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1 (,1/(,781* 
Als Makrogliazellen der Retina üben Müllerzellen eine Vielfalt an essenziellen 

Funktionen aus, ohne die die Aufrechterhaltung des Visus nicht möglich wäre (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 Glaskörper und ± im Falle einer vaskularisierten Retina ± auch mit 

den retinalen Blutgefäßen in Verbindungen stehen (Newman und Reichenbach 

1996). Dadurch sind sie in der Lage, an der Aufrechterhaltung der retinalen Ionen-, 

Wasser- und pH-Homöostase mitzuwirken, sowie die retinalen Neuronen unter 

anderem durch das Recyclen von Neurotransmittern und die Sekretion 

neurotropher Faktoren zu unterstützen (Reichenbach und Bringmann 2020). Eine 

besondere Rolle kommt den Müllerzellen 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 

Entzündung des Auges, bei der autoreaktive T-Zellen die Blut-Retina-Schranke 

(BRS) überwinden und retinale Autoantigene angreifen (Deeg et al. 2001, Deeg et 

al. 2002b, Kleinwort et al. 2016, Wiedemann et al. 2020). Dies führt zur 

fortschreitenden Schädigung der intraokulären Strukturen und somit häufig zur 

Erblindung des betroffenen Auges (Deeg et al. 2002a, McMullen und Fischer 2017). 

Aufgrund der hohen Prävalenz in der Pferdepopulation sowie den gravierenden 

Folgen der Erkrankung ist die ERU von großer veterinärmedizinischer Relevanz 

(Gerding und Gilger 2016, Degroote und Deeg 2020). Zudem stellt sie das einzige 

spontane Tiermodell für die humane autoimmune Uveitis dar (Deeg et al. 2002b, 

Deeg et al. 2007c, Barfüßer et al. 2021). Die Ätiologie und Pathogenese der ERU 

sind bis zum heutigen Tag nicht vollständig geklärt, jedoch konnte gezeigt werden, 

dass es im Verlauf der Erkrankung zur Gliose von Müllerzellen kommt (Hauck et al. 

2007, Eberhardt et al. 2011). Nahezu jede Pathologie der Retina ist gekennzeichnet 

durch eine Gliose der Müllerzellen, was neben der anfänglich neuroprotektiven 

Wirkung im fortschreitenden Krankheitsverlauf zunehmend zu Funktionsverlust 

führt (Bringmann et al. 2009a, Vecino et al. 2016). Im Verlauf der ERU konnte neben 

den verschiedenen gliotischen Veränderungen auch die Expression von Interferon 

(IFN)-Ȗ�LQ�0�OOHU]HOOHQ�QDFKJHZLHVHQ�ZHUGHQ�(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 Müllerzellen beobachtet, unter 

anderem die Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder MHC-Klasse-II-

Molekülen 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 geklärt, inwiefern die Müllerzellen 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 Müllerzellen auf ein 

inflammatorisches Milieu näher 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 /,7(5$785 

 Müllerzellen der Retina 

 Morphologie 

Im Jahr 1851 beschrieb der Würzburger Anatom Heinrich Müller in seinen 

Ausführungen über die Histologie der Netzhaut Radialfasern mit seitlichen 

Fortsätzen, die in enger Verbindung mit anderen Zellen der Retina stehen (Müller 

1851). Diese Zellen, nach ihm als Müllerzellen 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 Netzhäuten zu finden sind, 

durchziehen Müllerzellen die Retina in ihrer ganzen Breite und stellen in 

avaskulären Netzhäuten wie der des Pferdes die einzigen Makrogliazellen dar 

(Schnitzer 1988, Newman und Reichenbach 1996). Ausgehend von ihren 

Zellkernen in der inneren Körnerschicht erstreckt sich ihr Zellstamm sowohl 

Richtung Glaskörper als auch in Richtung des retinalen Pigmentepithels (RPE) 

(Newman und Reichenbach 1996). An der inneren limitierenden Membran (ILM), 

die die Retina vom Glaskörper abgrenzt, sind die Stammfortsätze der Müllerzellen 

trichterförmig zu sogenannten Endfüßen verbreitert, während ihre Ausläufer in der 

äußeren Körnerschicht die Zellkerne der Photorezeptoren ummanteln und zur 

äußeren limitierenden Membran (engl. outer limiting membrane, OLM) beitragen 

(Newman und Reichenbach 1996). Von ihrem Zellstamm ausgehend erstrecken 

sich seitliche Fortsätze in die plexiformen und nukleären Schichten der Retina, wo 

sie sowohl die Synapsen, als auch die Somata neuronaler Zellen umhüllen 

(Newman und Reichenbach 1996, Reichenbach und Bringmann 2020). Mit ihren 

Fortsätzen umgeben sie auch retinale Kapillaren und tragen so zur inneren BRS bei 

(Tout et al. 1993). Müllerzellen 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 

Glaskörper und dem subretinalen Raum sowie den retinalen Blutgefäßen 

(Bringmann et al. 2006). Jede Müllerzelle bildet dabei das Kernstück der kleinsten 

funktionellen Einheit in der Retina, die aus jeweils einer Müllerzelle 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 Müllerzellen (gelb). Von den 

Zellkernen in der inneren Körnerschicht (engl. inner nuclear layer, INL) ziehen die Stammfortsätze 

Richtung Glaskörper und subretinalen Raum. An der inneren limitierenden Membran (engl. inner 

limiting membrane, ILM), die an den Glaskörper grenzt, endet die Müllerzelle in einem verbreiterten 

Endfuß. In der äußeren Körnerschicht (engl. outer nuclear layer, ONL) umgeben die Ausläufer der 

Müllerzellen die Zellkerne der Photorezeptoren (blau bzw. türkis) und bilden somit die äußere 

limitierende Membran (engl. outer limiting membrane, OLM). Von ihren Zellstämmen zweigen in den 

plexiformen Schichten (engl. inner and outer nuclear layer, IPL und OPL) Seitenäste 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 

Blutgefäßen (rot). Die Funktionen der Müllerzellen umfassen unter anderem das K+-Siphoning (A) 

und das Neurotransmitter-Recycling (B). 

GABA��Ȗ-Aminobuttersäure (engl. Ȗ-aminobutyric acid); glu Glutamin; glut, Glutamat; GS, Glutamin-

Synthetase; H2O, Wasser; K+, Kalium-Ionen; NH3, Ammoniak 

Abb. modifiziert mit Genehmigung von Elsevier. Quelle: (Bringmann et al. 2006) Müller cells in the 

healthy and diseased retina. Prog Retin Eye Res. 25:397-424. Copyright Elsevier.  
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  Physiologische Eigenschaften und Funktionen 

2.1.2.1 Ionen-, Wasser- und pH-Homöostase 

Aufgrund einer Vielzahl an Kalium (K+)-Kanälen ist die Membran von Müllerzellen 

in hohem Maße permeabel für K+-Ionen (Newman 1985, Newman 1993). Vor allem 

der schwach einwärts-gleichrichtende K+-Kanal Kir4.1 ist wichtig für das 

Aufrechterhalten des sehr negativen Ruhemembranpotenzials von etwa -80mV und 

somit für die vielfältigen homöostatischen Funktionen der Müllerzelle (Kofuji et al. 

2000). Dieser Kanal wird vor allem in denjenigen Regionen der Müllerzelle 

exprimiert, durch die K+-Ionen aus der Zelle ausgeschleust werden können, also 

perivaskulär sowie in den Endfüßen, die an den Glaskörper grenzen, und in 

geringerem Maße auch in den Zellausläufern an der äußeren limitierenden 

Membran (Kofuji et al. 2002). Im Gegensatz dazu ist der stark einwärts-

gleichrichtende K+-Kanal Kir2.1 vorwiegend in Membrandomänen mit Kontakt zu 

retinalen Neuronen lokalisiert, also in den Stammfortsätzen sowie den davon 

abzweigenden seitlichen Ästen der Zelle (Kofuji et al. 2002). Kommt es durch die 

Aktivität der Neuronen zu einem Anstieg der extrazellulären K+-Konzentration 

(Steinberg et al. 1980), werden die überschüssigen K+-Ionen mithilfe von Kir2.1-

Kanälen aus dem Extrazellularraum in die Müllerzelle aufgenommen und 

anschließend, vermittelt durch Kir4.1-Kanäle, in den Glaskörper, den subretinalen 

5DXP�RGHU�UHWLQDOH�*HIl�H�DXVJHVFKOHXVW��'LHVHU�DOV�Ä.+-VLSKRQLQJ³�EH]HLFKQHWH�

Vorgang gleicht somit Schwankungen der extrazellulären K+-Konzentration aus 

(Newman et al. 1984, Karwoski et al. 1989, Reichenbach et al. 1992, Bringmann et 

al. 2006). In der avaskulären equinen Retina wurde dementgegen eine 

gleichmäßige Verteilung von Kir4.1-Kanälen entlang der Müllerzelle festgestellt, 

was auf einen anderen Mechanismus für die Verteilung der K+-Ionen 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+-Ströme 

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 Endfüßen sowie perivaskulär lokalisiert ist (Nagelhus et al. 1999, Katoozi et al. 

2020). Dies legt den Schluss nahe, dass zusammen mit den K+-Ionen auch 
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überschüssiges Wasser von den Müllerzellen aus der Retina in Blutgefäße oder in 

den Glaskörper transportiert wird (Nagelhus et al. 1999). Eine Expression von AQP4 

konnte weiterhin in perisynaptischen Membranen der Müllerzellen 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-Mäuse zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren verminderte 

B-Wellen im Elektroretinogramm, was bestätigt, dass die AQP4-Expression in 

Müllerzellen zur Erhaltung einer normalen neuronalen Aktivität in der Retina beiträgt 

(Li et al. 2002). Neben der Ionen- und Wasser-Homöostase regulieren Müllerzellen 

zudem den retinalen pH-Wert, indem sie von Neuronen produziertes Kohlendioxid 

aufnehmen und mithilfe der Carboanhydrase zu Bicarbonat umwandeln, das sie 

dann in den Glaskörper und in retinale Gefäße abgeben (Newman 1994, 

Reichenbach und Bringmann 2013). Darüber hinaus tragen Müllerzellen durch ihre 

Zellfortsätze sowie durch die Sekretion antiangiogenetischer Faktoren wie PEDF 

(engl. pigment epithelium derived factor) und Thrombospondin-1 (TSP-1) zur 

Undurchlässigkeit der BRS bei (Eichler et al. 2004, Yafai et al. 2014). Die 

maßgebliche Rolle von Müllerzellen für die Aufrechterhaltung der Integrität der BRS 

wurde bei einer Studie mit transgenen Mäusen gezeigt, bei der die selektive 

Ablation der Müllerzellen zum Zusammenbruch der BRS mit Gefäßleckage und 

Neovaskularisation führte (Shen et al. 2012). Eine aktuelle Studie an murinen 

Netzhäuten stellte zudem fest, dass das Herunterregulieren von TIM-2, eines 

spezifischen Rezeptors für H-Ferritin, zum Zusammenbruch der BRS und in der 

Folge zu retinalen Ödemen führte (Valença et al. 2021). 

Da neuronale Aktivität in der Retina zu einem Absinken der Osmolarität im 

Extrazellularraum führt (Dmitriev et al. 1999), verfügen Müllerzellen über 

Mechanismen, ihr eigenes Zellvolumen in Abhängigkeit der extrazellulären 

Osmolarität zu regulieren (Wurm et al. 2010). Dazu gehören neben der Expression 

von K+- und Wasserkanälen die Sekretion von Gliotransmittern wie ATP und 

Adenosin (Reichenbach und Bringmann 2013). Diese bewirken über die purinergen 

Rezeptoren der Müllerzellen autokrin die Öffnung von K+- und Cl--Kanälen (Wurm 

et al. 2010). Der Ausstrom von K+- und Cl--Ionen verhindert ein hypoosmotisches 

Schwellen der Müllerzellen trotz hypoosmolarem extrazellulärem Milieu (Wurm et 

al. 2010). In einer aktuelleren Studie wurde zudem herausgefunden, dass der von 

der extrazellulären Osmolarität abhängige Ausstrom der Aminosäuren Glutamat 
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und Taurin durch den Volumen-regulierten Anionen-Kanal eine maßgebliche Rolle 

bei der Aufrechterhaltung des Zellvolumens bei Schwankungen der extrazellulären 

Osmolarität spielt, wobei nur der Ausstrom von Taurin großteils Ca2+-abhängig war 

(Netti et al. 2018).  

 

2.1.2.2 Energiemetabolismus 

Die Stoffwechselverhältnisse in der Retina werden in der bestehenden Literatur 

kontrovers diskutiert (Toft-Kehler et al. 2018). Zunächst wurde angenommen, der 

Stoffwechsel von Müllerzellen basiere vorwiegend auf der Glykolyse, wobei bei 

anhaltendem Glukose-Mangel auch die mitochondriale Zellatmung zur 

Energiegewinnung herangezogen werden könne (Poitry-Yamate et al. 1995, 

Winkler et al. 2000). Eine Zellkultur-Studie an humanen Müllerzellen kam zu dem 

Ergebnis, dass es in Müllerzellen lediglich im Fall eines Glukose-Mangels bei 

gleichzeitiger Hemmung der Mitochondrien zur Störung der ATP-Synthese kommt 

(Winkler et al. 2000). Zudem wird angeführt, dass Müllerzellen weniger empfindlich 

gegenüber Sauerstoffmangel sind als die retinalen Neuronen, da sie auch bei 

ausreichender Sauerstoffversorgung Glukose zu Laktat verstoffwechseln (Warburg-

Effekt) und somit Sauerstoff für die Nervenzellen einsparen, die einen höheren 

Sauerstoffbedarf haben (Winkler et al. 2000, Ng et al. 2015, Toft-Kehler et al. 2018). 

Eine frühe Studie an isolierten Müllerzellen und Photorezeptoren von 

Meerschweinchen sowie Müllerzellen, die noch im Verbund mit Photorezeptoren 

waren, kam zu dem Ergebnis, dass das von den Müllerzellen produzierte Laktat zu 

den Neuronen transportiert wird (Poitry-Yamate et al. 1995). Aktuellere Studien 

zweifeln das Konzept der Laktatproduktion durch Müllerzellen jedoch an, da 

Untersuchungen an Mäuse-Netzhäuten ergaben, dass Müllerzellen kaum 

Pyruvatkinase und Laktatdehydrogenase exprimieren, Enzyme, die notwendig sind 

für die Produktion von Laktat aus Glucose (Lindsay et al. 2014, Rueda et al. 2016). 

Im Gegensatz dazu verfügen Photorezeptoren über eine wesentlich höhere 

Kapazität für 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 Müllerzellen Glutamat mithilfe der Glutamat-'HK\GURJHQDVH�]X�Į-Ketoglutarat 

umwandeln, das in den Zitratzyklus eingeschleust wird, wodurch es letztlich zur 

Produktion von GTP kommt, das zur Energiegewinnung der Müllerzellen verwendet 
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wird (Rueda et al. 2016). In einer aktuellen Studie an transgenen Mäusen konnte 

bestätigt werden, dass Müllerzellen die Schlüsselenzyme für die anaerobe 

Glykolyse fehlen und dass Laktat nicht wie angenommen von den Müllerzellen zu 

den Photorezeptoren transportiert wird (Shen et al. 2021). Zudem zeigte diese 

Studie auf, dass Müllerzellen stattdessen mithilfe des Enzyms Phosphoglycerat-

Dehydrogenase aus 3-Phosphoglycerat Serin produzieren und damit auf 

verschiedene Weise die Photorezeptoren metabolisch unterstützen (Shen et al. 

2021). Darüber hinaus verfügen Müllerzellen über intrazelluläre Glykogen-Speicher 

(Kuwabara und Cogan 1961, Pérezleón et al. 2013), die unter anderem bei 

erhöhtem extrazellulärem 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 

Müllerzellen sind mit verschiedenen Transportern für Neurotransmitter ausgestattet 

und somit maßgeblich beteiligt an der Regulation der neuronalen Aktivität in der 

Retina (Reichenbach und Bringmann 2020). Mithilfe des spannungsabhängigen 

Glutamat-Aspartat-Transporters (GLAST) nehmen sie in den plexiformen Schichten 

extrazelluläres Glutamat auf und tragen so zur Erhaltung der visuellen Auflösung 

und der Regulation der synaptischen Signalübertragung bei (Higgs und Lukasiewicz 

1999, Matsui et al. 1999, Rauen und Wiessner 2000, Bringmann et al. 2013). Dies 

ist essenziell für den Erhalt und die Funktion der Retina, da ein Überschuss an 

extrazellulärem Glutamat neurotoxisch wirkt (Izumi et al. 2002). Weiterhin verfügen 

0�OOHU]HOOHQ� �EHU� 7UDQVSRUWHU� I�U� *$%$� �Ȗ-Aminobuttersäure), 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 Müllerzelle 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 Verfügung 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 Müllerzellen neben Glutamin aucK� ]X� $ODQLQ� XQG� Į-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). 

Į-Ketoglutarat wird zudem von den Müllerzellen selbst als Substrat für 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 für die Zellatmung verwendet werden (Toft-Kehler et al. 2017). 

Gleichzeitig wird Glutamat von Müllerzellen zur Synthese anti-oxidativer Substrate 

wie Glutathion verwendet (Pow und Crook 1995, Reichelt et al. 1997), das bei 

oxidativem Stress von den Müllerzellen sezerniert und den Neuronen zur Verfügung 

gestellt wird (Schütte und Werner 1998). Die Neuroprotektivität von Müllerzellen 

äußert sich zudem in der Produktion neurotropher Faktoren, durch die sie zum 

Überleben 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 erhöhte Glutamatkonzentrationen reagieren Müllerzellen 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 Müllerzellen in Tiermodellen von retinaler Degeneration das 

Überleben und die Regeneration von retinalen Neuronen (Eastlake et al. 2021). In 

einem Kokultur-Modell mit von embryonischen Stammzellen generierten murinen 

retinalen Ganglienzell-ähnlichen Zellen und humanen Müllerzellen konnte 

festgestellt werden, dass Müllerzellen durch die Sekretion neurotropher Faktoren 

zur Neuritogenese sowie zu verlängerter Lebensdauer der Ganglienzell-ähnlichen 

Zellen beitrugen (Pereiro et al. 2020). 

Zudem sezernieren Müllerzellen selbst Gliotransmitter wie Glutamat, ATP und 

Adenosin und beeinflussen dadurch die neuronale Aktivität (Reichenbach und 

Bringmann 2016). Die purinerge Signalübertragung zwischen Glia- und 

Nervenzellen ist beispielsweise involviert in die neurovaskuläre Kopplung, also die 

Regulation der lokalen Durchblutung in der Retina in Abhängigkeit von der 

neuronalen Aktivität (Metea und Newman 2006, Newman 2015).  
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2.1.2.4 Weitere Funktionen von Müllerzellen 

Da die Retina ein invertiertes Organ darstellt, muss eindringendes Licht zunächst 

sämtliche Schichten der Retina durchqueren, bevor es zu den Photorezeptoren 

gelangt, wobei Müllerzellen als lichtleitende Fasern fungieren, die dafür sorgen, 

dass das Licht dabei möglichst wenig gestreut wird (Franze et al. 2007). Eine 

besondere Bedeutung kommt den Müllerzellen der Foveola, dem Ort des schärfsten 

Sehens, zu, da sie nicht die neuronale Aktivität unterstützen, sondern durch 

strukturelle Anpassungen eine verbesserte Lichttransmission ermöglichen 

(Bringmann et al. 2018, Reichenbach und Bringmann 2020).  

Darüber hinaus sind Müllerzellen weicher als Neuronen und können 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 Müllerzellen reagieren 

können, indem sie ihren inneren Stammfortsatz verlängern und somit verdünnen 

(Reichenbach und Bringmann 2013). Zudem könnte ihre Verformbarkeit eine 

wichtige Rolle spielen beim Wachstum von Neuriten, die von weichen Substraten 

geleitet werden müssen (Franze et al. 2009, Reichenbach und Bringmann 2013).  

Müllerzellen halten demnach die retinale Homöostase und die Undurchlässigkeit 

der BRS aufrecht und unterstützen retinale Neuronen in vielfältiger Weise, indem 

sie ihnen Nährstoffe und Vorstufen von Neurotransmittern zur Verfügung stellen, 

deren Ä$EIDOOSURGXNWH³�YHUVWRIIZHFKVHOQ��QHXURWURSKH�)DNWRUHQ�XQG�*OLRWUDQVPLWWHU�

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).  

 

 Müllerzell-Gliose 

Nahezu jede pathologische Veränderung der Retina einschließlich altersbedingter 

Makuladegeneration, diabetischer Retinopathie oder Uveitis, führt zu reaktiver 

Gliose von Müllerzellen (Bringmann et al. 2006, Deeg et al. 2016, Li et al. 2021a, 

Rezzola et al. 2021). Gliose wird als Reaktion von Gliazellen auf Schäden des 

neuronalen Gewebes verstanden, mit dem Ziel, das Gewebe wiederherzustellen 

und vor weiterem Schaden zu schützen und somit die Gewebefunktion 

aufrechtzuerhalten (Liberto et al. 2004). Zu den unspezifischen Reaktionen, die 

unabhängig von der Art der Pathologie auftreten, gehören Zellhypertrophie, 
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Proliferation und eine vermehrte Expression der Intermediärfilamente GFAP (engl. 

glial fibrillary acidic protein), Vimentin und Nestin (Bringmann et al. 2009a). Dabei 

stellt die vermehrte GFAP-Expression den frühesten und sensitivsten Marker für 

aktivierte Müllerzellen dar (Bignami und Dahl 1979, Lewis und Fisher 2003). Gliose 

umfasst vor allem im frühen Stadium zunächst 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 Müllerzell-Gliose gehören 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 überschüssigem neurotoxischem Glutamat 

(Schütte und Werner 1998, Bringmann et al. 2009b) und das Ausschleusen von K+-

Ionen aus der Retina bei erhöhten extrazellulären K+-Spiegeln (Bringmann et al. 

2006). Im Verlauf der Gliose kommt es zur verminderten Expression von Proteinen 

mit essenziellen Müllerzell-spezifischen Funktionen wie der Glutamin-Synthetase 

(Neurotransmitter-Recycling) und der Carboanhydrase (CO2-Siphoning), was zu 

Störungen der retinalen Homöostase und der Interaktion zwischen Glia- und 

Nervenzellen führen kann (Eastlake et al. 2018). Zudem geht die Gliose häufig mit 

einem Rückgang der K+-Leitfähigkeit einher, sodass es zur Membrandepolarisation 

und somit zur weiteren Störung von Müllerzellfunktionen und retinaler Homöostase 

kommt (Ulbricht et al. 2008). Letztlich können diese gliotischen Veränderungen zur 

Entwicklung retinaler Ödeme und zu neuronalen Schäden durch Glutamat-Toxizität 

führen (Bringmann et al. 2009a). Weiterhin sezernieren gliotische Müllerzellen pro-

inflammatorische und angiogenetische Proteine wie Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-

Į�(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 

Schäden der BRS, zur Infiltration der Retina mit Entzündungszellen sowie zur 

Degeneration von Photorezeptoren führt (Nakazawa et al. 2007, Wang et al. 2015, 

Liu et al. 2021). Als Reaktion auf Schäden der Retina bilden Müllerzellen durch 

Hypertrophie, Proliferation und Migration eine sogenannte Glia-Narbe, mit der sie 

Lücken auffüllen, die durch die Degeneration verschiedener Zellen entstanden sind 

(Burke und Smith 1981, Dyer und Cepko 2000). Die vermehrte Expression von 

Intermediärfilamenten im Rahmen der Gliose führt dabei zu einer zunehmenden 
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Festigkeit in den unter physiologischen Bedingungen weichen und flexiblen 

Müllerzellen (Bignami und Dahl 1979, Bringmann und Wiedemann 2012). Dies trägt 

nicht nur zur Bildung der Glia-Narbe bei, sondern könnte auch verantwortlich sein 

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

 

 Immunologie des Auges 

 Immunprivileg des Auges 

Der Begriff des Immunprivilegs wurde in den 1940er Jahren von Sir Peter Medawar 

geprägt, der festgestellt hatte, dass Hauttransplantate in der vorderen 

Augenkammer von Kaninchen überlebten, wohingegen sie in anderen Geweben 

wie beispielsweise der Haut abgestoßen wurden (Medawar 1948). Er folgerte, dass 

intraokuläre Alloantigene aufgrund des fehlenden lymphatischen Abflusses im Auge 

nicht in die abführenden Lymphknoten transportiert werden und somit keine 

Immunreaktion auslösen können (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 sekundären 

lymphatischen Organen gefunden werden können (Camelo et al. 2006, Niederkorn 

2021). Da sich die Retina als Teil des ZNS nach Verletzung oder Zerstörung nicht 

wieder regenerieren  und der Verlust von neuronalen Zellen somit zur Erblindung 

führen kann (So und Aguayo 1985, Streilein 2003b), wird das Immunprivileg des 

Auges als evolutionäre Anpassung betrachtet, die die okulären Gewebe vor 

Funktionsverlust durch massive Entzündungsreaktionen schützt (Streilein 2003a). 

Dieser Schutz wird zum einen durch die BRS vermittelt, deren durch tight junctions 

eng verbundene Zellen dazu beitragen, das Auge vor äußeren Einflüssen zu 

schützen und ein eigenes Milieu aufrechtzuerhalten (Díaz-Coránguez et al. 2017, 

Fields et al. 2020). Zum anderen konnte anhand von Transplantations-Versuchen 

mit Ratten und Mäusen 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-Mäusen führte 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 Abstoßung, 

die bei lediglich subkutan mit P815-Zellen injizierten Mäusen erfolgte (Streilein et al. 

1980). Diese systemische Abweichung des Immunsystems, die man in Ratten und 

0lXVHQ�QDFKJHZLHVHQ�KDWWH��EH]HLFKQHWH�PDQ�DOV� ÄDQWHULRU�FKDPEHU-associated 

LPPXQH�GHYLDWLRQ³�(Streilein und Niederkorn 1981). Dieselbe Reaktion konnte auch 

nach Injektion von Antigen in den Glaskörper oder in den subretinalen Raum 

beobachtet werden (Wenkel et al. 1999, Sonoda et al. 2005). Charakteristisch für 

diese abweichende Immunantwort ist unter anderem die Unterdrückung einer Typ-

IV-Hypersensitivitätsreaktion (engl. delayed type hypersensitivity, DTH) (Niederkorn 

und Streilein 1983). Dies kommt zustande, indem F4/80+ antigenpräsentierende 

Zellen das Auge über die Blutgefäße verlassen (Wilbanks et al. 1991, Lin et al. 2005) 

und zu den Marginalzonen der Milz wandern (Wilbanks und Streilein 1992), wo sie 

zelluläre Cluster mit Natürlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), B-Zellen, und hohen 

Spiegeln an Interleukin (IL)-10, TGF-ȕ��engl. transforming gURZWK�IDFWRU�ȕ��XQG�763-

1 bilden (Takeuchi et al. 1998, Sonoda et al. 1999, D'Orazio et al. 2001, Faunce et 

al. 2001, Sonoda et al. 2001). Schließlich werden CD4+ und CD8+ T-Zellen zu den 

Zellclustern rekrutiert und zu antigenspezifischen T-Zellen mit regulatorischer 

Funktion geprägt (Wilbanks und Streilein 1990). Die regulatorische Funktion dieser 

Zellen wurde verantwortlich gemacht für die systemische Prävention der 

Transplantat-Abstoßung und der DTH (Jiang et al. 2009, Paunicka et al. 2012). 

ACAID ist eng an das anti-inflammatorische Milieu des Augeninneren gekoppelt, da 

okuläre antigenpräsentierende Zellen (APZ) durch anti-inflammatorische Faktoren 

wie TGF-ȕ�]XU�,QGXNWLRQ�YRQ�UHJXODWRULVchen T-Zellen befähigt werden (Wilbanks et 

al. 1992, Mir et al. 2015). Das anti-inflammatorische intraokuläre Milieu im Auge wird 

durch Faktoren wie TGF-ȕ� (Streilein und Cousins 1990), Į-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 Mäusen konnte 

nachweisen, dass naive T-Zellen, die gegen retinale Antigene gerichtet sind, im 

Auge zu FoxP3+ regulatorischen T-Zellen (Tregs) geprägt werden (Zhou et al. 2012). 

Dies galt allerdings nicht bei bestehender Inflammation und auch nicht für bereits 

aktivierte T-Zellen (Zhou et al. 2012). Auch RPE-Zellen sezernieren TGF-ȕ� XQG�

hemmen so in vitro die Aktivierung von T-Zellen (Sugita et al. 2006). Neben den 

löslichen Faktoren führen auch Moleküle auf der Membran der Zellen, die das 
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Augeninnere auskleiden, zur Apoptose eindringender Immunzellen (Taylor und Ng 

2018). Dazu gehören 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 vielfältigen Schutzmechanismen des Auges gibt es Szenarien, 

in denen das Immunprivileg nicht aufrechterhalten wird (Niederkorn 2021). In einem 

Mäusemodell für Hornhauttransplantationen wurde gezeigt, dass die Verletzung 

cornealer Nerven durch die Freisetzung des Neuropeptids substance P dazu führt, 

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 führen 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 

VRJHQDQQWH� ÄGDQJHU� VLJQDOV³� DXIJHKREHQ� ZHUGHQ� NDQQ�� XP� YRU� P|JOLFKHUZHLVH�

tödlichen Infektionskrankheiten zu schützen (Niederkorn 2021). Substance P wird 

nach der Verletzung cornealer Nerven, aber auch durch Infektionserreger 

freigesetzt und stellt ein sROFKHV� ÄGDQJHU� VLJQDO³� GDU�� GDV� ]XU� $XIKHEXQJ� GHV�

Immunprivilegs führen kann (Niederkorn 2019). 

 

 Immunzellen der Retina 

Unter physiologischen Bedingungen machen die dichten tight junctions der inneren 

und äußeren BRS die Retina unzugänglich für periphere Entzündungszellen aus 

dem Blut (Díaz-Coránguez et al. 2017, Fields et al. 2020). Die ansässigen 

Immunzellen des ZNS und somit der Retina sind die Mikrogliazellen, die sowohl in 

der Nervenfaserschicht, als auch in der inneren und äußeren plexiformen Schicht 

angesiedelt sind (Diaz-Araya et al. 1995). Diese Mikrogliazellen sind keine 

eigentlichen Gliazellen, sondern stammen von myeloiden Vorläuferzellen aus dem 

Dottersack ab und sind Teil des mononukleären Phagozytosesystems (Ginhoux et 

al. 2010). Ihre beweglichen Zellprozesse, mit denen sie ihre Umgebung 

überwachen, verleihen ihnen eine verästelte Morphologie, wohingegen aktivierte 

Mikroglia eine amöboide Morphologie und einen migratorischen Phänotyp 

annehmen können (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 gehören die Erhaltung der Struktur und Funktion von Synapsen, die 

Regulation der Neurogenese, die Phagozytose von toten Zellen oder Pathogenen 

und die Immunüberwachung (Rathnasamy et al. 2019). Als residente Immunzellen 

des ZNS sind sie bei Entzündungsreaktionen im Auge beteiligt an der 

Komplementaktivierung (Luo et al. 2011, Shahulhameed et al. 2020), der 

Antigenpräsentation (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 entzündlichen 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 können in Müllerzellen die Produktion und Sekretion neurotropher 

Faktoren, aber auch pro-inflammatorischer Zytokine hervorrufen, die dann 

wiederum die Aktivität der Mikroglia verstärken (Wang et al. 2011). Müllerzellen, die 

in vitro durch Mikroglia aktiviert wurden, verstärken zudem die Migration der 

aktivierten Mikrogliazellen und exprimieren vermehrt Adhäsionsproteine, was 

darauf hindeutet, dass aktivierte Mikroglia an Müllerzellen entlang migrieren (Wang 

et al. 2011). Desweiteren führt von aktivierten Mikrogliazellen sezerniertes IL-�ȕ�]X�

vermehrter Chemokin-Expression in Müllerzellen und RPE-Zellen (Natoli et al. 

2017). In einem Ratten-Modell für Retinadegeneration wurde gezeigt, dass neben 

Mikrogliazellen auch Müller- und RPE-Zellen Chemokine sezernieren, was mit dem 

vermehrten Verlust von Photorezeptoren und der Einwanderung von CD45+ Zellen 

einherging (Rutar et al. 2015). Obwohl Müllerzellen keine eigentlichen Zellen des 

Immunsystems, sondern Gliazellen sind, konnte ihre aktive Beteiligung an 

immunologischen Vorgängen in der Retina vielfach demonstriert werden: Zellen der 

humanen Müllerzelllinie MIO-M1 sezernierten nach Infektion mit S. aureus pro-

inflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-8, TNF-Į��XQG�,/-�ȕ als auch antimikrobielle 

Peptide und reaktive Sauerstoffverbindungen und es konnte gezeigt werden, dass 

sie die Bakterien phagozytieren und töten können (Shamsuddin und Kumar 2011, 

Singh et al. 2014). In murinen Müllerzellen 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-Ȗ�(Mano et al. 

1991) sowie okuläre Pathologien wie Uveitis (Romeike et al. 1998) oder subretinale 

Fibrose (Kim et al. 1987) induzierten in Müllerzellen die Expression von MHC-

Klasse-II-Molekülen. Die Aktivierung von Müllerzellen 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 Blutgefäße zudem 

perivaskuläre Makrophagen lokalisiert, die an den retinalen Gefäßen 

entlangwandern (Mendes-Jorge et al. 2009). Im Gegensatz zu Mikrogliazellen 

exprimieren diese Makrophagen auch unter physiologischen Bedingungen 

Scavenger-Rezeptoren und können Proteine aus dem Blut aufnehmen (Mendes-

Jorge et al. 2009). In einem murinen Modell für Retinopathie sowie in humaner 

gliotischer Retina konnte eine Ansammlung dieser Zellen rund um die Läsion 

gezeigt werden (Mendes-Jorge et al. 2009). In Netzhäuten von C57BL/6-Mäusen 

konnte zudem eine kleine Population an 33D1+ MHC-Klasse-IIhigh exprimierenden 

DZ an den peripheren Rändern der Retina sowie juxtapapillär gezeigt werden (Xu 

et al. 2007). In BALB/c-Mäusen, die resistent sind gegenüber der experimentellen 

autoimmunen Uveitis (EAU), waren deutlich mehr 33D1+ DZ im retinalen Gewebe 

lokalisiert, wobei diese weniger MHC-Klasse-II exprimierten (Xu et al. 2007). In den 

Netzhäuten von B10.RIII Mäusen, die deutlich empfänglicher sind für EAU als 

C57BL/6-Mäuse, wurden hingegen keine 33D1+ oder MHC-Klasse-II+ Zellen 

gefunden (Xu et al. 2007). Die Induktion von EAU führte in den C57BL/6- und 

B10.RIII-Mäusen zu einer steigenden Anzahl an DZ innerhalb der Retina (Xu et al. 

2007). Bemerkenswert ist zudem, dass die DZ in den C57BL/6-Netzhäuten 

vorwiegend am Eintrittsort der Entzündungszellen lokalisiert waren, nämlich 

perivaskulär an den Venolen (Xu et al. 2007). Allerdings exprimierten die in dieser 

Studie beschriebenen DZ auch nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) und 

71)Į�NHLQH�NRVWLPXODWRULVFKHQ�0ROHN�OH��ZHVZHJHQ�GLH�$XWRUHQ� IROJHUWHQ��GDVV�

diese Zellen als APZ lediglich T-Zellen, die bereits in Kontakt mit ihrem Antigen 

gekommen sind, reaktiveren können (Xu et al. 2007). In einer Studie an transgenen 

Mäusen wurde ebenfalls gezeigt, dass sowohl die Anzahl an DZ in der Retina als 

auch deren Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen nach Verletzung der Retina 
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anstieg (Lehmann et al. 2010). Anhand von single cell RNA sequencing der 

Netzhäute von Wildtyp- sowie AIRE (Autoimmun-Regulator)-defizienten Mäusen, 

die als ein Modell für Uveoretinitis gelten, konnte die Zusammensetzung der 

verschiedenen Immunzelltypen innerhalb der Retina gezeigt werden (Heng et al. 

2019). Die Netzhäute von Wildtyp-Mäusen wiesen neben Mikroglia eine kleine 

Population an monozytären Zellen auf, enthielten aber ansonsten keinerlei 

Entzündungszellen. In den Netzhäuten von AIRE-/--Mäusen konnten neben 

zahlreichen eingewanderten Entzündungszellen auch residente Immunzellen 

identifiziert werden, bestehend aus den retinalen Mikroglia und Zellen der 

monozytären Reihe (Heng et al. 2019). Letztere konnten noch einmal unterteilt und 

näher definiert werden als Monozyten, Makrophagen und DZ, perivaskuläre 

Makrophagen sowie plasmazytoide DZ (Heng et al. 2019).  

Welche Zellen innerhalb der Retina eine antigenpräsentierende Funktion 

übernehmen, ist folglich noch nicht abschließend geklärt. Während zahlreiche 

Studien die Immunzellen der Netzhaut im Rahmen von Nagermodellen 

untersuchen, ist die genaue Zusammensetzung der residenten Entzündungszellen 

in der equinen Retina sowie deren jeweilige Rolle bei der Pathogenese der ERU bis 

dato nicht exakt bekannt (PubMed-Recherche Stand August 2021).  

 

 Equine rezidivierende Uveitis 

 Definition und Vorkommen 

Die ERU ist eine ein- oder beidseitig auftretende chronisch rezidivierende 

Erkrankung des Pferdeauges, die gekennzeichnet ist durch wiederkehrende akute 

Entzündungsschübe, gefolgt von symptomfreien Phasen (Degroote und Deeg 

2020). Die Schwere der Entzündung nimmt dabei häufig mit jedem Schub zu, so 

dass die intraokuläre Entzündung zur Zerstörung der Retina und damit letztlich zur 

Erblindung führt (Gilger und Michau 2004, McMullen und Fischer 2017). Die 

Prävalenz 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 häufig zur Erblindung des betroffenen Auges oder sogar beider Augen führt 

und ein erheblicher Teil der an ERU erkrankten Pferde daher euthanasiert werden 
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muss, kommt dieser Erkrankung eine große Bedeutung in der Veterinärmedizin zu 

(Gerding und Gilger 2016). 

 

 Ätiologie und Pathogenese 

Die Ätiologie der ERU ist bis heute nicht abschließend geklärt, jedoch konnten in 

den letzten Jahren wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Pathogenese gewonnen 

werden (Degroote und Deeg 2020). Der autoimmune Charakter der Erkrankung 

äußert sich in einer fehlgeleiteten Immunantwort auf retinale Antigene wie 

Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Protein (IRBP), zelluläres 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 löst eine der 

spontanen Erkrankung ähnliche Uveitis aus (Deeg et al. 2002b). Auch in den 

Endphasen der Erkrankung, also in einem Stadium, in dem die retinale Architektur 

weitgehend zerstört ist, bleiben die Autoantigene in der Retina erhalten (Deeg et al. 

2007b), was eine Erklärung für die persistierenden Entzündungsschübe darstellen 

könnte. Man geht davon aus, dass inter- und intramolekulares Epitop-Spreading für 

den rezidivierenden Charakter der ERU verantwortlich sind (Deeg et al. 2006a, 

Deeg et al. 2006b). Dabei kommt es zur Kreuzreaktion autoreaktiver T-

Lymphozyten, die zunächst gegen ein spezifisches Autoantigen gerichtet waren, 

aber im Rahmen der chronischen Entzündung ein anderes, ähnliches Epitop 

erkennen und somit einen neuen Entzündungsschub auslösen (Vanderlugt und 

Miller 1996). Initiiert und mediiert werden die Entzündungsschübe durch 

autoreaktive CD4+ T-Zellen, die die BRS überwinden und eine intraokuläre 

Entzündung auslösen (Gilger et al. 1999, Kleinwort et al. 2016, Wiedemann et al. 

2020). T-Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferden weisen deutliche 

Veränderungen ihres Proteoms auf, wobei vor allem bei Proteinen, die eine wichtige 

Rolle bei der Zellmigration und -adhäsion spielen, eine veränderte Expression 

festgestellt wurde (Degroote et al. 2014, Degroote et al. 2017). Auch während und 

nach eines durch IRBP induzierten Entzündungsschubs konnten Veränderungen 

des T-Zell-Proteoms festgestellt werden (Hauck et al. 2017). Zudem weisen 

periphere Blut-Leukozyten an ERU erkrankter Pferde in vitro sowohl einen 

veränderten Stoffwechsel als auch eine höhere Beweglichkeit und schnellere und 

zielgerichtetere Migration auf als die Zellen gesunder Kontrolltiere (Wiedemann et 
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al. 2020). Neben dem adaptiven Immunsystem sind auch Zellen und Moleküle 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 Müllerzellen und Zellen des RPE 

zeigen überdies eine maßgebliche Beteiligung der okulären 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). 

 

 Klinisches und pathohistologisches Bild 

Während eines akuten Schubs mit vornehmlicher Beteiligung der vorderen 

Segmente der Uvea zeigen erkrankte Pferde Epiphora, Blepharospasmus, Miosis 

und Hyperämie der Konjunktiva (McMullen und Fischer 2017). Je nach Lokalisation 

der Entzündung (anterior oder posterior) kann es unter anderem zu cornealen 

Ödemen, Trübungen in der vorderen Augenkammer, Katarakten, Synechien, 

Glaskörpertrübung- und degeneration und schließlich zur Phtisis bulbi oder zur 

Netzhautablösung kommen (McMullen und Fischer 2017, Fischer et al. 2019). Vor 

allem Appaloosas erkranken häufig an einer chronischen Form der ERU, die durch 

eine geringgradige Immunantwort gekennzeichnet und für den Besitzer oft nicht 

erkennbar ist (Gerding und Gilger 2016, Rockwell et al. 2020). Dies kann dazu 

führen, dass die Erkrankung erst im späten 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 

Entzündungsschübe gestellt (Gilger und Michau 2004, McMullen und Fischer 2017). 

Das histologische Bild ist gekennzeichnet durch Infiltrate von Lymphozyten, 

Plasmazellen und Makrophagen in Iris, Ziliarkörper 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 hauptsächlich 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 Außensegmenten der 

Photorezeptoren über die Desintegration der Ganglienzell- und der inneren 
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Körnerschicht bis hin zur völligen Zerstörung der retinalen Architektur mit massiven 

Entzündungszellinfiltraten (Deeg et al. 2002a). 

 

 Rolle der Müllerzellen 

Im Gegensatz zu den neuronalen Zellen der Retina bleiben Müllerzellen auch im 

fortgeschrittenen Stadium der Uveitis erhalten, allerdings mit deutlichen gliotischen 

Veränderungen (Deeg et al. 2002a, Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011). In der 

weitgehend avaskulären Retina des Pferdes sind Müllerzellen bis auf eine kleine 

Zone um den Austritt des N. opticus, die Blutgefäße und Astrozyten aufweist, die 

einzigen Makrogliazellen und somit von herausragender Bedeutung sowohl für die 

Physiologie als auch die Pathologie der equinen Retina (Schnitzer 1988). Die 

gliotischen Veränderungen der Müllerzellen im Verlauf der ERU umfassen die 

vermehrte Expression der Intermediärfilamente 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 Veränderungen der 

Expressionsmuster der Kaliumkanäle Kir4.1 und Kir2.1, sowie der Aquaporine 

AQP4, AQP5 und AQP11 in den gliotischen Müllerzellen, was durch eine Störung 

der Kalium- und Wasserhomöostase zur Entstehung retinaler Ödeme im Rahmen 

von ERU führen könnte (Eberhardt et al. 2011, Deeg et al. 2016). Darüber hinaus 

konnte gezeigt werden, dass Müllerzellen in der entzündeten Retina in der Lage 

sind, einen pro-inflammatorischen Phänotyp anzunehmen und sowohl IFN-Ȗ� ]X�

sezernieren (Hauck et al. 2007), als auch MHC-Klasse-II-Moleküle zu exprimieren 

(Romeike et al. 1998). Während Müllerzellen im physiologischen Zustand 

neuroprotektives Osteopontin exprimieren, konnte in uveitischen Müllerzellen kaum 

noch Osteopontin-Expression nachgewiesen werden, was auf einen Verlust der 

Neuroprotektivität hinweist (Deeg et al. 2011). Die exakte Rolle der Müllerzellen für 

die Pathogenese der ERU und inwiefern ihre Beteiligung am Krankheitsgeschehen 

neuroprotektiv oder schädigend ist, muss in weiteren Forschungsarbeiten geklärt 

werden.  
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 Autoimmune Uveitis des Menschen und Tiermodelle 

Die autoimmune Uveitis des Menschen ist eine nicht-infektiöse, rekurrierende oder 

chronische Entzündung der uvealen Anteile des Auges, also der Iris, des 

Ziliarkörpers und der Choroidea (Caspi 2010). Unbehandelt führt sie zu 

Komplikationen wie dem Makulaödem, Glaukom, Katarakt und Netzhautablösung 

(Tomkins-Netzer et al. 2014, Dick et al. 2016). In einer US-amerikanischen Studie 

waren 19,2% der untersuchten Uveitis-Patienten von Einschränkungen des 

Sehvermögens betroffen (Tomkins-Netzer et al. 2014). Trotz einer niedrigen 

Prävalenz tragen Uveitiden daher weltweit zu 5-10% der Fälle von Sehverlust bei 

(Miserocchi et al. 2013). Je nach anatomischer Lokalisation kann unterschieden 

werden zwischen der anterioren (Iriditis/ Iridozyklitis), intermediären (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 Behçet 

oder des Vogt-Koyanagi-Harada-Syndroms (Gery und Caspi 2018). Die Ätiologie 

der autoimmunen Uveitis ist bis heute unklar, jedoch konnten mithilfe der EAU 

wertvolle Erkenntnisse bezüglich der Pathogenese gewonnen werden (Diedrichs-

Möhring 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). Zunächst in Ratten etabliert, wurde 

das Modell später auch in Mäusen 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 auszulösen, 

werden die Antigene dabei vorher in Freunds komplettem Adjuvans gelöst (Caspi 

2003). Ebenso lässt sich durch den adoptiven Transfer aktivierter uveitogener T-

Zellen ein Krankheitsbild induzieren, das der humanen autoimmunen Uveitis ähnelt 

(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 anschließend auf die Empfänger-Tiere 

übertragen (Caspi 2003). Sowohl zwischen Ratten und Mäusen als auch zwischen 

verschiedenen Stämmen einer Spezies gibt es deutliche Unterschiede hinsichtlich 

der Empfänglichkeit für EAU und des klinischen Bildes (Caspi et al. 1988, Caspi et 
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al. 1992, Sun et al. 1997). Die intraokuläre Entzündung wird mediiert durch 

autoreaktive CD4+ T-Zellen, die retinale Antigene angreifen (Gery und Caspi 2018). 

Zur Entwicklung von reifen T-Lymphozyten gehört die negative Selektion im 

Thymus, bei der unreife T-Zellen, die körpereigene Proteine erkennen, eliminiert 

werden (zentrale Toleranz) (Brown und Rudensky 2021). Sowohl für IRBP als auch 

für S-Ag wurde eine Expression im Thymus beschrieben, wobei gezeigt wurde, dass 

eine hohe Expression mit Resistenz gegenüber EAU korreliert (Egwuagu et al. 

1997). Zudem konnte in einer Studie mit AIRE-defizienten Mäusen gezeigt werden, 

dass der Verlust der Expression von IRBP im Thymus zu autoimmuner Uveitis führt 

(DeVoss et al. 2006). Autoreaktive T-Lymphozyten, die im Thymus nicht eliminiert 

wurden, gelangen in die Blutbahn, wo sie auf ihr Antigen treffen können (ElTanbouly 

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) (ElTanbouly 

und Noelle 2021). Da retinale Antigene aufgrund der undurchlässigen BRS jedoch 

in der Peripherie nicht anzutreffen sind, kommt es zur Störung der peripheren 

Toleranz und es bleibt eine kleine Population autoreaktiver T-Lymphozyten im Blut, 

die durch den Kontakt mit einem Antigen aktiviert werden können (Chen et al. 2004, 

Gery und Caspi 2018). Nach aktuellem Wissensstand geschieht dies entweder nach 

einem okulären Trauma (Chu und Chan 2013) oder via molekulare Mimikry durch 

Pathogene oder harmlose Nahrungsbestandteile (Horai und Caspi 2019, Wildner 

und Diedrichs-Möhring 2020). In der Peripherie aktivierte autoreaktive CD4+ T-

Zellen können die BRS überwinden und so ins Auge gelangen, wo ihnen durch APZ 

ihre spezifischen Antigene präsentiert werden (Prendergast et al. 1998, Xu et al. 

2003, Thurau et al. 2004). Dies löst eine intraokuläre Entzündung aus, bei der 

weitere Entzündungszellen 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 geprägt ist (Amadi-Obi 

et al. 2007, Zhong et al. 2021). Zellen des Immunsystems, die an der Regulation 

der Entzündung 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). Während die Entzündungsreaktion bei EAU meist in den ersten zwei bis 
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drei Wochen nach Immunisierung ihren Höhepunkt erreicht und sich anschließend 

spontan zurückbildet (Chen et al. 2013), ist das Risiko für Komplikationen beim 

Menschen vor allem bei chronisch rezidivierender Uveitis gegeben (Dick et al. 

2016). In einer aktuellen Studie an Mäusen wurde daher ein Modell für die 

chronische autoimmune Uveitis etabliert (Fan et al. 2021). Neben chronischer 

Chorioretinitis mit Zerstörung der BRS und der retinalen Architektur konnte in 

diesem Modell sowohl in der Retina als auch in peripheren lymphatischen Organen 

erstmals eine Population an CD44high IL-17+ CD4+ Th17-Gedächtniszellen gezeigt 

werden. Die Autoren schlussfolgerten daher, dass diese Th17-Gedächtniszellen an 

der Aufrechterhaltung der chronischen Inflammation beteiligt sein könnten (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 Mäusen mit EAU zeigten auf, dass keimfreie Mäuse einen wesentlich 

schwächeren 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 Zerstörung der Blut-Darm-Schranke, antigene Mimikry 

und den Verlust der intestinalen Immun-Homöostase (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 können 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 können zudem zu einer durchlässigen 

Blut-Darm-Schranke führen, sodass vermutet wird, dass Bakterien oder ihre 

Produkte, die aus dem Darm in die Peripherie und somit auch ins Auge gelangen, 

dort eine Entzündung auslösen könnten (Rosenbaum et al. 2016). In einer Studie 

an B10.RIII-Mäusen mit EAU wurde festgestellt, dass die Induktion von EAU mit 
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einer vermehrten Durchlässigkeit der Blut-Darm-Schranke einherging (Janowitz et 

al. 2019).  

Obwohl durch die oben beschriebenen Nagermodelle wertvolle Erkenntnisse 

gewonnen werden konnten, können diese Modelle die spontane Erkrankung beim 

Menschen nur begrenzt widerspiegeln und haben daher nur eine beschränkte 

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 Ähnlichkeiten im klinischen und histologischen 

Bild machen die höhere Prävalenz in der Pferdepopulation und das dadurch 

verfügbare Probenmaterial ERU zu einem vielversprechenden spontanen 

Tiermodell für die humane autoimmune Uveitis (Deeg et al. 2001, Deeg et al. 

2002b). Das retinale Antigen CRALBP wurde zunächst im Pferd nachgewiesen 

(Deeg et al. 2006b), bevor es als Autoantigen im Menschen bestätigt wurde (Deeg 

et al. 2007c), was die Bedeutung der ERU für die Erforschung der humanen Uveitis 

unterstreicht.   

 

 Differenzielle Proteomanalyse 

'HU�%HJULII�Ä3URWHRP³�ZXUGH�LQ�GHQ�����HU�-DKUHQ�JHSUlJW�DOV�*HVDPWKHLW�DOOHU�YRm 

Genom codierten Proteine (Wilkins et al. 1996). Das Proteom ist im Gegensatz zum 

Genom jedoch hochdynamisch, denn alternatives Spleißen und posttranslationale 

Modifikationen sowie die Zusammenlagerung verschiedener Proteine zu 

Proteinkomplexen erhöhen die Vielfalt und Komplexität des Proteoms, die durch die 

kodierende DNA nicht abgebildet wird (Baralle und Giudice 2017, Bludau und 

Aebersold 2020). Gegenüber den etwa 20.000 protein-kodierenden Genen des 

menschlichen Genoms (Collins et al. 2004) gehen aktuelle Schätzungen von über 

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 Spleißen 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 können durch die vergleichende Messung von physiologischen 

und pathologischen Proben Abweichungen des Proteoms aufzeigen und somit zur 
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Entschlüsselung Pathogenese-assoziierter Mechanismen (Weigand et al. 2020, 

Weigand et al. 2021) sowie zur Identifizierung von Biomarkern (Lorenzo et al. 2021, 

Xiao et al. 2021) beitragen. Mit der Massenspektrometrie als Hypothesen-

generierendem Ansatz können unvoreingenommen und mit hoher Spezifität große 

Mengen an Daten generiert werden, was sie vor allem für Modelle, bei denen ein 

Mangel an spezifischen Antikörpern 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-

Verhältnisses (m/z) von Peptiden oder Proteinen (Aebersold und Mann 2003). 

Zunächst werden die Proteine oder Peptide der zu messenden Probe durch Matrix-

unterstützte Laser-Desorption/Ionisation (MALDI) (Karas und Hillenkamp 1988) 

oder Elektrospray-Ionisation (Fenn et al. 1989) ionisiert. Anschließend misst ein 

Massenspektrometer das m/z der ionisierten Peptide, beispielsweise mithilfe einer 

Ionenfalle, eines Quadrupols oder sogenannter time-of-flight (TOF) 

Massenspektrometer (Aebersold und Mann 2003). Ein Detektor zeichnet schließlich 

die Anzahl der Ionen 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/) können die Proteine 

anschließend anhand ihrer Massenspektren identifiziert werden (Degroote et al. 

2019). Eine noch detailliertere strukturelle Analyse ermöglicht die Tandem-

Massenspektrometrie (MS/MS), bei der von den bereits gemessenen Peptidionen 

einige ausgewählte 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 Flüssigkeitschromatographie 

(LC) aufgetrennt und dem Massenspektrometer zugeführt 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 abhängig sind (Ong et al. 2002) und sogenannten label-freien 

Methoden, bei denen anhand der gemessenen Massenspektren der einzelnen 

Peptide die Abundanz der jeweiligen Proteine in der Probe ermittelt und 

anschließend anhand einer Software normalisiert wird (Hauck et al. 2010).  

 

http://www.matrixscience.com/
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 Bedeutung von Membranproteinen 

Membranproteine sind definiert als Proteine, die mit Lipiddomänen 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 Oberflächenproteine, die nur oberflächlich mehr oder weniger stark 

mit der Zellmembran verbunden sind (Almeida et al. 2017). Als Transport-, 

Rezeptor- und Adhäsionsmoleküle übernehmen sie wichtige Funktionen innerhalb 

der Zelle (Almén et al. 2009) und stellen daher den Hauptangriffspunkt für 

medikamentöse 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 

verfügen über Adhäsionsmoleküle, um aus dem Blut in Entzündungsherde 

einzuwandern (Michael und Parsons 2020) und die Aktivierung von Lymphozyten 

durch APZ erfolgt mithilfe von kostimulatorischen und MHC-Molekülen auf ihrer 

Zelloberfläche, die mit den Rezeptoren der Lymphozyten interagieren  (Chen und 

Flies 2013). Diese Beispiele machen deutlich, dass die Immunantwort wesentlich 

von der Funktion der Membranproteine abhängt.  

 

 Massenspektrometrische Untersuchung von Membranproteinen 

Aus den oben genannten Gründen nimmt die Untersuchung des Membran- bzw. 

Zelloberflächenproteoms einen hohen Stellenwert bei der Erforschung 

immunologischer Zusammenhänge 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 lösen, können 

Detergenzien verwendet werden, allerdings sind diese in späteren Analyseschritten 

oft störend (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 Präzipitation 

neigen (Pauwels et al. 2021). Eine weitere Herausforderung ist die Glykosylierung 

von Oberflächenproteinen, die zur sterischen Hinderung der Proteasen führt und 
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somit die Fragmentierung der Proteine für die massenspektrometrische Analyse 

erschwert (Pauwels et al. 2021). Um diesen Herausforderungen zu begegnen, 

wurden verschiedene Methoden entwickelt, um Membranproteine für 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-Ansätze genannt, die 

sich die Glykosylierung von Oberflächenproteinen zunutze machen (Graessel et al. 

2015, Matta et al. 2019).  

 

 Bedeutung der Sialinsäuren 

Sialinsäuren sind Derivate der Neuraminsäure und umfassen eine Gruppe von 

negativ geladenen Zuckern mit einem Gerüst aus 9 Kohlenstoff-Atomen (Varki 

1992). Aufgrund der vielen verschiedenen Modifikationen umfasst die Familie der 

Sialinsäuren mehr als 50 Mitglieder (Angata und Varki 2002), wobei die meisten 

Säugetiere N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac) und N-Glycolyneuraminsäure 

(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 Übertragung einer Sialinsäure auf ein 

Glykoprotein oder -lipid wird durch Sialyltransferasen vermittelt (Harduin-Lepers et 

al. 2001), die Entfernung einer Sialinsäure bezeichnet man als Desialylierung und 

die entsprechenden Enzyme als Neuraminidasen oder Sialidasen (Miyagi und 

Yamaguchi 2012). Als Bestandteil der Glykokalyx haben Sialinsäuren vielfältige und 

wichtige Funktionen: AOV�VRJHQDQQWH�ÄVHOI-associated moleculaU�SDWWHUQV³��6$03V��

werden sie von bestimmten Rezeptoren des Immunsystems, den Siglecs, 

gebunden und dienen so der Erkennung körpereigener Zellen durch das 

Immunsystem und der Modulation von Immunantworten (Lübbers et al. 2018, Läubli 

und Varki 2020). Siglecs werden unter anderem von hämatopoetischen Zellen 

exprimiert und übermitteln nach der Bindung an Sialinsäure auf körpereigenen 

Zellen meist ein inhibitorisches Signal, sodass die periphere Toleranz 

aufrechtherhalten wird (Läubli und Varki 2020). Entsprechend kann es bei 

Störungen 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, Läubli und Varki 2020). Weiterhin hemmt die Bindung von Faktor 

H an Sialinsäuren die Aktivierung des Komplementsystems (Fearon 1978, Meri und 

Pangburn 1990). Als Bestandteil der Liganden für Selektine sind Sialinsäuren 

zudem maßgeblich 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-Aktivität 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 

Phänotyp (Wang et al. 2021b). Die Aktivität 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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5 ',6.866,21 
Bereits im Jahr 1858 bezeichnete Rudolf Virchow in seinen Vorlesungen zur 

Cellularpathologie GLH� (QWGHFNXQJ� +HLQULFK� 0�OOHUV�� GDVV� ÄUDGLlUH� )DVHUQ³� GLH�

5HWLQD�LQ�LKUHU�JDQ]HQ�%UHLWH�GXUFK]LHKHQ��DOV�ÄHLQH>Q@�GHU�ZLFKWLJVWHQ�6FKULWWH³��XP�

ÄGDV�9HUKlOWQLVV�DOOHU� LKUHU�HLQ]HOQHQ�7KHLOH�PLW�6LFKHUKHLW� ]X�HUPLWWHOQ³� (Virchow 

1859). Welch wichtige Funktion Müllerzellen nicht nur für den anatomischen Aufbau 

der Retina, sondern auch für die Aufrechterhaltung der retinalen Homöostase und 

somit für 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 für eine immunologische Funktion der Müllerzellen gefunden (Roberge et 

al. 1988), die in aktuelleren Studien bestätigt 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 Müllerzellen im retinalen 

Entzündungsgeschehen bis heute unzureichend geklärt. Ziel dieser Studie war es 

daher, die Reaktion von Müllerzellen auf ein inflammatorisches Milieu näher 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 häufige entzündliche Erkrankung der intraokulären Strukturen dar, mit 

gravierenden Folgen sowohl für die betroffenen Pferde als auch für deren Halter 

(Gerding und Gilger 2016). In einer amerikanischen Studie wurde dargelegt, dass 

es in fast der Hälfte der untersuchten Augen trotz adäquater Behandlung zur 

Erblindung kam, wobei knapp 30% der Pferde beidseitig erblindeten (Gerding und 

Gilger 2016). Dies verdeutlicht die veterinärmedizinische Relevanz dieser 

Erkrankung und die Notwendigkeit, Pathogenese-assoziierte Mechanismen 

aufzuklären. Sowohl in einem Nagermodell für die humane autoimmune Uveitis, als 

auch im Rahmen der ERU konnte eine Aktivierung der Müllerzellen gezeigt werden 

(Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011, Deeg et al. 2016, Heng et al. 2019). Um 

die Beteiligung der Müllerzellen an der retinalen Immunantwort im Allgemeinen, 

aber auch speziell im Rahmen der ERU zu untersuchen, wurden zwei 

unterschiedliche Modelle verwendet. Zum einen führten wir immunhistologische 

Untersuchungen von Netzhaut-Schnitten gesunder und an ERU erkrankter Pferde 

durch, um Erkenntnisse bezüglich der Beteiligung von Müllerzellen an der Uveitis-
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Pathogenese zu gewinnen (Publikation I). Zum anderen lieferte die differenzielle 

Proteomanalyse primärer equiner Müllerzellen (eqMZ) und der Zellen einer 

humanen Müllerzelllinie nach in-vitro-Stimulation mit LPS einen Überblick über die 

Reaktion von Müllerzellen auf einen inflammatorischen Stimulus (Publikation II). 

Diese beiden unterschiedlichen Ansätze ermöglichten uns, die Müllerzelle in 

verschiedenen Milieus und mit unterschiedlichen Methoden zu charakterisieren. Die 

Immunhistologie stellt hierbei eine geeignete Methode dar, da die Müllerzelle 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 höhere Abundanz von 

Neuraminidase 1 (NEU1) in uveitischen Müllerzellen bestätigen, die bei der LC-

MS/MS-Analyse von Müllerzellen 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 Netzhäute 

weniger terminale Sialinsäuren aufwiesen als die Netzhäute gesunder Kontrolltiere 

(Fig. 4, Fig. 5, Publikation I). Hierbei gilt es zu bedenken, dass die in dieser Studie 

verwendeten histologischen Präparate 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 Entzündung und Degeneration und bildet somit 

die Realität 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. 2002a, 

Eberhardt et al. 2011, Deeg et al. 2016, Kleinwort et al. 2016).  

Die vermehrte Expression von NEU1, die wir in uveitischen Netzhäuten zeigen 

konnten, wurde bereits in diversen, sehr unterschiedlichen Kontexten als pro-

inflammatorisch diskutiert: In einem Mäusemodell für systemischen Lupus 

erythematodes beispielsweise war die vermehrte Aktivität von NEU1 assoziiert mit 

der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, GM-CSF und MIP-�Į�GXUFK�

die Zellen des Mesangiums, die als Immunzellen der Niere gelten (Sundararaj et al. 

2021). Ein ähnliches Phänomen konnte in einem Modell für 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 führte 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 Aktivität von 

NEU1 mit einer verstärkten Immunantwort in Zusammenhang gebracht (Allendorf 

et al. 2020a, Allendorf et al. 2020b). Die Aktivierung einer murinen Mikroglia-Zelllinie 

durch LPS führte dabei zu einer vermehrten Expression und  auch Aktivität von 

NEU1 auf der Zelloberfläche der Mikrogliazellen und zur Desialylierung des Toll-

like-Rezeptors TLR-4 (Allendorf et al. 2020a). Dies verstärkte die durch die 

aktivierten Mikroglia hervorgerufene Entzündungsreaktion und führte zu vermehrter 

Phagozytose von Neuronen (Allendorf et al. 2020b). In Müllerzellen 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 bezüglich der Expression von NEU1 in equiner Retina, 

sondern stellt zudem zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen vermehrter 

Expression von NEU1 in Müllerzellen und retinaler Inflammation her. NEU1 könnte 

somit einen neuen Biomarker für aktivierte Müllerzellen darstellen. Im 

Zellmembranproteom von mit LPS stimulierten Müllerzellen, 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 II). Dies 

könnte dadurch bedingt sein, dass NEU1 vorwiegend intrazellulär 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 Oberfläche transportiert, wo es seine enzymatische Aktivität entfaltet (Amith et 

al. 2010, Allendorf et al. 2020a). Möglicherweise wurde auch an der Zelloberfläche 

exprimiertes NEU1 anhand des gewählten Aminooxy-Biotinylierungs-Ansatzes 

nicht entsprechend angereichert und isoliert, sodass es in der anschließenden 

massenspektrometrischen Analyse nicht identifiziert werden konnte. Die 

proteomische Analyse eines vollständigen Zell-Lysates oder eine 

immunzytologische Färbung stimulierter Müllerzellen könnte Aufschluss geben über 

die Expression und Lokalisation von NEU1 in durch LPS aktivierten Müllerzellen. 

Zudem sollte die Expression nach der Stimulation mit Zytokinen wie IFN-Ȗ� RGHU�

verschiedenen Interleukinen untersucht werden.  
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Da NEU1 die Abspaltung von Sialinsäuren von den darunterliegenden 

Glykoproteinen katalysiert (Bonten et al. 1996), untersuchten wir im nächsten 

Schritt, ob und inwiefern zwischen gesunder und uveitischer Netzhaut ein 

Unterschied  bezüglich der terminalen Sialinsäuren besteht. Dies testeten wir 

anhand von immunhistologischen Färbungen mit Sialinsäure-spezifischen Lektinen. 

Dabei konnte eine deutlich verminderte Bindung von Maackia Amurensis 

Leukoagglutinin (MAL), Maackia Amurensis Hämagglutinin (MAH) und Sambucus 

Nigra Lektin (SNA) gezeigt werden (Fig. 4, Fig. 5, Publikation I), wobei MAL und 

0$+�YRUZLHJHQG�DQ�Į�-3- XQG��61$�DQ�Į�-6-verknüpfte Sialinsäuren binden (Tab. 

II, Publikation I). Als Kontrolle wurde Wheat Germ Agglutinin (WGA) verwendet, das 

in erster Linie an N-Acetylglucosamin bindet (Tab. II, Publikation I). WGA zeigte 

sowohl in gesunder als auch uveitischer Retina eine starke Bindungskapazität (Fig. 

4, Fig. 5, Publikation I). Basierend auf diesen Ergebnissen entwickelten wir die 

Hypothese, dass vermehrte NEU1-Expression in uveitischen Müllerzellen 

verantwortlich sein könnte für die Abspaltung von Sialinsäuren im entzündeten 

retinalen Gewebe. Da die Desialylierung von Zellen häufig im Zusammenhang mit 

der Aktivierung von Immunzellen sowie einer pro-inflammatorischen Reaktion steht 

(Wang et al. 2016, Puigdellívol et al. 2020, Karmakar und Mandal 2021, Klaus et al. 

2021), legen unsere Ergebnisse zudem nahe, dass die vermehrte Expression von 

NEU1 in uveitischen Müllerzellen und die damit einhergehende Desialylierung des 

retinalen Gewebes die retinale Inflammation verstärkt. 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 Homöostase beitragen, reagieren im Rahmen von 

Rheumatoider Arthritis auf pro-inflammatorische Zytokine und übernehmen eine 

zentrale immunpathologische Rolle, was letztlich zu arthritischen Schäden des 

Gewebes führt (Bottini und Firestein 2013). In einer aktuellen Studie konnte 

demonstriert werden, dass die Umwandlung von SFs in einen pro-

inflammatorischen Phänotyp im Rahmen von experimentell ausgelöster Arthritis in 

Mäusen mit einer Verminderung der terminalen Sialinsäuren einherging (Wang et 

al. 2021b). Dabei führte alleine die enzymatische Abspaltung der Sialinsäuren 

bereits zu einer pro-inflammatorischen Reaktion der SFs (Wang et al. 2021b). Auch 

Müllerzellen unterliegen im Rahmen der ERU einer phänotypischen Veränderung. 
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Aktivierte uveitische Müllerzellen können aufgrund der verminderten Expression 

von Proteinen wie GS, Kir4.1 oder AQP5 und AQP11 die retinale Homöostase nicht 

mehr adäquat aufrechterhalten, exprimieren aber unter anderem IFN-Ȗ�XQG�WUDJHQ�

somit zur retinalen Inflammation bei (Hauck et al. 2007, Eberhardt et al. 2011, Deeg 

et al. 2016). Ähnlich wie bei den SFs gezeigt, könnte auch in Müllerzellen ein 

Zusammenhang bestehen zwischen der Desialylierung und dem phänotypischen 

Wandel von einer Zelle, deren Funktion die Aufrechterhaltung der Homöostase ist, 

hin zu einer pro-inflammatorischen Zelle, die selbst IFN-Ȗ�SURGX]LHUW��8P�GLHVHQ�

Zusammenhang weiter zu untersuchen, wird zunächst geklärt werden müssen, ob 

die vermehrte Expression von NEU1 in uveitischen Müllerzellen tatsächlich mit 

vermehrter Sialidase-Aktivität 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 Müllerzellen wurde lediglich NEU1 

identifiziert, es besteht jedoch die Möglichkeit, dass andere retinale Zellen 

Sialidasen oder auch Sialyltransferasen exprimieren und somit beteiligt sind an der 

(De)sialylierung retinaler Zellen. Weiterführende Studien sollten dann ebenfalls 

prüfen, ob die vermehrte Sialidase-Aktivität beispielsweise in erhöhter Zytokin-

Produktion durch Müllerzellen resultiert. Die mangelnde Verfügbarkeit von Augen 

an ERU erkrankter Pferde stellt hierbei wohl die größte Hürde dar. Retinale 

Explantate gesunder Kontrolltiere könnten hier eine Möglichkeit darstellen, auch 

ohne uveitische Augen einen Einblick in die geschilderten Zusammenhänge zu 

erlangen. Diese Explantate - auch als organotypische Netzhautkulturen bezeichnet 

- stellen in der ophtalmologischen Forschung eine häufig genutzte Alternative zur 

Kultur primärer 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 

für eine begrenzte Zeit vital bleiben (Alarautalahti et al. 2019). In unserem Fall 

könnten künftig retinale Explantate gesunder Kontrolltiere mit aktiver 

Neuraminidase behandelt werden, um im Anschluss immunhistologisch den Gehalt 
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an terminalen Sialinsäuren sowie anhand von ELISAs die Konzentration pro-

inflammatorischer Zytokine im Zellkulturmedium zu messen. Zusätzlich wäre zu 

untersuchen, ob die Stimulation der Retina eine durch NEU1-Aktivität bedingte 

Abspaltung von Sialinsäuren hervorruft. Dabei könnte die Stimulation der 

Explantate zum einen durch pro-inflammatorische Zytokine wie IFN-Ȗ�

vorgenommen werden, zum anderen könnte sie durch Kokultur mit T-Zellen von an 

ERU erkrankten Pferden erfolgen. Da im Falle eines Uveitis-Schubs aktivierte T-

Zellen die BRS überqueren und massive retinale Entzündungsreaktionen auslösen 

(Gilger et al. 1999, Kleinwort et al. 2016), bildet die Koinkubation der retinalen 

Explantate mit aktivierten Entzündungszellen die in-vivo-Situation besser ab als die 

Stimulation mit Zytokinen. Schließlich könnte eine Hemmung der Sialidase-Aktivität 

beispielsweise durch siRNA zeigen, ob die beobachteten Phänomene tatsächlich 

durch NEU1-Aktivität verursacht sind. Unseres Wissens sind organotypische 

Kulturen aus der Retina des Pferdes aktuell noch nicht etabliert (PubMed-

Recherche Stand August 2021), sodass für den geschilderten Ansatz zunächst die 

Entwicklung eines geeigneten Protokolls vonnöten wäre. 

Neben den immunhistologischen Untersuchungen führten wir zudem eine LC-

MS/MS-Analyse primärer Müllerzellen durch. Dafür wurden equine Müllerzellen aus 

der frischen Retina gesunder Kontrolltiere isoliert und kultiviert. Zudem wurden 

Zellen der humanen Müllerzelllinie 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 für 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 

Müllerzellen getrennt voneinander zu untersuchen. Im Gegensatz zur avaskulären 

Retina des Pferdes, bei der lediglich eine kleine Zone rund um den Austritt des N. 

opticus Blutgefäße aufweist (Schnitzer 1988, Ehrenhofer et al. 2002), ist die humane 

Netzhaut von mehreren Gefäßplexus durchzogen (Campbell et al. 2017). In 

vaskularisierten Netzhäuten tragen Müllerzellen mit ihren Zellfortsätzen zur inneren 

BRS bei (Tout et al. 1993), wohingegen es bei beim Pferd lediglich eine äußere BRS 

JLEW��GLH�DXV�GHQ�(QGRWKHO]HOOHQ�GHU�.DSLOODUHQ�LQ�GHU�&KRURLGHD��GHU�%UXFKµVFKHQ�

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 Netzhäuten in der gesamten Retina entlang der 

Kapillaren zu finden (Schnitzer 1988, Vecino et al. 2016). Daraus ergibt sich eine 

besondere Rolle für Müllerzellen in der equinen Retina, wo sie die einzigen 

Makrogliazellen darstellen (Schnitzer 1988). Diese Unterschiede machen die 

Notwendigkeit ersichtlich, sowohl equine als auch humane Müllerzellen zu 

untersuchen.  

Zur Stimulation der Müllerzellen 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 löst LPS eine starke Immunreaktion mit Aktivierung des 

7UDQVNULSWLRQVIDNWRUV� 1)ț%� VRZLH� YHUVFKLHGHQHU� 3URWHLQNLQDVHQ� PLW�

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 großen Anzahl an Studien der Untersuchung 

immunologischer Vorgänge (Arato et al. 2020, Feng et al. 2021, Gallorini et al. 

2021). Zudem wird LPS zur Induktion der Endotoxin-induzierten Uveitis verwendet, 

einem Nagermodell für die Uveitis des Menschen, das sich in vielen Studien bereits 

als nützlich 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 ausschließliche Verwendung von LPS 

gewiss als eine Limitation dieser Arbeit zu betrachten und sollte in zukünftigen 

Studien durch den Gebrauch verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie 

IFN-Ȗ�HUJlQ]W�ZHUGHQ�� 

Unser Ziel war es allerdings, zunächst einen Überblick über den pro-

inflammatorischen Phänotyp der Müllerzellen zu schaffen. Unsere 

massenspektrometrische Analyse des Zellmembranproteoms ergab dabei eine 

deutliche Abweichung der Membranproteine nach Behandlung mit LPS, wobei die 

Proteine mit höherer 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 für weitere diesbezügliche 

Forschungen dar. Bei der vergleichenden Analyse konnten wir einen deutlichen 

Unterschied zwischen den eqMZ und den MIO-M1-Zellen feststellen. Den 507 

identifizierten Membranproteinen der MIO-M1-Zellen standen 1.425 identifizierte 

Proteine der Zellmembran der eqMZ gegenüber (Suppl. Tab. 1, Suppl. Tab. 2, 

Publikation II). Die eqMZ wiesen zudem ein deutlich differenzierteres 

Reaktionsvermögen auf als die MIO-M1-Zellen. Während bei den eqMZ 79 Proteine 

mit signifikant höherer Abundanz (mind. 2-IDFK�K|KHU�DEXQGDQW�XQG�S���������QDFK�

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 II). Die 

spontan immortalisierte humane Müllerzelllinie MIO-M1 wurde 2002 im Moorfields 

Institute of Ophthalmology etabliert und charakterisiert (Limb et al. 2002). 

Mikroskopische Untersuchungen sowie Western Blotting bestätigten die Expression 

bekannter Müllerzell-Marker und die Transmissionselektronenmikroskopie belegte 

eine den Ursprungszellen ähnliche Morphologie (Limb et al. 2002). Zudem konnte 

gezeigt werden, dass die Zellen der etablierten Linie als Reaktion auf L-Glutamat 

ebenso depolarisierten, wie es für Müllerzellen beschrieben wurde (Limb et al. 

2002). Da primäre humane Müllerzellen vor allem in großer Zahl schwer zu erhalten 

sind, stellen MIO-M1-Zellen ein wertvolles und häufig verwendetes Mittel zur 

Untersuchung humaner Müllerzellen dar (Guo et al. 2021, Rezzola et al. 2021). An 

dieser Stelle ist jedoch anzumerken, dass die Verwendung von Zelllinien trotz ihres 

großen Nutzens kritisch zu betrachten ist, da genetische Veränderungen nach 

langer Kulturzeit zu einem veränderten Phänotyp führen können und zusammen mit 

Fehlidentifikationen und Kreuzkontaminationen eine häufige Quelle für 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 geführt 

hatte (Krishnamoorthy et al. 2013). Um solchen Vorfällen vorzubeugen und 

genotypische Veränderungen aufzudecken, gibt es verschiedene Möglichkeiten 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 Müllerzelllinie 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 zusätzlich zu 

den immortalisierten Zellen auch primäre Zellen untersucht, um einerseits einen 

Vergleich anstellen zu können und um andererseits Proteine zu identifizieren, die in 

beiden Zelltypen eine höhere 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 höher abundant waren (Fig. 

1, Publikation II), was auf eine besondere Relevanz dieser Proteine hinweist. Dass 

im Membranproteom der primären Zellen deutlich mehr Proteine identifiziert werden 

konnten als in den MIO-M1-Zellen, sowie die deutlich differenziertere Reaktion der 

primären Zellen auf den Stimulus belegt den Vorteil primärer Zellen. Viele Autoren 

geben den primären Zellen den Vorzug vor Zelllinien, da sie den Phänotyp der 

ursprünglichen Zellen eher abbilden (Pan et al. 2009, Schnichels et al. 2021). 

Dennoch ist bekannt, dass auch primäre Zellen in vitro vor allem durch fortwährende 

Passagen und lange Dauer in Kultur dedifferenzieren und einen Fibroblasten-

ähnlichen Phänotyp annehmen können (Hauck et al. 2003, Szober et al. 2012, 

Heslop et al. 2017). Um eine Dedifferenzierung der Zellen in Kultur vollkommen 

auszuschließen, müsste 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 Müllerzellen etabliert wurde 

(Grosche et al. 2016). Das in dieser Studie entwickelte Protokoll zur Isolation von 

0�OOHU]HOOHQ�EDVLHUW�DXI�GHU�9HUZHQGXQJ�HLQHV�$QWLN|USHUV�JHJHQ�,QWHJULQ�ȕ���HLQHV�

Zelloberflächenmarkers von Müllerzellen, sowie auf magnetischer Zellseparation 

(Grosche et al. 2016). Die in der hier vorliegenden Arbeit erfolgte Stimulation der 

Müllerzellen mit LPS erforderte jedoch eine gewisse Verweildauer der Zellen in 

Kultur. Als Alternative zur Kultivierung einzelner isolierter Zellen könnten auch hier 

künftig retinale Explantate verwendet werden. Die Stimulation frisch aus der Retina 

isolierter Explantate mit LPS oder weiteren pro-inflammatorischen Stimulantien und 

die anschließende Isolation der Müllerzellen aus den Explantaten anhand des oben 

genannten Protokolls (Grosche et al. 2016) könnten eine Möglichkeit darstellen, die 

Dedifferenzierung der Zellen in Kultur zu umgehen.  
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Für die Charakterisierung der Müllerzellen wurde in dieser Studie bewusst die 

differenzielle Proteomanalyse als Hypothesen-generierender Ansatz gewählt. 

Mithilfe der quantitativ vergleichenden Massenspektrometrie war es uns möglich, 

unvoreingenommen, mit hoher Sensitivität und ohne den Gebrauch von Antikörpern 

eine Fülle an Daten zu generieren und somit maßgeblich zur Charakterisierung von 

Müllerzellen beizutragen. Aus der Arbeit mit equinem Probenmaterial ergibt sich 

häufig die Schwierigkeit, dass die Kreuzreaktivität der vorhandenen Antikörper mit 

equinem Material unbekannt ist bzw. dass schlicht keine geeigneten Antikörper für 

das zu untersuchende Protein zur Verfügung stehen, sodass in diesem Fall die 

Massenspektrometrie eine geeignete Alternative zu Antikörper-basierten 

Untersuchungen darstellt (Degroote et al. 2019, Tesena et al. 2021, Weigand et al. 

2021). Zudem gewährt dieser Ansatz einen deutlich breiter gefächerten Einblick in 

die untersuchten Zellen als Antikörper-basierte Methoden wie ELISA, 

Immunzytologie oder Western Blotting. Anhand der gewonnenen Daten können 

dann Hypothesen generiert werden, wie im Fall von NEU1, das zunächst bei der 

massenspektrometrischen Untersuchung uveitischer Müllerzellen als höher 

abundant auffiel. Diese Entdeckung konnten wir immunhistologisch bestätigen, 

sodass wir auf der Grundlage der erhobenen Daten die Hypothese aufstellen 

konnten, dass damit eine Desialylierung des retinalen Gewebes einhergehen 

könnte.  

Bei der massenspektrometrischen Untersuchung der Zellen in der vorliegenden 

Arbeit legten wir den Fokus bewusst auf das Membranproteom, da 

Membranproteine maßgeblich 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 Datensätzen häufig unterrepräsentiert (Grosche et al. 2016, 

Pauwels et al. 2021). Daher verwendeten wir ein Aminooxy-Biotinylierungs-

Protokoll zur Isolation 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 für Müllerzellen wurde dieser Ansatz verwendet, um nach der 

Isolierung muriner Müllerzellen aus intakter Retina eine subzelluläre Auftrennung 

der Proteine zu erreichen (Grosche et al. 2016). Der hohe Anteil an Zellrezeptoren 
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sowie CD- und MHC-Molekülen, die wir identifizieren konnten, belegt die Effizienz 

und Nützlichkeit dieses Ansatzes. Um die hier gewonnenen Erkenntnisse zu 

erweitern, wäre es interessant, in einem nächsten Schritt ein vollständiges Zell-

Lysat sowie das Sekretom von primären Müllerzellen und MIO-M1-Zellen nach 

Stimulation massenspektrometrisch zu untersuchen.  

Die in dieser Arbeit massenspektrometrisch generierten Datensätze wurden mithilfe 

zweier frei verfügbarer Online-'DWHQEDQNHQ� VRJHQDQQWHQ� ÄSDWKZD\� HQULFKPHQW³-

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 überrepräsentiert, also stärker vertreten sind als 

durch Zufall zu erwarten wäre (Ge et al. 2020, Jassal et al. 2020). Die 

massenspektrometrisch identifizierten Proteine werden also zum einen mit ihrer 

molekularen Funktion verknüpft, zum anderen werden funktionelle 

Zusammenhänge zwischen den Proteinen aufgezeigt (Ge et al. 2020, Jassal et al. 

2020). Somit gewähren 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 II) dargestellt. Dabei wurden nur 

diejenigen Proteine mit den Datenbanken abgeglichen, die nach der Stimulation mit 

/36� VLJQLILNDQW� �S� �� ������ XQG� PLQGHVWHQV� �-fach höher abundant waren im 

Vergleich zu GHQ�XQVWLPXOLHUWHQ�.RQWUROOHQ� �7DE�� ���3XEOLNDWLRQ� ,,���'LH� ÄSDWKZD\�

HQULFKPHQW³-Analysen beider Datenbanken ergaben eine deutliche 

Überrepräsentation immunologischer Reaktionswege. Laut ShinyGO-Analyse 

VWHOOWH�Ä,PPXQH�UHVSRQVH³�GHQ�DP�GHXWOLFKVWHQ��EHUUHSUlVHQWLHUWHQ�5HDNWLRQVZHJ�

in den eqMZ dar, dem 42 von den eingegebenen 79 Proteinen zugeordnet werden 

konnten (Suppl. Tab. 3, Publikation II). In den MIO-M1-Zellen konnten von den 18 

XQWHUVXFKWHQ� 3URWHLQHQ� ��� GHP� 5HDNWLRQVZHJ� Ä,PPXQH� V\VWHP� SURFHVV³�

zugeordnet werden, der zusammen mit Zelladhäsionsprozessen an erster Stelle der 

überrepräsentierten Reaktionswege stand (Suppl. Tab. 3, Publikation II). Das aus 

der Reactome-Analyse resultierende Voronoi-Diagramm, in dem die 

Repräsentation der verschiedenen Stoffwechselwege farblich codiert dargestellt 

http://bioinformatics.sdstate.edu/go/
https://reactome.org/
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wird, bestätigte diese Ergebnisse, da auch hier die übergeordnete Kategorie 

Ä,PPXQH�V\VWHP³� LQ�EHLGHQ�)lOOHQ�DP�GHXWOLFKVWHQ��EHUUHSUlVHQWLHUW�ZDU� �6XSSO��

Fig. 1, Suppl. Fig. 2, Publikation II). Dabei waren die untersuchten Proteine vor allem 

GHQ�8QWHUJUXSSHQ�Ä$GDSWLYH�,PPXQH�6\VWHP³�XQG�Ä&\WRNLQH�6LJQDOLQJ�LQ�,PPXQH�

6\VWHP³�]XJHRUGQHW��)ig. 3, Publikation II). Innerhalb des adaptiven Immunsystems 

ZDUHQ�GLH�5HDNWLRQVZHJH�ÄLPPXQRUHJXODWRU\�LQWHUDFWLRQV�EHWZHHQ�D�/\PSKRLG�DQG�

a non-/\PSRLG�FHOO³��Ä$QWLJHQ�3UHVHQWDWLRQ��)ROGLQJ��DVVHPEO\�DQG�SHSWLGH�ORDGLQJ�

RI� FODVV� ,� 0+&³� XQG� Ä0+&� FODVV� ,,� DQWLJHQ� SUHVHQWDWLRQ³� LQ� EHLGHQ� =HOOW\SHQ�

überrepräsentiert (Fig. 3, Publikation II). Dieses Ergebnis ist insofern interessant, 

als Müllerzellen keine Zellen des Immunsystems darstellen, in der Literatur aber 

eine antigenpräsentierende Funktion diskutiert wird (Roberge et al. 1988, Mano et 

al. 1991, Heng et al. 2019). Roberge et al. stellten bereits 1988 fest, dass kultivierte 

Müllerzellen 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 

JH]HLJW�ZHUGHQ��GDVV�0�OOHU]HOOHQ�QDFK�,QNXEDWLRQ�PLW�$QWLJHQ�XQG�,)1Ȗ-haltigem 

Splenozyten-Überstand und anschließender Behandlung mit Trypsin dazu in der 

Lage sind, S-Ag-spezifischen T-Zellen Antigen zu präsentieren (Roberge et al. 

1988). In einer aktuelleren Studie an AIRE-Knockout Mäusen, einem Modell für 

autoimmune Uveoretinitis, wurde gezeigt, dass uveitische Müllerzellen MHC-

Klasse-II-Moleküle hochregulieren und dass MHC-Klasse-II-positive Müllerzell-

Fortsätze in direktem Kontakt mit CD4+ T-Zellen stehen (Heng et al. 2019). Während 

alle kernhaltigen Zellen des Körpers MHC-Klasse-I-Moleküle exprimieren, anhand 

derer intrazelluläre Peptide CD8+ T-Zellen präsentiert werden können, ist die 

Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen auf APZ beschränkt, die durch die 

Präsentation extrazellulärer Antigene CD4+ T-Zellen aktivieren (Neefjes et al. 2011). 

Heng et al. folgerten daher, dass Müllerzellen in den Netzhäuten von AIRE-

Knockout-Mäusen möglicherweise als APZ fungieren (Heng et al. 2019). In der 

vorliegenden Arbeit konnte bereits in unstimulierten eqMZ die Expression von MHC-

Klasse-II-Molekülen gezeigt werden, wobei diese Proteine nach Stimulation mit LPS 

deutlich höher abundant waren (Tab. 1, Publikation II; die MHC-Klasse-II-Moleküle 

wurden nach den humanen Orthologen HLA-DRA und HLA-DRB1 benannt, um die 

equinen und humanen Zellen anhand der oben genannten Datenbanken 

vergleichen zu können). Dies bestätigt die Hypothese, dass Müllerzellen eine 
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Funktion als APZ innehaben könnten. In einer immunhistologischen Studie an 

Augen gesunder und an ERU erkrankter Pferde war die Expression von MHC-

Klasse-II-Molekülen in der Retina im physiologischen Zustand auf die 

Endothelzellen der Gefäße rund um den Austritt des N. opticus beschränkt 

(Romeike et al. 1998). In zwei uveitischen Augen konnte hingegen eine MHC-

Klasse-II-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-Molekülen in 

Müllerzellen gezeigt (Kim et al. 1987). Im Gegensatz dazu wurde in einer Studie an 

Ratten nach experimenteller Induktion von Uveitis die Expression von MHC-Klasse-

II-Molekülen lediglich in Mikroglia, nicht aber in Müllerzellen nachgewiesen (Zhang 

et al. 1997). Es ist allerdings bekannt, dass das Ratten-Modell in manchen Aspekten 

der humanen Uveitis weniger ähnlich ist als das Mäuse-Modell (Caspi et al. 1988). 

Anhand des hochauflösenden Ansatzes, der in der vorliegenden Arbeit gewählt 

wurde, konnten wir die Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen in unstimulierten 

sowie stimulierten equinen Müllerzellen zeigen. Im Gegensatz dazu war in den MIO-

M1-Zellen keine Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen festzustellen, weder im 

unstimulierten noch im stimulierten Zustand (Suppl. Tab. 1, Publikation II). Eine 

mögliche Ursache für die fehlende Induzierbarkeit von MHC-Klasse-II-Molekülen in 

MIO-M1-Zellen in unserer Studie könnte die Dedifferenzierung der Zelllinie 

darstellen, da viele Zelllinien stark von der Physiologie der originalen Zellen 

abweichen (Pan et al. 2009). In einer Studie an primären humanen Müllerzellen 

konnte nach Stimulation mit IFN-Ȗ�HLQH�([SUHVVLRQ�YRQ�0+&-Klasse-II-Molekülen 

gezeigt werden (Mano et al. 1991). Daher sollte in weiteren Studien die Expression 

von MHC-Klasse-II-Molekülen in MIO-M1-Zellen nach Stimulation mit IFN-Ȗ�Jetestet 

und ein Vergleich zwischen primären humanen Müllerzellen und der MIO-M1- 

Zelllinie angestellt werden. Zudem sollten in einem nächsten Schritt auch equine 

Müllerzellen mit IFN-Ȗ�VWLPXOLHUW�XQG�DQVFKOLH�HQG�DXI�([SUHVVLRQ�YRQ�0+&-Klasse-

II untersucht werden, da uveitogene T-Zellen IFN-Ȗ�VH]HUQLHUHQ� (Xu et al. 1997, 

Saldinger et al. 2020), sodass IFN-Ȗ� DXFK� in vivo zur Induktion der MHC-II-

Expression in residenten Zellen der Retina führen könnte (Caspi 2006).  

Neben der Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Peptid-MHC-Klasse-II-Komplex 

der APZ ist für die Aktivierung naiver T-Zellen die Bindung an kostimulatorische 

Moleküle wie CD40, CD80 und CD86 notwendig, die von APZ auf ihrer 
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Zelloberfläche exprimiert werden (Van Gool et al. 1996). Zu den professionellen 

APZ, die alle Voraussetzungen erfüllen, um naive T-Zellen aktivieren zu können, 

gehören neben den DZ auch Monozyten und Makrophagen (Kambayashi und 

Laufer 2014). DZ verfügen über Rezeptoren, mit denen sie Pathogene erkennen 

und aufnehmen können, sie weisen auch im ruhenden Zustand eine hohe 

Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen auf, sie exprimieren nach Aktivierung 

kostimulatorische Moleküle 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 

präsentieren 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 Molekülen induziert werden kann, für die 

aber nur in bestimmten Kontexten eine antigenpräsentierende Funktion 

nachgewiesen werden konnte und die meist nicht alle Kriterien für professionelle 

Antigenpräsentation erfüllen (Kambayashi und Laufer 2014). Dazu gehören 

hämatopoetische 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-II-Molekülen auch vermehrt 

kostimulatorische Moleküle wie CD40, CD80 und CD86 exprimieren (Tab. 1, 

Publikation II), was einen deutlichen Hinweis auf eine mögliche 

antigenpräsentierende Funktion der Müllerzellen innerhalb der Retina darstellt. Die 

Expression von CD40 in murinen Müllerzellen 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 angeführt als unprofessionelle APZ diskutiert werden, konnte ohne Stimulation 

keine Expression von MHC-Klasse-II- oder kostimulatorischen Molekülen 

nachgewiesen werden (Vono et al. 2017). Die Koinkubation der Zellen mit Antigen 

und antigenspezifischen CD4+ T-Gedächtniszellen oder mit dem Überstand 

aktivierter T-Zellen bewirkte jedoch die Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen 
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sowie den kostimulatorischen Molekülen CD40 und CD80 auf der Zelloberfläche 

(Vono et al. 2017). In diesem Fall waren die neutrophilen Granulozyten auch in der 

Lage, antigenspezifischen CD4+ T-Gedächtniszellen Antigene zu präsentieren 

(Vono et al. 2017). Die Stimulation mit LPS führte dabei lediglich zur Expression 

kostimulatorischer Moleküle, 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 antigenpräsentierenden Phänotyp anzunehmen (Vono et al. 2017). 

Auf diese Weise stimuliert, können sie dann aber als APZ für T-Gedächtniszellen 

fungieren (Vono et al. 2017). Im Gegensatz dazu war in unserer Studie an 

Müllerzellen die Stimulation mit LPS ausreichend, um eine vermehrte Expression 

von sowohl MHC-Klasse-II-Molekülen, als auch kostimulatorischen Molekülen 

hervorzurufen. Basierend auf diesen Ergebnissen stellen wir die Hypothese auf, 

dass ein inflammatorisches Milieu zur Aktivierung der Müllerzellen und der 

Transformation in einen antigenpräsentierenden Phänotyp führt. Die Folgen dieses 

phänotypischen Wandels müssen in zukünftigen Studien geklärt werden. Zudem 

wäre es von großem Interesse, zu testen, ob die in dieser Arbeit in vitro gewonnenen 

Erkenntnisse auf die Entzündung des Auges in vivo übertragbar sind. Dazu könnte 

zunächst die immunhistologische Untersuchung der in dieser Studie höher 

abundanten Proteine in Netzhaut-Schnitten gesunder und an ERU erkrankter 

Pferde erfolgen. Sollte die Expression der hier gezeigten kostimulatorischen 

Moleküle auch in uveitischer Retina zu beobachten sein, wäre dies eine wertvolle 

Erkenntnis hinsichtlich der Pathogenese der ERU und der Beteiligung der 

Müllerzellen im uveitischen Krankheitsgeschehen. Da die Retina ein 

immunprivilegiertes Organ darstellt und naive T-Zellen die BRS nicht überqueren 

können, kommen Müllerzellen 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 Entzündung und Zerstörung des retinalen Gewebes (Deeg et al. 2002b, 

Kleinwort et al. 2016). Im Ratten-Modell für 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 auslösen 



 DISKUSSION 

78 

 

(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 präsentiert wird (Prendergast et al. 1998, Thurau et al. 

2004). Weder im Fall der ERU, noch bei der EAU ist abschließend geklärt, durch 

welche Zellen die retinalen Autoantigene im Auge den T-Zellen präsentiert 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-Mäusen konnte gezeigt werden, dass die wenigen 

Zellen, die im physiologischen Zustand MHC-Klasse-II-Moleküle exprimieren, nicht 

hämatopoetischen 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 größten Anteil der MHC-Klasse-II-Moleküle 

exprimierenden Zellen ausmachten, exprimierten auch CD45+ CD11b+ Zellen MHC-

Klasse-II-Moleküle, und zwar mit deutlich höherer Intensität als die nicht-

hämatopoetischen Zellen (Lipski et al. 2017). Zudem exprimierten die MHC-Klasse-

II+ Zellen die kostimulatorischen Moleküle 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 größeren Unterschiede zwischen diesen beiden 

Zelltypen aufzeigten (Lipski et al. 2017). Diese Analysen ergaben jedoch eine 

wichtigere Rolle der hämatopoetischen Zellen im Vergleich zu den nicht 

hämatopoetischen Zellen bei der Präsentation von Antigenen (Lipski et al. 2017). 

Weder in Endothelzellen noch in Müllerzellen 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 Mäusen, 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 Moleküle 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-II-Expression in uveitischen 

Müllerzellen (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 Moleküle CD40, CD80 und 
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CD86 exprimieren, kann angenommen werden, dass Müllerzellen bei der Uveitis 

des Pferdes an der Präsentation von Autoantigenen beteiligt sein könnten. 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 möglicherweise auch durch unprofessionelle APZ 

bewerkstelligt werden könnte (Croft et al. 1994). Die eingedrungenen T-Zellen 

sezernieren unter anderem IFN-Ȗ�(Saldinger et al. 2020), was zur Aktivierung der 

Müllerzellen und zu einem Wandel ihres Phänotyps sowie der Präsentation von 

Autoantigenen führen könnte (Caspi 2006). Dass Müllerzellen im Rahmen von ERU 

aktiviert werden und IFN-Ȗ�H[SULPLHUHQ��ZXUGH�EHUHLWV�JH]HLJW�(Hauck et al. 2007). 

Somit ist denkbar, dass Müllerzellen an der Reaktivierung uveitogener T-Zellen 

beteiligt sein könnten. Zudem werden im Laufe eines Uveitis-Schubs weitere 

Entzündungszellen rekrutiert (Kleinwort et al. 2016). Dieses inflammatorische Milieu 

könnte dazu führen, dass auch naive T-Zellen die zerstörte BRS überwinden und in 

der Retina durch Präsentation ihres Autoantigens auf APZ aktiviert werden könnten 

(Caspi 2006), was wiederum eine Ursache für das bei der ERU bereits gezeigte 

Epitop Spreading darstellen könnte (Deeg et al. 2006a). Schlussendlich wird zur 

Bestätigung dieser Überlegung zunächst geklärt werden müssen, ob der in dieser 

Arbeit gezeigte antigenpräsentierende Phänotyp der Müllerzellen auch im Rahmen 

der ERU nachgewiesen werden kann, da die alleinige Stimulation der isolierten 

Zellen mit LPS lediglich einen aktivierten Phänotyp der Müllerzellen, nicht aber das 

uveitische Milieu der Retina vollumfänglich repräsentieren kann. Eine Koinkubation 

aktivierter uveitogener T-Zellen mit Müllerzellen könnte möglicherweise neue 

Erkenntnisse bezüglich der Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Zellen im 

uveitischen Geschehen liefern. Dabei sollte beispielsweise untersucht werden, ob 

Müllerzellen nach dieser Koinkubation vermehrt MHC-Klasse-II- und 

kostimulatorische Moleküle exprimieren oder Zytokine sezernieren. Zudem könnte, 

im Anschluss an diese Kokultur, die Proliferation der T-Zellen gemessen und ihr 

Zytokin-Profil bestimmt werden. Auf diese Weise wäre es möglich, sowohl über die 

Aktivierung von Müllerzellen durch uveitogene T-Zellen, als auch über die 

antigenpräsentierende Funktion der Müllerzellen Rückschlüsse zu ziehen. Als 

weiterer Schritt könnte die Blockierung einzelner kostimulatorischer oder 

inhibitorischer Moleküle während der oben genannten Koinkubation Aufschluss 

geben über pathogenetisch relevante Mechanismen.  
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Um Autoantigene präsentieren zu können, müssten Müllerzellen zunächst in der 

Lage sein, diese Antigene aufzunehmen und zu prozessieren. Professionelle APZ 

verfügen dafür über Mustererkennungsrezeptoren wie beispielsweise TLRs, mit 

denen sie Pathogene erkennen und aufnehmen können (Kambayashi und Laufer 

2014). Murine Müllerzellen sowie MIO-M1-Zellen exprimieren verschiedene TLRs 

und können diese Expression nach der Stimulation mit dem jeweiligen Agonisten 

verstärken (Kumar und Shamsuddin 2012). MIO-M1-Zellen sind zudem in der Lage, 

Bakterien zu phagozytieren (Singh et al. 2014) und in einem Mäuse-Modell für 

Retinitis pigmentosa wurde gezeigt, dass Müllerzellen absterbende und tote 

Photorezeptoren phagozytieren und sie anschließend in Phagolysosomen abbauen 

(Sakami et al. 2019). Es ist daher durchaus denkbar, dass Müllerzellen tatsächlich 

in der Lage sind, Autoantigene aufzunehmen und sie aktivierten T-Zellen zu 

präsentieren. 

Während die kostimulatorischen Moleküle CD40, CD80 und CD86 ausschließlich in 

den eqMZ identifiziert wurden, konnte CD82 in beiden Zelltypen mit höherer 

Abundanz nach Stimulation nachgewiesen werden (Fig. 1, Tab. 1, Publikation II). In 

MIO-M1-Zellen konnte die Expression von CD82 bereits bestätigt werden (Lee et 

al. 2021), hingegen liegen unserer Recherche zufolge keine Daten zu CD82 in 

equinen Müllerzellen vor (Pubmed-Recherche Stand August 2021). Da CD82 in 

vitro vor allem während der frühen 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 verstärkt (Shibagaki et al. 

1999), bestätigt die Expression von CD82 in mit LPS stimulierten Müllerzellen die 

Hypothese, dass in der entzündeten Retina eine Interaktion zwischen T-Zellen und 

Müllerzellen stattfinden könnte. Diese Überlegung 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 eqMZ durch die Stimulation mit LPS 

ausgelöst wurde (Fig. 1, Tab. 1, Publikation II). Laut dem humanen Proteinatlas wird 

ICOSLG auf mRNA-Ebene in Müllerzellen 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 Müllerzellen noch nicht beschrieben (PubMed-Recherche Stand 

August 2021). ICOSLG wird zum einen von APZ (Yoshinaga et al. 1999), aber im 

Rahmen von Entzündungsreaktionen auch von nicht-hämatopoetischen Zellen 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000160223-ICOSLG/celltype/eye
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exprimiert (Qian et al. 2006, Koh et al. 2019, Valenzuela 2021) und dient als Ligand 

für ICOS (engl. inducible T-cell costimulator), das auf aktivierten T-Zellen und T-

Gedächtniszellen exprimiert wird (Yoshinaga et al. 1999). Die Bindung von ICOS an 

seinen Liganden wirkt als kostimulatorisches Signal und hat kontextabhängig 

unterschiedliche Wirkungen auf die Differenzierung und Effektorfunktion der 

aktivierten T-Zellen (Wikenheiser und Stumhofer 2016). In der Retina von Mäusen 

mit EAU konnte ICOS auf den meisten infiltrierenden T-Zellen identifiziert werden 

(Usui et al. 2006). Während im physiologischen Zustand anhand von RT-PCR kaum 

Expression von ICOSLG mRNA im okulären Gewebe gefunden wurde, war 21 Tage 

nach der Induktion von EAU eine deutliche mRNA-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 Antikörper gegen ICOSLG 

in vivo das Krankheitsgeschehen deutlich mildern konnte (Usui et al. 2006). Dieser 

Effekt trat allerdings nur ein, wenn der Antikörper in der Effektorphase verabreicht 

wurde, nicht jedoch in der Phase der Induktion. In vitro inhibierte der Antikörper 

zudem die Proliferation CD4+ T-Zellen und die Produktion von IFN-Ȗ� (Usui et al. 

2006). Dies wurde in einer aktuelleren Studie bestätigt, 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 

Mäusen 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 geklärt 

werden, ob uveitische Müllerzellen ICOSLG exprimieren und durch die Bindung 

zwischen ICOS auf den aktivierten eindringenden T-Zellen und ICOSLG auf 

Müllerzellen 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 übergegangen 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 Überlegung, 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-

Gedächtniszellen führen könnte (Usui et al. 2006). Im Gesamten betrachtet wäre es 

also denkbar, dass Müllerzellen, die im Rahmen des Entzündungsgeschehens bei 
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einem uveitischen Schub aktiviert werden, als unprofessionelle APZ 

kostimulatorische Moleküle exprimieren und somit dazu fähig sind, die in die Retina 

einwandernden uveitogenen T-Zellen zu reaktivieren.  

Nun muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die Stimulation der 

Müllerzellen durch LPS nicht nur zur Expression von kostimulatorischen Molekülen 

führte, sondern dass auch inhibitorische Moleküle vermehrt exprimiert wurden. 

Dazu gehören PD-L1 (CD274) in den eqMZ und PD-L2 in den MIO-M1-Zellen (Tab. 

1, Publikation II). In verschiedenen humanen okulären Zelllinien konnte die 

Expression von PD-L1 und PD-L2 auf mRNA- und Proteinebene gezeigt werden, 

allerdings wurden in dieser Studie keine Müllerzellen 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 Müllerzellen PD-L1 exprimieren (Sham et al. 

2012). Während für humane corneale Endothel- und Epithelzellen sowie für 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 

Phänomen unseres Wissens in Müllerzellen nicht bekannt (PubMed-Recherche 

Stand August 2021). In EAU-Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass der PD-

1/PD-L1-Signalweg bei der Unterdrückung der T-Effektorzellen durch 

regulatorische T-Zellen eine maßgebliche Rolle spielt (Lee und Taylor 2015). 

Inwiefern PD-L1 in equinen Müllerzellen an der Auflösung retinaler 

Entzündungsreaktionen beteiligt ist, sollte daher in weiteren Studien untersucht 

werden.   

Neben einem Anstieg der Expression kostimulatorischer aber auch inhibitorischer 

Moleküle konnten wir feststellen, dass LPS in Müllerzellen auch eine vermehrte 

Expression von Adhäsionsmolekülen 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 Müllerzellen von Ratten und Mäusen 

(Drescher und Whittum-Hudson 1996, Gu et al. 2018). Vor allem in den MIO-M1-

Zellen stand ein maßgeblicher Teil der überrepräsentierten Reaktionswege im 

Zusammenhang mit Zelladhäsionsprozessen (Fig. 2A, Publikation II). Dieses 

Ergebnis ist insofern interessant, da die Adhäsion und Migration von 

Entzündungszellen durch die BRS in die Retina einen pathogenetischen 
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Schlüsselmechanismus 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 Blutgefäßen sowohl zeitlich als auch örtlich mit der 

Adhäsion und Extravasation der Entzündungszellen durch die nicht mehr intakte 

BRS assoziiert war (Xu et al. 2003). Die vermehrte Expression von ICAM-1 in 

Mäusen 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 Entzündungsreaktion bewirkte (Qiu et al. 

2021). Während die Expression von ICAM-1 bereits in gesunden Augen von 

Mäusen 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 Müllerzell-Fortsätzen rund um die retinalen 

Gefäße (Dewispelaere et al. 2015). Die unterschiedliche Expression der beiden 

Moleküle könnten auf verschiedene Eintrittspforten für 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 

verfügen Mäuse und Ratten, die als Versuchstiere für die EAU verwendet werden, 

über eine vaskularisierte Retina (Schnitzer 1988). In diesem Modell für die humane 

Uveitis können Entzündungszellen daher sowohl durch die äußere als auch die 

innere BRS in die Retina einwandern (Dewispelaere et al. 2015). Im Gegensatz 

dazu findet die Migration der aktivierten Zellen in die avaskuläre Retina des Pferdes 

nur in der kleinen vaskularisierten Zone rund um den Austritt des N. opticus und 

ansonsten über die äußere BRS statt (Deeg et al. 2002a). Da Müllerzellen nicht in 

direktem Kontakt zur äußeren BRS stehen, ist bei der ERU eine Beteiligung von 

ICAM-1 in Müllerzellen an der Migration von Entzündungszellen in die Retina 

lediglich in der kleinen vaskularisierten Zone denkbar. Die Zelladhäsion wurde 

zudem in einen interessanten Zusammenhang mit der Abspaltung terminaler 

Sialinsäuren von Zellen gestellt: Sowohl in vivo im Mäusemodell als auch in vitro 

mit humanen neutrophilen Granulozyten konnte gezeigt werden, dass aktivierte 

Neutrophile Sialidase-Aktivität aufweisen und dass diese beteiligt ist an der 

Adhäsion und Migration der Zellen durch das Endothel (Cross et al. 2003, Sakarya 
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et al. 2004). Dies könnte dadurch zustande kommen, dass sowohl ICAM-1 in 

Endothelzellen als auch sein Ligand LFA-1 auf den neutrophilen Granulozyten 

�&'��Į�&'�����EHU�Į���- verknüpfte terminale Sialinsäurereste verfügen, die die 

Bindung zwischen den beiden Bindungspartnern hindern können (Feng et al. 2011). 

Durch die Expression von NEU1 auf ihrer Zelloberfläche sind aktivierte humane 

Neutrophile einer Studie zufolge in der Lage, diese terminalen Sialinsäuren 

abzuspalten (Feng et al. 2011). Die Autoren der Studie schlussfolgerten, dass die 

endogene Sialidase-Aktivität von aktivierten Neutrophilen durch die Abspaltung der 

Sialinsäuren sowohl von LFA-1 als auch von ICAM-1 zur besseren Bindung 

zwischen diesen beiden Molekülen und somit zwischen dem Endothel und den 

neutrophilen Granulozyten führt und dadurch zur Adhäsion und Migration der 

Neutrophilen durch das Endothel beiträgt (Feng et al. 2011).  Da wir zum einen eine 

NEU1-Expression in uveitischen Müllerzellen, zum anderen eine ICAM-1-

Expression in LPS-stimulierten eqMZ zeigen konnten, sollte der Zusammenhang 

zwischen Desialylierung und Zelladhäsion auch im Pferdemodell weiter untersucht 

werden. Somit wäre es zunächst interessant, die Expression von ICAM-1 und 

VCAM-1 in uveitischen Netzhäuten 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 Adhäsionsmolekül für Entzündungszellen 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 Müllerzellen zur Interaktion zwischen den 

eindringenden und den residenten Zellen und somit zur Reaktivierung und 

Proliferation der autoreaktiven T-Zellen im Rahmen der ERU beiträgt. Weitere 

Studien mit autoreaktiven T-Zellen und uveitischen Müllerzellen sind zukünftig 

notwendig, um diese Zusammenhänge weiter zu beleuchten.   
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6 =86$00(1)$6681* 
Müllerzellen stellen in der avaskulären Retina des Pferdes die einzigen 

Makrogliazellen dar und tragen maßgeblich zur Aufrechterhaltung der retinalen 

Homöostase bei. Pathologische Veränderungen der Retina führen zur Gliose der 

Müllerzellen, einem zellulären Versuch, das retinale Gewebe wiederherzustellen 

und weiteren Schaden zu vermindern, der allerdings häufig mit einem 

Funktionsverlust einhergeht. Neben der Unterstützung und dem Schutz der 

Photorezeptoren gibt es Hinweise darauf, dass Müllerzellen immunologische 

Funktionen ausüben können. Auch im Verlauf der equinen rezidivierenden Uveitis 

(ERU) wurden gliotische Veränderungen sowie ein pro-inflammatorischer Phänotyp 

der Müllerzellen beschrieben. Die ERU ist eine autoimmun bedingte, chronisch 

rezidivierende intraokuläre Entzündung, die häufig zur Erblindung der erkrankten 

Pferde führt. Ätiologie und Pathogenese der ERU sind bis heute nicht abschließend 

geklärt. Zudem ist kaum bekannt, inwiefern Müllerzellen 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 Müllerzellen auf ein inflammatorisches 

Milieu näher 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 Netzhäuten gesunder und an ERU erkrankter Pferde ergab eine vermehrte 

Expression der Neuraminidase NEU1 in uveitischen Müllerzellen. Da 

Neuraminidasen terminale Sialinsäuren von den darunterliegenden Glykoproteinen 

abspalten, wurde anhand der sialinsäurespezifischen Lektine MAL, MAH und SNA 

der Sialylierungszustand der retinalen Zellen untersucht. Dabei konnte eine 

signifikante Verringerung der terminalen Sialinsäuren in den Netzhäuten von an 

ERU erkrankten Pferden nachgewiesen werden. Eine vermehrte Expression von 

NEU1 und die damit einhergehende Abspaltung terminaler Sialinsäuren wurde in 

verschiedenen Modellen mit einer Verstärkung der Entzündungsreaktion in 

Zusammenhang gebracht. Daher ist es denkbar, dass Müllerzellen durch die 

vermehrte Expression von NEU1 die im Rahmen der ERU ablaufenden 

Entzündungsvorgänge in der Retina verstärken. Neben der immunhistologischen 

Untersuchung wurde in dieser Arbeit eine differenzielle Proteomanalyse primärer 

equiner Müllerzellen (eqMZ) sowie immortalisierter humaner Müllerzellen (MIO-M1-
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Zellen) nach in-vitro-Stimulation mit LPS durchgeführt. Da Proteine der 

Zellmembran in der Immunologie von besonderem Interesse, jedoch aufgrund ihrer 

schlechten Löslichkeit in massenspektrometrischen Datensätzen häufig 

unterrepräsentiert sind, wurde in dieser Arbeit ein Protokoll zur Anreicherung der 

Zellmembranproteine gewählt. Labelfreie LC-MS/MS-Analyse der 

Zellmembranproteine ergab insgesamt 507 Proteine in MIO-M1-Zellen, von denen 

18 nach der Stimulation mit LPS signifikant höher abundant waren, während das 

Zellmembranproteom der eqMZ 1425 Proteine umfasste, mit 79 höher abundanten 

Proteinen nach LPS-Stimulation. Die Untersuchung des Datensatzes auf 

überrepräsentierte Stoffwechselwege ergab neben Zytokin-Signalwegen und 

Zelladhäsionsprozessen auch MHC-Klasse-I- sowie MHC-Klasse-II-mediierte 

Antigenpräsentation. Übereinstimmend damit exprimierten eqMZ sowohl MHC-

Klasse-I und MHC-Klasse-II-Moleküle als auch die kostimulatorischen Moleküle 

CD40, CD80 und CD86. Weiterhin wurden sechs Proteine identifiziert, die sowohl 

in den eqMZ als auch in den MIO-M1-Zellen als Reaktion auf LPS vermehrt 

exprimiert wurden, und die mit Zelladhäsion sowie mit der Interaktion zwischen T-

Zellen und antigen-präsentierenden Zellen in Zusammenhang stehen. Dazu 

gehörten die Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1, JAM2, eine schwere Kette des 

MHC-Klasse-I-Moleküls sowie die kostimulatorischen Moleküle CD82 und ICOSLG. 

Die in dieser Arbeit erfolgte hochauflösende proteomische Charakterisierung 

aktivierter Müllerzellen deutet somit auf eine antigenpräsentierende Funktion von 

Müllerzellen hin und bildet eine Grundlage für weitere Forschungen zur Beteiligung 

von Müllerzellen an der retinalen Immunantwort, unter anderem im Rahmen der 

ERU. Künftige Studien sollten die hier geschilderten Ergebnisse und 

Zusammenhänge anhand von organotypischen Netzhautkulturen sowie durch die 

Koinkubation von Müllerzellen mit uveitogenen T-Zellen weiter untersuchen.  
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7 6800$5< 
In the avascular retina of the horse, Müller 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 Müller 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 Müller cells are able to exert immunological functions. Gliosis and 

a pro-inflammatory phenotype of Müller 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 Müller 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 Müller 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 

Müller 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 Müller 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 Müller cells (eqMC) and immortalized human Müller 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 eqMC 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 I and II mediated antigen presentation. 

Correspondingly, eqMC expressed both MHC class I and MHC class II molecules 

as well as the costimulatory molecules CD40, CD80 and CD86. Furthermore, six 

proteins with higher abundance after treatment with LPS in both eqMC 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 I molecule and the co-

stimulatory molecules CD82 and ICOSLG. Therefore, the in-depth proteomic 

characterization of activated Müller cells carried out in this study indicates an 

antigen-presenting function of Müller cells and builds the foundation for further 

research on the participation of Müller 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 Müller cells with uveitogenic T-cells to further elucidate the 

issues described in this study.  
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