehmen (Mendes-
Jorge et al. 2009). In einem murinen Modell fir Retinopathie sowie in humaner
gliotischer Retina konnte eine Ansammlung dieser Zellen rund um die L&sion
gezeigt werden (Mendes-Jorge et al. 2009). In Netzhduten von C57BL/6-Mausen
konnte zudem eine kleine Population an 33D1* MHC-Klasse-II"9" exprimierenden
DZ an den peripheren Randern der Retina sowie juxtapapillar gezeigt werden (Xu
et al. 2007). In BALB/c-Mausen, die resistent sind gegenuber der experimentellen
autoimmunen Uveitis (EAU), waren deutlich mehr 33D1* DZ im retinalen Gewebe
lokalisiert, wobei diese weniger MHC-Klasse-Il exprimierten (Xu et al. 2007). In den
Netzhauten von B10.RIll Mausen, die deutlich empfanglicher sind fir EAU als
C57BL/6-Mause, wurden hingegen keine 33D1* oder MHC-Klasse-lI* Zellen
gefunden (Xu et al. 2007). Die Induktion von EAU fuhrte in den C57BL/6- und
B10.RIlI-Mausen zu einer steigenden Anzahl an DZ innerhalb der Retina (Xu et al.
2007). Bemerkenswert ist zudem, dass die DZ in den C57BL/6-Netzhauten
vorwiegend am Eintrittsort der Entzindungszellen Ilokalisiert waren, namlich
perivaskular an den Venolen (Xu et al. 2007). Allerdings exprimierten die in dieser
Studie beschriebenen DZ auch nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) und
TNFa keine kostimulatorischen Molekiile, weswegen die Autoren folgerten, dass
diese Zellen als APZ lediglich T-Zellen, die bereits in Kontakt mit ihrem Antigen
gekommen sind, reaktiveren konnen (Xu et al. 2007). In einer Studie an transgenen
Mausen wurde ebenfalls gezeigt, dass sowohl die Anzahl an DZ in der Retina als

auch deren Expression von MHC-Klasse-II-Molekillen nach Verletzung der Retina
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anstieg (Lehmann et al. 2010). Anhand von single cell RNA sequencing der
Netzhaute von Wildtyp- sowie AIRE (Autoimmun-Regulator)-defizienten Mausen,
die als ein Modell fur Uveoretinitis gelten, konnte die Zusammensetzung der
verschiedenen Immunzelltypen innerhalb der Retina gezeigt werden (Heng et al.
2019). Die Netzhaute von Wildtyp-Mausen wiesen neben Mikroglia eine kleine
Population an monozytaren Zellen auf, enthielten aber ansonsten keinerlei
Entziindungszellen. In den Netzhduten von AIRE”-Mausen konnten neben
zahlreichen eingewanderten Entzindungszellen auch residente Immunzellen
identifiziert werden, bestehend aus den retinalen Mikroglia und Zellen der
monozytaren Reihe (Heng et al. 2019). Letztere konnten noch einmal unterteilt und
naher definiert werden als Monozyten, Makrophagen und DZ, perivaskulare
Makrophagen sowie plasmazytoide DZ (Heng et al. 2019).

Welche Zellen innerhalb der Retina eine antigenprasentierende Funktion
Uubernehmen, ist folglich noch nicht abschlieRend geklart. Wahrend zahlreiche
Studien die Immunzellen der Netzhaut im Rahmen von Nagermodellen
untersuchen, ist die genaue Zusammensetzung der residenten Entziindungszellen
in der equinen Retina sowie deren jeweilige Rolle bei der Pathogenese der ERU bis
dato nicht exakt bekannt (PubMed-Recherche Stand August 2021).

2.3 Equine rezidivierende Uveitis

2.3.1 Definition und Vorkommen

Die ERU ist eine ein- oder beidseitig auftretende chronisch rezidivierende
Erkrankung des Pferdeauges, die gekennzeichnet ist durch wiederkehrende akute
Entzindungsschibe, gefolgt von symptomfreien Phasen (Degroote und Deeg
2020). Die Schwere der Entziindung nimmt dabei haufig mit jedem Schub zu, so
dass die intraokulare Entzindung zur Zerstorung der Retina und damit letztlich zur
Erblindung fuhrt (Gilger und Michau 2004, McMullen und Fischer 2017). Die
Pravalenz variiert je nach geographischer Lage mit Angaben zwischen 2-25% in
den USA (Gilger 2010) und etwa 8% in einer deutschen Studie (Spiess 2010). Da
die ERU haufig zur Erblindung des betroffenen Auges oder sogar beider Augen fuhrt

und ein erheblicher Teil der an ERU erkrankten Pferde daher euthanasiert werden
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muss, kommt dieser Erkrankung eine grof3e Bedeutung in der Veterinarmedizin zu
(Gerding und Gilger 2016).

2.3.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der ERU ist bis heute nicht abschlieRend geklart, jedoch konnten in
den letzten Jahren wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Pathogenese gewonnen
werden (Degroote und Deeg 2020). Der autoimmune Charakter der Erkrankung
auldert sich in einer fehlgeleiteten Immunantwort auf retinale Antigene wie
Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Protein (IRBP), zellulares Retinaldehyd-
bindendes Protein (CRALBP) und S-Antigen (S-Ag) (Deeg et al. 2001, Deeg et al.
2006a, Deeg et al. 2006b). Die Immunisierung von Pferden mit IRBP I6st eine der
spontanen Erkrankung ahnliche Uveitis aus (Deeg et al. 2002b). Auch in den
Endphasen der Erkrankung, also in einem Stadium, in dem die retinale Architektur
weitgehend zerstort ist, bleiben die Autoantigene in der Retina erhalten (Deeg et al.
2007b), was eine Erklarung fur die persistierenden Entztindungsschiibe darstellen
kénnte. Man geht davon aus, dass inter- und intramolekulares Epitop-Spreading fur
den rezidivierenden Charakter der ERU verantwortlich sind (Deeg et al. 2006a,
Deeg et al. 2006b). Dabei kommt es zur Kreuzreaktion autoreaktiver T-
Lymphozyten, die zunachst gegen ein spezifisches Autoantigen gerichtet waren,
aber im Rahmen der chronischen Entzindung ein anderes, ahnliches Epitop
erkennen und somit einen neuen Entzindungsschub auslésen (Vanderlugt und
Miller 1996). Initiert und mediiert werden die Entzindungsschube durch
autoreaktive CD4* T-Zellen, die die BRS Uberwinden und eine intraokulare
Entziindung auslésen (Gilger et al. 1999, Kleinwort et al. 2016, Wiedemann et al.
2020). T-Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden weisen deutliche
Veranderungen ihres Proteoms auf, wobei vor allem bei Proteinen, die eine wichtige
Rolle bei der Zellmigration und -adhasion spielen, eine veranderte Expression
festgestellt wurde (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2017). Auch wahrend und
nach eines durch IRBP induzierten Entziindungsschubs konnten Veranderungen
des T-Zell-Proteoms festgestellt werden (Hauck et al. 2017). Zudem weisen
periphere Blut-Leukozyten an ERU erkrankter Pferde in vitro sowohl einen
veranderten Stoffwechsel als auch eine héhere Beweglichkeit und schnellere und

zZielgerichtetere Migration auf als die Zellen gesunder Kontrolltiere (Wiedemann et
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al. 2020). Neben dem adaptiven Immunsystem sind auch Zellen und Molekile des
angeborenen Immunsystems in das Krankheitsgeschehen involviert. Eine wichtige
Rolle spielen hierbei unter anderem neutrophile Granulozyten (Fingerhut et al. 2019,
Weigand et al. 2021), aber auch das Komplementsystem (Deeg et al. 2007a,
Zipplies et al. 2010). Verschiedene Studien an Mdllerzellen und Zellen des RPE
zeigen Uberdies eine maligebliche Beteiligung der okularen Strukturen und Zellen
selbst am Krankheitsverlauf (Hauck et al. 2007, Deeg et al. 2011, Eberhardt et al.
2011, Uhl et al. 2014, Deeg et al. 2016).

2.3.3 Klinisches und pathohistologisches Bild

Wahrend eines akuten Schubs mit vornehmlicher Beteiligung der vorderen
Segmente der Uvea zeigen erkrankte Pferde Epiphora, Blepharospasmus, Miosis
und Hyperamie der Konjunktiva (McMullen und Fischer 2017). Je nach Lokalisation
der Entziindung (anterior oder posterior) kann es unter anderem zu cornealen
Odemen, Tribungen in der vorderen Augenkammer, Katarakten, Synechien,
Glaskorpertribung- und degeneration und schlieBlich zur Phtisis bulbi oder zur
Netzhautablosung kommen (McMullen und Fischer 2017, Fischer et al. 2019). Vor
allem Appaloosas erkranken haufig an einer chronischen Form der ERU, die durch
eine geringgradige Immunantwort gekennzeichnet und fir den Besitzer oft nicht
erkennbar ist (Gerding und Gilger 2016, Rockwell et al. 2020). Dies kann dazu
fuhren, dass die Erkrankung erst im spaten Stadium erkannt wird, wenn es zur
Kataraktbildung oder zur Erblindung des Auges kommt (Gerding und Gilger 2016,
Rockwell et al. 2020). Die Diagnose wird anhand der oben geschilderten klinischen
Befunde in Kombination mit einer Vorgeschichte bereits vorausgegangener
Entzindungsschibe gestellt (Gilger und Michau 2004, McMullen und Fischer 2017).
Das histologische Bild ist gekennzeichnet durch Infiltrate von Lymphozyten,
Plasmazellen und Makrophagen in Iris, Ziliarkérper und Retina (Kalsow und Dwyer
1998, Romeike et al. 1998, Gilger et al. 1999, Kleinwort et al. 2016). Vor allem im
Iris-Stroma und in der Choroidea im Bereich der Ora serrata finden sich
Lymphfollikel, die hauptsachlich aus T-Zellen und zu kleineren Anteilen aus B-Zellen
bestehen (Kleinwort et al. 2016). Mit fortschreitendem Stadium kommt es zur
Degeneration der Retina, beginnend bei den AuRensegmenten der

Photorezeptoren Uber die Desintegration der Ganglienzell- und der inneren

19



LITERATUR

Kdrnerschicht bis hin zur volligen Zerstérung der retinalen Architektur mit massiven

Entzindungszellinfiltraten (Deeg et al. 2002a).

2.3.4 Rolle der Millerzellen

Im Gegensatz zu den neuronalen Zellen der Retina bleiben Mullerzellen auch im
fortgeschrittenen Stadium der Uveitis erhalten, allerdings mit deutlichen gliotischen
Veranderungen (Deeg et al. 2002a, Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011). In der
weitgehend avaskularen Retina des Pferdes sind Mullerzellen bis auf eine kleine
Zone um den Austritt des N. opticus, die Blutgefale und Astrozyten aufweist, die
einzigen Makrogliazellen und somit von herausragender Bedeutung sowohl fur die
Physiologie als auch die Pathologie der equinen Retina (Schnitzer 1988). Die
gliotischen Veranderungen der Mdllerzellen im Verlauf der ERU umfassen die
vermehrte Expression der Intermediarfilamente Vimentin und GFAP bei gleichzeitig
verminderter Expression von GS (Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011, Deeg et
al. 2016). Weiterhin kommt es im Krankheitsverlauf zu Veranderungen der
Expressionsmuster der Kaliumkanale Kir4.1 und Kir2.1, sowie der Aquaporine
AQP4, AQP5 und AQP11 in den gliotischen Mullerzellen, was durch eine Stérung
der Kalium- und Wasserhoméostase zur Entstehung retinaler Odeme im Rahmen
von ERU flhren konnte (Eberhardt et al. 2011, Deeg et al. 2016). Darlber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Mullerzellen in der entzindeten Retina in der Lage
sind, einen pro-inflammatorischen Phanotyp anzunehmen und sowohl IFN-y zu
sezernieren (Hauck et al. 2007), als auch MHC-Klasse-II-Molekulle zu exprimieren
(Romeike et al. 1998). Wahrend Mdllerzellen im physiologischen Zustand
neuroprotektives Osteopontin exprimieren, konnte in uveitischen Millerzellen kaum
noch Osteopontin-Expression nachgewiesen werden, was auf einen Verlust der
Neuroprotektivitat hinweist (Deeg et al. 2011). Die exakte Rolle der Mullerzellen fur
die Pathogenese der ERU und inwiefern ihre Beteiligung am Krankheitsgeschehen
neuroprotektiv oder schadigend ist, muss in weiteren Forschungsarbeiten geklart

werden.
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2.4 Autoimmune Uveitis des Menschen und Tiermodelle

Die autoimmune Uveitis des Menschen ist eine nicht-infektidse, rekurrierende oder
chronische Entzindung der uvealen Anteile des Auges, also der Iris, des
Ziliarkorpers und der Choroidea (Caspi 2010). Unbehandelt fuhrt sie zu
Komplikationen wie dem Makuladdem, Glaukom, Katarakt und Netzhautablésung
(Tomkins-Netzer et al. 2014, Dick et al. 2016). In einer US-amerikanischen Studie
waren 19,2% der untersuchten Uveitis-Patienten von Einschrankungen des
Sehvermogens betroffen (Tomkins-Netzer et al. 2014). Trotz einer niedrigen
Pravalenz tragen Uveitiden daher weltweit zu 5-10% der Falle von Sehverlust bei
(Miserocchi et al. 2013). Je nach anatomischer Lokalisation kann unterschieden
werden zwischen der anterioren (Iriditis/ Iridozyklitis), intermediaren (Pars planitis)
und posterioren (Chorioretinitis) Form sowie der Panuveitis, die alle Anteile der
Uvea betrifft (Forrester 1991). Manche autoimmunen Uveitiden sind Teil einer
systemischen Erkrankung wie der juvenilen idiopathischen Arthritis, Morbus Behget
oder des Vogt-Koyanagi-Harada-Syndroms (Gery und Caspi 2018). Die Atiologie
der autoimmunen Uveitis ist bis heute unklar, jedoch konnten mithilfe der EAU
wertvolle Erkenntnisse bezlglich der Pathogenese gewonnen werden (Diedrichs-
Mohring et al. 2018, Gery und Caspi 2018). Die EAU ist eine T-Zell-vermittelte
Autoimmunerkrankung, die durch Immunisierung mit retinalen Antigenen wie S-Ag
und IRBP hervorgerufen wird (Caspi et al. 1988). Zunachst in Ratten etabliert, wurde
das Modell spater auch in Mausen entwickelt (de Kozak et al. 1981, Gery et al. 1986,
Caspi et al. 1988). Die Induktion von EAU kann durch die aktive Immunisierung
erfolgen, bei der den Tieren uveitogene Peptid-Antigene wie S-Ag oder IRBP
subkutan injiziert werden (Caspi 2003). Um eine Immunreaktion auszuldsen,
werden die Antigene dabei vorher in Freunds komplettem Adjuvans geldst (Caspi
2003). Ebenso lasst sich durch den adoptiven Transfer aktivierter uveitogener T-
Zellen ein Krankheitsbild induzieren, das der humanen autoimmunen Uveitis ahnelt
(Caspi 2003). Dazu werden Spendertiere wie oben beschrieben immunisiert und
deren Zellen aus den Lymphknoten isoliert. Die isolierten Zellen werden zusammen
mit dem immunogenen Peptid kultiviert und anschlieRend auf die Empfanger-Tiere
ubertragen (Caspi 2003). Sowohl zwischen Ratten und Mausen als auch zwischen
verschiedenen Stammen einer Spezies gibt es deutliche Unterschiede hinsichtlich
der Empfanglichkeit fir EAU und des klinischen Bildes (Caspi et al. 1988, Caspi et

21



LITERATUR

al. 1992, Sun et al. 1997). Die intraokulare Entzindung wird mediiert durch
autoreaktive CD4* T-Zellen, die retinale Antigene angreifen (Gery und Caspi 2018).
Zur Entwicklung von reifen T-Lymphozyten gehort die negative Selektion im
Thymus, bei der unreife T-Zellen, die korpereigene Proteine erkennen, eliminiert
werden (zentrale Toleranz) (Brown und Rudensky 2021). Sowohl fir IRBP als auch
fur S-Ag wurde eine Expression im Thymus beschrieben, wobei gezeigt wurde, dass
eine hohe Expression mit Resistenz gegenuber EAU korreliert (Egwuagu et al.
1997). Zudem konnte in einer Studie mit AIRE-defizienten Mausen gezeigt werden,
dass der Verlust der Expression von IRBP im Thymus zu autoimmuner Uveitis fuhrt
(DeVoss et al. 2006). Autoreaktive T-Lymphozyten, die im Thymus nicht eliminiert
wurden, gelangen in die Blutbahn, wo sie auf ihr Antigen treffen konnen (EITanbouly
und Noelle 2021). Im peripheren Blut von Patienten mit autoimmuner Uveitis
konnten S-Ag-spezifische T-Zellen nachgewiesen werden (de Smet et al. 1998).
Binden die T-Lymphozyten das entsprechende Autoantigen ohne den Einfluss
kostimulatorischer Signale, kommt es zur Anergie (periphere Toleranz) (EITanbouly
und Noelle 2021). Da retinale Antigene aufgrund der undurchlassigen BRS jedoch
in der Peripherie nicht anzutreffen sind, kommt es zur Stérung der peripheren
Toleranz und es bleibt eine kleine Population autoreaktiver T-Lymphozyten im Blut,
die durch den Kontakt mit einem Antigen aktiviert werden konnen (Chen et al. 2004,
Gery und Caspi 2018). Nach aktuellem Wissensstand geschieht dies entweder nach
einem okularen Trauma (Chu und Chan 2013) oder via molekulare Mimikry durch
Pathogene oder harmlose Nahrungsbestandteile (Horai und Caspi 2019, Wildner
und Diedrichs-Mohring 2020). In der Peripherie aktivierte autoreaktive CD4* T-
Zellen kénnen die BRS Uberwinden und so ins Auge gelangen, wo ihnen durch APZ
ihre spezifischen Antigene prasentiert werden (Prendergast et al. 1998, Xu et al.
2003, Thurau et al. 2004). Dies |0st eine intraokulare Entziindung aus, bei der
weitere Entziindungszellen aus dem Blut rekrutiert werden (Caspi et al. 1993, Kerr
et al. 2008). Sowohl im Nagermodell als auch bei der autoimmunen Uveitis des
Menschen wurde gezeigt, dass die Pathogenese vorwiegend durch autoreaktive
Th17-Zellen und die Aktivierung des IL-17/IL-23-Signalwegs gepragt ist (Amadi-Obi
et al. 2007, Zhong et al. 2021). Zellen des Immunsystems, die an der Regulation
der Entzindung beteiligt sind, umfassen FoxP3* Treg-Zellen (Liu et al. 2020) sowie
NKT-Zellen (Oh et al. 2011, Tajiri et al. 2021) und DZ (Chong et al. 2015, Klaska et

al. 2017). Wahrend die Entziindungsreaktion bei EAU meist in den ersten zwei bis
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drei Wochen nach Immunisierung ihren Hohepunkt erreicht und sich anschlieRend
spontan zurickbildet (Chen et al. 2013), ist das Risiko fir Komplikationen beim
Menschen vor allem bei chronisch rezidivierender Uveitis gegeben (Dick et al.
2016). In einer aktuellen Studie an Mausen wurde daher ein Modell fur die
chronische autoimmune Uveitis etabliert (Fan et al. 2021). Neben chronischer
Chorioretinitis mit Zerstérung der BRS und der retinalen Architektur konnte in
diesem Modell sowohl in der Retina als auch in peripheren lymphatischen Organen
erstmals eine Population an CD44Md" |L-17* CD4* Th17-Gedachtniszellen gezeigt
werden. Die Autoren schlussfolgerten daher, dass diese Th17-Gedachtniszellen an
der Aufrechterhaltung der chronischen Inflammation beteiligt sein kdnnten (Fan et
al. 2021).

In den letzten Jahren konnte zudem eine Verbindung zwischen autoimmuner Uveitis
und dem Mikrobiom festgestellt werden (Horai und Caspi 2019, Fu et al. 2021).
Studien an Mausen mit EAU zeigten auf, dass keimfreie Mause einen wesentlich
schwacheren Uveitis-Verlauf aufwiesen als die konventionell aufgezogenen Tiere
(Heissigerova et al. 2016). Zudem wurde beschrieben, dass die orale
Verabreichung von Breitspektrum-Antibiotika das klinische Bild der EAU deutlich
milderte (Heissigerova et al. 2016, Nakamura et al. 2016). Durch Dysbiose
hervorgerufene Mechanismen, die zur Pathogenese der Uveitis beitragen,
umfassen unter anderem die Zerstérung der Blut-Darm-Schranke, antigene Mimikry
und den Verlust der intestinalen Immun-Homdostase (Fu et al. 2021). Diese wird
aufrechterhalten durch ein Gleichgewicht zwischen pro-inflammatorischen Th17-
Zellen und Tregs, was durch die kommensalen Bakterien des Darms beeinflusst wird
(Omenetti und Pizarro 2015). Dysbiosen des Darm-Mikrobioms kdnnen somit dazu
beitragen, dass sich das Gleichgewicht in Richtung der Th17-Zellen verschiebt
(Omenetti und Pizarro 2015). Ein solches Ungleichgewicht, mit einer steigenden
Anzahl an Th17-Zellen und verringerten Leveln an Tregs, wurde unter anderem
bereits im Zusammenhang mit der humanen HLA-B27 assoziierten vorderen Uveitis
festgestellt (Zhuang et al. 2017). Dysbiosen kdnnen zudem zu einer durchlassigen
Blut-Darm-Schranke fuhren, sodass vermutet wird, dass Bakterien oder ihre
Produkte, die aus dem Darm in die Peripherie und somit auch ins Auge gelangen,
dort eine Entzindung auslésen kdnnten (Rosenbaum et al. 2016). In einer Studie

an B10.RIlI-Mausen mit EAU wurde festgestellt, dass die Induktion von EAU mit
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einer vermehrten Durchlassigkeit der Blut-Darm-Schranke einherging (Janowitz et
al. 2019).

Obwohl durch die oben beschriebenen Nagermodelle wertvolle Erkenntnisse
gewonnen werden konnten, kdnnen diese Modelle die spontane Erkrankung beim
Menschen nur begrenzt widerspiegeln und haben daher nur eine beschrankte
Aussagekraft (Chen et al. 2013). Daher kommt der ERU als dem einzigen
spontanen Tiermodell wesentliche Bedeutung zu (Deeg et al. 2001, Deeg et al.
2002b, Weigand et al. 2021). Neben Ahnlichkeiten im klinischen und histologischen
Bild machen die hohere Pravalenz in der Pferdepopulation und das dadurch
verfugbare Probenmaterial ERU zu einem vielversprechenden spontanen
Tiermodell fur die humane autoimmune Uveitis (Deeg et al. 2001, Deeg et al.
2002b). Das retinale Antigen CRALBP wurde zunéachst im Pferd nachgewiesen
(Deeg et al. 2006b), bevor es als Autoantigen im Menschen bestatigt wurde (Deeg
et al. 2007c), was die Bedeutung der ERU flr die Erforschung der humanen Uveitis

unterstreicht.

2.5 Differenzielle Proteomanalyse

Der Begriff ,Proteom” wurde in den 1990er Jahren gepragt als Gesamtheit aller vom
Genom codierten Proteine (Wilkins et al. 1996). Das Proteom ist im Gegensatz zum
Genom jedoch hochdynamisch, denn alternatives Splei3en und posttranslationale
Modifikationen sowie die Zusammenlagerung verschiedener Proteine zu
Proteinkomplexen erhéhen die Vielfalt und Komplexitat des Proteoms, die durch die
kodierende DNA nicht abgebildet wird (Baralle und Giudice 2017, Bludau und
Aebersold 2020). Gegenuber den etwa 20.000 protein-kodierenden Genen des
menschlichen Genoms (Collins et al. 2004) gehen aktuelle Schatzungen von Uber
einer Million Proteoformen aus (Aebersold et al. 2018), also unterschiedlichen
Proteinen, die zwar das Produkt eines einzelnen gemeinsamen Gens sind, aber
sich aufgrund von alternativem Spleillen oder posttranslationaler Modifikation
dennoch unterscheiden (Smith und Kelleher 2013). Die Proteomik kann folglich
wertvolle Erkenntnisse hinsichtlich des Zustandes einer Zelle oder eines Gewebes
liefern (Sagmeister et al. 2021, Weigand et al. 2021). Vor allem quantitative
Proteom-Analysen kdnnen durch die vergleichende Messung von physiologischen

und pathologischen Proben Abweichungen des Proteoms aufzeigen und somit zur
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Entschllisselung Pathogenese-assoziierter Mechanismen (Weigand et al. 2020,
Weigand et al. 2021) sowie zur ldentifizierung von Biomarkern (Lorenzo et al. 2021,
Xiao et al. 2021) beitragen. Mit der Massenspektrometrie als Hypothesen-
generierendem Ansatz konnen unvoreingenommen und mit hoher Spezifitat groRe
Mengen an Daten generiert werden, was sie vor allem fur Modelle, bei denen ein
Mangel an spezifischen Antikdrpern vorherrscht, zu einem wertvollen Analyse-
Instrument macht (Kleinwort et al. 2019, Tesena et al. 2021, Tritten et al. 2021,
Wang et al. 2021a).

Die Massenspektrometrie beruht dabei auf der Messung des Masse-zu-Ladung-
Verhaltnisses (m/z) von Peptiden oder Proteinen (Aebersold und Mann 2003).
Zunachst werden die Proteine oder Peptide der zu messenden Probe durch Matrix-
unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI) (Karas und Hillenkamp 1988)
oder Elektrospray-lonisation (Fenn et al. 1989) ionisiert. Anschliefend misst ein
Massenspektrometer das m/z der ionisierten Peptide, beispielsweise mithilfe einer
lonenfalle, eines Quadrupols oder sogenannter time-of-flight (TOF)
Massenspektrometer (Aebersold und Mann 2003). Ein Detektor zeichnet schlielich
die Anzahl der lonen pro m/z-Wert auf, woraus das Massenspektrum resultiert
(Aebersold und Mann 2003). Mithilfe von Proteinsequenzdatenbanken wie Mascot
(Matrix Science, London, UK, http://www.matrixscience.com/) kdnnen die Proteine
anschlieBend anhand ihrer Massenspektren identifiziert werden (Degroote et al.
2019). Eine noch detailliertere strukturelle Analyse ermdglicht die Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS), bei der von den bereits gemessenen Peptidionen
einige ausgewahlte Peptide durch Kollision nochmals in Peptidfragmentionen
zerteilt und abermals gemessen werden (Domon und Aebersold 2006). Bei der
Bottom-up-Proteomik werden Proteine durch sequenz-spezifische Enzyme wie
Trypsin in einzelne Peptide gespalten, bevor sie durch Flussigkeitschromatographie
(LC) aufgetrennt und dem Massenspektrometer zugefihrt werden (LC-MS bzw. LC-
MS/MS) (Bludau et al. 2021). Bei der quantitativen Proteomanalyse muss
unterschieden werden zwischen Methoden, die von der Markierung stabiler Isotope
in den Proben abhangig sind (Ong et al. 2002) und sogenannten label-freien
Methoden, bei denen anhand der gemessenen Massenspektiren der einzelnen
Peptide die Abundanz der jeweiligen Proteine in der Probe ermittelt und

anschliefend anhand einer Software normalisiert wird (Hauck et al. 2010).
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2.6 Bedeutung von Membranproteinen

Membranproteine sind definiert als Proteine, die mit Lipiddomanen von biologischen
Membranen assoziiert sind, und umfassen knapp ein Drittel des menschlichen
Proteoms (Krogh et al. 2001, Almén et al. 2009). Sie werden unterteilt in integrale
bzw. intrinsische Membranproteine, die in der Lipiddoppelschicht verankert sind
oder durch sie hindurch reichen (Transmembranproteine) und die peripheren bzw.
extrinsischen Oberflachenproteine, die nur oberflachlich mehr oder weniger stark
mit der Zellmembran verbunden sind (Almeida et al. 2017). Als Transport-,
Rezeptor- und Adhasionsmolekile Ubernehmen sie wichtige Funktionen innerhalb
der Zelle (Almén et al. 2009) und stellen daher den Hauptangriffspunkt fur
medikamentdse Intervention dar (Santos et al. 2017). Eine besondere Bedeutung
haben Membranproteine auch in der Immunologie: Phagozyten exprimieren
Rezeptoren, mit denen sie Pathogene erkennen (Xia et al. 2021), Leukozyten
verfugen Uber Adhasionsmolekile, um aus dem Blut in Entzindungsherde
einzuwandern (Michael und Parsons 2020) und die Aktivierung von Lymphozyten
durch APZ erfolgt mithilfe von kostimulatorischen und MHC-Molekllen auf ihrer
Zelloberflache, die mit den Rezeptoren der Lymphozyten interagieren (Chen und
Flies 2013). Diese Beispiele machen deutlich, dass die Immunantwort wesentlich

von der Funktion der Membranproteine abhangt.

2.6.1 Massenspektrometrische Untersuchung von Membranproteinen

Aus den oben genannten Grunden nimmt die Untersuchung des Membran- bzw.
Zelloberflachenproteoms einen hohen Stellenwert bei der Erforschung
immunologischer Zusammenhange ein (Degroote et al. 2017, Soday et al. 2021).
Die Extraktion von Membranproteinen aus der hydrophoben Lipiddoppelschicht
stellt jedoch eine Herausforderung dar und erschwert ihre proteomische Analyse
(Wu und Yates 2003). Um Proteine aus der Zellmembran zu l6sen, kdénnen
Detergenzien verwendet werden, allerdings sind diese in spateren Analyseschritten
oft storend (Pauwels et al. 2021). Das bei der Bottom-up-Proteomik meist
verwendete Trypsin ist zudem ungeeignet, um die hydrophoben Anteile der
Membranproteine zu spalten, sodass die entstandenen Peptide zur Prazipitation
neigen (Pauwels et al. 2021). Eine weitere Herausforderung ist die Glykosylierung
von Oberflachenproteinen, die zur sterischen Hinderung der Proteasen fuhrt und
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somit die Fragmentierung der Proteine fur die massenspektrometrische Analyse
erschwert (Pauwels et al. 2021). Um diesen Herausforderungen zu begegnen,
wurden verschiedene Methoden entwickelt, um Membranproteine fur die
massenspektrometrische Analyse aus Zellen zu extrahieren und anzureichern
(Pauwels et al. 2021). Als Beispiele seien die Biotinylierung von Membranproteinen
(Kalxdorf et al. 2017) sowie die sogenannten Glycocapture-Ansatze genannt, die
sich die Glykosylierung von Oberflachenproteinen zunutze machen (Graessel et al.
2015, Matta et al. 2019).

2.6.2 Bedeutung der Sialinsauren

Sialinsauren sind Derivate der Neuraminsaure und umfassen eine Gruppe von
negativ geladenen Zuckern mit einem Gerust aus 9 Kohlenstoff-Atomen (Varki
1992). Aufgrund der vielen verschiedenen Modifikationen umfasst die Familie der
Sialinsduren mehr als 50 Mitglieder (Angata und Varki 2002), wobei die meisten
Saugetiere N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) und N-Glycolyneuraminsaure
(Neu5Gc), Menschen jedoch lediglich Neu5Ac synthetisieren (Irie et al. 1998,
Muchmore et al. 1998). Als terminale Zuckerreste von Glykoproteinen und
Glykolipiden sind sie ein wesentlicher Bestandteil der Glykokalyx (Angata und Varki
2002). Die als Sialylierung bezeichnete Ubertragung einer Sialinsdure auf ein
Glykoprotein oder -lipid wird durch Sialyltransferasen vermittelt (Harduin-Lepers et
al. 2001), die Entfernung einer Sialinsaure bezeichnet man als Desialylierung und
die entsprechenden Enzyme als Neuraminidasen oder Sialidasen (Miyagi und
Yamaguchi 2012). Als Bestandteil der Glykokalyx haben Sialinsauren vielfaltige und
wichtige Funktionen: Als sogenannte ,self-associated molecular patterns® (SAMPs)
werden sie von bestimmten Rezeptoren des Immunsystems, den Siglecs,
gebunden und dienen so der Erkennung korpereigener Zellen durch das
Immunsystem und der Modulation von Immunantworten (LUbbers et al. 2018, Laubli
und Varki 2020). Siglecs werden unter anderem von hamatopoetischen Zellen
exprimiert und Ubermitteln nach der Bindung an Sialinsaure auf korpereigenen
Zellen meist ein inhibitorisches Signal, sodass die periphere Toleranz
aufrechtherhalten wird (Laubli und Varki 2020). Entsprechend kann es bei
Storungen der Sialoglycan-Siglec-Achse zum Zusammenbruch der peripheren

Toleranz und somit zu autoimmunen Erkrankungen kommen (Mahajan und Pillai
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2016, Varki 2017, Laubli und Varki 2020). Weiterhin hemmt die Bindung von Faktor
H an Sialinsauren die Aktivierung des Komplementsystems (Fearon 1978, Meri und
Pangburn 1990). Als Bestandteil der Liganden fur Selektine sind Sialinsauren
zudem maldgeblich an der Migration von Immunzellen beteiligt (Rosen et al. 1985,
Moore et al. 1992). Desialylierung von Glykoproteinen und -lipiden wurde unter
anderem in Zusammenhang gebracht mit der Aktivierung von TLRs (Amith et al.
2010), mit vermehrter Phagozytose-Aktivitat von Mikrogliazellen (Allendorf et al.
2020b), mit der Differenzierung von Monozyten in Makrophagen (Wang et al. 2016),
sowie der Umwandlung von synovialen Fibroblasten in einen pro-inflammatorischen
Phanotyp (Wang et al. 2021b). Die Aktivitat und Regulation von Neuraminidasen
und damit einhergehend der Sialylierungszustand von Zellen und Geweben stellt

somit ein wichtiges Forschungsgebiet der Immunologie dar.
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Abstract

Desialylation of cell surface glycoproteins carried out by sialidases affects various immunological
processes. However, the role of neuraminidase 1 (NEU1), one of the four mammalian sialidases,
in inflammation and autoimmune disease is not completely unraveled to date. In this study, we
analyzed the retinal expression of NEU1 in equine recurrent uveitis (ERU), a spontaneous animal
model for autoimmune uveitis. Mass spectrometry revealed significantly higher abundance of
NEU1 in retinal Muller glial cells (RMG) of ERU-diseased horses compared to healthy controls.
Immunohistochemistry uncovered NEU1 expression along the whole Miiller cell body in healthy
and uveitic states and confirmed higher abundance in inflamed retina. Miller glial cells are the
principal macroglial cells of the retina and play a crucial role in uveitis pathogenesis. To determine
whether higher expression levels of NEU1 in uveitic RMG correlate with the desialylation of
retinal cells, we performed lectin-binding assays with sialic acid-specific lectins. Through these
experiments, we could demonstrate a profound loss of both «2-3- and «2-6-linked terminal sialic
acids in uveitis. Hence, we hypothesize that the higher abundance of NEU1 in uveitic RMG plays
an important role in the pathogenesis of uveitis by desialylation of retinal cells. As RMG become
activated in the course of uveitis and actively promote inflammation, we propose that NEU1 might
represent a novel activation marker for inflammatory RMG. Our data provide novel insights in the
expression and implication of NEU1 in inflammation and autoimmune disease.

Key words: neuraminidase 1, retinal inflammation, retinal Miiller glia, sialic acids, spontaneous autoimmune disease

Introduction

Modification of cell surface sialylation plays an important role in var-
ious immunological processes (Varki and Gagneux 2012; Laubli and
Varki 2020). Desialylation of glycoproteins carried out by sialidases
(also referred to as neuraminidases) impacts receptor activation,
differentiation of immune cells and modulation of cell signaling and
phagocytosis (Seyrantepe et al. 2010; Wang et al. 2016; Karmakar
etal. 2019; Allendorf, Franssen, et al. 2020a; Allendorf, Puigdellivol,
et al. 2020b).

© The Author(s) 2021. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Retinal Miiller glial cells (RMG), the main macroglial cells
of the retina, were described as cells actively participating in the
inflammation by upregulating major histocompatibility complex II
(MHC-II) molecules and secreting cytokines upon stimulation (Mano
et al. 1991; Hauck et al. 2007; Bringmann et al. 2009; Rutar et al.
2015; Eastlake et al. 2016; Natoli et al. 2017; Capozzi et al. 2018).
However, desialylation was not described in this context. RMG are
considered accountable for maintaining the retinal ion-, water- and
pH-homeostasis, providing neurons with nutrients and contributing
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to the maintenance of the blood-retinal barrier (BRB) (Reichenbach
and Bringmann 2020). Upon ocular inflammation, RMG transform
into an activated gliotic state with upregulation of their intermediate
filaments vimentin and glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
downregulation of cell-specific proteins like glutamine synthetase
(GS), potassium channel Kir 4.1 and aquaporins 5§ and 11 (Hauck
et al. 2007; Bringmann et al. 2009; Eberhardt et al. 2011; Deeg et al.
2016).

As a severe intraocular inflammatory disease, uveitis is a major
cause of visual impairment worldwide, eventually leading to blind-
ness (Tsirouki et al. 2018). Equine recurrent uveitis (ERU) is the only
spontaneous animal model for autoimmune uveitis (Wiedemann et al.
2020), and both diseases resemble each other in many aspects, such
as clinical manifestations and immunopathology (Deeg et al. 2002).
Besides, ERU has a high prevalence in the horse population (Malalana
etal. 2015) and since affected retinas are readily available and can be
collected and used immediately after enucleation, ERU represents an
excellent animal model to study spontaneous disease pathogenesis
(Deeg et al. 2008). Both in ERU and human autoimmune uveitis,
autoreactive CD4*+ T-cells target retinal proteins, causing severe
destruction of the retina (Caspi 2010; Wiedemann et al. 2020). In
a previous study, primary RMG of ERU-diseased horses were shown
to promote ocular inflammation by upregulating pro-inflammatory
cytokine interferon y (IFN)-y (Hauck et al. 2007). Thus, RMG
are supposed to play a decisive role in the pathogenesis of ocular
inflammation, but the precise effects of RMG gliosis on uveitis
pathogenesis remain to be elucidated. To gain further insight in the
pathomechanisms underlying autoimmune uveitis and the role of
RMG in the course of this sight-threatening disease, we analyzed
primary RMG of healthy and ERU-diseased horses with differential
proteome analysis and found a significant higher abundance of
neuraminidase 1 (NEU1) in uveitic RMG.

NEU1 is an enzyme that cleaves terminal sialic acids from cell
surface glycoproteins (Bonten et al. 1996). Thus, we were interested
in how NEU1 impacts the sialylation state of retinal cells in this
spontaneous model of autoimmune uveitis. It was shown that NEU1
is able to promote inflammation by desialylation of cell surface
glycoproteins on immune cells such as macrophages and microglia
(Amith et al. 2010; Karmakar et al. 2019; Allendorf, Franssen,
et al. 2020a). Hence, the goal of this study was to corroborate the
hypothesis that the higher abundance of NEU1 in uveitic RMG plays
a significant role in the pathogenesis of uveitis by desialylation of
retinal cells.

Results

Mass spectrometry reveals higher abundance

of NEU1 and cathepsin A in an autoimmune disease

In a quantitative differential proteome analysis of RMG of healthy
and ERU-diseased horses, we identified 172 proteins that were at
least 1.8-fold more abundant in ERU and 345 proteins with a fold
change of 0.6 or less in uveitic retina compared to healthy con-
trols (Supplementary Table SI). Among the differentially abundant
proteins was NEU1, which was 4-fold more abundant in RMG in
uveitic state (Table I). Furthermore, cathepsin A (CTSA), a protease
that associates with neuraminidase and is necessary for its stability
and activity (van der Spoel et al. 1998; Bonten et al. 2014), was more
abundant in uveitic RMG (Table I). We will refer to this protein in
the following as protective protein cathepsin A (PPCA). Since the
expression of NEU1 and PPCA in RMG was not described to date, we
were interested to verify and further characterize their expression in

32

RMG in general. Further, we wanted to investigate their implications
in a spontaneous autoimmune disease model.

RMG express NEU1 and PPCA

NEU1 (Figure 1) and PPCA (Figure 2) expressions were first
analyzed in the retinal tissue with immunohistochemistry of controls
(Figures 1A and 2A, differential interference contrast image [DIC])
and ERU cases (Figures 1B and 2B). RMG marker vimentin indicated
RMG localization and morphology, spanning the entire retina from
the inner limiting membrane (ILM) to the outer limiting membrane
(OLM) in both healthy (Figures 1Cand 2C) and ERU-affected
(Figures 1D and 2D) eyes. Expression pattern of vimentin in the
control and uveitic sections resembled each other, indicating an early
stage of disease and gliosis. Expression patterns of NEU1 displayed a
RMG characteristic columnar shape in healthy (Figures 1E and 3A,
left panel) and diseased (Figures 1F and 3A, right panel) retinas.
However, in ERU, a stronger immunoreactivity for NEU1 became
apparent (Figures 1F and 3A, right panel). Overlay images of
vimentin and NEU1 confirmed respective Miiller cell association of
NEU1 (yellow) both in healthy (Figure 1G) and uveitic (Figure 1H)
retinas. PPCA expression could be detected in the different layers
of the retina in healthy (Figures 2E and 3C, left panel) and uveitic
(Figures 2F and 3C, right panel) states. Expression pattern of PPCA
in the ILM and ganglion cell layer (GCL) revealed localization in
RMG endfeet and trunks with their cell processes, but expression
was also observed in a more punctate pattern in the INL and
especially in the outer plexiform layer (OPL). Furthermore, the OLM
stained heavily for PPCA. In the uveitic state (Figures 2F and 3C,
right panel), a slight increase of immunoreactivity became apparent
with the expression of PPCA also in the inner plexiform layer (IPL).
Colocalization of vimentin and PPCA (yellow) was detected primarily
in the RMG endfeet and trunks in the ILM and GCL both in healthy
(Figure 2G) and uveitic retinas (Figure 2H).

NEU1 is significantly more abundant in RMG

of uveitis cases

To verify the higher abundance of NEU1 in uveitis, NEU1 expression
in RMG was quantified in healthy and diseased specimens (Figure 3).
Quantification confirmed a significantly (***P < 0.001) higher abun-
dance of NEU1 (Figure 3B) in ERU cases (black column) compared
to healthy controls (white column). By contrast, quantification of
PPCA expression (Figure 3D) in the retina sections of healthy controls
(white column) and uveitic cases with high expression levels of NEU1
(black column) revealed no significant difference (P > 0.05). As
NEUT efficiently cleaves sialic acid from glycoproteins (Bonten et al.
1996), we were next interested in whether the retinal cell surface
sialylation was affected by the increased abundance of NEU1 in
uveitic RMG.

Cell surface sialylation changes profoundly

in uveitic retina

To substantiate changes in the cell surface sialylation in ERU, binding
capacities of different lectins (Table II) in the retinal tissue of healthy
(Figure 4A, DIC) and diseased (Figure 4B, DIC) horses were analyzed.
DIC image revealed a slight thickening of the ILM concomitant with
a thinner photoreceptor outer segment (POS) in uveitis (Figure 4B).
Wheat germ agglutinin (WGA, binding to N-acetylglucosamine
[GIcNAc] and to a lesser extent to sialic acid N-acetyl-neuraminic
acid [NeuSAc]) was used as a negative control and was strongly pos-
itive in the ILM and OLM and in the plexiform layers in healthy reti-
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Table I. Differential expression of NEU1 and CTSA in healthy and ERU affected RMG

Protein name Gene name Accession number Unique peptides Ratio ERU/healthy
Neuraminidase 1 NEU1 ENSECAP00000016932 2 4.0
Cathepsin A CTSA ENSECAP00000003740 o4 1.9

Table Il. Preferred binding substrates of used lectins

Acronym Lectin name Preferred binding substrates References

WGA Wheat germ agglutinin GlcNAc¢(B1-4GlcNAc¢(B1-4GlcNAc)), NeuSAc, GalNAc (Nagata and Burger 1974)

MAL Maackia amurensis leukoagglutinin ~ Siaw2-3GalB1-4GlcNAc, SO4-3-GalB1-4GlcNAc (Geisler and Jarvis 2011)

MAH Maackia amurensis hemagglutinin Siaa2-3Galp1-3(+/— Sia «2-6)GalNAc, SO4-3-GalB1-3(+/—  (Geisler and Jarvis 2011)
Sia 02-6)Gal(NAc)

SNA Sambucus nigra lectin Siae2-6Gal(NAc) (Shibuya et al. 1987)

nas (Figures 4C and SA, left panel). ERU cases (Figures 4D and SA,
right panel) revealed a similar expression pattern without obvious
change in binding capacity. Maackia amurensis leukoagglutinin
(MAL) binding was detected in the IPL and OPL and the OLM
in the healthy state (Figures 4E and 5B, left panel), illustrating
a2-3-linked sialic acids in N-linked glycans. By contrast, in autoim-
mune disease, a decrease in «2-3-linked sialic acids became apparent
(Figures 4F and 5B, right panel) specifically in the IPL. Maackia
amurensis hemagglutinin (MAH), specific for «2-3-linked sialic acids
in O-linked glycans, was positive in the ILM and OLM, the GCL
and the plexiform layers in healthy retina (Figures 4G and 5C, left
panel). In the uveitic state, «2-3-linked sialic acids almost completely
disappeared from the ILM, the GCL and the IPL (Figures 4H and 5C,
right panel). Sambucus nigra lectin (SNA), binding specifically to o2-
6-linked sialic acids, showed strong immunoreactivity along the ILM
and in retinal ganglion cells as well as in the nuclear layers in healthy
retinas (Figures 41 and 5D, left panel). In the diseased state, a strong
decrease of a2-6-linked sialic acids became apparent especially in the
ILM (Figures 4] and 5D, right panel).

Binding capacity of sialic acid-binding lectins
significantly decreases in uveitis

While WGA binding (Figure SA), which served as a negative control,
revealed no significant difference between healthy retinas (white
column) and ERU cases (black column), there was a clear differ-
ence in the sialic acid-binding lectins in the autoimmune disease.
Binding capacities of specifically sialic acid-binding lectins MAL
(Figure 5B), MAH (Figure SC) and SNA (Figure 5D) were signifi-
cantly (**P < 0.01 for MAL and MAH and *P < 0.05 for SNA)
decreased in ERU (black column) compared to healthy controls
(white column).

Discussion

In this study, we provide novel insights into the role of NEU1 in
a spontaneous animal model for human autoimmune uveitis. We
demonstrated that NEU1 is present in the equine retina in RMG
(Table I, Figures 1 and 3) and also in retinal ganglion cells. Presence
and activity of neuraminidase was reported in the chick retina (Drey-
fus et al. 1976) and in bovine retinal rod outer segment membranes
(Dreyfus et al. 1983). Here, we could show NEU1 expression in
the equine retina throughout the whole Miiller cell body from the
ILM to the OLM (Figures 1E and F and 3A). Furthermore, mass
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spectrometry confirmed NEU1 expression in RMG (Table I) and in
addition revealed the expression of PPCA (Table I), which is necessary
for the stability and enzymatic activity of NEU1 (van der Spoel et al.
1998; Bonten et al. 2014).

Since the implications of NEU1 on autoimmune uveitis are
unknown to date, we further analyzed NEU1 expression levels
in uveitic retina. We detected a significantly higher abundance
of NEU1 in uveitic RMG (Figure 3B), whereas PPCA abundance
in RMG did not significantly increase in the course of disease
(Figure 3D). Cathepsins are present in different localizations in
the eye. Expression of PPCA was shown in mouse or rat cornea,
pupil, lens, retinal pigment epithelium and in the optic nerve (Im
and Kazlauskas 2007). While cathepsins seem to play a homeostatic
role in the healthy eye, they were associated with the degradation of
proteins and promotion of inflammation in pathological conditions
(Im and Kazlauskas 2007). In this study, we report evidence
for PPCA expression in the RMG of the equine retina by mass
spectrometric analysis (Table I) and immunohistochemical assays
(Figures 2E and F and 3C). However, in uveitis, higher expression
levels of NEU1 were not accompanied by a higher abundance
of PPCA (Figure 3D). Since we performed immunohistochemistry
to analyze the overall PPCA protein abundance in equine retina,
we cannot draw conclusions regarding potential differences in the
activity of this enzyme between healthy and uveitic conditions with
this method. To date, investigations on the interactions between
PPCA and NEU1 had been performed in vitro with SV40-transformed
simian cells (COS1 cells) (van der Spoel et al. 1998), insect cells
(Bonten and d’Azzo 2000) and baculovirus-expressed wild-type and
mutagenized recombinant enzymes and synthetic peptides (Bonten
et al. 2009), but not in equine retinal cells. Therefore, this issue merits
further investigation in the future.

As we previously demonstrated a pivotal role for RMG in uveitis
pathogenesis (Hauck et al. 2007; Eberhardt et al. 2011; Deeg et al.
2016), we hypothesize that higher NEU1 abundance in RMG in this
spontaneous autoimmune disease might play an important role in
disease pathogenesis. In earlier studies, we showed that RMG actively
contribute to inflammation, as they express IFN-y in the uveitic
state (Hauck et al. 2007). This is in line with the inflammatory
potential of NEU1 that was demonstrated for different immune
cells. In human T-lymphocytes, NEU1 expression and enzymatic
activity increased upon the stimulation of the cells. Inhibition of
this activity resulted in a significant reduction of IFN-y production
(Nan et al. 2007). We therefore speculate that a higher abundance
of NEU1 in RMG is associated with the enhanced inflammation in
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Fig. 1. RMG express NEU1 in healthy and uveitic state. DIC shows retinal structure in healthy (A) and uveitic (B) states. RMG marker vimentin (red) illustrated RMG
localization and morphology within normal (C) and diseased (D) retinal tissue showing RMG characteristic columnar shape. Its expression pattern displayed only
slight morphological changes of RMG in uveitic state (D), indicating the initial stage of gliosis. NEU1 expression pattern (green) revealed RMG morphology in
both healthy (E) and diseased (F) state and higher abundance in uveitis (F). Double labeling (G, H) of vimentin (red) and NEU1 (green) confirmed NEU1 expression
in RMG (colocalization yellow). x400 magnification. Cell nuclei were counterstained with DAPI in blue.

uveitis. Also, in the human monocytic cell line THP-1, differentiation
into macrophages was associated with increased NEU1 activity and
concomitant loss of cell surface sialic acids (Wang et al. 2016). Thus,
our data indicate that NEU1 might represent a new activation marker
for inflammatory RMG.

34

NEU1 catalyzes the removal of «2-3- and «2-6-linked sialic
acids from cell surface glycoproteins (Bonten et al. 1996). Hence,
we were interested in the sialylation state of retinal tissue in
healthy and uveitic eyes. We could demonstrate a significant loss
of terminal @2-3- and «2-6-linked sialic acids in uveitis (Figures 4
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Overlay

Fig. 2. PPCA is expressed in RMG in healthy and uveitic retina. DIC of representative healthy (A) and uveitic (B) retina sections reveals retinal architecture.
Columnar expression pattern of intermediate filament vimentin (red) indicated RMG localization and morphology within healthy (C) and diseased (D) retinal
tissue with signs of gliosis in uveitic state (D). PPCA expression (green) was detected especially in the GCL showing RMG characteristic shape and in the OPL
and the OLM both in healthy (E) and diseased (F) retina. In uveitis (F), punctate expression increased especially in the IPL and INL. Overlay images of vimentin and
PPCA demonstrate PPCA expression in RMG within healthy (G) and uveitic (H) retina (colocalization yellow). x200 magnification. Cell nuclei were counterstained
with DAPI in blue.

and 5). Diminished o2-3-sialylation was particularly obvious in the WGA, which served as a negative control since it binds primarily
IPL (Figures 4F and H and 5B and C). In the ILM, a loss of both to GleNAc and only to a small degree to the sialic acid NeuSAc,
«@2-3- and «2-6-linked sialic acids became apparent in the uveitic was not significantly decreased (Figure SA). These results indicate

state (Figures 4H and J and 5C and D). By contrast, binding of that the elevated expression of NEU1 in uveitis might result in
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Fig. 3. NEU1 is more abundant in uveitic retina. Zoom-in images of

Figure 1E and F show RMG (A) and illustrate increased expression of NEU1
throughout the cells in uveitis (right panel) compared to healthy controls (left
panel). Quantification of fluorescence intensities of NEU1 (B) in immunohis-
tochemical stainings of healthy (white column) and uveitic (black column)
retinas revealed significantly higher expression levels of NEU1 in uveitic state
compared to controls (***P < 0.001). Expression pattern of PPCA in RMG (C)
is displayed in zoom-in images of Figure 2E and F for healthy (left panel) and
uveitic (right panel) condition. Quantification of PPCA signal (D) did not yield
a significant difference between healthy (white column) and diseased (black
column) (n.s., P > 0,05).

decreased terminal sialylation of uveitic retinal cells. This is of
major interest because the sialylation state of cells has an important
impact on their functions (Varki and Gagneux 20125 Mockl 2020),
and to our knowledge desialylation was not described in uveitis
so far.

While interpreting our results, we have to keep in mind that there
are other enzymes besides NEU1, regulating the sialylation state of
cells. Sialidases NEU2, NEU3 and NEU4 also catalyze the cleavage
of sialic acids, but they differ in substrate specificity, tissue expression
and intracellular localization (Miyagi and Yamaguchi 2012). While
glycoproteins are the main substrates of NEU1 (Bonten et al. 1996;
Miyagi and Yamaguchi 2012), NEU3 preferentially cleaves sialic
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acids from gangliosides (Kopitz et al. 1996; Hasegawa et al. 2000).
Since the organic solvents we used for the preparation of retina
sections extract glycosphingolipids, such as gangliosides (Schwarz
and Futerman 1997), we can conclude that in our experiments
we demonstrated the cleavage of sialic acids from glycoproteins.
However, we cannot exclude that gangliosides become desialylated
as well in the course of ERU by NEU3. Since the retina exhibits
a very diverse and unique ganglioside profile (Sibille et al. 2016)
and the catabolization of gangliosides through NEU3 has important
functions in the nervous system (Pan et al. 2017), these questions
need to be addressed in future studies. Besides neuraminidases, sia-
lyltransferases also play an essential role in regulating cell surface
sialylation by catalyzing the transfer of sialic acid residues to the
terminal position of glycoconjugates (Harduin-Lepers et al. 1995),
thus having an opposite function to sialidases. This might explain,
why in some parts of the retina, like the OLM, we observed a
strong immunoreactivity for NEU1 in ERU (Figure 1F) without an
apparent decrease of sialic acids (Figures 4 and 5). This phenomenon
might be due to a higher expression or activity of sialyltransferases.
However, our proteomic data revealed no higher abundance of
sialyltransferases in RMG (Supplementary Table SI), but it cannot be
excluded that other cell types of the retina contribute to the sialylation
of cells by expressing sialyltransferases. While in the equine retina,
NEU1 is primarily expressed in RMG (Figure 1), desialylation was
not observed specifically in RMG, but throughout the retinal tissue
(Figure 4). Since RMG span the entire thickness of the retina and
are in close contact to the retinal neurons with their cell processes,
it is reasonable to suggest that NEU1 on the cell surface of RMG
could participate in the desialylation of the neighboring retinal cells.
To date, this effect was not investigated in RMG and ocular diseases,
but it was shown for other cells. Both in vivo and in vitro, NEU1 from
activated polymorphonuclear leukocytes (PMNs) desialylated the
surface of endothelial cells (ECs), resulting in the increased adhesion
of PMN to the endothelium (Cross et al. 2003; Sakarya et al. 2004).
Another explanation might be that retinal cells other than RMG
express sialidases and thereby also contribute to the desialylation in
uveitis. Which retinal cell types become desialylated in the course of
uveitis and the direct substrate targets of NEU1 in the retina remain
to be elucidated in future studies.

In uveitis, the consequences of retinal desialylation are unknown
to date. It is conceivable that NEU1 could possibly mark an inflam-
matory phenotype of RMG, which leads to a pro-inflammatory
microenvironment within the retina in ERU. Since immune cell
activation and migration and destruction of the retinal tissue are
the hallmarks of uveitis (Wiedemann et al. 2020), further attention
should be paid to the potential role of desialylation in uveitis carried
out by NEUT.

Furthermore, we hypothesize that the changes in retinal cell
surface sialylation might impact the migration of immune cells.
In uveitis, autoreactive T-cells migrate through the retina to the
vitreous (Degroote et al. 2017). RMG abut to the ILM with their
endfeet, thereby building the vitreo-retinal border that connects the
retina and the vitreous body (Reichenbach and Bringmann 2020).
Here, we have shown decreased @2-3- and a2-6-sialylation in uveitic
retina, especially at the ILM (Figures 4H and J and 5C and D). This
could be in association with the transmigration of immune cells
through the retinal tissue toward the vitreous. Loss of cell surface
sialylation of retinal cells might attract immune cells and enhance
their migratory capacity. In PMNs, enhanced migration is associated
with endogenous sialidase activity that results in the desialylation
of PMNs and ECs and therefore promotes the adhesion of PMNs
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Fig. 4. Different binding patterns of lectins in healthy and uveitic retina indicate changes in surface sialylation. DIC of normal (A) and uveitic (B) retina with
slightly damaged retinal structures in uveitic state (B). WGA (green), binding to GIcNAc and in a lesser extent to sialic acid, stained the limiting membranes
and the plexiform layers (C, D) without apparent changes in uveitic retina (D). MAL (green) binds to «2-3-linked sialic acids in N-linked glycans and showed
strong immunoreactivity in both plexiform layers and the OLM in healthy retina (E). In uveitis, «2-3-linked sialic acids were still detectable in the OPL and OLM,
but almost completely disappeared in the IPL (F). MAH (green), binding to «2-3-linked sialic acids in O-linked glycans, revealed strong binding capacity in the
ILM, GCL, IPL and OPL in healthy controls (G), whereas in diseased state, «2-3-linked sialic acids clearly decreased in the ILM, GCL and IPL (H). SNA (green),
specific for «2-6-linked sialic acids, was strongly positive in the ILM and in retinal ganglion cells as well as in the nuclear layers in healthy state (l). By contrast,
«a2-6-linked sialic acids strongly decreased in uveitis, especially in the ILM (J). x400 magnification. Cell nuclei were counterstained with DAPI in blue.
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Fig. 5. Lectins MAL, MAH and SNA show significantly lower binding capacity in uveitis in contrast to WGA. Fluorescence intensity of WGA (A), which was used as
a negative control, revealed no significant difference between healthy (white column) and uveitic (black column) retina (n.s., P > 0.05). By contrast, quantification
of fluorescence intensities of sialic acid-binding lectins MAL (B), MAH (C) and SNA (D) confirmed a significant (**P < 0.01 for MAL and MAH and *P < 0.05 for
SNA) decrease in uveitis (black columns) compared to healthy controls (white columns). Above the graphs, zoom-in images of respective lectin assays as shown
in Figure 4 illustrate the decrease in binding capacity of sialic acid-binding lectins in uveitis (right panels) compared to healthy controls (left panels).

to the endothelium (Feng et al. 2011). Thus, activated immune
cells in uveitis might adhere more efficiently to desialylated retinal
cells, resulting in an enhanced transmigration rate through retinal
tissue.

Findings in this study came from the biological replicates from a
spontaneous disease, therefore the samples display the heterogeneity
of retinal inflammation. Our data are of special value, since we ana-
lyzed RMG in their natural retinal surrounding. Rather than western
blot, we preferred immunohistochemistry of retina sections for the

38

analysis and quantification of NEU1, PPCA and lectin binding. This
is based on the fact that freshly isolated primary RMG from ERU
horses, which in this case are the sample of choice for quantification
via western blot, are hard to obtain and scarcely available. The use
of retinal whole cell lysates for western blot analysis is not adequate
in this case as it does not allow to clearly distinguish the changes
of protein abundance between RMG and other retinal cells. Using
immunohistochemistry, we could differentiate between the changes
that occur specifically in RMG from the changes that relate to
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other retinal cells. Thus, the significant differences in the NEU1
expression levels and «2-3- and o2-6-sialylation between healthy
and uveitic retina suggest an essential role of these modifications
in uveitis pathogenesis. In summary, our data point to a significant
role of NEU1 expression changes in uveitic retina and concomitant
desialylation of retinal cells.

Materials and methods

Retinal samples

For this study, a total of 15 control eyes and 12 ERU-diseased eyes
were used. In detail, four control eyes and one ERU case were used for
the separation of primary RMG and differential proteome analyses.
Eleven control eyes and 12 ERU-diseased eyes from our tissue-
biobank were used for immunohistochemistry (Deeg et al. 2016).
Collection and use of equine eyes from the abattoir was approved
for the purposes of scientific research by the appropriate board of
the veterinary inspection office Munich, Germany (permit number:
DE 09 162 0008-21). ERU specimens were derived from horses
that were enucleated in the course of a therapeutical process in the
equine hospital of LMU Munich or that had to be euthanized due
to causes unrelated to this study. ERU was diagnosed based on the
characteristic clinical signs of uveitis and a documented history of
multiple recurrent episodes of ocular inflammation (Wollanke et al.
2001). All animals were treated according to the ethical principles
and guidelines for scientific experiments on animals according to the
ARVO statement for the use of animals in ophthalmic and vision
research. No experimental animals were used in this study.

Sample preparation

Immediately after enucleation, eyecups were processed and the retina
was dissected for the preparation of primary RMG as described
previously (Eberhardt et al. 2012). Briefly, eyecups were cut open
circumferentially and the anterior parts of the eye were removed.
Retina was carefully detached from the vitreous residues and attached
pigment epithelium. Mechanical disintegration of the retinal tis-
sue was accomplished using micro-scissors, and the resulting frag-
ments were enzymatically digested with papain (Carl Roth, Karl-
sruhe, Germany) for 30 min at 37°C. For enzyme activation, papain
was incubated with 1.1 pM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
0.067 pM mercaptoethanol and 5.5 pM cysteine HCI prior to use.
Enzymatical digestion was stopped by adding Dulbecco’s modified
Eagles Medium (DMEM, Pan Biotech, Aidenbach, Germany) with
10% of fetal bovine serum (FBS, Biochrom, part of Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). After the addition of desoxyribonuclease I
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) and trituration, cells were
collected by centrifugation. Subsequently, cells were resuspended and
seeded into 25-cm? tissue flasks (Sarstedt, Niimbrecht, Germany)
with DMEM containing 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin
(Pan Biotech). After allowing the cells to attach for 24 h, cells were
purified through repeated washing and removal of the supernatant
containing nonattached cells. Cells were cultured at 37°C and 5%
CO;.

For proteomic analysis, supernatant was completely removed and
the attached cells were washed twice with phosphate buffered saline
(PBS). Cells were lysed with lysis buffer containing 1% NP40, 10 mM
NaCl and 10 mM tris-HCl (pH: 7.6) and were de-attached using a
cell scraper. Lysed cells were stored at —20°C until further processing.
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For immunohistochemical staining, posterior eyecups were sliced
and were embedded in paraffin as described before (Ehrenhofer et al.
2002).

Mass-spectrometric analysis

Protein concentration was determined using Bradford protein assay
(Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany). From each sample,
10 pg of total protein was digested with LysC and trypsin by filter-
aided sample preparation (FASP) as previously described (Grosche
et al. 2016). Liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) analysis of digested samples was per-
formed as previously described (Degroote et al. 2019). MS/MS spec-
tra were subsequently searched against the Ensembl Horse protein
database (release 89, Equ Cab 2, 24.849 sequences, http://www.
ensembl.org) with Mascot (version 2.2, Matrix Science, http://www.
matrixscience.com). Label-free quantification was performed with
Progenesis software (version 2.5, Nonlinear Dynamics, Waters) as
previously described (Hauck et al. 2017). Differential protein abun-
dance was determined by the comparison of the mean normalized
peptide abundance from the extracted ion chromatograms of ERU
cases to controls.

Immunohistochemistry of retina sections
Paraffin-embedded tissues were sectioned (8 pm) and mounted on
coated slides (Superfrost Plus, Thermo Fisher Scientific, Ulm, Ger-
many). Heat antigen retrieval was performed at 99°C for 15 min in
0.1 M EDTA NaOH (pH 8.8) buffer. To prevent unspecific antibody
binding, sections were blocked with TBS-T containing 1% bovine
serum albumin (BSA) and 5% goat serum. Blocking serum was
accordingly chosen to the species in which the secondary antibodies
were produced. For candidate detection in tissue, we used mono-
clonal mouse antivimentin antibody (Sigma-Aldrich, 1:400), followed
by secondary goat anti-mouse immunoglobulin G (IgG) H + L anti-
body coupled to Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany,
1:500) and polyclonal rabbit antibody specific for human NEU1
(Thermo Fisher Scientific, 5 mg/mL, sequence homology of 93%
for horse as given by the manufacturer) and human CTSA (Thermo
Fisher Scientific, 1:100), respectively. High sequence homology for
both antibodies was confirmed using BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). In both cases, goat anti-mouse IgG H + L antibody
coupled to Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 1:500) was used as the
secondary antibody. For staining with lectins, biotinylated MAL-I
and MAL-II, here referred to as MAL and MAH, respectively (Geisler
and Jarvis 2011), and fluorescein-labeled WGA and SNA (all Linaris,
Dossenheim, Germany, 1 pg/mL) were used (Table II).

Target biotinylated lectins were visualized with fluorescein
avidin D (Biozol, Eching, Germany, 10 pg/mL). Cell nuclei were
counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitro-
gen, 1:1000), and the sections were mounted with glass coverslips
using fluorescent mounting medium (Serva, Heidelberg, Germany).
Fluorescent images were recorded with the Leica DMi8 microscope
and LASX software, version 3.4.2 (both Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) was used for image processing.

Quantification of signal intensities

Fluorescence intensities of NEU1, PPCA and targets of lectins WGA,
SNA, MAL and MAH in the immunohistochemical stainings of
control samples and ERU cases were quantified using open source
Image] 1.51 software (https://imagej.nih.gov/ij/). For quantification,
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factor mean gray was measured in representative areas, and the
results were compared between healthy controls and ERU cases.
Factor mean gray was used for statistical analysis of differences in
staining intensity with Mann—Whitney U test (in case of no normal
distribution) or Student’s #-test (in case of normal distribution).
Gaussian distribution was determined using the Kolmogorov—
Smirnov test. Results were regarded as significant at P < 0.0S5.
Significances were indicated by asterisks with *P < 0.05, **P < 0.01
and ***P < 0.001. Data were processed, analyzed and visualized
using GraphPad Prism version 5.04 (GraphPad Software, San
Diego, California) and OriginPro 2020 (Additive, Friedrichsdorf,
Germany).

Supplementary data

Supplementary data for this article is available online at http:/glycob.
oxfordjournals.org/.
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Abstract: Retinal Miiller glial cells (RMG) are involved in virtually every retinal disease; however,
the role of these glial cells in neuroinflammation is still poorly understood. Since cell surface proteins
play a decisive role in immune system signaling pathways, this study aimed at characterizing
the changes of the cell surface proteome of RMG after incubation with prototype immune system
stimulant lipopolysaccharide (LPS). While mass spectrometric analysis of the human Miiller glia
cell line MIO-M1 revealed 507 cell surface proteins in total, with 18 proteins significantly more
abundant after stimulation (ratio > 2), the surfaceome of primary RMG comprised 1425 proteins,
among them 79 proteins with significantly higher abundance in the stimulated state. Pathway
analysis revealed notable association with immune system pathways such as “antigen presentation”,
“immunoregulatory interactions between a lymphoid and a non-lymphoid cell” and “cell migration”.
We could demonstrate a higher abundance of proteins that are usually ascribed to antigen-presenting
cells (APCs) and function to interact with T-cells, suggesting that activated RMG might act as atypical
APCs in the course of ocular neuroinflammation. Our data provide a detailed description of the
unstimulated and stimulated RMG surfaceome and offer fundamental insights regarding the capacity
of RMG to actively participate in neuroinflammation in the retina.

Keywords: retinal Miiller glial cells; MIO-M1; neuroinflammation; LPS; cell surface proteomics;
LC-MS/MS; ocular inflammation; immune capacity of RMG; atypical APC

1. Introduction

In recent years, retinal Miiller glial cells (RMG) have gained increasing attention, as
they are involved in virtually every retinal disease and represent valuable therapeutic
targets (reviewed in [1-4]). RMG are the principal macroglial cells of the retina [5] and
span its entire thickness from the inner to the outer limiting membrane [6]. Thus, they
are in close contact to the vitreous, the subretinal space and retinal blood vessels, while
they also enclose all retinal neurons with their cell processes [1,7]. Under physiological
conditions, RMG are involved in maintaining retinal water-, pH- and ion- homeostasis [7,8],
and they contribute to the blood-retinal barrier (BRB) with their endfeet [9]. Furthermore,
they support retinal neurons by recycling neurotransmitters [5,10] and supplying them
with nutrients [1,11,12]. In the case of retinal trauma or disease, they undergo a pheno-
typical transformation and become gliotic [13]. Gliosis is regarded as a cellular attempt
to impede further tissue damage after an insult or to repair affected retinal tissue [14].
It has been demonstrated that, under pathological conditions, RMG actively participate
in the immune response, acting as antigen-presenting cells (APCs) and releasing various
pro-inflammatory cytokines [15-19]. However, little is known about their exact role in
ocular immune response and the consequences of their activation. We previously showed
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that RMG were activated in the course of autoimmune uveitis in horses, resulting in IFN-y
expression and the downregulation of cell-specific proteins such as glutamine-synthetase
(GS), aquaporins 5 and 11 and potassium channel Kir4.1, thus playing a detrimental role in
disease pathogenesis [19-22]. In order to gain further insight into the capacity of RMG to
transform into an activated phenotype upon a danger signal, we carried out an in-depth
analysis of the RMG surfaceome after stimulation with prototype immune system stim-
ulant lipopolysaccharide (LPS). In our study, we performed a glycocapture proteomics
approach, which allowed us to selectively analyze the RMG surfaceome. Since cell surface
proteins carry out important functions, such as receptor signaling, communication between
cells and cell adhesion (reviewed in [23-25]), they play a crucial role in immune system
signaling pathways. For our experiments, we used liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), which has proven to be a powerful tool for the
in-depth analysis of cell surface proteins [26-28]. In order to compare the reactive capacity
of primary RMG and a Miiller glia cell line, we performed our mass spectrometric analysis
on both primary equine RMG and the permanent human Miiller glia cell line MIO-M1 [29].
Our results demonstrate that the RMG surfaceome changes considerably in response to
immune stimulation and thus provide fundamental knowledge about the contribution of
RMG to immune system signaling.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection and Preparation

For this study, four control eyes from healthy horses were collected from a local abat-
toir. Collection and use of equine eyes from the abattoir were approved for purposes of
scientific research by the appropriate board of the veterinary inspection office, Munich,
Germany. No experimental animals were involved in this study. Eyes were processed
immediately after enucleation. After removal of residual periocular tissue, eyeballs were
rinsed in 70% ethanol followed by washing in cold PBS and storing in DMEM until further
use. Preparation of primary RMG was conducted under a laminar flow hood with sterile
instruments as previously described [30]. Briefly, eyeballs were cut open circumferentially
parallel to the limbus corneae, and anterior parts of the eyes were removed. Retina was
carefully detached from the vitreous and the attached pigment epithelium and mechani-
cally disintegrated using microscissors. Resulting fragments were enzymatically digested
at 37 °C with papain that had been activated by incubation with 1.1 uM EDTA, 0.067 uM
mercaptoethanol and 5.5 uM cysteine-HCl prior to use. Enzymatical digestion was stopped
after 30 min by adding Dulbecco’s modified Eagles Medium (DMEM, Pan Biotech, Aiden-
bach, Germany) with 10% fetal bovine serum (FBS, Biochrom, Darmstadt, Germany). After
addition of Desoxyribonuclease I (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany),
cells were first triturated and then collected by centrifugation (100x g, 10 min). Subse-
quently, cells were resuspended and seeded into 25 cm? tissue flasks (Sarstedt, Niimbrecht,
Germany) with DMEM containing 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin (Pan Biotech).
After allowing the cells to adhere for 24 h, thorough panning of the flasks followed by
removal of the supernatant was performed in order to eliminate nonattached neuronal
cells. The efficiency of this method to yield pure RMG cultures has been demonstrated pre-
viously [30,31]. Cells were cultured at 37 °C and 5% CO, with repeated medium exchange
until reaching confluence. Phase-contrast microscopy was used to determine the extent
of confluence as well as to monitor the purity of growing cell population by verification
of homologous morphology as previously described [29,30]. The human Miiller cell line
Moorfields/Institute of Ophthalmology- Miiller 1 (MIO-M1) was obtained from G. A.
Limb [29] and grown to approximately 80% confluency at 37 °C and 5% CO, with repeated
medium exchanges.

2.2. Stimulation of Cells and Biotinylation of Cell Surface Proteins

For the following experiments, seven T75 flasks with pooled adherent primary equine
RMG or MIO-M1 cells were used. For both cell types, three of them were used for stimula-
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tion with LPS (Sigma-Aldrich), and cells of three flasks served as negative controls, whereas
the cells of the remaining flask were not biotinylated and thus were used as a negative
control for biotinylation. Prior to stimulation with LPS, cells were washed with phosphate
buffered saline (PBS) and incubated at 37 °C in DMEM without FBS for starvation. After
2 h, supernatant was removed and replaced with fresh DMEM not containing FBS. LPS
was added to three flasks at a final concentration of 10 ug/mL. Negative controls were
incubated at the same conditions without addition of LPS. After 24 h at 37 °C, supernatant
was removed, and cells were washed twice with PBS—the first time with prewarmed PBS
(pH 7.4) and the second time with PBS with an adjusted pH of 6.7, containing 1 mM CaCl,
and 0.5 mM MgCl,. Cell surface membrane proteins were then labelled with 2 mL of
biotinylation reagent per flask, containing 309.6 uL aminooxy-biotin (VWR, International
GmbH, Darmstadt, Germany), 24 pL. NalO4 and 11.04 uL aniline (Sigma-Aldrich) in label-
ing buffer (PBS, pH 6.7) and incubated in the dark for 30 min at 4 °C. The biotinylation
reaction was quenched by adding glycerol to a final concentration of 1 mM for an additional
5 min at 4 °C. Subsequently, medium was removed, and cells were washed with washing
buffer (PBS with 1 mM CaCl, and 0.5 mM MgCl,, pH 7.4) before scraping the cells carefully
into 500 pL lysis buffer (1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), a
1x complete protease inhibitor mixture, EDTA-free (Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany)
in HPLC-grade water) and immediately frozen at —20 °C.

2.3. Preparation of Plasma Membrane Fraction and Protein Extraction from Affinity-Purified
Plasma Membrane

To enrich biotinylated cell surface and cell membrane fractions, lysates were thawed
on ice for 30 min and vortexed before centrifugation at 16,000 x g at4 °C for 10 min. The su-
pernatant was diluted 1:5 with washing buffer, and the pellet was discarded. Streptavidin
beads (IBA GmbH, Gottingen, Germany) were prewashed 3 times with lysis buffer diluted
1:5 with washing buffer and centrifuged between the washing steps at 1000x g for 1 min.
Then, samples were added to the washed streptavidin beads in LoBind tubes (Eppendorf,
Hamburg, Germany) and incubated at 4 °C for 2 h on a rotator for binding of biotinylated
proteins to high-affinity streptavidin beads. Subsequently, extensive washing and incuba-
tion steps were performed, each in a volume of 500 uL to remove nonspecifically bound
proteins. Centrifugation was carried out at 2500 x ¢ for 2 min as part of the washing process.
First, beads were washed with lysis buffer diluted 1:5 with washing buffer, followed by a
washing step with 0.5% SDS in washing buffer and incubation with 0.5% SDS and 100 mM
DTT in washing buffer for 30 min at room temperature. Next, beads were washed with UC
buffer (6 M urea, 100 mM Tris-Hcl, pH 8.5) and subsequently incubated with UC buffer
containing 50 mM iodoacetamide for 30 min at room temperature for alkylation. This was
followed by washing steps in UC buffer, 5 M NaCl, 100 mM Na,COj3 (pH 11.5) and 50 mM
Tris-HCl (pH 8.5). For proteolysis, bead—protein complexes were incubated in 100 pL
Tris-HC1 (pH 8.5) containing 2.5 ug sequencing grade modified trypsin (Promega, Walldorf,
Germany) at 37 °C overnight. Subsequently, the tryptic peptides were collected by cen-
trifugation at 2000 x g for 2 min before beads were resuspended in 50 pL. 50 mM Tris-HCl
(pH 8.5), followed by another centrifugation step. Supernatants resulting from both steps
with the tryptic peptides therein were pooled together into a new LoBind tube (Eppendorf)
and acidified with trifluoroacetic acid (TFA). To elute the glycopeptides, the beads were
washed with 100 pL 1x G7 buffer and then incubated in 50 uL 1 x G7 buffer containing
500 U glycerol-free PNGase F (New England Biolabs, Frankfurt a. Main, Germany) for 6 h
at 37 °C, followed by centrifugation. Resulting supernatant was transferred into a new
LoBind tube, and beads were resuspended in 50 pL 1x G7 buffer and centrifuged again.
Resulting eluates from both steps were pooled in LoBind tubes (Eppendorf) and dried.
Finally, dried glycopeptides were resolved in the acidified tryptic peptides and analyzed
as combined samples by LC-MS/MS.
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2.4. Mass Spectrometric Analysis

LC-MS/MS analysis of RMG surfaceomes was performed on an Ultimate3000 nano-
HPLC system (Dionex, Sunnyvale, CA) online coupled to a LTQ OrbitrapXL mass spec-
trometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) by a nanospray ion source. Acidified
eluted fractions were loaded automatically to a HPLC system equipped with a nanotrap
column, eluted after 5 min and separated on the analytical column (75 um inner diameter
x 25 cm, Acclaim PepMap100 C18, 3 um, 100 A) by a 265 min gradient flow at a flow rate
of 300 nL./min from 2 to 40 percent ACN. Peptides were analyzed by the LTQ OrbitrapXL,
recording MS spectra at a resolution of 60,000 in profile mode. From the high-resolution
MS prescan, the ten most intense peptide ions were selected for fragment analysis in the
linear ion trap if they exceeded an intensity of at least 200 counts and if they were at least
doubly charged. The normalized collision energy for CID was set to a value of 35, and the
resulting fragments were detected with normal resolution in the linear ion trap in centroid
mode. Dynamic exclusion was set to 60 s.

2.5. Data Analysis

Acquired MS spectral files were imported to Progenesis QI software (Nonlinear Dy-
namics, Waters, Newcastle upon Tyne, UK), and label-free quantitative analysis was per-
formed as previously described [32,33]. All MS/MS spectra were exported from Progenesis
QI software as Mascot generic files (mgf) and searched against Ensembl horse or human
protein database, respectively (https://www.ensembl.org, accessed on 18 March 2021),
for peptide identification with Mascot (https://www.matrixscience.com/, accessed on
18 March 2021). Search parameters used were 10 ppm peptide mass tolerance, one Da
fragment mass tolerance and one missed cleavage allowed. Iodoacetamide derivatives of
cysteines were set as stable modifications, and methionine oxidation as well as asparagine
and glutamine deamidation were allowed as variable modifications. A Mascot integrated
decoy database search calculated an average false discovery rate < 1% when searches were
performed with a Mascot percolator cut-off score of 13 and with an appropriate significance
threshold (p). Identifications were re-imported into Progenesis QI. Detailed information on
all identified proteins is provided in Supplementary Tables S1 and S2.

2.6. Data Processing

Proteins were considered differentially abundant when LPS/unstimulated control
ratio was at least 2. For statistical analysis, transformed normalized abundances were used
for one-way analysis of variance (ANOVA) calculations. The volcano plots were created
with OriginPro 2020 software (Additive, Friedrichsdorf, Germany). Pathway enrichment
analyses were performed on human orthologs of gene names using open-source software
ShinyGO (v0.61, http:/ /bioinformatics.sdstate.edu/go/, accessed on 18 March 2021) with
the following settings: search species human, p-value cutoff (FDR) 0.05, number of most
significant terms to show 30. The p-value for enrichment analysis was calculated via
hypergeometric distribution followed by FDR correction. Voronoi visualization of pathway
analyses was conducted using open-source software Reactome (v75, https:/ /reactome.org,
accessed on 18 March 2021). In MIO-M1 cells, 2 identifiers could not be found in Reactome
(CD82 and PODXL), whereas in primary RMG, 9 proteins could not be identified and thus
were not included in pathway analyses, namely, CD82, CLMP, DMRTC2, HIRIP3, LRPAP1,
MGARP, TMEM33, TSPANG6 and VASN.

3. Results

3.1. Mass Spectrometric Analysis Reveals 507 Cell Surface Proteins in Human Miiller Glia Cell
Line MIO-M1 and 1425 in Primary RMG

Using mass spectrometry, we identified 507 cell surface proteins in cells of the human
retinal Miiller glia cell line MIO-M1 (Supplementary Table S1) and 1425 proteins in the
surfaceome of primary equine RMG (Supplementary Table S2).
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3.2. Stimulation with LPS Results in Distinct Changes of RMG Surface Proteome

To assess the capacity of RMG to respond to immune stimuli, MIO-M1 cells as well
as primary RMG were stimulated with LPS for 24 h. Mass spectrometry revealed distinct
changes of protein abundances after LPS stimulation (Table 1 and Figure 1). For further
analyses, a two-fold change in abundance after stimulation with LPS was set as the cut-off
value, and protein abundance change was regarded as significant at p < 0.05. Following
these criteria, we identified 18 proteins with significantly higher abundance after LPS
stimulation in the MIO-M1 cell line (Table 1 and Figure 1A, green dots) and six proteins
that showed lower abundance after co-incubation with LPS (Figure 1A, red dots). In
contrast, the cell surfaceome of primary RMG comprised 79 identifications with higher
abundance after LPS (Table 1 and Figure 1B, green dots), among them four proteins that
belong to the MHC class I family, while 82 proteins showed significantly lower abundance
after in vitro stimulation (Figure 1B, red dots). While there was no overlap between
primary RMG and MIO-M1 cells within the less abundant proteins, six candidates were
significantly more abundant concomitantly in both cell types (Figure 1A,B, labeled with
their gene names in blue font). These proteins comprised the leukocyte antigen Class
I-B (HLA-B), inducible T-cell co-stimulatory ligand (ICOSLG), the tetraspanin CD82 and
adhesion molecules intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1), vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAMI) and junctional adhesion molecule 2 (JAM2), all of which have a
function in immune system signaling.

Table 1. Proteins from mass spectrometry dataset with statistically significant (p < 0.05) abundance changes (ratio > 2) after

LPS stimulation (1) in MIO-M1 cells and (2) in primary retinal Miiller glial cells (RMG).

Peptides Ratio

Protein ID Description Gene Name Used for p-Value 3
oy LPS/Unstim

Quantification
(1) MIO-M1
ENSP00000006053 C-X3-C motif chemokine ligand 1 CX3CL1 4 0 46
ENSP00000339477 {?gi:“filble T cell costimulator ICOSLG 9 0 30.1
ENSP00000264832 Intercellular adhesion molecule1l ICAM1 29 0 27.7
ENSP00000294728 Vascular cell adhesion moleculel VCAM1 47 0 11
ENSP00000318416 Junctional adhesion molecule 2 JAM2 1 0.01 5.7
ENSP00000166534 Ef;gj;'hydmxylase subunit P4HA2 ) 0.047 47
ENSP00000412429 Transgelin 2 TAGLN2 2 0.045 45
ENSP00000399168 Major histocompatibility HLA-B 2 0.005 41

complex, class I, B
ENSP00000304592 Fatty acid synthase FASN 1 0.047 3.4
ENSP00000336799 Tubulin alpha 1b TUBA1B 2 0.015 3.2
ENSP00000341289 Tubulin beta 4B class [Vb TUBB4B 2 0.028 2.8
ENSP00000240095 Solute carrier family 39 member 14 ~ SLC39A14 13 0.004 2.6
ENSP00000330054 Fulatyene HAGslAUOnElOnEAton  ppy iy 3 0.033 24
factor 1 alpha 1

ENSP00000307046 Syndecan 2 SDC2 3 0.03 2.2
ENSP00000227155 CD82 molecule CD82 8 0.018 2.2
ENSP00000245185 Metallothionein 2A MT2A 1 0.039 2.2
ENSP00000319782 Podocalyxin like PODXL 10 0.004 2.1
ENSP00000380855 Programmed cell death 1ligand2 PDCD1LG2 2 0.021 2
(2) Primary RMG
ENSECAP00000013197  TAP binding protein TAPBP 1 0 infinity
ENSECAP00000010634 SLAM family member 7 SLAMEF7 1 0.039 158.6
ENSECAP00000009810 5,nucleotidase, cytosolic IITA NT5C3A ! 0.035 107.7
ENSECAP00000009600  Transmembrane protein 33 TMEM33 1 0.044 33.8
ENSECAP00000018879 Neuregulin 1 NRG1 2 0 30.5
ENSECAP00000014003 CD274 molecule CD274 2 0 26.4
ENSECAP00000019916 Betacellulin BTC 1 0.002 22.4
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Peptides Ratio
Protein ID Description Gene Name Used for p-Value ! .
e LPS/Unstim
Quantification
ENSECAP00000000924 ISG15 ubiquitin like modifier ISG15 7 0 21.1
ENSECAP00000011996 Intercellular adhesion molecule1  ICAM1 25 0 19.9
ENSECAP00000009944 CD86 molecule CD86 7 0 19.9
ENSECATP00000014290 Vascular cell adhesion molecule1  VCAM1 51 0 16.3
ENSECAP00000004905 L 0vblesex- and mab-3-related DMRTC2 1 001 15.9
transcription factor C2
ENSECAP00000017760 Neuromedin U receptor 2 NMUR2 2 0 15.7
ENSECAP00000011171 2,-5,-oligoadenylate synthetase 1 OAS1 2 0 14
ENSECAP00000000811 Beta-2-microglobulin B2M 1 0.026 13.4
ENSECAP00000010646 MX dynamin like GTPase 2 MX1 8 0.002 13.4
ENSECATP00000021590 MHC class I heavy chain HLA-A 3 0.002 13.1
ENSECAP00000018982 Guanylate binding protein 5 GBP5 10 0 12.6
ENSECAP00000009324 Serum amyloid A1l SAA1 8 0.018 12.2
ENSECAP00000020078 ~ MHC class I heavy chain HLA-A 11 0.001 12.2
ENSECAP00000006405  nterferoninduced with helicase C ey 22 0.001 12
domain 1
ENSECAP00000020119  *o1Y low-density lipoprotein VLDLR 1 0.001 105
receptor
ENSECAP0000000304g  [nterferon-induced proteinwith = jpppy 6 0 10
tetratricopeptide repeats 1
ENSECATP00000009264 MHC class I heavy chain HLA-A 7 0.002 9.5
ENSECAP00000008591 ﬁgnzgdfng cassette subfamily A\ poyg 1 0.048 92
ENSECAP00000015028 Carbonic anhydrase 12 CA12 3 0.004 9.1
ENSECAP00000016719 Pleckstrin PLEK 3 0.002 9
ENSECAP00000019669 DExD/H-box helicase 58 DDX58 18 0.001 8.9
ENSECAP00000002356 ~ MHC class I heavy chain HLA-A 1 0 8.7
ENSECAP00000006671 Semaphorin 4A SEMA4A 2 0.006 8.7
ENSECAP00000022282 Intercellular adhesion molecule 3 ICAM3 3 0.003 8.5
ENSECAP00000017347 Versican VCAN 4 0.006 8.4
ENSECAP00000014907 CD40 molecule CD40 8 0.001 8.2
ENSECAP00000000620 Galectin 3 binding protein LGALS3BP 2 0.004 7.9
DnaJ heat shock protein family
ENSECAP00000007529 (Hsp40) member C3 DNAJC3 1 0.001 7.2
ENSECATP00000012605 HIRA interacting protein 3 HIRIP3 1 0 6.8
ENSECAP00000010541 MHC class II DR alpha chain HLA-DRA 2 0.015 6.6
ENSECAP00000006847 {g‘:ﬁble T cell costimulator ICOSLG 4 0.009 6.4
ENSECAP0000000g012  [nterferoninduced proteinwith 1y 3 0 6.1
tetratricopeptide repeats 3
ENSECAP00000017943 Syndecan 4 SDC4 4 0.017 5.6
ENSECAP00000017562 CXADR like membrane protein CLMP 3 0.046 5.4
ENSECAP00000003412 Major prion protein PRNP 2 0.016 5.3
ENSECAP00000017893 CD82 molecule CD82 7 0.003 49
ENSECATP00000015940 C-X-C motif chemokine ligand 16 CXCL16 1 0 4.8
ENSECAP00000019909 MHC class II DR-beta chain HLA-DRB1 1 0.001 47
ENSECAP00000018161 MHC class I heavy chain HLA-C 2 0.03 42
ENSECAP00000006146 Praja ring finger ubiquitin ligase 2 ~ PJA2 2 0.027 4.2
DnaJ heat shock protein family
ENSECAP00000010650 (Hsp40) member C8 DNAJCS8 1 0.017 4.1
ENSECAP00000001275 ~ Crcinoembryonicantigen-related  cpycpp; g 0 39
cell adhesion molecule 1
ENSECAP00000015833 Lumican LUM 1 0.029 3.8
ENSECAP00000018257 CD38 molecule CD38 2 0.009 87
ENSECAP00000017093 Versican VCAN 5 0.004 3.7
ENSECAP00000002044  nterferon induced proteinwith — ypppg 7 0.001 36

tetratricopeptide repeats 5
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Table 1. Cont.
Peptides Ratio
Protein ID Description Gene Name Used for p-Value LPS/Unsti
T nstim
Quantification
ENSECAP00000016198 Folate receptor beta FOLR2 1 0.034 3.5
ENSECAP00000012733 Junctional adhesion molecule 2 JAM?2 2 0.012 34
ENSECAP00000011113  Guanylate-binding protein 6 GBP6 9 0.006 33
ENSECAPO000000785s.  D.gnaltransducer and activatoref gy 14 0.034 85
transcription 1
ENSECAP00000014392  Endothelin converting enzyme 1 ECE1 17 0.006 3.2
ENSECAP00000002864  Vasorin VASN 16 0.004 31
ENSECAP00000009001  Integrin subunit alpha 4 ITGA4 9 0.008 3.1
ENSECAP00000015309  Colony stimulating factor 1 CSF1 5 0.009 3
ENSECAP00000002058 Sphingosine-1-phosphate receptor 3 ~ S1PR3 2 0.039 3
ENSECAP00000001010  Hydroxycarboxylic acid receptor 2 HCAR2 2 0.004 2.9
ENSECAP00000019459  Mitochondria localized glutamic 1 xgp 1 0.034 29
acid rich protein
ENSECAP00000001529 ~ CD80 molecule CD80 1 0.014 2.8
ENSECAP00000017208 Solute carrier family 1 member 3 SLC1A3 12 0.008 2.5
ENSECAP00000012239  Solute carrier family 20 member 1 SLC20A1 2 0.01 25
ENSECAP00000019326  Tissue factor pathway inhibitor TFPI 2 0.037 2.4
ENSECAP00000019780 ~ MHC class I heavy chain HLA-B 7 0.007 24
ENSECATP00000005675 Plasminogen activator, urokinase PLAU 5 0.001 2.4
ENSECAP00000000171 ~ Semaphorin 7A SEMA7A 1 0.002 24
ENSECAP00000011356 ~ CD53 molecule CD53 2 0.037 22
ENSECAP00000012737 DL receptor related protein LRPAP1 3 0.005 22
associated protein 1
ENSECAP00000008846 Epidermal growth factor receptor EGFR 22 0.05 21
ENSECAP00000002079 ~ CD68 molecule CD68 2 0.008 2
ENSECAP00000006770  Tetraspanin 6 TSPAN6 2 0.007 2
ENSECAP00000016635  CD47 molecule CD47 5 0.026 2
ENSECAP0000019515 ~ iannese-t-phasphate feceptor, M6PR 3 0.015 2
cation dependent
ENSECAP00000004902  Slit guidance ligand 3 SLIT3 4 0.007 2

Column 1 (protein ID) contains the accession number of the identified protein and column 2 (description) the respective protein name, both
as listed in the Ensembl protein database (http:/ /www.ensembl.org, accessed on 18 March 2021). Column 3 (gene name) contains the name
of the human orthologue gene. Italicized names display proteins originally listed as uncharacterized proteins in the Ensembl database
output or differently named as in later manual search. Searching by accession number in the Universal Protein Resource database (https:
//www.uniprot.org, accessed on 18 March 2021) or in the ncbi Basic Local Alignment Search Tool (https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi,
accessed on 18 March 2021) provided the description for these proteins. Column 4 (peptides used for quantification) displays the number of
unique peptides used for quantification. Column 5 shows the p-value as calculated by ANOVA. Column 6 (ratio) contains the fold change
of the protein abundance after LPS stimulation compared to unstimulated controls. Proteins that are referred to in the text are illustrated

in bold.

3.3. Proteins with Higher Abundance in Stimulated RMG Associated with Immune

System Pathways

To take a closer look at the reactions of RMG to prototype immune system stimulant
LPS, we selected proteins with significantly higher abundance after LPS stimulation in
the MIO-M1 cell line and in primary RMG for pathway analyses. Enrichment analysis
using open-source software ShinyGO revealed a strong association with immune system
pathways (Figure 2). Proteins with higher abundance in stimulated MIO-M1 cells were al-
located primarily to cell-adhesion processes (Figure 2A), whereas proteins of primary RMG

”ou

clustered predominantly to the pathways “immune system process”, “cellular response to
stimulus” as well as “cell surface receptor and cytokine signaling” (Figure 2B).
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Figure 1. Volcano plot of all identified proteins in (A) MIO-M1 cells and (B) primary retinal Miiller glial cells (RMG). (A) In
MIO-M1 cells, 507 proteins were identified. Of those, 18 showed significantly (p-value < 0.05) higher abundance (fold
change > 2, green dots) after stimulation with LPS, while six proteins showed significantly lower abundance following
LPS stimulation (fold change < 0.5, red dots). (B) of all 1425 identified proteins in primary RMG, 79 identifications
were significantly more abundant (green dots), whereas 82 proteins were significantly less abundant (red dots) after LPS
stimulation. Dotted blue lines indicate cut-off values for p-value and ratio. Proteins that were more abundant after LPS in

both primary RMG and MIO-M1 cells are labeled with their human orthologue gene name in blue.

MIO-M1

— 1.0x10-° Leukocyte migration

—= 2.7x10™* Membrane to membrane docking

2.5x1073 Regulation of leukocyte cell-cell adhesion
1.4x1072 Positive regulation of leukocyte cell-cell adhesion
3.2x107%Leukocyte cell-cell adhesion

2.5x107%Positive regulation of T cell proliferation
2.5x107% Leukocyte proliferation

1.9x107 Cell-cell adhesion

1.2x107* Regulation of cell adhesion

2.1x103Cell adhesion

2.1x107%Biological adhesion

1.2x10™*Regulation of cell-cell adhesion

4.4x1075 Positive regulation of cell-cell adhesion
1.2x107* Positive regulation of cell adhesion
2.9x102Response to molecule of bacterial origin
2.5x10"2Response to lipopolysaccharide
2.7x10°Response to bacterium

9.2x10"*Cellular extravasation

2.4x107Cell activation

1.4x10-%Leukocyte activation

1.4x10"°Immune response

1.2x10™*Immune system process

1.4x10~°Response to cytokine

1.0x10-3Cellular response to cytokine stimulus
2.5x10-3Cellular response to organic substance
1.9x10*Response to interferon-gamma
1.6x10™*Cellular response to interferon-gamma
4.1x10"*Interferon-gamma-mediated signaling pathway
1.8x103Negative regulation of cell adhesion
1.1x10-°Establishment of endothelial intestinal barrier

5
i
=
e

—

Primary RMG

1.1x10"""Regulation of response to stimulus
3.9x10"“Cell surface receptor signaling pathway
1.1x10""*Innate immune response
4.0x10-*Defense response

1.3x10""*Response to stress

7.3x107"7Immune system process
6.1x10"'®lmmune response
9.8x107""Cytokine-mediated signaling pathway
7.5x10""2Cellular response to cytokine stimulus
1.5x10""*Response to cytokine

5.1x10"""Cellular response to chemical stimulus
1.3x107"2Cellular response to organic substance
1.9x10-?Response to organic substance
1.56x10""*Response to other organism
1.5x10""*Response to external biotic stimulus
2.7x10""*Response to biotic stimulus
1.1x107'*Response to external stimulus
1.4x10""*Immune effector process
1.6x10"2Positive regulation of immune system process
1.2x10""*Regulation of immune system process
2.1x107"2Regulation of immune response
7.7x107° Regulation of cytokine production
3.8x10° Cytokine production

2.9x107° Leukocyte activation

1.1x107"°Cell activation

4.8x107"°Cellular response to interferon-gamma
5.3x10""?Response to interferon-gamma
6.8x107"%Interferon-gamma-mediated signaling pathway
5.5x10"° Response to virus

1.5x10""°Defense response to virus

Figure 2. Shiny GO enrichment tree showing the 30 most significantly enriched functional categories from biological
processes after LPS stimulation in (A) MIO-M1 cells and (B) primary RMG. Pathway enrichment analyses were performed
with human orthologue gene names of proteins with significantly higher abundance in stimulated state. Size of the solid
blue dots corresponds to the enrichment FDR with bigger dots indicating more significant p-values. Pathways with many
shared genes are clustered together. Gene names of the proteins which clustered to respective pathways are given in
Supplementary Table S3.
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Furthermore, reactome pathway analysis confirmed associations with all three ma-
jor subsets of the reactome super pathway immune system (“innate immune system”,
“adaptive immune system” and “cytokine signaling in the immune system”) both for
MIO-M1 cells and primary RMG (Figure 3). Overlap of enriched pathways between both
cell types was especially pronounced among the adaptive immune system pathways. Pro-
teins with higher abundance after stimulation in both cell types were allocated amongst
others to the pathways “MHC class II antigen presentation”, “immunoregulatory inter-
actions between a lymphoid and a non-lymphoid cell” and “co-stimulation by the CD28
family”, including “PD-1 signaling”, but also to “interleukin-4 and -13 and interferon
signaling” (Figure 3A,B). Among the pathways which were enriched solely in proteins
of primary cells, we detected “TCR signaling”, but also pathways of the innate immune
system (“DDX58/IFIH1-mediated induction of interferon-alpha/beta”) and pathways
belonging to the cytokine signaling system (“interleukin-6 and -10 signaling” as well as
“ISG15 antiviral mechanism” and “OAS] antiviral response”) (Figure 3B). There were no
pathways exclusively overrepresented in the MIO-M1 cell line.
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Figure 3. Voronoi diagram illustrating reactome analysis results comparing enriched pathways after
LPS stimulation in (A) MIO-M1 cells and (B) primary retinal Miiller glial cells (RMG). Enlarged
polygon represents reactome superpathway immune system (for overview see Supplementary Figure
S1 and Figure S2). Pathway enrichment analysis was calculated with human orthologue gene names
of proteins with significantly higher abundance after LPS. Color intensity displays p-value of the
statistical test for overrepresentation as illustrated by the color bar. Polygons colored in dark grey
represent pathways without significant overrepresentation. Pathways without assigned proteins are
displayed in light grey.

4. Discussion

The data we present here clearly demonstrate the capacity of RMG to respond to
immune stimuli in a highly differentiated manner. We found that those RMG surface
proteins which were more abundant after LPS stimulation clustered to all three major
subsets of the reactome super pathway immune system with a focus on adaptive immu-
nity and cytokine signaling, but also to cell adhesion processes. This is in line with a
previous study, which showed that stimulation with LPS caused the nuclear translocation
of NFkB in primary RMG of C57BL/6] mice as well as cytokine release, and that media
from LPS-stimulated RMG promoted leukocyte adhesion and endothelial migration [34].
Here, we provide a proteomic in-depth analysis of RMG surfaceome dynamics to in vitro
LPS stimulation. With this hypothesis-generating approach, we were able to provide an
unambiguous and much more detailed analysis of RMG surface proteins compared to
antibody-based methods. Since our aim was to analyze and describe the reaction of the
RMG surfaceome to nonspecific immune stimulation, we used prototype immune system
stimulant LPS for our experiments. Our finding that cell-surface proteins of LPS-stimulated
RMG clearly cluster to immune system pathways indicates an important role of RMG in
general immune system processes and lays the basis for further investigations. Based on
our proteomic dataset, further studies need to be carried out using various cytokines to
gain more detailed insight in the reactive capacity of RMG. Since LPS represents a classical
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danger signal for the immune system in various species [35-37], the reaction of Miiller
cells to this stimulatory signal might be of interest for further studies concerning gene
therapies of ocular diseases. Genome editing causes unpredictable side effects due to the
stimulation of an immune response by the delivery system for the genome editing vec-
tors [38]. Thus, the capacity of Miiller cells to actively participate in the immune response
needs to be studied thoroughly in order to prevent unwanted side effects. In our analyses,
we could demonstrate higher expression levels of OAS1 and ISG15 in primary RMG after
LPS stimulation (Table 1) concomitant with the overrepresentation of the pathways “OAS1
antiviral response” and “ISG15 antiviral mechanism” (Figure 3B). This finding is of great
interest, since ISG15 can function as an extracellular cytokine, interacting with various
immune cells, such as natural killer cells, macrophages, dendritic cells and neutrophils, by
modulating their function, but additionally, ISG15 is capable of inhibiting viral replication
(reviewed in [39]). ISG15 expression is strongly induced by type I interferons, and its
induction by LPS was also reported [40]. Thus, higher expression levels of ISG15 point to
an activation of RMG after LPS stimulation.

To our knowledge, we were the first to perform mass spectrometric analysis on LPS-
stimulated RMG surface proteins using both the spontaneously immortalized human RMG
cell line MIO-M1 and primary cells. MIO-M1 cells have been shown to express known RMG
markers such as cellular retinaldehyde binding protein (CRALBP) and GS. Furthermore,
MIO-ML1 cells depolarize upon glutamate treatment, indicating that the MIO-M1 cell line
maintains the functional phenotype of RMG [29]. However, it is known that cell lines can
change their phenotype over multiple passages and lose tissue-specific functions as they
adapt to in vitro conditions [41]. In the case of MIO-M1, it has been observed that these cells
express marker genes of neural progenitors as well as postmitotic neuronal cells and various
opsins [42,43]. Thus, primary cells are often considered as more physiologically similar
to in vivo cells [44]. Therefore, we also analyzed primary equine RMG. We previously
demonstrated that cultured equine RMG express cell-specific proteins, such as GS and
vimentin [30]. Thus, they represent a valuable model to study RMG functions in vitro.
Our results revealed several proteins and pathways that were overrepresented after LPS
stimulation in both MIO-M1 cells and primary RMG and, therefore, seem to represent a
fundamental response pattern of RMG in retinal neuroinflammation. However, primary
cells displayed a much more complex pathway and protein profile, which supports the
importance of primary cells for studying the characteristics of RMG in vivo. For the
preparation of primary RMG, we used equine retina, as control eyes from healthy horses
are readily available, and retinal inflammation in the equine eye has proven to be a valuable
model for glial involvement in neuroinflammation [19-21,45]. While interpreting our
results, we must take into account that, in contrast to the vascularized human retina, the
equine retina is almost completely avascular [46]. Except for a small area around the optic
disc, the equine retina is devoid of both blood vessels and astrocytes [46,47]. Therefore, in
contrast to human retinal tissue, RMG are the only macroglial cells in the equine retina [1].
In human retina, RMG contribute to the inner BRB, as they surround retinal blood vessels
with their cell processes [7,48], whereas in horses, they are involved in the outer BRB,
which separates the retina from the underlying pigment epithelium and choroidea [45,47].
This might account for some of the differences between MIO-M1 cells and equine RMG
that we observed in this study. For instance, pathway enrichment analysis demonstrated
cell-adhesion and migration processes as highly overrepresented, especially in MIO-M1
cells (Figure 3). This is an intriguing finding considering that human RMG cell processes
closely surround retinal blood vessels and might, therefore, be implicated in the migration
of cells into retinal tissue.

One main finding of this study was the expression of proteins, which are usually
ascribed to APCs and are necessary for their interaction with T-cells, in RMG. MHC class I
and II molecules were prominent among the proteins associated with antigen presentation
and cell—cell interactions. “MHC class I antigen presentation” was overrepresented both
in MIO-M1 cells and primary RMG after LPS stimulation (Figure 3), and MHC class I
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molecules were more abundant after LPS stimulation in both cell types (Table 1), confirming
the LPS-induced pro-inflammatory activation of RMG. Furthermore, in primary RMG,
-2-microglobulin (B2M), which represents another subunit of the MHC-complex, and Tap
binding protein (TAPBP), which has an important function in peptide loading on MHC-I
molecules [49], were significantly more abundant after stimulation (Table 1). Since MHC-I
molecules are essential for antigen presentation to CD8 T-cells, which play a pivotal role
in neuroinflammatory diseases [50-52], this finding merits further investigation from our
point of view. In line with this, we demonstrated a higher abundance of MHC class II
molecules in primary RMG but not in the MIO-M1 cell line after stimulation (Table 1). MHC
class Il molecules are primarily expressed by professional APCs, which process and present
antigen to CD4 T-cells. In combination with co-stimulatory signals, this leads to T-cell
activation [53]. In ocular inflammation, MHC class II-associated antigen presentation and
T-cell activation were primarily ascribed to invading macrophages and resident microglia,
but not to RMG [54,55]. However, the expression of MHC class II molecules in human
RMG has been reported in a case of subretinal fibrosis and uveitis syndrome concomitant
with T-helper-cell infiltration [18]. Furthermore, in equine recurrent uveitis, the expression
of MHC class II molecules in RMG has been described within retinal glial scars, whereas
the surrounding parts of the retina revealed no MHC class II expression [56]. The data
we present here confirm the ability of RMG to express MHC class II molecules upon
immune stimulation.

Moreover, we detected the pathways “immunoregulatory interactions between a
lymphoid and a non-lymphoid cell” and “co-stimulation by the CD28 family”, as overrep-
resented pathways that are associated with interaction with T-cells (Figure 3). Among the
proteins allocated to these pathways was ICOSLG, which was more abundant in both MIO-
M1 cells and primary RMG (Table 1 and Figure 1). To our knowledge, ICOSLG expression
has not been described in RMG before. Its higher expression in response to LPS stimulation
is an interesting finding, since ICOSLG is primarily expressed on APCs, such as human
monocyte derived dendritic cells [57], and its binding to ICOS serves as a co-stimulatory
signal for activated T-cells in humans [57]. In a murine model of autoimmune uveitis,
the in vivo blocking of IGOSLG signaling reduced disease severity and led to a smaller
number of inflammatory infiltrates in the retina, suggesting that ICOS-ICOSLG interaction
plays a critical role in uveitis pathogenesis [58]. Considering this, we propose that the
induction of ICOSLG expression in RMG upon immune stimulation might play a critical
role in the course of neuroinflammation, as it could lead to co-stimulatory signals for T-cells
invading the retina. This result is complemented by the finding of a higher abundance of
the tetraspanin CD82 in LPS-stimulated RMG (Table 1 and Figure 1). As far as we know,
there are no data on CD82 expression and function in RMG to date. This tetraspanin, which
is expressed in both APCs and T-cells, plays a role in T-cell co-stimulation by inducing
an enhanced interaction between APCs and T-cells, especially during the early phase of
activation [59]. This is carried out through a stronger interaction between integrin 32 on
T-cells and ICAM1 on APCs [60]. Thus, the elevated CD82 expression, which we detected
in LPS-stimulated RMG, strengthens the hypothesis that RMG might act as atypical APCs
that are able to interact with activated T-cells in the course of neuroinflammation in the
retina. The implications of these interactions need to be addressed in future studies. Inter-
estingly, we found that several other proteins which are involved in T-cell co-stimulation
were also more abundant after LPS stimulation in primary RMG [61-63]. These include
CD40 (Table 1), which has been described in RMG before [64,65], but also CD80 and CD86
(Table 1), whose ocular expression was associated with microglial cells [66] but not with
RMG. Taken together, these results suggest the ability of RMG to interact with lymphocytes
via different receptors and thus point to a pivotal role of these cells in T-cell mediated
neuroinflammation. Therefore, further investigations concerning the role of respective
proteins in inflammatory diseases of the eye need to be carried out.

Further proteins with higher abundance after LPS that belonged to the pathway “co-
stimulation by the CD28 family” were programmed cell death 1 ligand 2 (PDCD1LG2) in
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MIO-M1 cells and CD274 (programmed cell death 1 ligand 1, PD-L1) in primary RMG
(Table 1). Similar to CD80 and CD86, these proteins belong to the B7 family. Since they bind
to the immunoinhibitory receptor PD1 on activated human T-cells, they inhibit lymphocyte
proliferation and cytokine secretion [67]. Thus, they are potent players in the maintenance
of tolerance and the prevention of autoimmunity [68]. PD-L1 is primarily expressed on
APCs [68], but it has also been detected in murine RMG [69], and its expression levels
have been shown to be higher in inflamed ocular tissue [70]. Moreover, ocular cells
increase the abundance of PD-L1 and PD-L2 after stimulation by IFN-y [70], which is in
line with our finding of higher expression levels of PD-L1 and PD-L2 after LPS stimulation
in RMG. The upregulation of PD-ligands might represent a regulatory mechanism that
counteracts inflammatory pathways. Thus, our findings reveal that, in addition to their
proinflammatory role, RMG might also exert a protective function in neuroinflammation
by resolving ocular immune responses and maintaining retinal homoeostasis. Further
investigations are required to elucidate the mechanisms of immunoregulation exerted
by RMG.

Since little is known about the involvement of RMG in leukocyte migration to date,
our finding that pathways such as “cell adhesion”, “cellular extravasation” and “leuko-
cyte migration” were overrepresented in RMG after stimulation with LPS (Figure 2) is
intriguing. Among the proteins allocated to these processes were ICAM1 and VCAM1
(Supplementary Table S3). Both proteins were more abundant in stimulated MIO-M1 cells
as well as in stimulated primary RMG (Table 1 and Figure 1), which is in line with previous
findings of increased ICAM1 expression after stimulation with LPS or IFN-y in murine
and rat Miiller cells [71,72]. ICAM1 mediates the adhesion and migration of leukocytes
through the endothelial barrier into inflamed tissue (reviewed in [73-75]), and it has been
shown to regulate the migration of Thl- and Th17- T-cells through simulated human retinal
endothelium [76]. High expression levels of these adhesion molecules have been reported
in posterior uveitis in humans [77] and in murine EAU with VCAMI expression in the
perivascular extensions of RMG in uveitic murine eyes [78]. Moreover, the contribution of
RMG to the regulation of leukocyte adhesion and migration has been proposed in a rat
model of retinal diode laser photocoagulation, as ICAM1 was induced in RMG cell pro-
cesses that surrounded the infiltrated CD4 T-cells and macrophages [79]. Thus, our result
of significantly higher ICAM1 and VCAM]1 expression levels in MIO-M1 cells and equine
RMG after LPS stimulation point towards a regulatory role of RMG in leukocyte migration.

This is further supported by the finding of JAM2 (more often referred to as JAM-B,
which will be used in the following) among the significantly more abundant proteins after
LPS stimulation in both cell types (Table 1 and Figure 1). To our knowledge, we are the first
to demonstrate that LPS-stimulated RMG express elevated levels of this adhesion molecule,
which plays a role in leukocyte adhesion and migration [80]. At this point, it is noteworthy
that the blockade of JAM-B in a murine model of CNS autoimmunity was accompanied by
a partial protection against encephalomyelitis and a significant reduction in the number
of infiltrating CD8 T-cells [81]. In this model, JAM-B was expressed in CNS endothelial
cells and has been proposed as a ligand for the x4 1-integrin-mediated migration of CD8
T-cells into the CNS [81]. Taking this into account, we suggest that the higher expression
levels of ICAM1, VCAM1 and JAM-B in activated RMG might render them capable of
attracting and binding activated lymphocytes, thus contributing to lymphocyte homing
into the inflamed retina. Since RMG are in close contact to retinal blood vessels in the
human retina [7], this might represent a mechanism which enables lymphocytes to enter
retinal tissue under inflammatory conditions.

5. Conclusions

In conclusion, our results provide a detailed description of the untreated and LPS-
stimulated RMG surfaceome and strongly suggest an involvement of RMG in neuroin-
flammatory processes in the retina. The capacity to express proteins involved in antigen
presentation and leukocyte migration might enable these glial cells to interact with invad-
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ing lymphocytes, thus affecting the course of neuroinflammation. Since we used different
cell types for our experiments, those candidates which were more abundant after LPS
stimulation in both models might represent a common pathway in activated RMG. With
our hypothesis-generating approach, we lay the basis for further investigations regarding
the role of RMG in neuroinflammatory diseases.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2073-4
409/10/3/711/s1, Figure S1: Reactome pathway analysis of significantly more abundant proteins
in MIO-M1 cells after LPS stimulationl Figure S2: Reactome pathway analysis of significantly more
abundant proteins in primary RMG after LPS stimulation; Table S1: All identified proteins of the
MIO-M1 cell surfaceome; Table S2: All identified proteins of the primary RMG surfaceome; Table
S3: Shiny GO enrichment analysis showing the most significantly enriched functional categories
from biological processes after LPS stimulation in (1) MIO-M1 cells and (2) primary RMG including
human orthologue gene names of proteins clustering to respective pathways.
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5 DISKUSSION

Bereits im Jahr 1858 bezeichnete Rudolf Virchow in seinen Vorlesungen zur
Cellularpathologie die Entdeckung Heinrich Mullers, dass ,radiare Fasern® die
Retina in ihrer ganzen Breite durchziehen, als ,eine[n] der wichtigsten Schritte“, um
,das Verhaltniss aller ihrer einzelnen Theile mit Sicherheit zu ermitteln“ (Virchow
1859). Welch wichtige Funktion Mullerzellen nicht nur fur den anatomischen Aufbau
der Retina, sondern auch fur die Aufrechterhaltung der retinalen Homoostase und
somit flr die Bewahrung des Visus haben, wurde durch zahlreiche Studien der
letzten Jahre und Jahrzehnte belegt (Reichenbach und Bringmann 2013,
Reichenbach und Bringmann 2020). Bereits in den 1980er Jahren wurden zudem
Hinweise fur eine immunologische Funktion der Mullerzellen gefunden (Roberge et
al. 1988), die in aktuelleren Studien bestatigt und erweitert werden konnten (Kumar
und Shamsuddin 2012, Singh et al. 2014, Natoli et al. 2017, Heng et al. 2019,
Rezzola et al. 2021). Dennoch ist die Rolle der Miullerzellen im retinalen
Entzindungsgeschehen bis heute unzureichend geklart. Ziel dieser Studie war es
daher, die Reaktion von Mdllerzellen auf ein inflammatorisches Milieu naher zu
charakterisieren und somit einen Einblick in ihre Beteiligung an der retinalen
Inflammation und an der Pathogenese der ERU zu erhalten. Die ERU stellt in der
Praxis eine haufige entzindliche Erkrankung der intraokularen Strukturen dar, mit
gravierenden Folgen sowohl fur die betroffenen Pferde als auch flr deren Halter
(Gerding und Gilger 2016). In einer amerikanischen Studie wurde dargelegt, dass
es in fast der Halfte der untersuchten Augen trotz adaquater Behandlung zur
Erblindung kam, wobei knapp 30% der Pferde beidseitig erblindeten (Gerding und
Gilger 2016). Dies verdeutlicht die veterindrmedizinische Relevanz dieser
Erkrankung und die Notwendigkeit, Pathogenese-assoziierte Mechanismen
aufzuklaren. Sowohl in einem Nagermodell fir die humane autoimmune Uveitis, als
auch im Rahmen der ERU konnte eine Aktivierung der Mullerzellen gezeigt werden
(Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011, Deeg et al. 2016, Heng et al. 2019). Um
die Beteiligung der Mdullerzellen an der retinalen Immunantwort im Allgemeinen,
aber auch speziell im Rahmen der ERU zu untersuchen, wurden zwei
unterschiedliche Modelle verwendet. Zum einen fuhrten wir immunhistologische
Untersuchungen von Netzhaut-Schnitten gesunder und an ERU erkrankter Pferde

durch, um Erkenntnisse bezuglich der Beteiligung von Mullerzellen an der Uveitis-
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Pathogenese zu gewinnen (Publikation 1). Zum anderen lieferte die differenzielle
Proteomanalyse primarer equiner Mdllerzellen (eqMZ) und der Zellen einer
humanen Miillerzelllinie nach in-vitro-Stimulation mit LPS einen Uberblick (iber die
Reaktion von Mullerzellen auf einen inflammatorischen Stimulus (Publikation II).
Diese beiden unterschiedlichen Ansatze ermoglichten uns, die Mullerzelle in
verschiedenen Milieus und mit unterschiedlichen Methoden zu charakterisieren. Die
Immunhistologie stellt hierbei eine geeignete Methode dar, da die Mullerzelle im
retinalen Zellverband verbleibt und bei der mikroskopischen Untersuchung der
Netzhaut zwischen den einzelnen Zellen und Schichten unterschieden werden
kann. Mithilfe der Immunhistologie konnten wir die héhere Abundanz von
Neuraminidase 1 (NEU1) in uveitischen Mullerzellen bestatigen, die bei der LC-
MS/MS-Analyse von Mullerzellen gesunder Kontrolltiere und eines an ERU
erkrankten Pferdes aufgefallen war (Tab. 1, Fig. 1, Fig. 3, Publikation I). Zudem
zeigten unsere immunhistologischen Untersuchungen, dass uveitische Netzhaute
weniger terminale Sialinsauren aufwiesen als die Netzhaute gesunder Kontrolltiere
(Fig. 4, Fig. 5, Publikation I). Hierbei gilt es zu bedenken, dass die in dieser Studie
verwendeten histologischen Praparate von Pferden unterschiedlicher Rassen,
unterschiedlichen Alters und Geschlechts sowie in unterschiedlichen Stadien der
Erkrankung stammen. Dieser Umstand erschwert zwar den direkten Vergleich eines
bestimmten Parameters, andererseits erlaubt er aber einen Einblick in die
unterschiedlichen Stadien retinaler Entziindung und Degeneration und bildet somit
die Realitat der Erkrankung originalgetreuer ab als dies beispielsweise bei
verschiedenen induzierten Nagermodellen der Fall ist. Die immunhistologische
Untersuchung der Retina, des Zielorgans der autoreaktiven T-Zellen, hat sich daher
bereits in vielen Studien zur ERU als wertvoll erwiesen (Deeg et al. 20023,
Eberhardt et al. 2011, Deeg et al. 2016, Kleinwort et al. 2016).

Die vermehrte Expression von NEU1, die wir in uveitischen Netzhauten zeigen
konnten, wurde bereits in diversen, sehr unterschiedlichen Kontexten als pro-
inflammatorisch diskutiert: In einem Mausemodell fur systemischen Lupus
erythematodes beispielsweise war die vermehrte Aktivitat von NEU1 assoziiert mit
der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, GM-CSF und MIP-1a durch
die Zellen des Mesangiums, die als Immunzellen der Niere gelten (Sundararaj et al.
2021). Ein ahnliches Phanomen konnte in einem Modell fur Obesitas festgestellt

werden, in dem Zellen einer murinen Adipozyten-Zelllinie mit LPS stimuliert wurden
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(Natori et al. 2017). Ein Knockdown von NEU1 durch siRNA flhrte in diesem Modell
zu einer signifikanten Hemmung der Sekretion von IL-6 und MCP-1 nach LPS-
Stimulation (Natori et al. 2017). Auch im Auge wurde die vermehrte Aktivitat von
NEU1 mit einer verstarkten Immunantwort in Zusammenhang gebracht (Allendorf
et al. 2020a, Allendorf et al. 2020b). Die Aktivierung einer murinen Mikroglia-Zelllinie
durch LPS flhrte dabei zu einer vermehrten Expression und auch Aktivitat von
NEU1 auf der Zelloberflache der Mikrogliazellen und zur Desialylierung des Toll-
like-Rezeptors TLR-4 (Allendorf et al. 2020a). Dies verstarkte die durch die
aktivierten Mikroglia hervorgerufene Entziindungsreaktion und fuhrte zu vermehrter
Phagozytose von Neuronen (Allendorf et al. 2020b). In Mullerzellen wurde die
Expression und Rolle von NEU1 jedoch unseres Wissens bis dato nicht beschrieben
(PubMed-Recherche Stand August 2021). Die vorliegende Arbeit liefert daher nicht
nur neue Erkenntnisse bezuglich der Expression von NEU1 in equiner Retina,
sondern stellt zudem zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen vermehrter
Expression von NEU1 in Mullerzellen und retinaler Inflammation her. NEU1 kdnnte
somit einen neuen Biomarker fur aktivierte Mullerzellen darstellen. Im
Zellmembranproteom von mit LPS stimulierten Mullerzellen, das im Rahmen dieser
Studie anhand von LC-MS/MS generiert wurde, konnte NEU1 allerdings nicht
identifiziert werden (Supplementary Table 1, Suppl. Tab. 2, Publikation Il). Dies
konnte dadurch bedingt sein, dass NEU1 vorwiegend intrazellular in den
Lysosomen vorliegt (Bonten et al. 1996) und somit in unserer
massenspektrometrischen Analyse des Membranproteoms nicht vorhanden war.
Allerdings wird NEU1 bei der Aktivierung von Zellen meist aus dem Zellinneren an
die Oberflache transportiert, wo es seine enzymatische Aktivitat entfaltet (Amith et
al. 2010, Allendorf et al. 2020a). Moglicherweise wurde auch an der Zelloberflache
exprimiertes NEU1 anhand des gewahlten Aminooxy-Biotinylierungs-Ansatzes
nicht entsprechend angereichert und isoliert, sodass es in der anschlieRenden
massenspektrometrischen Analyse nicht identifiziert werden konnte. Die
proteomische  Analyse eines vollstandigen Zell-Lysates oder eine
immunzytologische Farbung stimulierter Millerzellen kdnnte Aufschluss geben tber
die Expression und Lokalisation von NEU1 in durch LPS aktivierten Mullerzellen.
Zudem sollte die Expression nach der Stimulation mit Zytokinen wie IFN-y oder

verschiedenen Interleukinen untersucht werden.
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Da NEU1 die Abspaltung von Sialinsduren von den darunterliegenden
Glykoproteinen katalysiert (Bonten et al. 1996), untersuchten wir im nachsten
Schritt, ob und inwiefern zwischen gesunder und uveitischer Netzhaut ein
Unterschied bezuglich der terminalen Sialinsduren besteht. Dies testeten wir
anhand von immunhistologischen Farbungen mit Sialinsaure-spezifischen Lektinen.
Dabei konnte eine deutlich verminderte Bindung von Maackia Amurensis
Leukoagglutinin (MAL), Maackia Amurensis Hamagglutinin (MAH) und Sambucus
Nigra Lektin (SNA) gezeigt werden (Fig. 4, Fig. 5, Publikation 1), wobei MAL und
MAH vorwiegend an a2-3- und SNA an a2-6-verknUpfte Sialinsauren binden (Tab.
I, Publikation I). Als Kontrolle wurde Wheat Germ Agglutinin (WGA) verwendet, das
in erster Linie an N-Acetylglucosamin bindet (Tab. Il, Publikation I). WGA zeigte
sowohl in gesunder als auch uveitischer Retina eine starke Bindungskapazitat (Fig.
4, Fig. 5, Publikation 1). Basierend auf diesen Ergebnissen entwickelten wir die
Hypothese, dass vermehrte NEU1-Expression in uveitischen Mullerzellen
verantwortlich sein kdnnte fur die Abspaltung von Sialinsduren im entzindeten
retinalen Gewebe. Da die Desialylierung von Zellen haufig im Zusammenhang mit
der Aktivierung von Immunzellen sowie einer pro-inflammatorischen Reaktion steht
(Wang et al. 2016, Puigdellivol et al. 2020, Karmakar und Mandal 2021, Klaus et al.
2021), legen unsere Ergebnisse zudem nahe, dass die vermehrte Expression von
NEU1 in uveitischen Mullerzellen und die damit einhergehende Desialylierung des
retinalen Gewebes die retinale Inflammation verstarkt. Dieser Zusammenhang
wurde beispielsweise in einer aktuellen Studie an synovialen Fibroblasten (SFs)
gezeigt (Wang et al. 2021b). SFs, die als Hauptbestandteil der Synovialis die
Innenseite von Gelenken auskleiden und im physiologischen Zustand zur
Aufrechterhaltung der Homodostase beitragen, reagieren im Rahmen von
Rheumatoider Arthritis auf pro-inflammatorische Zytokine und Ubernehmen eine
zentrale immunpathologische Rolle, was letztlich zu arthritischen Schaden des
Gewebes fuhrt (Bottini und Firestein 2013). In einer aktuellen Studie konnte
demonstriert werden, dass die Umwandlung von SFs in einen pro-
inflammatorischen Phanotyp im Rahmen von experimentell ausgeldster Arthritis in
Mausen mit einer Verminderung der terminalen Sialinsauren einherging (Wang et
al. 2021b). Dabei flhrte alleine die enzymatische Abspaltung der Sialinsauren
bereits zu einer pro-inflammatorischen Reaktion der SFs (Wang et al. 2021b). Auch

Mullerzellen unterliegen im Rahmen der ERU einer phanotypischen Veranderung.
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Aktivierte uveitische Mdullerzellen kdnnen aufgrund der verminderten Expression
von Proteinen wie GS, Kir4.1 oder AQPS und AQP11 die retinale Homobostase nicht
mehr adaquat aufrechterhalten, exprimieren aber unter anderem IFN-y und tragen
somit zur retinalen Inflammation bei (Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011, Deeg
et al. 2016). Ahnlich wie bei den SFs gezeigt, kdnnte auch in Millerzellen ein
Zusammenhang bestehen zwischen der Desialylierung und dem phanotypischen
Wandel von einer Zelle, deren Funktion die Aufrechterhaltung der Homdostase ist,
hin zu einer pro-inflammatorischen Zelle, die selbst IFN-y produziert. Um diesen
Zusammenhang weiter zu untersuchen, wird zunachst geklart werden mussen, ob
die vermehrte Expression von NEU1 in uveitischen Mdullerzellen tatsachlich mit
vermehrter Sialidase-Aktivitat einhergeht. Da neben NEU1 weitere Sialidasen
bekannt sind (Miyagi und Yamaguchi 2012), sollte zudem untersucht werden,
inwiefern diese am Krankheitsgeschehen beteiligt sind. In unserer
massenspektrometrischen Analyse uveitischer Mullerzellen wurde lediglich NEU1
identifiziert, es besteht jedoch die Madglichkeit, dass andere retinale Zellen
Sialidasen oder auch Sialyltransferasen exprimieren und somit beteiligt sind an der
(De)sialylierung retinaler Zellen. Weiterflihrende Studien sollten dann ebenfalls
prifen, ob die vermehrte Sialidase-Aktivitat beispielsweise in erhdhter Zytokin-
Produktion durch Mullerzellen resultiert. Die mangelnde Verfugbarkeit von Augen
an ERU erkrankter Pferde stellt hierbei wohl die grof3te Hurde dar. Retinale
Explantate gesunder Kontrolltiere kdnnten hier eine Moglichkeit darstellen, auch
ohne uveitische Augen einen Einblick in die geschilderten Zusammenhange zu
erlangen. Diese Explantate - auch als organotypische Netzhautkulturen bezeichnet
- stellen in der ophtalmologischen Forschung eine haufig genutzte Alternative zur
Kultur primarer Zellen dar, da in diesem Fall das Netzwerk aus neuronalen Zellen
und Gliazellen erhalten bleibt und die in-vivo-Situtation somit besser abgebildet wird
als das bei einzeln isolierten kultivierten Zellen der Fall ist (Schnichels et al. 2021).
Dazu werden aus der Retina bestimmte Bereiche beispielsweise mit einer
Biopsiestanze entnommen und in Kultur verbracht (Sagmeister et al. 2021). Eine
Limitation der organotypischen Kultur besteht allerdings darin, dass die Axotomie in
jedem Fall Neurodegeneration und Gliose hervorruft und die Explantate somit nur
fur eine begrenzte Zeit vital bleiben (Alarautalahti et al. 2019). In unserem Fall
konnten kunftig retinale Explantate gesunder Kontrolltiere mit aktiver

Neuraminidase behandelt werden, um im Anschluss immunhistologisch den Gehalt
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an terminalen Sialinsauren sowie anhand von ELISAs die Konzentration pro-
inflammatorischer Zytokine im Zellkulturmedium zu messen. Zusatzlich ware zu
untersuchen, ob die Stimulation der Retina eine durch NEU1-Aktivitat bedingte
Abspaltung von Sialinsauren hervorruft. Dabei konnte die Stimulation der
Explantate zum einen durch pro-inflammatorische Zytokine wie IFN-y
vorgenommen werden, zum anderen konnte sie durch Kokultur mit T-Zellen von an
ERU erkrankten Pferden erfolgen. Da im Falle eines Uveitis-Schubs aktivierte T-
Zellen die BRS Uberqueren und massive retinale Entzindungsreaktionen auslosen
(Gilger et al. 1999, Kleinwort et al. 2016), bildet die Koinkubation der retinalen
Explantate mit aktivierten Entziindungszellen die in-vivo-Situation besser ab als die
Stimulation mit Zytokinen. Schlief3lich kdnnte eine Hemmung der Sialidase-Aktivitat
beispielsweise durch siRNA zeigen, ob die beobachteten Phanomene tatsachlich
durch NEU1-Aktivitat verursacht sind. Unseres Wissens sind organotypische
Kulturen aus der Retina des Pferdes aktuell noch nicht etabliert (PubMed-
Recherche Stand August 2021), sodass fur den geschilderten Ansatz zunachst die
Entwicklung eines geeigneten Protokolls vonndten ware.

Neben den immunhistologischen Untersuchungen fihrten wir zudem eine LC-
MS/MS-Analyse primarer Mullerzellen durch. Daflir wurden equine Mullerzellen aus
der frischen Retina gesunder Kontrolltiere isoliert und kultiviert. Zudem wurden
Zellen der humanen Mullerzelllinie MIO-M1 verwendet. Beide Zelltypen wurden mit
LPS stimuliert und nach Isolation und Anreicherung der Membranproteine wurden
diese der massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Da die ERU neben ihrer
tiermedizinischen Relevanz das einzige spontane Tiermodell fur die humane
autoimmune Uveitis darstellt (Deeg et al. 2001, Deeg et al. 2007c), die equine und
die humane Retina jedoch anatomische Unterschiede aufweisen (Schnitzer 1988,
Campbell et al. 2017), ist es von Nutzen, sowohl equine als auch humane
Mdillerzellen getrennt voneinander zu untersuchen. Im Gegensatz zur avaskularen
Retina des Pferdes, bei der lediglich eine kleine Zone rund um den Austritt des N.
opticus Blutgefale aufweist (Schnitzer 1988, Ehrenhofer et al. 2002), ist die humane
Netzhaut von mehreren Gefalplexus durchzogen (Campbell et al. 2017). In
vaskularisierten Netzhauten tragen Millerzellen mit ihren Zellfortsatzen zur inneren
BRS bei (Tout et al. 1993), wohingegen es bei beim Pferd lediglich eine aufl’ere BRS
gibt, die aus den Endothelzellen der Kapillaren in der Choroidea, der Bruch'schen
Membran und dem RPE besteht (Ehrenhofer et al. 2002, Fields et al. 2020). Ein
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weiterer Unterschied zwischen equiner und humaner Retina besteht im Vorkommen
und in der Lokalisation der Astrozyten, die bei Pferden lediglich in der
Nervenfaserschicht der kleinen vaskularisierten Zone um den Discus nervi optici
herum vorhanden sind (Schnitzer 1988, Ehrenhofer et al. 2002). Im Gegensatz dazu
sind Astrozyten in vaskularisierten Netzhauten in der gesamten Retina entlang der
Kapillaren zu finden (Schnitzer 1988, Vecino et al. 2016). Daraus ergibt sich eine
besondere Rolle fur Mdillerzellen in der equinen Retina, wo sie die einzigen
Makrogliazellen darstellen (Schnitzer 1988). Diese Unterschiede machen die
Notwendigkeit ersichtlich, sowohl equine als auch humane Mdullerzellen zu
untersuchen.

Zur Stimulation der Mullerzellen wurde das Endotoxin LPS verwendet, ein
Bestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien, der als klassisches
Immunstimulans gilt (Beutler und Rietschel 2003). Durch die Bindung an seine
Rezeptoren I6st LPS eine starke Immunreaktion mit Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB  sowie  verschiedener  Proteinkinasen  mit
darauffolgender Produktion pro-inflammatorischer Zytokine aus (Beutler und
Rietschel 2003). Daher ist LPS als ein Modell zur Induktion einer Immunantwort
etabliert und diente bereits in einer grolRen Anzahl an Studien der Untersuchung
immunologischer Vorgange (Arato et al. 2020, Feng et al. 2021, Gallorini et al.
2021). Zudem wird LPS zur Induktion der Endotoxin-induzierten Uveitis verwendet,
einem Nagermodell fur die Uveitis des Menschen, das sich in vielen Studien bereits
als nutzlich erwiesen hat (Rosenbaum et al. 1980, Chu et al. 2016, Chen et al. 2021,
Du et al. 2021). Auch bei Forschungsarbeiten zur Neuroinflammation in der Retina
ist LPS als Immunstimulans etabliert (Allendorf et al. 2020a, Dando et al. 2021, Gao
et al. 2021, Sun et al. 2021). Dennoch ist die ausschlieRliche Verwendung von LPS
gewiss als eine Limitation dieser Arbeit zu betrachten und sollte in zuklnftigen
Studien durch den Gebrauch verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie
IFN-y erganzt werden.

Unser Ziel war es allerdings, zunachst einen Uberblick (ber den pro-
inflammatorischen  Phanotyp der Mdllerzellen zu schaffen. Unsere
massenspektrometrische Analyse des Zellmembranproteoms ergab dabei eine
deutliche Abweichung der Membranproteine nach Behandlung mit LPS, wobei die
Proteine mit hoherer Abundanz in den stimulierten Zellen vorwiegend mit

immunologischen Stoffwechselwegen assoziiert waren (Fig. 2, Fig. 3, Publikation
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II). Somit stellt diese Arbeit eine wertvolle Grundlage flr weitere diesbezlgliche
Forschungen dar. Bei der vergleichenden Analyse konnten wir einen deutlichen
Unterschied zwischen den eqgMZ und den MIO-M1-Zellen feststellen. Den 507
identifizierten Membranproteinen der MIO-M1-Zellen standen 1.425 identifizierte
Proteine der Zellmembran der eqgMZ gegenuber (Suppl. Tab. 1, Suppl. Tab. 2,
Publikation IlI). Die egMZ wiesen zudem ein deutlich differenzierteres
Reaktionsvermogen auf als die MIO-M1-Zellen. Wahrend bei den eqMZ 79 Proteine
mit signifikant hoherer Abundanz (mind. 2-fach hoher abundant und p < 0,05) nach
Stimulation mit LPS identifiziert wurden, waren es in den Zellen der humanen
Zelllinie 18 Proteine, die in diese Kategorie fielen (Tab. 1, Fig. 1, Publikation Il). Die
spontan immortalisierte humane Miullerzelllinie MIO-M1 wurde 2002 im Moorfields
Institute of Ophthalmology etabliert und charakterisiert (Limb et al. 2002).
Mikroskopische Untersuchungen sowie Western Blotting bestatigten die Expression
bekannter Mullerzell-Marker und die Transmissionselektronenmikroskopie belegte
eine den Ursprungszellen ahnliche Morphologie (Limb et al. 2002). Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Zellen der etablierten Linie als Reaktion auf L-Glutamat
ebenso depolarisierten, wie es fur Mdillerzellen beschrieben wurde (Limb et al.
2002). Da primare humane Mdllerzellen vor allem in grol3er Zahl schwer zu erhalten
sind, stellen MIO-M1-Zellen ein wertvolles und haufig verwendetes Mittel zur
Untersuchung humaner Mullerzellen dar (Guo et al. 2021, Rezzola et al. 2021). An
dieser Stelle ist jedoch anzumerken, dass die Verwendung von Zelllinien trotz ihres
grolen Nutzens kritisch zu betrachten ist, da genetische Veranderungen nach
langer Kulturzeit zu einem veranderten Phanotyp fihren kdnnen und zusammen mit
Fehlidentifikationen und Kreuzkontaminationen eine haufige Quelle fur fehlerhafte
Ergebnisse sind (Schnichels et al. 2021). Die Zelllinie RGC-5 wurde beispielsweise
in diversen Studien zu retinalen Ganglienzellen verwendet, bevor festgestellt wurde,
dass diese Zellen nicht wie angegeben von Ganglienzellen von Ratten stammten,
sondern dass es sich um murine Zellen mit Charakteristika einer Photorezeptor-
Zelllinie handelte, die im Ursprungslabor vermutlich zur Kreuzkontamination gefuhrt
hatte (Krishnamoorthy et al. 2013). Um solchen Vorféllen vorzubeugen und
genotypische Veranderungen aufzudecken, gibt es verschiedene Mdglichkeiten zur
Authentifizierung der verwendeten Zelllinie wie die Bestimmung von short tandem
repeats oder das next generation sequencing (Masters et al. 2001, Chen et al.

2020). Obwohl MIO-M1-Zellen als Mullerzelllinie gelten und als solche verwendet
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werden, weisen sie bestimmte Charakteristika neuronaler Stammzellen auf und
exprimieren sowohl Opsine als auch Proteine wie Peripherin und Recoverin, die als
Marker postmitotischer neuronaler Zellen gelten (Lawrence et al. 2007, Hollborn et
al. 2011). Daten, die auf Versuchen mit MIO-M1-Zellen basieren, sollten daher mit
Bedacht interpretiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden daher zusatzlich zu
den immortalisierten Zellen auch primare Zellen untersucht, um einerseits einen
Vergleich anstellen zu kdnnen und um andererseits Proteine zu identifizieren, die in
beiden Zelltypen eine hohere Expression nach Stimulation mit LPS zeigen. Anhand
unserer Analyse konnten wir sechs Proteine identifizieren, die nach der Stimulation
in beiden Zelltypen signifikant und mindestens 2-fach héher abundant waren (Fig.
1, Publikation Il), was auf eine besondere Relevanz dieser Proteine hinweist. Dass
im Membranproteom der primaren Zellen deutlich mehr Proteine identifiziert werden
konnten als in den MIO-M1-Zellen, sowie die deutlich differenziertere Reaktion der
primaren Zellen auf den Stimulus belegt den Vorteil primarer Zellen. Viele Autoren
geben den primaren Zellen den Vorzug vor Zelllinien, da sie den Phanotyp der
ursprunglichen Zellen eher abbilden (Pan et al. 2009, Schnichels et al. 2021).
Dennoch ist bekannt, dass auch primare Zellen in vitro vor allem durch fortwahrende
Passagen und lange Dauer in Kultur dedifferenzieren und einen Fibroblasten-
ahnlichen Phanotyp annehmen kdonnen (Hauck et al. 2003, Szober et al. 2012,
Heslop et al. 2017). Um eine Dedifferenzierung der Zellen in Kultur vollkommen
auszuschlief®en, miusste im Anschluss an die Isolation der Zellen aus der Retina die
sofortige Messung der Zellen ohne zwischenzeitliche Kultur erfolgen, wie es in einer
Studie zur proteomischen Charakterisierung muriner Mullerzellen etabliert wurde
(Grosche et al. 2016). Das in dieser Studie entwickelte Protokoll zur Isolation von
Mullerzellen basiert auf der Verwendung eines Antikorpers gegen Integrin 1, eines
Zelloberflachenmarkers von Miillerzellen, sowie auf magnetischer Zellseparation
(Grosche et al. 2016). Die in der hier vorliegenden Arbeit erfolgte Stimulation der
Mullerzellen mit LPS erforderte jedoch eine gewisse Verweildauer der Zellen in
Kultur. Als Alternative zur Kultivierung einzelner isolierter Zellen kdnnten auch hier
kinftig retinale Explantate verwendet werden. Die Stimulation frisch aus der Retina
isolierter Explantate mit LPS oder weiteren pro-inflammatorischen Stimulantien und
die anschlieltende Isolation der Mullerzellen aus den Explantaten anhand des oben
genannten Protokolls (Grosche et al. 2016) kdnnten eine Mdglichkeit darstellen, die

Dedifferenzierung der Zellen in Kultur zu umgehen.
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FUr die Charakterisierung der Miullerzellen wurde in dieser Studie bewusst die
differenzielle Proteomanalyse als Hypothesen-generierender Ansatz gewahlt.
Mithilfe der quantitativ vergleichenden Massenspektrometrie war es uns moglich,
unvoreingenommen, mit hoher Sensitivitat und ohne den Gebrauch von Antikorpern
eine Fulle an Daten zu generieren und somit mafgeblich zur Charakterisierung von
Mdullerzellen beizutragen. Aus der Arbeit mit equinem Probenmaterial ergibt sich
haufig die Schwierigkeit, dass die Kreuzreaktivitat der vorhandenen Antikorper mit
equinem Material unbekannt ist bzw. dass schlicht keine geeigneten Antikorper flur
das zu untersuchende Protein zur Verfugung stehen, sodass in diesem Fall die
Massenspektrometrie eine geeignete Alternative zu Antikorper-basierten
Untersuchungen darstellt (Degroote et al. 2019, Tesena et al. 2021, Weigand et al.
2021). Zudem gewahrt dieser Ansatz einen deutlich breiter gefacherten Einblick in
die untersuchten Zellen als Antikoérper-basierte Methoden wie ELISA,
Immunzytologie oder Western Blotting. Anhand der gewonnenen Daten kdonnen
dann Hypothesen generiert werden, wie im Fall von NEU1, das zunachst bei der
massenspektrometrischen Untersuchung uveitischer Mdullerzellen als hoher
abundant auffiel. Diese Entdeckung konnten wir immunhistologisch bestatigen,
sodass wir auf der Grundlage der erhobenen Daten die Hypothese aufstellen
konnten, dass damit eine Desialylierung des retinalen Gewebes einhergehen
konnte.

Bei der massenspektrometrischen Untersuchung der Zellen in der vorliegenden
Arbeit legten wir den Fokus bewusst auf das Membranproteom, da
Membranproteine maf3geblich die Immunantwort steuern (Chen und Flies 2013,
Michael und Parsons 2020, Xia et al. 2021). Aufgrund ihrer hydrophoben Anteile
sind sie jedoch nur schwer aus der Zellmembran zu extrahieren und daher in
proteomischen Datensatzen haufig unterreprasentiert (Grosche et al. 2016,
Pauwels et al. 2021). Daher verwendeten wir ein Aminooxy-Biotinylierungs-
Protokoll zur lIsolation der Membranproteine. Dieser Ansatz zeigte bereits in
mehreren Studien eine hohe Effizienz bei der Anreicherung von Membranproteinen
verschiedener Zellen wie humaner T-Zellen oder mesenchymaler Stammzellen des
menschlichen Knochenmarks (Zeng et al. 2009, Graessel et al. 2015, Matta et al.
2019). Auch far Mullerzellen wurde dieser Ansatz verwendet, um nach der
Isolierung muriner Mullerzellen aus intakter Retina eine subzellulare Auftrennung

der Proteine zu erreichen (Grosche et al. 2016). Der hohe Anteil an Zellrezeptoren
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sowie CD- und MHC-Molekulen, die wir identifizieren konnten, belegt die Effizienz
und Ndutzlichkeit dieses Ansatzes. Um die hier gewonnenen Erkenntnisse zu
erweitern, ware es interessant, in einem nachsten Schritt ein vollstandiges Zell-
Lysat sowie das Sekretom von primaren Mullerzellen und MIO-M1-Zellen nach
Stimulation massenspektrometrisch zu untersuchen.

Die in dieser Arbeit massenspektrometrisch generierten Datensatze wurden mithilfe
zweier frei verfugbarer Online-Datenbanken sogenannten ,pathway enrichment®-
Analysen unterzogen. Dabei wird durch einen Abgleich der anhand der
Massenspektrometrie identifizierten Proteine mit bestehenden Signalweg-
Datenbanken analysiert, ob Proteine eines bestimmten Reaktionsweges oder einer
bestimmten funktionellen Kategorie Uberreprasentiert, also starker vertreten sind als
durch Zufall zu erwarten ware (Ge et al. 2020, Jassal et al. 2020). Die
massenspektrometrisch identifizierten Proteine werden also zum einen mit ihrer
molekularen  Funktion  verknlpft, zum anderen werden funktionelle
Zusammenhange zwischen den Proteinen aufgezeigt (Ge et al. 2020, Jassal et al.
2020). Somit gewahren diese Analysen einen funktionellen Einblick in die
massenspektrometrisch generierten Daten. In dieser Arbeit wurden zum einen die
Datenbank ShinyGO (Version 0.61, http://bioinformatics.sdstate.edu/go/), zum
anderen die Datenbank Reactome (Version 75, https://reactome.org/) verwendet
und die erhaltenen Reaktionswege sowohl tabellarisch (Suppl. Tab. 3, Publikation
II) als auch graphisch (Fig. 2, Fig. 3, Publikation Il) dargestellt. Dabei wurden nur
diejenigen Proteine mit den Datenbanken abgeglichen, die nach der Stimulation mit
LPS signifikant (p < 0,05) und mindestens 2-fach hoéher abundant waren im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen (Tab. 1, Publikation Il). Die ,pathway
enrichment“-Analysen  beider = Datenbanken ergaben eine  deutliche
Uberreprasentation immunologischer Reaktionswege. Laut ShinyGO-Analyse
stellte ,Immune response” den am deutlichsten Uberreprasentierten Reaktionsweg
in den eqMZ dar, dem 42 von den eingegebenen 79 Proteinen zugeordnet werden
konnten (Suppl. Tab. 3, Publikation Il). In den MIO-M1-Zellen konnten von den 18
untersuchten Proteinen 12 dem Reaktionsweg ,Immune system process®
zugeordnet werden, der zusammen mit Zelladhasionsprozessen an erster Stelle der
Uberreprasentierten Reaktionswege stand (Suppl. Tab. 3, Publikation Il). Das aus
der Reactome-Analyse resultierende Voronoi-Diagramm, in dem die

Reprasentation der verschiedenen Stoffwechselwege farblich codiert dargestellt
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wird, bestatigte diese Ergebnisse, da auch hier die Ubergeordnete Kategorie
.Jmmune system® in beiden Fallen am deutlichsten Uberreprasentiert war (Suppl.
Fig. 1, Suppl. Fig. 2, Publikation Il). Dabei waren die untersuchten Proteine vor allem
den Untergruppen ,Adaptive Immune System® und ,Cytokine Signaling in Immune
System* zugeordnet (Fig. 3, Publikation Il). Innerhalb des adaptiven Immunsystems
waren die Reaktionswege ,immunoregulatory interactions between a Lymphoid and
a non-Lympoid cell®, ,Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide loading
of class | MHC" und ,MHC class Il antigen presentation® in beiden Zelltypen
Uberreprasentiert (Fig. 3, Publikation Il). Dieses Ergebnis ist insofern interessant,
als Mullerzellen keine Zellen des Immunsystems darstellen, in der Literatur aber
eine antigenprasentierende Funktion diskutiert wird (Roberge et al. 1988, Mano et
al. 1991, Heng et al. 2019). Roberge et al. stellten bereits 1988 fest, dass kultivierte
Mdallerzellen von Lewis-Ratten in vitro mit T-Zellen interagieren und dass diese
Interaktion unterschiedliche Wirkungen haben kann (Roberge et al. 1988, Caspi und
Roberge 1989). Neben der inhibitorischen Wirkung auf T-Zell-Linien in vitro konnte
gezeigt werden, dass Mdllerzellen nach Inkubation mit Antigen und IFNy-haltigem
Splenozyten-Uberstand und anschlieRender Behandlung mit Trypsin dazu in der
Lage sind, S-Ag-spezifischen T-Zellen Antigen zu prasentieren (Roberge et al.
1988). In einer aktuelleren Studie an AIRE-Knockout Mausen, einem Modell far
autoimmune Uveoretinitis, wurde gezeigt, dass uveitische Miullerzellen MHC-
Klasse-llI-Molekille hochregulieren und dass MHC-Klasse-lI-positive Miullerzell-
Fortsatze in direktem Kontakt mit CD4* T-Zellen stehen (Heng et al. 2019). Wahrend
alle kernhaltigen Zellen des Korpers MHC-Klasse-I-Molekulle exprimieren, anhand
derer intrazellulare Peptide CD8* T-Zellen prasentiert werden konnen, ist die
Expression von MHC-Klasse-lI-Molekulen auf APZ beschrankt, die durch die
Prasentation extrazellularer Antigene CD4* T-Zellen aktivieren (Neefjes et al. 2011).
Heng et al. folgerten daher, dass Millerzellen in den Netzhauten von AIRE-
Knockout-Mausen maglicherweise als APZ fungieren (Heng et al. 2019). In der
vorliegenden Arbeit konnte bereits in unstimulierten eqMZ die Expression von MHC-
Klasse-llI-Molekilen gezeigt werden, wobei diese Proteine nach Stimulation mit LPS
deutlich héher abundant waren (Tab. 1, Publikation II; die MHC-Klasse-II-Molekile
wurden nach den humanen Orthologen HLA-DRA und HLA-DRB1 benannt, um die
equinen und humanen Zellen anhand der oben genannten Datenbanken

vergleichen zu kénnen). Dies bestatigt die Hypothese, dass Millerzellen eine
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Funktion als APZ innehaben kdnnten. In einer immunhistologischen Studie an
Augen gesunder und an ERU erkrankter Pferde war die Expression von MHC-
Klasse-lI-Moleklilen in der Retina im physiologischen Zustand auf die
Endothelzellen der Gefale rund um den Austritt des N. opticus beschrankt
(Romeike et al. 1998). In zwei uveitischen Augen konnte hingegen eine MHC-
Klasse-ll-Expression in GFAP-positiven Zellen innerhalb einer retinalen Glia-Narbe
festgestellt werden (Romeike et al. 1998). Zudem wurde in der Netzhaut eines
Patienten mit subretinaler Fibrose die Expression von MHC-Klasse-II-Molektlen in
Mullerzellen gezeigt (Kim et al. 1987). Im Gegensatz dazu wurde in einer Studie an
Ratten nach experimenteller Induktion von Uveitis die Expression von MHC-Klasse-
[I-Molekulen lediglich in Mikroglia, nicht aber in Mullerzellen nachgewiesen (Zhang
etal. 1997). Es ist allerdings bekannt, dass das Ratten-Modell in manchen Aspekten
der humanen Uveitis weniger ahnlich ist als das Mause-Modell (Caspi et al. 1988).
Anhand des hochauflésenden Ansatzes, der in der vorliegenden Arbeit gewahlt
wurde, konnten wir die Expression von MHC-Klasse-II-Molekulen in unstimulierten
sowie stimulierten equinen Mullerzellen zeigen. Im Gegensatz dazu war in den MIO-
M1-Zellen keine Expression von MHC-Klasse-II-Molekulen festzustellen, weder im
unstimulierten noch im stimulierten Zustand (Suppl. Tab. 1, Publikation Il). Eine
maogliche Ursache flr die fehlende Induzierbarkeit von MHC-Klasse-lI-Molekulen in
MIO-M1-Zellen in unserer Studie konnte die Dedifferenzierung der Zelllinie
darstellen, da viele Zelllinien stark von der Physiologie der originalen Zellen
abweichen (Pan et al. 2009). In einer Studie an primaren humanen Millerzellen
konnte nach Stimulation mit IFN-y eine Expression von MHC-Klasse-Il-Molekulen
gezeigt werden (Mano et al. 1991). Daher sollte in weiteren Studien die Expression
von MHC-Klasse-II-Molekulen in MIO-M1-Zellen nach Stimulation mit IFN-y getestet
und ein Vergleich zwischen primaren humanen Millerzellen und der MIO-M1-
Zelllinie angestellt werden. Zudem sollten in einem nachsten Schritt auch equine
Mullerzellen mit IFN-y stimuliert und anschlief3end auf Expression von MHC-Klasse-
Il untersucht werden, da uveitogene T-Zellen IFN-y sezernieren (Xu et al. 1997,
Saldinger et al. 2020), sodass IFN-y auch in vivo zur Induktion der MHC-II-
Expression in residenten Zellen der Retina fihren kénnte (Caspi 2006).

Neben der Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Peptid-MHC-Klasse-II-Komplex
der APZ ist fur die Aktivierung naiver T-Zellen die Bindung an kostimulatorische
Molekile wie CD40, CD80 und CD86 notwendig, die von APZ auf ihrer
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Zelloberflache exprimiert werden (Van Gool et al. 1996). Zu den professionellen
APZ, die alle Voraussetzungen erflllen, um naive T-Zellen aktivieren zu kénnen,
gehoren neben den DZ auch Monozyten und Makrophagen (Kambayashi und
Laufer 2014). DZ verfugen Uber Rezeptoren, mit denen sie Pathogene erkennen
und aufnehmen kodnnen, sie weisen auch im ruhenden Zustand eine hohe
Expression von MHC-Klasse-II-Molekilen auf, sie exprimieren nach Aktivierung
kostimulatorische Molekule und sie sind in der Lage, Zytokine zu sezernieren (den
Haan et al. 2014). Damit sind sie optimal geeignet, naiven T-Zellen ihr Antigen zu
prasentieren und sie so zu aktivieren (den Haan et al. 2014). Neben diesen
professionellen APZ ist zudem eine Reihe an sogenannten unprofessionellen APZ
bekannt, in denen durch verschiedene Stimuli die Expression von MHC-Klasse-II-
und zum Teil auch von kostimulatorischen Molekulen induziert werden kann, fur die
aber nur in bestimmten Kontexten eine antigenprasentierende Funktion
nachgewiesen werden konnte und die meist nicht alle Kriterien flr professionelle
Antigenprasentation erfullen (Kambayashi und Laufer 2014). Dazu gehdren
hamatopoetische Zellen wie Mastzellen, neutrophile, eosinophile und basophile
Granulozyten aber auch Endothelzellen, synoviale Fibroblasten, Hepatozyten,
Sertoli-Zellen und intestinale Epithelzellen (Boots et al. 1994, Kambayashi und
Laufer 2014, Lin und Loré 2017, Mehrfeld et al. 2018, Arato et al. 2020, Heuberger
et al. 2021, Valenzuela 2021). Unsere Ergebnisse zeigen, dass eqMZ nach
Stimulation mit LPS neben MHC-Klasse-llI-Molekilen auch vermehrt
kostimulatorische Molekile wie CD40, CD80 und CD86 exprimieren (Tab. 1,
Publikation 1l), was einen deutlichen Hinweis auf eine mdgliche
antigenprasentierende Funktion der Mullerzellen innerhalb der Retina darstellt. Die
Expression von CD40 in murinen Mullerzellen wurde im Zusammenhang mit
retinaler Inflammation im Rahmen von Diabetes gezeigt (Portillo et al. 2017,
Dierschke et al. 2020), wohingegen die Expression von CD80 und CD86 im Auge
bis dato eher mit Mikrogliazellen in Verbindung gebracht wurde (Dando et al. 2021).
In einer Studie an frisch isolierten humanen neutrophilen Granulozyten, die wie
oben angeflhrt als unprofessionelle APZ diskutiert werden, konnte ohne Stimulation
keine Expression von MHC-Klasse-lI- oder kostimulatorischen Molekilen
nachgewiesen werden (Vono et al. 2017). Die Koinkubation der Zellen mit Antigen
und antigenspezifischen CD4* T-Gedachtniszellen oder mit dem Uberstand

aktivierter T-Zellen bewirkte jedoch die Expression von MHC-Klasse-lI-Molekilen
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sowie den kostimulatorischen Molekulen CD40 und CD80 auf der Zelloberflache
(Vono et al. 2017). In diesem Fall waren die neutrophilen Granulozyten auch in der
Lage, antigenspezifischen CD4* T-Gedachtniszellen Antigene zu prasentieren
(Vono et al. 2017). Die Stimulation mit LPS fuhrte dabei lediglich zur Expression
kostimulatorischer Molekule, nicht aber zur MHC-Klasse-II-Expression (Vono et al.
2017). Die Autoren schlussfolgerten, dass neutrophile Zellen nicht in der Lage sind,
naive T-Zellen zu aktivieren, sondern auf bereits aktivierte T-Zellen angewiesen
sind, um einen antigenprasentierenden Phanotyp anzunehmen (Vono et al. 2017).
Auf diese Weise stimuliert, kdnnen sie dann aber als APZ fur T-Gedachtniszellen
fungieren (Vono et al. 2017). Im Gegensatz dazu war in unserer Studie an
Mdallerzellen die Stimulation mit LPS ausreichend, um eine vermehrte Expression
von sowohl MHC-Klasse-lI-Molekulen, als auch kostimulatorischen Molekilen
hervorzurufen. Basierend auf diesen Ergebnissen stellen wir die Hypothese auf,
dass ein inflammatorisches Milieu zur Aktivierung der Madllerzellen und der
Transformation in einen antigenprasentierenden Phanotyp fuhrt. Die Folgen dieses
phanotypischen Wandels missen in zukunftigen Studien geklart werden. Zudem
ware es von grof’em Interesse, zu testen, ob die in dieser Arbeit in vitro gewonnenen
Erkenntnisse auf die Entzindung des Auges in vivo Ubertragbar sind. Dazu kénnte
zunachst die immunhistologische Untersuchung der in dieser Studie hoher
abundanten Proteine in Netzhaut-Schnitten gesunder und an ERU erkrankter
Pferde erfolgen. Sollte die Expression der hier gezeigten kostimulatorischen
Molekule auch in uveitischer Retina zu beobachten sein, ware dies eine wertvolle
Erkenntnis hinsichtlich der Pathogenese der ERU und der Beteiligung der
Mullerzellen im uveitischen Krankheitsgeschehen. Da die Retina ein
immunprivilegiertes Organ darstellt und naive T-Zellen die BRS nicht Uberqueren
konnen, kommen Mdullerzellen vorwiegend mit bereits aktivierten T-Zellen in Kontakt
(Caspi 2006, Kleinwort et al. 2016). Im Falle eines Uveitis-Schubs kommt es durch
die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie und den Zusammenbruch
der BRS zu einer Migration aktivierter CD4*T-Zellen in die Retina und in der Folge
zur Entzindung und Zerstérung des retinalen Gewebes (Deeg et al. 2002b,
Kleinwort et al. 2016). Im Ratten-Modell fir EAU konnte gezeigt werden, dass
sowohl antigenspezifische uveitogene T-Zellen als auch unspezifisch aktivierte,
aber nicht autoreaktive T-Zellen in das Auge gelangen, wobei jedoch nur die

uveitogenen T-Zellen nach einigen Tagen einen Uveitis-Schub ausldsen
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(Prendergast et al. 1998, Thurau et al. 2004). Daraus wurde gefolgert, dass sich ein
Uveitis-Schub erst dadurch entwickelt, dass den in das Auge eingedrungenen T-
Zellen das Autoantigen prasentiert wird (Prendergast et al. 1998, Thurau et al.
2004). Weder im Fall der ERU, noch bei der EAU ist abschlieend geklart, durch
welche Zellen die retinalen Autoantigene im Auge den T-Zellen prasentiert werden
(Degroote und Deeg 2020), da in der Retina im physiologischen Zustand nur wenige
MHC-Klasse-II* Zellen lokalisiert sind (Romeike et al. 1998, Lipski et al. 2017). In
der Netzhaut von C57BL/6-Mausen konnte gezeigt werden, dass die wenigen
Zellen, die im physiologischen Zustand MHC-Klasse-II-Molekiile exprimieren, nicht
hamatopoetischen Ursprungs (CD45- CD11b"), also weder Makrophagen noch
Mikroglia waren und dass nach Induktion von EAU durch adoptiven Transfer die
Zahl der MHC-Klasse-II" Zellen massiv anstieg (Lipski et al. 2017). Neben den
CD45 CD11b" Zellen, die den groldten Anteil der MHC-Klasse-llI-Molekile
exprimierenden Zellen ausmachten, exprimierten auch CD45* CD11b* Zellen MHC-
Klasse-llI-Moleklle, und zwar mit deutlich hoherer Intensitat als die nicht-
hamatopoetischen Zellen (Lipski et al. 2017). Zudem exprimierten die MHC-Klasse-
II* Zellen die kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86 (Lipski et al.
2017). Die CD45* CD11b* Zellen wurden weiterhin unterteilt in infiltrierende
Makrophagen (Ly6C*) und residente Mikroglia (Ly6C-), wobei funktionelle
Annotations-Analysen keine groReren Unterschiede zwischen diesen beiden
Zelltypen aufzeigten (Lipski et al. 2017). Diese Analysen ergaben jedoch eine
wichtigere Rolle der hamatopoetischen Zellen im Vergleich zu den nicht
hamatopoetischen Zellen bei der Prasentation von Antigenen (Lipski et al. 2017).
Weder in Endothelzellen noch in Mullerzellen konnte in dieser Studie eine deutliche
MHC-Klasse-II-Expression gezeigt werden (Lipski et al. 2017). Jedoch zeigte eine
Studie an einem mit LPS-induzierten Uveitis-Modell in Mausen, dass die Dichte an
Mikroglia in der Retina zwar im uveitischen Zustand zunahm, die retinalen Mikroglia
im Gegensatz zu den Mikroglia des Uveal-Trakts jedoch nicht in der Lage waren,
die kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 hochzuregulieren und die
Proliferation naiver CD4* T-Zellen zu stimulieren (Dando et al. 2021). Auf der
Grundlage der bereits gezeigten MHC-Klasse-lI-Expression in uveitischen
Mullerzellen (Romeike et al. 1998) sowie basierend auf unseren Ergebnissen, die
zeigen, dass eqMZ nach der Stimulation mit einem pro-inflammatorischen Agens
sowohl MHC-Klasse-II- als auch die kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und
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CD86 exprimieren, kann angenommen werden, dass Mullerzellen bei der Uveitis
des Pferdes an der Prasentation von Autoantigenen beteiligt sein kdnnten. Dabei
ist zu bedenken, dass die Reaktivierung der autoreaktiven T-Zellen, die in der
Peripherie bereits aktiviert wurden, weniger anspruchsvoll ist als die Aktivierung
naiver T-Zellen und somit mdglicherweise auch durch unprofessionelle APZ
bewerkstelligt werden koénnte (Croft et al. 1994). Die eingedrungenen T-Zellen
sezernieren unter anderem |IFN-y (Saldinger et al. 2020), was zur Aktivierung der
Mullerzellen und zu einem Wandel ihres Phanotyps sowie der Prasentation von
Autoantigenen flihren konnte (Caspi 2006). Dass Miullerzellen im Rahmen von ERU
aktiviert werden und IFN-y exprimieren, wurde bereits gezeigt (Hauck et al. 2007).
Somit ist denkbar, dass Mullerzellen an der Reaktivierung uveitogener T-Zellen
beteiligt sein kdnnten. Zudem werden im Laufe eines Uveitis-Schubs weitere
Entziindungszellen rekrutiert (Kleinwort et al. 2016). Dieses inflammatorische Milieu
kdonnte dazu fuhren, dass auch naive T-Zellen die zerstorte BRS tUberwinden und in
der Retina durch Prasentation ihres Autoantigens auf APZ aktiviert werden konnten
(Caspi 2006), was wiederum eine Ursache fur das bei der ERU bereits gezeigte
Epitop Spreading darstellen kdénnte (Deeg et al. 2006a). Schlussendlich wird zur
Bestatigung dieser Uberlegung zunéchst geklart werden missen, ob der in dieser
Arbeit gezeigte antigenprasentierende Phanotyp der Mullerzellen auch im Rahmen
der ERU nachgewiesen werden kann, da die alleinige Stimulation der isolierten
Zellen mit LPS lediglich einen aktivierten Phanotyp der Mullerzellen, nicht aber das
uveitische Milieu der Retina vollumfanglich reprasentieren kann. Eine Koinkubation
aktivierter uveitogener T-Zellen mit Mullerzellen kdonnte moglicherweise neue
Erkenntnisse bezuglich der Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Zellen im
uveitischen Geschehen liefern. Dabei sollte beispielsweise untersucht werden, ob
Mullerzellen nach dieser Koinkubation vermehrt MHC-Klasse-lI- und
kostimulatorische Molekule exprimieren oder Zytokine sezernieren. Zudem konnte,
im Anschluss an diese Kokultur, die Proliferation der T-Zellen gemessen und ihr
Zytokin-Profil bestimmt werden. Auf diese Weise ware es mdglich, sowohl Uber die
Aktivierung von Mullerzellen durch uveitogene T-Zellen, als auch Uuber die
antigenprasentierende Funktion der Miullerzellen Rulckschlisse zu ziehen. Als
weiterer Schritt kdnnte die Blockierung einzelner kostimulatorischer oder
inhibitorischer Molekile wahrend der oben genannten Koinkubation Aufschluss

geben Uber pathogenetisch relevante Mechanismen.
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Um Autoantigene prasentieren zu kénnen, mussten Mullerzellen zunachst in der
Lage sein, diese Antigene aufzunehmen und zu prozessieren. Professionelle APZ
verfugen dafur Uber Mustererkennungsrezeptoren wie beispielsweise TLRs, mit
denen sie Pathogene erkennen und aufnehmen konnen (Kambayashi und Laufer
2014). Murine Mullerzellen sowie MIO-M1-Zellen exprimieren verschiedene TLRs
und kénnen diese Expression nach der Stimulation mit dem jeweiligen Agonisten
verstarken (Kumar und Shamsuddin 2012). MIO-M1-Zellen sind zudem in der Lage,
Bakterien zu phagozytieren (Singh et al. 2014) und in einem Mause-Modell fur
Retinitis pigmentosa wurde gezeigt, dass Mullerzellen absterbende und tote
Photorezeptoren phagozytieren und sie anschliel3end in Phagolysosomen abbauen
(Sakami et al. 2019). Es ist daher durchaus denkbar, dass Mullerzellen tatsachlich
in der Lage sind, Autoantigene aufzunehmen und sie aktivierten T-Zellen zu
prasentieren.

Wahrend die kostimulatorischen Molekule CD40, CD80 und CD86 ausschliel3lich in
den eqgMZ identifiziert wurden, konnte CD82 in beiden Zelltypen mit hdherer
Abundanz nach Stimulation nachgewiesen werden (Fig. 1, Tab. 1, Publikation Il). In
MIO-M1-Zellen konnte die Expression von CD82 bereits bestatigt werden (Lee et
al. 2021), hingegen liegen unserer Recherche zufolge keine Daten zu CD82 in
equinen Mullerzellen vor (Pubmed-Recherche Stand August 2021). Da CD82 in
vitro vor allem wahrend der frihen Phase der T-Zell-Aktivierung die Bindung
zwischen ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1) auf APZ und LFA-1 (engl.
Lymphocyte Function-Associated Antigen 1) auf T-Zellen verstarkt (Shibagaki et al.
1999), bestatigt die Expression von CD82 in mit LPS stimulierten Mullerzellen die
Hypothese, dass in der entzindeten Retina eine Interaktion zwischen T-Zellen und
Mullerzellen stattfinden kénnte. Diese Uberlegung deckt sich mit dem starken
Anstieg der Expression von ICOSLG (engl. inducible T-cell costimulator ligand), der
sowohl in den MIO-M1-Zellen als auch in den egMZ durch die Stimulation mit LPS
ausgel6st wurde (Fig. 1, Tab. 1, Publikation Il). Laut dem humanen Proteinatlas wird
ICOSLG auf mRNA-Ebene in Mdallerzellen exprimiert
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000160223-ICOSLG/celltype/eye), in der
Literatur wurde die Expression von ICOSLG auf Protein-Ebene jedoch unseres
Wissens nach in Mdllerzellen noch nicht beschrieben (PubMed-Recherche Stand
August 2021). ICOSLG wird zum einen von APZ (Yoshinaga et al. 1999), aber im

Rahmen von Entzindungsreaktionen auch von nicht-hamatopoetischen Zellen
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exprimiert (Qian et al. 2006, Koh et al. 2019, Valenzuela 2021) und dient als Ligand
fur ICOS (engl. inducible T-cell costimulator), das auf aktivierten T-Zellen und T-
Gedachtniszellen exprimiert wird (Yoshinaga et al. 1999). Die Bindung von ICOS an
seinen Liganden wirkt als kostimulatorisches Signal und hat kontextabhangig
unterschiedliche Wirkungen auf die Differenzierung und Effektorfunktion der
aktivierten T-Zellen (Wikenheiser und Stumhofer 2016). In der Retina von Mausen
mit EAU konnte ICOS auf den meisten infiltrierenden T-Zellen identifiziert werden
(Usui et al. 2006). Wahrend im physiologischen Zustand anhand von RT-PCR kaum
Expression von ICOSLG mRNA im okularen Gewebe gefunden wurde, war 21 Tage
nach der Induktion von EAU eine deutliche mMRNA-Expression zu sehen (Usui et al.
2006). Allerdings wurde in dieser Studie nicht spezifiziert, welche retinalen Zellen
ICOSLG exprimieren. Es wurde aber gezeigt, dass ein Antikdrper gegen ICOSLG
in vivo das Krankheitsgeschehen deutlich mildern konnte (Usui et al. 2006). Dieser
Effekt trat allerdings nur ein, wenn der Antikérper in der Effektorphase verabreicht
wurde, nicht jedoch in der Phase der Induktion. In vitro inhibierte der Antikdrper
zudem die Proliferation CD4" T-Zellen und die Produktion von IFN-y (Usui et al.
2006). Dies wurde in einer aktuelleren Studie bestatigt, in der neuartige VNARs
(engl. variable domain of the Novel Antigen Receptor) gegen ICOSLG sowohl die
klinischen als auch die histologischen Befunde der IRBP-induzierten Uveitis in
Mausen deutlich milderten (Kovaleva et al. 2017). Laut unserem Kenntnisstand ist
die Funktion von ICOS-ICOSLG in ERU zum aktuellen Zeitpunkt unbekannt
(PubMed-Recherche Stand August 2021). Daher sollte in weiteren Studien geklart
werden, ob uveitische Mullerzellen ICOSLG exprimieren und durch die Bindung
zwischen ICOS auf den aktivierten eindringenden T-Zellen und ICOSLG auf
Mullerzellen eine Kostimulation der T-Zellen stattfindet. Interessant ist, dass in der
Studie von Usui et al. die Milderung der Symptome durch die Hemmung von
ICOSLG nur dann eintrat, wenn die Krankheit bereits von der Induktions- in die
Effektorphase Ubergegangen war (Usui et al. 2006). Dies deckt sich mit der
Tatsache, dass lediglich aktivierte T-Zellen ICOS exprimieren (Yoshinaga et al.
1999) und steht im Einklang mit der Uberlegung, dass die Interaktion zwischen
ICOS auf autoreaktiven T-Zellen und ICOSLG auf retinalen Zellen zur Reaktivierung
und Proliferation von in der Peripherie aktivierten T-Zellen sowie T-
Gedachtniszellen fihren konnte (Usui et al. 2006). Im Gesamten betrachtet ware es

also denkbar, dass Mullerzellen, die im Rahmen des Entzindungsgeschehens bei
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einem uveitischen Schub aktiviert werden, als unprofessionelle APZ
kostimulatorische Molekile exprimieren und somit dazu fahig sind, die in die Retina
einwandernden uveitogenen T-Zellen zu reaktivieren.

Nun muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die Stimulation der
Mullerzellen durch LPS nicht nur zur Expression von kostimulatorischen Molekilen
fuhrte, sondern dass auch inhibitorische Moleklle vermehrt exprimiert wurden.
Dazu gehoren PD-L1 (CD274) in den eqMZ und PD-L2 in den MIO-M1-Zellen (Tab.
1, Publikation II). In verschiedenen humanen okularen Zelllinien konnte die
Expression von PD-L1 und PD-L2 auf mRNA- und Proteinebene gezeigt werden,
allerdings wurden in dieser Studie keine Madllerzellen bzw. MIO-M1-Zellen
untersucht (Yang et al. 2009). Die immunhistologische Untersuchung humaner
Retina ergab keine Expression von PD-L1 und PD-L2 (Yang et al. 2009). In muriner
Retina wurde jedoch festgestellt, dass Mullerzellen PD-L1 exprimieren (Sham et al.
2012). Wahrend fur humane corneale Endothel- und Epithelzellen sowie flr murine
und humane RPE-Zellen in vitro ein hemmender Effekt von PD-L1 auf T-Zellen
gezeigt wurde (Sugita et al. 2009b, Yang et al. 2009, Sugita et al. 2013), ist dieses
Phanomen unseres Wissens in Millerzellen nicht bekannt (PubMed-Recherche
Stand August 2021). In EAU-Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass der PD-
1/PD-L1-Signalweg bei der Unterdrickung der T-Effektorzellen durch
regulatorische T-Zellen eine maligebliche Rolle spielt (Lee und Taylor 2015).
Inwiefern PD-L1 in equinen Millerzellen an der Auflésung retinaler
Entziindungsreaktionen beteiligt ist, sollte daher in weiteren Studien untersucht
werden.

Neben einem Anstieg der Expression kostimulatorischer aber auch inhibitorischer
Molekule konnten wir feststellen, dass LPS in Mullerzellen auch eine vermehrte
Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1 (engl. vascular cell
adhesion molecule 1) und JAM2 (engl. junctional adhesion molecule 2) bewirkte
(Fig. 1, Tab. 1, Publikation II). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der durch
LPS induzierbaren Expression von ICAM-1 in Mullerzellen von Ratten und Mausen
(Drescher und Whittum-Hudson 1996, Gu et al. 2018). Vor allem in den MIO-M1-
Zellen stand ein maBgeblicher Teil der Uberreprasentierten Reaktionswege im
Zusammenhang mit Zelladhasionsprozessen (Fig. 2A, Publikation Il). Dieses
Ergebnis ist insofern interessant, da die Adhasion und Migration von

Entziindungszellen durch die BRS in die Retina einen pathogenetischen
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Schlisselmechanismus bei der autoimmunen Uveitis darstellt (Wiedemann et al.
2020). In EAU-Modellen konnte dabei bereits gezeigt werden, dass der Anstieg der
ICAM-1-Expression in retinalen Blutgefal3en sowohl zeitlich als auch 6rtlich mit der
Adhasion und Extravasation der Entzindungszellen durch die nicht mehr intakte
BRS assoziiert war (Xu et al. 2003). Die vermehrte Expression von ICAM-1 in
Mausen mit LPS-induzierter Uveitis konnte durch die lokale Applikation eines
Antagonisten gegen LFA-1 (den Bindungspartner von ICAM-1) in vivo blockiert
werden, was eine starke Milderung der Entzindungsreaktion bewirkte (Qiu et al.
2021). Wahrend die Expression von ICAM-1 bereits in gesunden Augen von
Mausen detektierbar ist, wird die Expression von VCAM-1 erst durch die Induktion
von Uveitis durch adoptiven Transfer uveitogener T-Zellen hervorgerufen
(Dewispelaere et al. 2015). In uveitischer muriner Retina wiesen vor allem RPE-
Zellen und Endothelzellen eine vermehrte ICAM-1-Expression auf (Dewispelaere et
al. 2015). Im Gegensatz dazu wurde VCAM-1 vorwiegend in Zellen der inneren BRS
exprimiert, unter anderem auch in den Millerzell-Fortsatzen rund um die retinalen
Gefalke (Dewispelaere et al. 2015). Die unterschiedliche Expression der beiden
Molekille koénnten auf verschiedene Eintrittspforten flir T-Zellen in die Retina
hindeuten (Dewispelaere et al. 2015). Hier sei noch einmal auf den anatomischen
Unterschied zwischen humaner und equiner Retina verwiesen. Wie Menschen
verfigen Mause und Ratten, die als Versuchstiere fur die EAU verwendet werden,
Uber eine vaskularisierte Retina (Schnitzer 1988). In diesem Modell fur die humane
Uveitis kdnnen Entziindungszellen daher sowohl durch die aul3ere als auch die
innere BRS in die Retina einwandern (Dewispelaere et al. 2015). Im Gegensatz
dazu findet die Migration der aktivierten Zellen in die avaskulare Retina des Pferdes
nur in der kleinen vaskularisierten Zone rund um den Austritt des N. opticus und
ansonsten Uber die aullere BRS statt (Deeg et al. 2002a). Da Mdllerzellen nicht in
direktem Kontakt zur duReren BRS stehen, ist bei der ERU eine Beteiligung von
ICAM-1 in Mullerzellen an der Migration von Entzindungszellen in die Retina
lediglich in der kleinen vaskularisierten Zone denkbar. Die Zelladhasion wurde
zudem in einen interessanten Zusammenhang mit der Abspaltung terminaler
Sialinsauren von Zellen gestellt: Sowohl in vivo im Mausemodell als auch in vitro
mit humanen neutrophilen Granulozyten konnte gezeigt werden, dass aktivierte
Neutrophile Sialidase-Aktivitat aufweisen und dass diese beteiligt ist an der

Adhasion und Migration der Zellen durch das Endothel (Cross et al. 2003, Sakarya
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et al. 2004). Dies konnte dadurch zustande kommen, dass sowohl ICAM-1 in
Endothelzellen als auch sein Ligand LFA-1 auf den neutrophilen Granulozyten
(CD11a/CD18) uber a2,6- verknupfte terminale Sialinsaurereste verfugen, die die
Bindung zwischen den beiden Bindungspartnern hindern konnen (Feng et al. 2011).
Durch die Expression von NEU1 auf ihrer Zelloberflache sind aktivierte humane
Neutrophile einer Studie zufolge in der Lage, diese terminalen Sialinsauren
abzuspalten (Feng et al. 2011). Die Autoren der Studie schlussfolgerten, dass die
endogene Sialidase-Aktivitat von aktivierten Neutrophilen durch die Abspaltung der
Sialinsduren sowohl von LFA-1 als auch von ICAM-1 zur besseren Bindung
zwischen diesen beiden Molekilen und somit zwischen dem Endothel und den
neutrophilen Granulozyten fihrt und dadurch zur Adhasion und Migration der
Neutrophilen durch das Endothel beitragt (Feng et al. 2011). Da wir zum einen eine
NEU1-Expression in uveitischen Madllerzellen, zum anderen eine |ICAM-1-
Expression in LPS-stimulierten eqMZ zeigen konnten, sollte der Zusammenhang
zwischen Desialylierung und Zelladhasion auch im Pferdemodell weiter untersucht
werden. Somit ware es zunachst interessant, die Expression von ICAM-1 und
VCAM-1 in uveitischen Netzhauten von Pferden genauer zu untersuchen. Im
Membranproteom von Retina-Lysaten wurde die vermehrte Expression von ICAM-
1 im uveitischen Zustand bereits nachgewiesen, wobei jedoch nicht spezifiziert
wurde, welche Zellen in diesem Fall ICAM-1 exprimierten (Hauck et al. 2010).
Neben der Funktion als Adhasionsmolekdl fur Entziindungszellen ist bekannt, dass
ICAM-1 auf APZ durch die Bindung an LFA-1 auf T-Zellen an der Bildung der
immunologischen Synapse und der Aktivierung naiver T-Zellen beteiligt ist (Dustin
und Springer 1989, Van Seventer et al. 1990, Grakoui et al. 1999). Somit ist es
durchaus plausibel, anzunehmen, dass die Bindung zwischen LFA-1 auf aktivierten
T-Zellen und ICAM-1 in uveitischen Mullerzellen zur Interaktion zwischen den
eindringenden und den residenten Zellen und somit zur Reaktivierung und
Proliferation der autoreaktiven T-Zellen im Rahmen der ERU beitragt. Weitere
Studien mit autoreaktiven T-Zellen und uveitischen Mullerzellen sind zukunftig

notwendig, um diese Zusammenhange weiter zu beleuchten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Mullerzellen stellen in der avaskularen Retina des Pferdes die einzigen
Makrogliazellen dar und tragen mafRgeblich zur Aufrechterhaltung der retinalen
Homodostase bei. Pathologische Veranderungen der Retina fuhren zur Gliose der
Mllerzellen, einem zellularen Versuch, das retinale Gewebe wiederherzustellen
und weiteren Schaden zu vermindern, der allerdings haufig mit einem
Funktionsverlust einhergeht. Neben der Unterstitzung und dem Schutz der
Photorezeptoren gibt es Hinweise darauf, dass Maillerzellen immunologische
Funktionen ausuben kdénnen. Auch im Verlauf der equinen rezidivierenden Uveitis
(ERU) wurden gliotische Veranderungen sowie ein pro-inflammatorischer Phanotyp
der Mullerzellen beschrieben. Die ERU ist eine autoimmun bedingte, chronisch
rezidivierende intraokulare Entziindung, die haufig zur Erblindung der erkrankten
Pferde fiihrt. Atiologie und Pathogenese der ERU sind bis heute nicht abschlieRend
geklart. Zudem ist kaum bekannt, inwiefern Mullerzellen an der Immunantwort der
Retina beteiligt sind und welche pathogenetische Rolle sie bei der ERU spielen. Ziel
dieser Studie war es daher, die Reaktion von Millerzellen auf ein inflammatorisches
Milieu naher zu charakterisieren und somit einen Einblick in ihre Beteiligung an der
retinalen Inflammation und an der Pathogenese der ERU zu erhalten. Dazu wurden
zwei verschiedene Modelle herangezogen. Die immunhistologische Untersuchung
von Netzhauten gesunder und an ERU erkrankter Pferde ergab eine vermehrte
Expression der Neuraminidase NEU1 in uveitischen Mdullerzellen. Da
Neuraminidasen terminale Sialinsauren von den darunterliegenden Glykoproteinen
abspalten, wurde anhand der sialinsaurespezifischen Lektine MAL, MAH und SNA
der Sialylierungszustand der retinalen Zellen untersucht. Dabei konnte eine
signifikante Verringerung der terminalen Sialinsauren in den Netzhauten von an
ERU erkrankten Pferden nachgewiesen werden. Eine vermehrte Expression von
NEU1 und die damit einhergehende Abspaltung terminaler Sialinsauren wurde in
verschiedenen Modellen mit einer Verstarkung der Entzindungsreaktion in
Zusammenhang gebracht. Daher ist es denkbar, dass Miullerzellen durch die
vermehrte Expression von NEU1 die im Rahmen der ERU ablaufenden
Entzindungsvorgange in der Retina verstarken. Neben der immunhistologischen
Untersuchung wurde in dieser Arbeit eine differenzielle Proteomanalyse primarer

equiner Mullerzellen (eqMZ) sowie immortalisierter humaner Mullerzellen (MIO-M1-
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Zellen) nach in-vitro-Stimulation mit LPS durchgefihrt. Da Proteine der
Zellmembran in der Immunologie von besonderem Interesse, jedoch aufgrund ihrer
schlechten Loslichkeit in  massenspektrometrischen Datensatzen haufig
unterreprasentiert sind, wurde in dieser Arbeit ein Protokoll zur Anreicherung der
Zellmembranproteine gewahlt. Labelfreie LC-MS/MS-Analyse der
Zellmembranproteine ergab insgesamt 507 Proteine in MIO-M1-Zellen, von denen
18 nach der Stimulation mit LPS signifikant hoher abundant waren, wahrend das
Zellmembranproteom der eqMZ 1425 Proteine umfasste, mit 79 hoher abundanten
Proteinen nach LPS-Stimulation. Die Untersuchung des Datensatzes auf
Uberreprasentierte Stoffwechselwege ergab neben Zytokin-Signalwegen und
Zelladhasionsprozessen auch MHC-Klasse-I- sowie MHC-Klasse-llI-mediierte
Antigenprasentation. Ubereinstimmend damit exprimierten eqMZ sowohl MHC-
Klasse-l und MHC-Klasse-II-Molekile als auch die kostimulatorischen Molekile
CD40, CD80 und CD86. Weiterhin wurden sechs Proteine identifiziert, die sowonhl
in den eqMZ als auch in den MIO-M1-Zellen als Reaktion auf LPS vermehrt
exprimiert wurden, und die mit Zelladhasion sowie mit der Interaktion zwischen T-
Zellen und antigen-prasentierenden Zellen in Zusammenhang stehen. Dazu
gehorten die Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1, JAM2, eine schwere Kette des
MHC-Klasse-I-Molekuls sowie die kostimulatorischen Molekile CD82 und ICOSLG.
Die in dieser Arbeit erfolgte hochaufldsende proteomische Charakterisierung
aktivierter Mullerzellen deutet somit auf eine antigenprasentierende Funktion von
Mullerzellen hin und bildet eine Grundlage flr weitere Forschungen zur Beteiligung
von Mullerzellen an der retinalen Immunantwort, unter anderem im Rahmen der
ERU. Kinftige Studien sollten die hier geschilderten Ergebnisse und
Zusammenhange anhand von organotypischen Netzhautkulturen sowie durch die

Koinkubation von Mullerzellen mit uveitogenen T-Zellen weiter untersuchen.

86



SUMMARY

7 SUMMARY

In the avascular retina of the horse, Muller cells constitute the only macroglial cells
and as such, they play a profound role in the maintenance of retinal homeostasis.
Pathological changes in the retina lead to Muller cell gliosis, a cellular attempt to
restore retinal tissue and reduce further damage. However, this is often associated
with a loss of function. In addition to supporting and protecting photoreceptors, there
is evidence that Muller cells are able to exert immunological functions. Gliosis and
a pro-inflammatory phenotype of Miller cells have also been described in the course
of equine recurrent uveitis (ERU), an autoimmune-mediated, chronically recurring
intraocular inflammation eventually leading to blindness in affected horses. To date,
the etiology and pathogenesis of ERU have not yet been fully elucidated. In addition,
little is known about the extent to which Mduller cells are involved in the immune
response of the retina and about their pathogenetic role in ERU. Therefore, the aim
of this study was to characterize the reaction of Mlller cells to an inflammatory
environment in more detail and thus to gain insight into their involvement in retinal
inflammation and in the pathogenesis of ERU. To this end, two different models
were used. Immunohistological examination of the retina of healthy horses and
horses suffering from ERU revealed an increased expression of NEU1 in uveitic
Muller cells. Since neuraminidases remove terminal sialic acids from underlying
glycoproteins, the sialylation status of retinal cells was investigated using the sialic
acid-specific lectins MAL, MAH and SNA. Thereby, a significant reduction of
terminal sialic acids could be demonstrated in retinas of horses suffering from ERU.
Increased expression of NEU1 and concomitant cleavage of terminal sialic acids
was associated with an enhanced inflammatory reaction in various models. It is
therefore conceivable that increased expression of NEU1 in Muller cells amplifies
the inflammatory processes taking place in the retina in the course of ERU. In
addition to the immunohistological examination, a differential proteome analysis of
primary equine Muller cells (egMC) and immortalized human Muller cells (MIO-M1
cells) was carried out after in vitro stimulation with LPS. Proteins of the cell
membrane are of particular interest in immunology, but due to their poor solubility
they are often underrepresented in mass spectrometry data sets, which is why a
protocol for the enrichment of cell membrane proteins was chosen in this study.

Label-free LC-MS/MS analysis of cell membrane proteins resulted in a total of 507
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proteins in MIO-M1 cells, of which 18 were significantly more abundant after
stimulation with LPS, while the cell membrane proteome of egqMC comprised 1425
proteins, with 79 more abundant proteins after LPS stimulation. Pathway enrichment
analysis of the data set revealed not only cytokine signaling pathways and cell
adhesion processes but also MHC class | and Il mediated antigen presentation.
Correspondingly, egMC expressed both MHC class | and MHC class || molecules
as well as the costimulatory molecules CD40, CD80 and CD86. Furthermore, six
proteins with higher abundance after treatment with LPS in both egqMC and MIO-M1
cells were identified, with association to cell adhesion and the interaction between
T cells and antigen-presenting cells. These included the adhesion molecules ICAM-
1, VCAM-1 and JAM2, a heavy chain of the MHC class | molecule and the co-
stimulatory molecules CD82 and ICOSLG. Therefore, the in-depth proteomic
characterization of activated Mdller cells carried out in this study indicates an
antigen-presenting function of Muller cells and builds the foundation for further
research on the participation of Muller cells in the retinal immune response, inter
alia in the context of the ERU. Future studies should use organotypic retinal explants
and the co-incubation of Muller cells with uveitogenic T-cells to further elucidate the

issues described in this study.
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