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1 EINLEITUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) zahlt weltweit zu den haufigsten Ursachen fur
Erblindung bei Pferden (GERDING und GILGER, 2016; MOREN et al., 2023).
Charakterisiert durch spontan auftretende, wiederkehrende und an Intensitat
zunehmende Entzindungsschibe, fuhrt diese Erkrankung zur progressiven
Zerstorung intraokularer Strukturen, insbesondere der Retina (DEEG et al., 2002;
MCMULLEN und FISCHER, 2017; LORENZ et al., 2021a). Neben ihrer Bedeutung fir
die Veterindrmedizin dient die ERU aufgrund signifikanter Ubereinstimmungen im
Verlauf und in der Immunpathogenese als wertvolles spontanes Tiermodell fur die
autoimmune Uveitis des Menschen (DEEG et al., 2007c; DEEG et al., 2008; BUSCH
et al., 2019). Im Zentrum der Krankheitsentstehung stehen autoreaktive CD4* T-
Zellen, die im peripheren Blut aktiviert werden, woraufhin sie in der Lage sind, die Blut-
Retina-Schranke zu Uberwinden und im Auge mit retinalen Autoantigenen reagieren,
was eine entzundliche Immunreaktion auslost (DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2006b;
WIEDEMANN et al., 2020). Die genauen Mechanismen, die zur Aktivierung dieser
Zellen fuhren und sie befahigen, die Blut-Retina-Schranke zu Uberwinden, sind nach
wie vor nicht geklart (WIEDEMANN et al., 2020). Der Immunzellmetabolismus,
insbesondere der Metabolismus von T-Zellen, hat in der Erforschung von
Autoimmunerkrankungen in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen
(LIN et al., 2024). Der Metabolismus von T-Zellen beeinflusst ihre Differenzierung und
Funktion und eine Fehlregulationen dieser Prozesse wird zunehmend mit der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht (MA et al., 2024).
Ein Eingreifen in diesen fehlgesteuerten Zellmetabolismus ermoglicht die Entwicklung
neuer Therapieansatze, die auf der Normalisierung des Stoffwechsels autoreaktiver
Zellen basieren (LIN et al., 2024). Fur die CD4" T-Zellen von ERU-Pferden wurden
bereits signifikante metabolische Veranderungen identifiziert, darunter eine erhohte
kompensatorische Glykolyse sowie eine gesteigerte oxidative Phosphorylierung
(OXPHOS) (BARFUSSER et al., 2021). In humanen und murinen Immunzellen geht
eine gesteigerte OXPHOS-Aktivitat auch mit einer verstarkten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) durch die Komplexe der mitochondrialen Atmungskette
einher (OKOYE et al., 2023; WINCUP et al., 2023; GULOW et al., 2024). Diese ROS

beeinflussen die Aktivierung von T-Zellen und konnen proinflammatorische
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Mechanismen verstarken — ein Prozess, dem bei Autoimmunerkrankungen wie der
autoimmunen Uveitis inzwischen eine zentrale Rolle zugeschrieben wird (HUANG et
al., 2022; JIANG et al., 2023). Um Elektronen fur die Atmungskette im Rahmen der
OXPHOS bereitzustellen, nutzen Immunzellen eine Vielzahl von Substraten wie
Glukose, Glutamin und Fettsauren (YANG et al., 2022; LIN et al., 2024). Die Praferenz
fur bestimmte Substrate kann dabei je nach Funktion und Aktivierungsstatus der Zellen
variieren (CHEN et al., 2023a; LIN et al., 2024). Angesichts der festgestellten
Stoffwechselabweichungen in den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden war es Ziel dieser
Arbeit, den Metabolismus dieser Zellen detaillierter zu charakterisieren, mit einem
besonderen Fokus auf die mitochondriale Substratoxidation und den Zusammenhang
zwischen gesteigerter OXPHOS-Aktivitat und erhohter ROS-Produktion. Die
Identifikation solcher Unterschiede kdnnte es ermdglichen, diese autoreaktiven Zellen
in der Peripherie anhand ihres metabolischen Phanotyps von gesunden Zellen
abzugrenzen und gezielte Modulationen vorzunehmen, um den Metabolismus dieser
Zellen therapeutisch zu beeinflussen. Auf diese Weise kdnnen potenziell neue Ansatze
zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie der ERU und der autoimmunen

Uveitis geschaffen werden.
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2 LITERATUR

2.1 Equine rezidivierende Uveitis (ERU)

211 Definition, Vorkommen und Relevanz

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine organspezifische Erkrankung des
inneren Auges, die sich durch spontan auftretende, wiederkehrende
Entziindungsschibe auszeichnet (GILGER, 2010; MCMULLEN und FISCHER, 2017).
Weltweit verbreitet, liegt die Pravalenz der ERU bei Pferden in Europa bei etwa 8-10
%, wahrend sie in Amerika zwischen 2-25 % variiert (GILGER, 2010; SPIESS, 2010;
WOLLANKE et al., 2022). Teilweise wurde eine hohere Pravalenz der Erkrankung bei
mannlichen Pferden festgestellt (KULBROCK et al., 2013; GERDING und GILGER,
2016), die jedoch durch weitere Studien widerlegt wurde (PASCHALIS-TRELA et al.,
2017; SANDMEYER et al., 2020). Bis heute ist eine geschlechtsspezifische
Pradisposition nicht erwiesen und bedarf weiterer Untersuchungen (KINGSLEY et al.,
2022). Der initiale Uveitis-Schub tritt bei Pferden meist schon im Alter von vier bis
sechs Jahren auf (GILGER und MICHAU, 2004). Warmbliter sind unter anderem
besonders haufig von ERU betroffen, ein Umstand, der erwiesenermallen mit
genetischen Faktoren in Verbindung steht (DEEG et al., 2004b), wie in Kapitel 2.1.3
naher erlautert wird. Die ERU ist tiermedizinisch von besonderer Relevanz, da sie fur
das Tier mit erheblichen Schmerzen und Leiden verbunden ist und mit
fortgeschrittenem Krankheitsverlauf oft zur Erblindung des betroffenen Auges fuhrt
(GERDING und GILGER, 2016; MALALANA, 2020). In Fallen, in denen beide Augen
betroffen sind, ist eine Euthanasie oft unumganglich, da blinde Pferde aufgrund ihres
ausgepragten Fluchtinstinkts eine Gefahr fur sich selbst und ihre Umgebung darstellen
(GERDING und GILGER, 2016; DEGROOTE und DEEG, 2021). Der Verlust eines
solchen Pferdes stellt fur den Besitzer sowohl einen emotionalen als auch einen
finanziellen Schaden dar (GERDING und GILGER, 2016).

21.2 Klinische Symptome, Diagnose und Therapie

Die ERU kann sowohl einseitig (unilateral) als auch beidseitig (bilateral) auftreten und
ist durch einen schubformig-remittierenden Verlauf mit fortschreitendem



LITERATUR 4

Krankheitsgeschehen gekennzeichnet (GERDING und GILGER, 2016). Eine
Sonderform der ERU betrifft vorwiegend Pferde der Rasse Appaloosa und
Knabstrupper sowie Zugpferderassen und wird auch als schleichende (engl. Insidious)
Form bezeichnet (MCMULLEN und FISCHER, 2017). Sie ist charakterisiert durch eine
geringgradige okulare Entzindung, die den gesamten Uvealtrakt betreffen kann,
jedoch ohne die aulerlich erkennbaren akuten und schmerzhaften
Entziindungsschube verlauft (GILGER, 2010; GILGER und DEEG, 2011; MCMULLEN
und FISCHER, 2017). Aus diesem Grund bleibt die schleichende Form der ERU oft
lange unentdeckt, wodurch die chronisch-persistierende Entzindung eine allmahliche
und kumulative zerstorerische Wirkung erreicht, die zur Degeneration der
Augenstrukturen fuhrt (GILGER, 2010; GILGER und DEEG, 2011). Die posteriore
Form der ERU betrifft vor allem die hinteren Teile des Auges mit dem Glaskorper, der
Retina und der Choroidea (GILGER und DEEG, 2011; MCMULLEN und FISCHER,
2017). Es kann jedoch auch eine leichte Entziundung des vorderen Segments auftreten
(GILGER und DEEG, 2011; MCMULLEN und FISCHER, 2017). Vor allem
Warmblutpferde und Zugpferderassen zeigen diese Form der ERU mit schubweise
auftretenden Glaskorpertribungen und chronischen Schaden wie Netzhautablosung,
Katarakt und Sehverlust (GILGER, 2010; KINGSLEY et al., 2022). Lasionen im
hinteren Augenabschnitt sind bei Pferden mit posteriorer ERU leichter sichtbar, da das
vordere Segment besonders zu Beginn der Erkrankung unauffallig bleibt (GILGER und
DEEG, 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wird die klassische Form der ERU behandelt.
Bei dieser Form ist typischerweise der gesamte Uvealtrakt einschlieBlich Iris,
Ziliarkorper und Choroidea betroffen (GILGER und DEEG, 2011; MCMULLEN und
FISCHER, 2017). Daruber hinaus konnen auch weitere Augenstrukturen wie die
Hornhaut, die vordere Augenkammer, die Linse, die Retina und der Glaskorper in den
Krankheitsprozess einbezogen werden (GILGER, 2010; GILGER und DEEG, 2011,
MCMULLEN und FISCHER, 2017). Diese Form tritt vor allem bei Warmblut- und
Islandpferden auf (MCMULLEN und FISCHER, 2017; WOLLANKE et al., 2022). Die
Lange der symptomfreien Intervalle variiert erheblich und kann von weniger als zwei
Wochen bis zu uUber einem Jahr reichen (MCMULLEN und FISCHER, 2017;
WOLLANKE et al., 2022). Diese Phasen verkurzen sich jedoch mit dem Fortschreiten
der Erkrankung, wahrend die Entzindungsschibe an Intensitat zunehmen (GILGER,
2010; WOLLANKE et al., 2022). Langfristig fuhrt dies zu einer Verschlechterung der
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klinischen Symptome und chronischen Schaden wie Katarakt, intraokularen
Adhasionen, Phthisis bulbi (Augapfelschrumpfung) und Sehverlust (GILGER, 2010;
WOLLANKE et al., 2022). In akuten Phasen der klassischen Uveitis zeigen die
betroffenen Pferde Symptome wie verstarkten Tranenfluss, Augenschmerzen und
Blepharospasmus (Lidkrampfe), Photophobie, Miosis (verengte Pupillen) und
Chemosis (Bindehautddeme) (MOREN et al., 2023). Die Schwere der klinischen
Symptome kann variieren von einem leicht geschlossenen Auge bis hin zu einem
Pferd, das mit starken Abwehrreaktionen reagiert und ohne Sedierung keine
Manipulationen des Auges toleriert (GILGER und DEEG, 2011). Weitere klinische
Anzeichen sind unter  anderem Kammerwassertrubung, intraokulare
Fibrinablagerungen und ein niedriger Augeninnendruck (MALALANA, 2020; MOREN
et al., 2023). Zusatzlich konnen Hornhautodeme und Neovaskularisationen auftreten
(MOREN et al., 2023). ERU wird nur diagnostiziert, wenn typische klinische Anzeichen
einer Uveitis zusammen mit einer dokumentierten Vorgeschichte von mindestens zwei
Entzindungsschuben vorliegen (GILGER und MICHAU, 2004). Da es bis heute keine
kausale Therapie fur die ERU gibt, zielen therapeutische MalRnahmen aktuell primar
darauf ab, Schmerzen zu lindern und die Entzindungsreaktion zu kontrollieren
(MALALANA, 2020). Zur medikamentdosen Behandlung werden systemische
nichtsteroidale Antiphlogistika und lokale Glucocorticoide eingesetzt, um die akute
Entztndung zu unterdriacken und Schaden am Auge zu minimieren (MCMULLEN und
FISCHER, 2017). Zusatzlich wird ein lokales Mydriatikum verabreicht, um
Verklebungen der inneren Augenstrukturen zu verhindern und Ziliarmuskelspasmen
vorzubeugen (MCMULLEN und FISCHER, 2017; MALALANA, 2020). Zur Pravention
weiterer Entzindungsschibe werden derzeit vor allem die Implantation von
Cyclosporin-haltigen Implantaten im suprachoroidalen Raum und die Pars-plana-
Vitrektomie angewendet (MALALANA, 2020; FISCHER et al., 2022). Cyclosporin A
hemmt spezifisch die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen, indem es die
Signaltransduktion durch Calcineurin blockiert (HOLLANDER et al., 1994; LOH et al.,
1996; GILGER et al.,, 2006). Calcineurin ist entscheidend fur die Aktivierung des
nuklearen Faktors aktivierter T-Zellen (NFAT), der wiederum die Expression von
Interleukin (IL)-2 und weiteren Zytokinen fordert (HOLLANDER et al., 1994; LOH et al.,
1996; GILGER et al., 2006). IL-2 ist ein Proliferationsfaktor fur T-Zellen, der die klonale
Expansion von aktivierten T-Zellen induziert (MALEK, 2008; KAMINSKI et al., 2010).
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Durch die Anwendung von Cyclosporin-A-Implantaten im suprachoroidalen Raum
kann die Haufigkeit von Entzindungsschiben signifikant verringert und das
Sehvermodgen der Pferde Uber langere Zeitraume stabilisiert werden (GILGER et al.,
2006). Allerdings nimmt die Wirkung der Implantate mit der Zeit ab, weshalb eine
erneute Implantation nach einer bestimmten Zeitspanne erforderlich sein kann
(FISCHER et al.,, 2022). Bei der Pars-plana-Vitrektomie wird das entzundlich
veranderte Glaskorpermaterial, welches Fibrin und inflammatorische Zellen enthalt,
chirurgisch entfernt, was zu einer Verringerung der Rezidivrate fuhrt (WERRY und
GERHARDS, 1992). Dadurch wird die Sehkraft der betroffenen Pferde verbessert und
der fortschreitende Verlauf der Krankheit mit den wiederkehrenden
Entzindungsschuben kann gehemmt werden (WERRY und GERHARDS, 1992).
Dieser invasive Eingriff ist jedoch mit Nebenwirkungen verbunden, wie der Entstehung
retinaler Narben und postoperativer Katarakte, die die Sehkraft der betroffenen Tiere
beeintrachtigen konnen (FRUHAUF et al., 1998). Zurzeit ist jedoch die Pars-plana-
Vitrektomie  neben der immunsuppressiven Therapie eine  wirksame
Behandlungsmethode, die sich insbesondere in Europa als erfolgreich erwiesen hat
(SPIESS, 2010). In Fallen, in denen Pferde nicht auf die Therapie ansprechen, kann
eine Enukleation erforderlich sein, um Schmerzen und Entzindungen zu kontrollieren
(MALALANA, 2020; MOREN et al., 2023). Bei unilateral betroffenen Pferden zeigt
dieser Eingriff zufriedenstellende Ergebnisse (MALALANA, 2020). Insgesamt besteht
jedoch ein Bedarf an verbesserten Therapien zur Behandlung der ERU, da derzeit
keine kausale Therapie existiert und die Krankheit somit nicht vollstandig geheilt

werden kann.

21.3 Atiologie der ERU

Obwohl inzwischen einige Risikofaktoren wie genetische Faktoren bei der Multiplen
Sklerose (BARRIE et al., 2024) und eine geschlechtsspezifische Pradisposition fur
Alzheimer bei Frauen (LOPEZ-LEE et al., 2024) identifiziert wurden, bleibt die Atiologie
der meisten Autoimmunerkrankungen weitgehend unklar. Als mogliche Ausloser
werden genetische Pradispositionen, Infektionen, hormonelle Einflisse und
Dysbalancen im Darmmikrobiom diskutiert (LOPEZ-LEE et al., 2024; WANG et al.,
2024). Zusatzlich konnten epigenetische Modifikationen, die durch Umwelt und

Lebensstil beeinflusst werden, das Immunsystem beeinflussen (WANG et al., 2024).
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Aktuell wird eine Kombination verschiedener Faktoren angenommen, die genauen
Mechanismen bleiben jedoch unvollstandig verstanden. Die ERU st eine
Autoimmunerkrankung, bei der CD4" T-Zellen in der Peripherie aktiviert werden,
woraufhin sie in der Lage sind, die Blut-Retina-Schranke zu Uberwinden, um im
normalerweise immunprivilegierten Organ Auge eine Entzindung auszulésen (DEEG
et al., 2001; DEEG et al., 2002; DEGROOTE und DEEG, 2021). Trotz intensiver
Forschung und verschiedener Theorien sind die initialen Ausloser dieser autoimmunen
Prozesse bis heute nicht geklart (DEGROOTE und DEEG, 2021; KINGSLEY et al.,
2022). Erstmals wurde die ERU vor Uber 2000 Jahren beschrieben und war damals
unter dem Namen Mondblindheit bekannt (GILGER und DEEG, 2011). Diese
Bezeichnung entstand aus dem Glauben, dass die periodischen Entzindungsschube
in Verbindung mit den Mondphasen stehen (GILGER und DEEG, 2011). Inzwischen
werden verschiedene Faktoren fur die Entstehung der ERU diskutiert, darunter
genetische Faktoren, eine bakterielle Komponente, oder auch eine Dysbiose des
gastrointestinalen Mikrobioms (FISCHER et al., 2022). Bei der Pferderasse Appaloosa
wurde ein erhohtes Risiko fur die Entstehung einer ERU bei Pferden festgestellt, die
den homozygoten Genotyp des Leopard Gens tragen, das fur die felltypische Farbung
verantwortlich ist (ROCKWELL et al., 2020). In deutschen Warmblutpferden ist der
Haplotyp ELA-A9 des equinen Leukozyten-Antigens (ELA) mit einer erhohten
Anfalligkeit fur die Erkrankung assoziiert (DEEG et al., 2004b). Wahrend keines der 37
gesunden Kontrollpferde diesen Haplotyp aufwies, trugen ihn 41 % der 32 an ERU
erkrankten Pferde (DEEG et al., 2004b). Eine genetische Pradisposition ist aufgrund
dieser Ergebnisse wahrscheinlich, erfordert jedoch weiterfihrende Untersuchungen.
Eine Untersuchung des fakalen Mikrobioms von augengesunden und an ERU
erkrankten Pferden desselben Stalls zeigte zudem keine Unterschiede in der
bakteriellen Zusammensetzung, was darauf hindeutet, dass die ERU nicht mit einer
veranderten gastrointestinalen Bakterienflora verbunden ist (MARTIN DE
BUSTAMANTE et al., 2021). Eine bewiesene Ursache fur die Entstehung der ERU gibt

es bis heute nicht und erfordert weitere Untersuchungen.

214 Die ERU als Autoimmunerkrankung

Obwohl die genaue Atiologie der ERU weiterhin ungeklart ist, wird mittlerweile

uberwiegend angenommen, dass es sich bei der ERU um eine Autoimmunerkrankung
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handelt. Diese Hypothese einer autoimmunen Erkrankung wurde auf Basis mehrerer
Beobachtungen formuliert: den wiederkehrenden Entzindungen ohne offensichtlich
auslosendes Agens, dem Nachweis von T-Zellinfiltraten in den Augen betroffener
Pferde trotz der immunologischen Abschottung des Auges, der unzureichenden
Wirksamkeit von Antibiotika sowie der positiven Reaktion auf Kortikosteroide (GILGER
et al.,, 1999; DEEG et al., 2001). Inzwischen ist nachgewiesen, dass als Folge der
Aktivierung des Immunsystems aktivierte periphere Immunzellen auf bisher ungeklarte
Weise in der Lage sind, die Blut-Retina-Schranke zu uUberwinden und so das
immunprivilegierte Organ Auge zu infiltrieren (DEEG et al., 2001; WIEDEMANN et al.,
2020). Untersuchungen der Zellinfiltrate aus den Augen von Pferden mit ERU zeigten,
dass es sich bei den infiltrierenden Zellen grofdtenteils um CD4* T-Zellen handelte,
wodurch vor allem diese Zellpopulation in den Fokus der ERU-Forschung geruckt
wurde (GILGER et al., 1999; DEEG et al., 2001; KLEINWORT et al., 2016). Ein erster
Beweis fur die Autoimmunreaktion zwischen autoreaktiven CD4* T-Zellen und
retinalen Autoantigenen bei der ERU erfolgte Uber den Nachweis von Retina-
spezifischen Antikdrpern im Kammerwasser und Serum betroffener Pferde sowie der
Identifikation autoreaktiver T-Zellen im Glaskorper dieser Pferde, die gezielt auf
retinale Antigene reagieren (DEEG et al., 2001). Zu den identifizierten Autoantigenen
bei der ERU zahlen das Interphotorezeptor-Retinoid-bindende Protein (IRBP), das S-
Antigen und das zellulare Retinaldehyd-bindende Protein (cRALBP) (DEEG et al.,
2001; DEEG et al., 2002; DEEG et al., 2004a; DEEG et al., 2006b). Die entscheidende
Rolle des Autoantigens IRBP fur die Pathogenese der ERU konnte hervorgehoben
werden, indem die periphere Injektion von IRBP in gesunde Pferde sechs bis sieben
Tage nach der zweiten Autoantigeninjektion in allen Pferden eine Uveitis ausloste
(DEEG et al., 2002). Die Uveitis konnte zudem nach einer Remission durch eine
erneute Injektion mehrfach wieder induziert werden (DEEG et al., 2002). Die dadurch
verursachte Entzindung zeigte sich in klinischen und histopathologischen
Veranderungen, die typisch fur die ERU sind, wie der Zerstorung retinaler Strukturen
und der Bildung von lymphatischen, follikelartigen Strukturen im Ziliarkorperstroma
(DEEG et al.,, 2002). Die Mehrheit dieser infiltrierenden Lymphozyten konnte
anschlielend als T-Zellen identifiziert werden (DEEG et al., 2002), was die zentrale
Rolle dieser Zellen in der Immunpathogenese der ERU verdeutlichte. Der Versuch,

durch Immunisierung mit S-Antigen eine Uveitis in Pferden zu induzieren, war nur bei
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einem von funf Pferden erfolgreich und zeigte keine Reproduzierbarkeit (DEEG et al.,
2004a). Erste klinische Anzeichen der Uveitis waren Bindehautentzindung, Keratitis,
ein leichtes Hornhautédem, ausgepragte Miosis und eine gelbliche Verfarbung des
Glaskorpers (DEEG et al., 2004a). Spater trat Hypopyon in der vorderen Kammer auf,
gefolgt von fortschreitenden Symptomen wie Chemosis, Vaskularisationen der
Hornhaut, Hyphaema und vollstandiger Miosis (DEEG et al., 2004a). Bis zum Ende
des Experiments blieben milde Miosis, vordere Synechien und LinsentrUbungen
bestehen (DEEG et al., 2004a). Die Ergebnisse dieser Studie deuteten darauf hin,
dass Pferde weniger anfallig fur eine durch S-Antigen induzierte Uveitis sind als fur
eine induzierte Uveitis durch die Immunisierung mit IRBP (DEEG et al., 2004a).
Dennoch zeigten die T-Zellen aller funf Pferde in vitro eine signifikant verstarkte
Proliferation nach Stimulation mit S-Antigen, was eine Immunantwort auf dieses
Autoantigen belegen konnte (DEEG et al., 2004a). Die Immunisierung mit dem
Autoantigen cRALBP wiederum I6ste in allen drei immunisierten Pferden eine
Entzindung aus, die jedoch auf den hinteren Augenabschnitt beschrankt blieb und im
Vergleich zum |IRBP-induzierten Modell mit weniger akuten Schmerzsymptomen
einherging (DEEG et al., 2006b). Histopathologisch war die durch cRALBP induzierte
equine Uveitis gekennzeichnet durch eine fokale Zerstorung der retinalen Architektur
sowie eine gestorte Blut-Retina-Schranke (DEEG et al., 2006b). Die Zellinfiltrate
bestanden hauptsachlich aus CD3*-Zellen, die vorwiegend in der Choroidea lokalisiert
waren (DEEG et al., 2006b). Eine Charakterisierung der retinalen Expression dieser
Autoantigene in verschiedenen Stadien der Uveitis zeigte, dass die Autoantigene auch
in Stadien der ERU stabil exprimiert werden, in denen die Netzhautarchitektur bereits
geschadigt ist (DEEG et al., 2007b). Dadurch sind diese Autoantigene sogar im
Endstadium der Uveitis weiterhin in der Lage, Uveitis-Schube auszulosen (DEEG et
al., 2007b). Auch eine gesteigerte Migration der peripheren Blutlymphozyten (PBL) von
ERU-Pferden in Richtung des Autoantigens cRALBP in Lebendzellexperimenten
unterstutzte die Annahme, dass diese Autoantigene eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Erkrankung spielen (WIEDEMANN et al., 2020). Eine mogliche
Erklarung fur den wiederkehrenden Charakter der ERU wurde zudem im sogenannten
Epitope Spreading gefunden (DEEG et al., 2006a). Intramolekulares Epitope
Spreading beschreibt dabei die Erkennung eines neuen Epitops desselben

Autoantigens, wahrend sich beim intermolekularen Epitope Spreading die Reaktion
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auf ein Epitop eines anderen Autoantigens ausdehnt (DEEG et al., 2006a). Bei ERU-
Pferden wurde sowohl intermolekulares Epitope Spreading zwischen S-Antigen und
IRBP als auch intramolekulares Epitope Spreading bei diesen beiden Autoantigenen
nachgewiesen (DEEG et al., 2006a). Auf diese Weise kann nach dem Abklingen der
ursprunglichen Entzindungsreaktion die Ausweitung der Epitop-Erkennung auf ein
anderes, aber strukturell ahnliches Epitop eine neue Entzindungsreaktion auslosen
(DEEG et al., 2006a).

Insgesamt sprechen diese Erkenntnisse dafur, dass die ERU eine
Autoimmunerkrankung ist, bei der autoreaktive CD4" T-Zellen durch die Erkennung
retinaler Autoantigene eine Uveitis auslosen. Der rezidivierende Charakter der
Erkrankung wird dabei maf3geblich durch die stabile Expression dieser Autoantigene
selbst in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung sowie durch das Phanomen des
Epitope Spreading gepragt.

21.5 Pathogenese der ERU

Im Auge fuhrt die Reaktion autoreaktiver CD4"* T-Zellen mit retinalen Autoantigenen
zur Zerstorung intraokularer Strukturen, insbesondere der Retina (DEEG et al., 2002;
LORENZ et al., 2021a). Die Retina selbst wird dabei als Verstarker der intraokularen
Entzindung in Betracht gezogen (DEEG et al.,, 2007a; HAUCK et al., 2007). Dies
geschieht einerseits durch eine aktive Verringerung der Expression von Proteinen, die
fur den Erhalt der Blut-Retina-Schranke essenziell sind (DEEG et al., 2007a) und
andererseits durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie Interferon-
gamma (IFN-y) durch retinale Muller-Gliazellen (HAUCK et al., 2007). AuRerdem gibt
es Hinweise darauf, dass retinale Muller-Gliazellen als atypische
antigenprasentierende Zellen fungieren konnen, was zusatzlich zur Aktivierung des
Immunsystems beitragen wurde (LORENZ et al., 2021b). Die Beteiligung von retinalen
Muller-Gliazellen schafft somit eine Verbindung zu der Prasentation retinaler Antigene
an autoreaktive CD4" T-Zellen in diesem inflammatorischen Mikromilieu (LORENZ et
al., 2021b). Innerhalb der CD4" T-Zellpopulation gibt es verschiedene Subgruppen.
Von diesen spielen insbesondere die T-Helfer (Th)1- und Th17-Zellen nachweislich
eine zentrale Rolle bei der Autoimmunreaktion sowohl bei der humanen autoimmunen

Uveitis als auch im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU)
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(LUGER et al., 2008). Th1-Zellen werden sowohl beim Menschen als auch bei der
Maus durch den Transkriptionsfaktor T-box in T-Zellen (T-bet) reguliert (ANNUNZIATO
etal., 2007; HUANG et al., 2022; LIN et al., 2024). Diese Zellen sind auf die Produktion
von IFN-y spezialisiert und spielen eine zentrale Rolle bei der Abwehr intrazellularer
Pathogene sowie bei der Aktivierung von Makrophagen (FARRAR et al., 2000;
ANNUNZIATO et al., 2007; HUANG et al., 2022; LIN et al., 2024). Th17-Zellen werden
in beiden Spezies durch den Transkriptionsfaktor Retinsaure-Rezeptor-verwandter
Orphan-Rezeptor gamma t (RORyt) reguliert (ANNUNZIATO et al.,, 2007). lhre
Funktion wird entscheidend durch IL-23 unterstutzt, allerdings sind menschliche Th17-
Zellen im Vergleich zu denen von Mausen starker von IL-23 abhangig (TESMER et al.,
2008). Die Th17-Zellen von Menschen und Mausen produzieren insbesondere IL-17
und sind unter anderem an der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten beteiligt
(IVANOV et al., 2006; ANNUNZIATO et al., 2007; LIN et al., 2024). Aufgrund eines
aktivierten Phanotyps mit erhdhter IFN-y-Expression in den peripheren CD4* T-Zellen
von ERU-Pferden wird bei der ERU vor allem von einer Th1-mediierten Immunantwort
ausgegangen (SALDINGER et al., 2020). Eine Rolle von Th17-Zellen wurde fur die
ERU bisher nicht bewiesen, allerdings wurden unter Verwendung humaner Antikorper
die Zytokine IL-6, IL-17 und IL-23 in histologischen Schnitten der Iris und des
Ziliarkorpers von an ERU erkrankten Pferden nachgewiesen (REGAN et al., 2012).
Diese Ergebnisse sprechen auch fur eine Th17-induzierte Immunantwort bei der ERU,
da diese Zellen typischerweise mit dem Vorkommen dieser Zytokine assoziiert sind
(REGAN et al., 2012). Ein endgultiger Beweis fur die Beteiligung dieser Zellpopulation
steht jedoch noch aus. Eine weitere Subpopulation von CD4* T-Zellen, die eine Rolle
in der Pathogenese der ERU spielen konnte, beinhaltet die regulatorischen T-Zellen.
Regulatorische T-Zellen sind entscheidend fur die Aufrechterhaltung der
Immunhomoostase, indem sie die Immunreaktion sowohl gegen eigene als auch
fremde Antigene kontrollieren (RODRIGUEZ-PEREA et al., 2016; MIAO et al., 2022).
Eine veranderte Expression von Markern fur regulatorische T-Zellen konnte im
peripheren Blut von Pferden mit ERU bisher nicht nachgewiesen werden, und auch in
den Augen betroffener Tiere liel3 sich das Vorhandensein dieser Zellpopulation nicht
bestatigen (SALDINGER et al., 2020). Bei Patienten mit autoimmuner Uveitis zeigten
regulatorische T-Zellen wahrend akuter Entzindungsschube eine geringere Abundanz
im peripheren Blut im Vergleich zu symptomlosen Phasen (YEH et al., 2009;
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RUGGIERI et al.,, 2012). Diese Befunde sprechen fur eine Beteiligung von
regulatorischen T-Zellen am schubweisen Verlauf der autoimmunen Uveitis des
Menschen (YEH et al., 2009; RUGGIERI et al., 2012). Regulatorische T-Zellen sind
eine spezialisierte Untergruppe von CD4* T-Zellen, die bei Menschen, Mausen und
Pferden durch die Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein 3
(FoxP3) charakterisiert sind (HAMZA et al., 2011; RODRIGUEZ-PEREA et al., 2016;
SALDINGER et al.,, 2020; MIAO et al., 2022). Ein weiterer wichtiger Marker fur
regulatorische T-Zellen ist CD25, die a-Kette des IL-2-Rezeptors (RODRIGUEZ-
PEREA et al., 2016). CD25 wird jedoch nicht ausschlieBlich von regulatorischen T-
Zellen, sondern auch von aktivierten T-Zellen exprimiert (RODRIGUEZ-PEREA et al.,
2016). Aus diesem Grund ist die Kombination von CD25 mit FoxP3 essenziell, um
regulatorische T-Zellen eindeutig von anderen T-Zell-Subtypen zu unterscheiden
(RODRIGUEZ-PEREA et al., 2016). Wahrend in Mausen fast alle CD4*CD25* T-Zellen
FoxP3 exprimieren, ist dies bei Menschen und Pferden hauptsachlich bei CD4* T-
Zellen der Fall, die eine hohe Expression von CD25 aufweisen (HAMZA et al., 2011).
Allerdings ist die Population der CD4* T-Zellen mit hoher Expression von CD25 bei
Pferden heterogen, da nur ein kleiner Anteil dieser Zellen FoxP3 exprimiert (HAMZA
et al., 2011). Diese heterogene Expression der Marker fur regulatorische T-Zellen
erschwert eine genaue Bestimmung dieser Population bei Pferden (HAMZA et al.,
2011). Die CD4" T-Zellen mit hoher CD25-Expression zeigten jedoch eine deutlich
suppressive Funktion in vitro, die zudem positiv mit der FoxP3-Expression korrelierte
(HAMZA et al., 2011). Bei Rindern beispielsweise wurde ebenfalls eine CD4" T-
Zellpopulation mit FoxP3-Expression und hoher Expression von CD25 beschrieben,
die jedoch in vitro keine suppressive Funktion aufwies (HOEK et al., 2009). Im
Gegensatz dazu wiesen yd T-Zellen bei Rindern eine suppressive Kapazitat auf, was
darauf hindeutet, dass diese Zellpopulation moglicherweise regulatorische Aufgaben
in dieser Spezies ubernimmt (HOEK et al., 2009). Bei mit dem bovinen Leukamievirus
infizierten Rindern wurde eine signifikant erhohte Anzahl von CD4*CD25*FoxP3* T-
Zellen mit hoher CD25-Expression nachgewiesen (OHIRA et al., 2016; VLASOVA und
SAIF, 2021). Mittels Durchflusszytometrie wurde in diesen Zellen eine gesteigerte
Produktion der Zytokine Transforming Growth Factor beta (TGF-B) und IL-10
detektiert, was fur funktionelle immunsuppressive Eigenschaften dieser Zellen spricht
(OHIRA et al, 2016; VLASOVA und SAIF, 2021). Diese relevanten
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Speziesunterschiede heben die Notwendigkeit hervor, regulatorische T-Zellen bei
Pferden genauer zu charakterisieren, bevor ein moglicher Zusammenhang zwischen
einer Dysfunktion oder einem Fehlen regulatorischer T-Zellen und den
wiederkehrenden Entzindungsschuben bei der ERU bewiesen werden kann.
Neutrophile Granulozyten konnten zudem in Verbindung mit Th17-Zellen eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der ERU spielen (KERR et al., 2008;
DEGROOTE et al., 2023). Dafur spricht unter anderem, dass in 12,5 % der
entzundlichen Zellinfiltrate aus Glaskorperproben von an ERU erkrankten Pferden eine
signifikante Infiltration von Granulozyten nachgewiesen wurde, wobei 90 % aller Zellen
Granulozyten waren (Deeg, Kaspers et al. 2001). Dies unterstiutzt die Annahme, dass
diese Zellen an der Pathogenese beteiligt sind. Bei der EAU gibt es zwei verschiedene
Mausmodelle, die sich je nach auslosenden Faktoren in der Zusammensetzung der
beteiligten Zellpopulationen unterscheiden (CASPI, 2011). Im klassischen EAU-Modell
wird die Erkrankung durch Immunisierung mit IRBP ausgelost, wahrend ein
alternatives Modell durch die Injektion von mit IRBP-beladenen, in vitro gereiften
dendritischen Zellen entsteht (siehe Kapitel 2.2.2) (TANG et al., 2007). Das klassische
EAU-Modell wird hauptsachlich durch Th17-Zellen vermittelt und die infiltrierenden
Zellen bestehen Uberwiegend aus Monozyten, wahrend das EAU-Modell mit
dendritischen Zellen von Th1-Zellen abhangig ist und ein granulozytares Infiltrat
aufweist (TANG et al., 2007; CASPI, 2011). Allerdings wurden in einem weiteren IRBP-
induzierten Mausmodell der EAU vor allem Th17-Zellen mit neutrophilen Granulozyten
in Verbindung gebracht, da der Hohepunkt der Neutrophilen-Infiltration mit der
hochsten relativen Anzahl an infiltrierenden Th17-Zellen zusammenfiel (KERR et al.,
2008). Diese Entdeckung wurde einem regulatorischen Effekt von Th17-Zellen auf die
Mobilisierung und Migration von Neutrophilen ins Auge zugeschrieben (KERR et al.,
2008). Ahnliche Beobachtungen wurden in einem murinen EAU-Modell gemacht, in
dem Th17-Zellen eine EAU in IFN-y-Knockout-Mausen auslosten, die durch ein
uberwiegend neutrophiles Infiltrat gekennzeichnet war (LUGER et al., 2008). Humane
und murine Th17-Zellen spielen erwiesenermalen eine Rolle bei der Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten an Entzindungsorte, vor allem Uber die Produktion
spezifischer Zytokine (PELLETIER et al., 2010; MINNS et al., 2021). Ebenso kdnnen
humane und murine neutrophile Granulozyten ihrerseits Th17-Zellen rekrutieren
(MINNS et al., 2021). Ein Beispiel hierfur ist das Wirtsabwehr-Peptid Cathelicidin, das
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von neutrophilen Granulozyten bei der neutrophilen Degranulation freigesetzt wird
(MINNS et al., 2021). Bei Cathelicidin-defizienten Mausen war die Differenzierung von
Th17-Zellen stark beeintrachtigt, was auf eine entscheidende Rolle dieses Peptids fur
die Differenzierung muriner Th17-Zellen hinweist (MINNS et al., 2021). Da der
kanonische Signalweg ,Neutrophile Degranulation® in den Granulozyten von Pferden
mit ERU stark aktiviert war, wurde fur die ERU ebenfalls eine solche Wechselwirkung
zwischen der neutrophilen Degranulation und der Differenzierung von Th17-Zellen
hypothetisiert (DEGROOTE et al., 2023). Insgesamt sprechen diese Ergebnisse fur
eine mogliche Wechselwirkung zwischen neutrophilen Granulozyten und Th17-Zellen
bei der Pathogenese der ERU. Um diese Hypothese zu validieren, sind jedoch
weiterfUhrende Untersuchungen erforderlich. Die neutrophilen Granulozyten selber
wurden im Rahmen der ERU intensiv erforscht und wiesen unter anderem eine
verminderte Expression des Proteins Talin 1 auf (DEGROOTE et al., 2012). Talin 1
spielt eine wichtige Rolle bei der Integrin-Expression, die wiederum einen Effekt auf
die Wanderungseigenschaften und die Aktivierung von PBL hat (DEGROOTE et al.,
2012). Der genaue Effekt der verringerten Talin 1-Expression konnte jedoch nicht
abschlie3end geklart werden (DEGROOTE et al., 2013). Weitere Untersuchungen am
Proteinprofil der Granulozyten von ERU-Pferden offenbarten, dass die identifizierten
differentiell abundanten Proteine hauptsachlich mit den Signalwegen RAF/MAP-
Kinase-Kaskade, Haupthistokompatibilitatskomplex I (MHCI)-mediierte
Antigenprasentation und neutrophile Degranulation assoziiert waren (WEIGAND et al.,
2021). Diese Ergebnisse deuten auf einen latent aktivierten Phanotyp der
Granulozyten von ERU-Pferden und somit auf eine Beteiligung an der Pathogenese
hin.

Zusammengefasst ist die ERU eine komplexe, multifaktorielle Autoimmunerkrankung
unbekannter Atiologie, die durch autoreaktive CD4* T-Zellen angetrieben wird und
verschiedene Zellpopulationen involviert. Die metabolische Charakterisierung dieser
autoreaktiven CD4" T-Zellen er6ffnet neue Ansatze, um diese Zellen auf metabolischer
Ebene zu klassifizieren und von gesunden Zellen abzugrenzen. Uber die Analyse ihrer
spezifischen metabolischen Signaturen konnen zudem potenzielle Ansatzpunkte
gefunden werden, um gezielt in den veranderten Zellstoffwechsel einzugreifen.
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2.1.6 Veranderungen peripherer Inmunzellen bei der ERU

Aulerhalb der akuten Entzindungsschube scheint sich ein erheblicher Anteil der
autoreaktiven CD4"* T-Zellen bei ERU-Pferden in der peripheren Blutzirkulation zu
befinden (DEEG et al., 2002; DEEG et al., 2006a; WIEDEMANN et al., 2020;
BARFUSSER et al., 2021). Aus diesem Grund bietet die Charakterisierung peripherer
Blutzellen wertvolle Einblicke in die Pathogenese der Erkrankung. Die PBL von ERU-
Pferden wurden eingehenden Untersuchungen unterzogen, deren Ziel es war, diese
Zellen auf proteomischer, funktioneller und metabolischer Ebene detailliert zu
charakterisieren (WIEDEMANN et al., 2020; BARFUSSER et al., 2021). Zusatzlich
wurden die CD4* T-Zellen aus den PBL isoliert und ebenfalls gezielten Analysen
unterzogen (DEGROOTE et al., 2014; DEGROOTE et al., 2017; BARFUSSER et al.,
2021). Durch diese Untersuchungen konnten signifikante Veranderungen offenbart
werden, die zu den abweichenden Immunantworten und der Fahigkeit dieser Zellen
beitragen, die Blut-Retina-Schranke zu Uberwinden und im normalerweise
immunprivilegierten Auge autoimmune Entzindungen auszulosen (WIEDEMANN et
al., 2020; BARFUSSER et al., 2021; DEGROOTE und DEEG, 2021). Dazu gehdren
relevante Veranderungen im Proteom der PBL und CD4" T-Zellen von an ERU
erkrankten Pferden (DEGROOTE et al., 2014; DEGROOTE et al., 2017; SCHAUER et
al., 2018). Besonders auffallig sind dabei signifikante Anderungen in der Expression
von Proteinen, die fur die Zelladhasion, Zellmigration und die Regulierung der
Zellmorphologie wichtig sind und somit wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
Uberwindung der Blut-Retina-Schranke spielen (DEGROOTE et al., 2014;
DEGROOTE et al., 2017; SCHAUER et al., 2018). Die PBL von ERU-Pferden wiesen
beispielsweise eine verringerte Expression des Proteins Septin 7 auf (DEGROOTE et
al., 2014). Diese reduzierte Septin 7-Expression war spezifisch in T-Zellen lokalisiert
(DEGROOTE et al., 2014). In Lebendzell-Experimenten wurde die verminderte Septin
7-Expression mit einer erhdohten Migrationsfahigkeit der PBL assoziiert, insbesondere
in Richtung des Zytokins IFN-y und des ERU-Autoantigens cRALBP (WIEDEMANN et
al., 2020). Experimente an murinen CD4" T-Zellen =zeigten, dass eine
Herunterregulierung von Septin 7 die Fahigkeit dieser Zellen zur Migration durch enge
Poren verbesserte (TOOLEY et al., 2009). Diese Wechselwirkung zwischen der
verringerten Septin 7-Expression und der Fahigkeit dieser Zellen, die Blut-Retina-
Schranke zu Uberwinden, wurde auch fur die PBL von an ERU erkrankten Pferden
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hypothetisiert, jedoch bislang nicht abschlieend nachgewiesen (WIEDEMANN et al.,
2020). Dem Protein dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS8) wird als einem Interaktor von
Septin 7 ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese zugeschrieben, da in den Zellen von
ERU-Pferden eine geringere Expression dieses Proteins nachgewiesen wurde
(SCHAUER et al., 2018). Diese reduzierte Abundanz von DOCK8 wurde dabei mit
einem gesteigerten Potenzial fur wiederkehrende Uveitis-Schibe in Verbindung
gebracht, da eine Studie an humanen Patienten mit DOCKB8-Defizienz zeigte, dass
diese Patienten ein erhohtes Risiko fur bakterielle und virale Infektionen und Allergien
tragen (AYDIN et al., 2015). AuBerdem konnte in den PBL von ERU-Pferden eine
erhohte Expression des DOCKS-Interaktor-Proteins Integrin-linked Kinase
nachgewiesen, und diese wiederum mit einer verringerten Apoptose-Rate der PBL in
Verbindung gebracht werden (SCHAUER et al., 2018). Eine erhéhte Uberlebensrate
konnte diesen Zellen einen zusatzlichen Vorteil bei der Aufrechterhaltung der
Autoimmunreaktion verschaffen (SCHAUER et al., 2018). Die erhohte Expression des
Proteins Formin like 1 (FMNL1) in peripheren CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten
Pferden wurde zudem mit einer verstarkten Zellmigration dieser Zellen in Verbindung
gebracht (DEGROOTE et al., 2017). In Transmigrationsexperimenten zeigte sich eine
gesteigerte Migration dieser Zellen, die durch die Blockade von FMNL1 reduziert
werden konnte (DEGROOTE et al.,, 2017). Insgesamt weisen die peripheren
Immunzellen von an ERU erkrankten Pferden signifikante Veranderungen sowohl in
ihrem Proteom als auch in ihren funktionellen Eigenschaften auf, insbesondere in
Anbetracht ihrer Uberlebensfahigkeit und ihres Migrationsverhaltens (DEGROOTE et
al.,, 2017; SCHAUER et al., 2018; WIEDEMANN et al., 2020). Diese identifizierten
Veranderungen in den Proteinprofilen der PBL und CD4" T-Zellen von ERU-Pferden
sind entscheidend fur die Fahigkeit dieser Zellen, die Blut-Retina-Schranke zu
uberwinden und im Auge uber die Reaktion mit retinalen Autoantigenen die
Entzindung auszulésen (DEGROOTE et al., 2017; SCHAUER et al., 2018).

21.7 Metabolischer Phanotyp peripherer Immunzellen bei der ERU

Der metabolische Phanotyp von Immunzellen spielt eine zentrale Rolle bei der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen, da er eng mit der Funktion und
Differenzierung von Immunzellen verknupft ist und auf diese Weise die fehlgesteuerten
Immunreaktionen beeinflusst (HAGHIKIA et al., 2015; LIN et al., 2024; MA et al., 2024).
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Der metabolische Phanotyp der CD4* T-Zellen von Patienten mit autoimmuner Uveitis
wurde bisher nicht eingehend charakterisiert (Stand der PubMed-Literaturrecherche:
05.12.2024). Ein veranderter metabolischer Phanotyp der beteiligten Immunzellen
wurde jedoch bereits bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie systemischem
Lupus erythematodes, Multipler Sklerose und Psoriasis nachgewiesen (YIN et al.,
2016; XIA et al., 2020; WINCUP et al., 2023; LIN et al., 2024). Die Identifizierung
solcher Unterschiede bei der ERU konnte dabei helfen, die zugrundeliegenden
Mechanismen der gesteigerten Aktivitat und Autoreaktivitat der CD4* T-Zellen von an
ERU erkrankten Pferden besser zu verstehen. Darlber hinaus konnte sie ermdglichen,
die CD4* T-Zellen Uber ihren Metabolismus zu charakterisieren, anstatt sie lediglich
anhand von Oberflachenrezeptoren zu unterscheiden. Auf diese Weise kdonnten diese
autoaggressiven Zellen auch wahrend symptomloser Phasen im peripheren Blut von
gesunden Zellen abgegrenzt und therapeutisch gezielt angesprochen werden. Der
Metabolismus peripherer Immunzellen von ERU-Pferden wurde zu diesem Zweck
bereits eigehenden Untersuchungen unterzogen, wodurch ein veranderter
metabolischer Phanotyp dieser Zellen offenbart wurde (BARFUSSER et al., 2021). Die
PBL von Pferden mit ERU zeigten unter anderem eine gesteigerte basale OXPHOS
und Glykolyse (BARFUSSER et al.,, 2021). Nach Hemmung der mitochondrialen
Atmung durch Rotenon und Antimycin A trat zudem in den PBL von ERU-Pferden eine
erhohte kompensatorische Glykolyse auf, was darauf hindeutet, dass diese Zellen
sowohl die mitochondriale Atmung als auch die Glykolyse im Zytoplasma intensiver
nutzen konnen, was einen aktivierten metabolischen Zustand widerspiegelt
(BARFUSSER et al., 2021). Diese Ergebnisse stimmen mit Befunden aus einem
murinen Lupus-Modell Gberein, in dem die CD4" T-Zellen eine gesteigerte OXPHOS
und Glykolyse aufwiesen (YIN et al., 2015). Durch die kombinierte Behandlung mit
Metformin, das den mitochondrialen Stoffwechsel hemmt, und 2-Desoxy-D-Glukose,
einem Glykolyse-Inhibitor, konnte der T-Zell-Stoffwechsel in diesem Tiermodell
normalisiert werden (YIN et al., 2015). Zudem zeigten die CD4* T-Zellen von Patienten
mit systemischem Lupus erythematodes ebenfalls eine verstarkte Glykolyse und
mitochondriale Aktivitat, die mit ihrem Aktivierungsstatus korrelierte (YIN et al., 2015).
Die ubermaRige IFN-y-Produktion dieser Zellen wurde in vitro durch die Behandlung
mit Metformin signifikant reduziert (YIN et al., 2015). Diese Ergebnisse legen nahe,

dass Veranderungen im mitochondrialen Stoffwechsel und der Glykolyse
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vielversprechende therapeutische Ziele darstellen. In der CD4* T-Zellfraktion von
ERU-Pferden zeigte sich ebenfalls eine erhohte basale OXPHOS und eine signifikant
reduzierte basale, aber gesteigerte kompensatorische Glykolyse (BARFUSSER et al.,
2021). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die CD4" T-Zellen zwar initial nicht
vermehrt Glykolyse betreiben, aber bei einer Inhibierung der mitochondrialen Atmung
in der Lage sind, verstarkt zur aeroben Glykolyse im Zytoplasma zu wechseln, was auf
eine hohere metabolische Flexibilitat in den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden
hindeutet. Der genaue Hintergrund dieser veranderten metabolischen Eigenschaften
ist noch nicht bekannt, allerdings sind sie moglicherweise hilfreich fur das
Aufrechterhalten der entziindlichen Prozesse und das Uberleben dieser Zellen. Es
wurde Uberpruft, ob eine hohere Anzahl an Mitochondrien in den CD4* T-Zellen von
ERU-Pferden die gesteigerte OXPHOS verursacht (BARFUSSER et al., 2021). Eine
Quantifizierung der Mitochondrien in den CD4* T-Zellen von gesunden und an ERU
erkrankten Pferden ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied, was darauf
hindeutet, dass die OXPHOS in den einzelnen Mitochondrien der ERU-Pferde
verstarkt stattfindet und nicht auf eine erhohte Anzahl an Mitochondrien
zurickzufihren ist (BARFUSSER et al., 2021).

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die peripheren Immunzellen von
ERU-Pferden einen anpassungsfahigeren Stoffwechsel und veranderten
metabolischen Phanotyp aufweisen, insbesondere hinsichtlich ihrer metabolischen
Effizienz und Flexibilitat (BARFUSSER et al., 2021). Diese Veranderungen konnten
von Vorteil sein, um die entzundlichen Prozesse aktiv voranzutreiben und
aufrechtzuerhalten. Aktuell ist jedoch unklar, ob diese Zellen bestimmte Substrate
bevorzugt oxidieren, um Elektronen fur die gesteigerte OXPHOS-Aktivitat bereitstellen.
Unterschiede in der mitochondrialen Substratoxidation kdnnten wertvolle Hinweise auf
die metabolischen Besonderheiten dieser Zellen liefern und helfen, sie phanotypisch

genauer zu klassifizieren.

2.2 Immunpathogenese bei vergleichbaren Uveitisformen

2.21 Autoimmune Uveitis des Menschen

Die autoimmune Uveitis des Menschen ist eine nicht-infektiose entziindliche
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Erkrankung des inneren Auges, die potenziell zur Erblindung fuhren kann (EGWUAGU
et al., 2021; ZHU et al., 2023; ZHAO und YU, 2024). Sie kann schon im Kindesalter
auftreten, betrifft jedoch meist junge Erwachsene (THORNE et al., 2016) und wird nach
betroffener anatomischer Struktur eingeteilt in die anteriore, intermediare, posteriore,
oder Panuveitis (EGWUAGU et al., 2021; ZHANG et al., 2023). Die anteriore Uveitis
ist die haufigste Form und manifestiert sich als Iritis oder Iridozyklitis (EGWUAGU et
al., 2021; ZHANG et al., 2023). Die intermediare Uveitis betrifft vor allem den
Glaskorper und ist durch Vitritis und periphere retinale Vaskulitis gekennzeichnet (WU
et al., 2023b; ZHANG et al., 2023). Die posteriore Uveitis betrifft vorwiegend die Retina
und die Choroidea, wahrend die Panuveitis die gesamte Uvea umfasst (EGWUAGU et
al., 2021; ZHANG et al., 2023). Das klinische Bild der autoimmunen Uveitis variiert je
nach betroffenem Teil der Uvea, die Symptome reichen von Augenrotung und
Schmerzen bis hin zu Lichtempfindlichkeit, verschwommener Sicht und abnehmender
Sehscharfe (PRETE et al., 2016). Insbesondere die posteriore Uveitis kann jedoch
auch asymptomatisch verlaufen (PRETE et al., 2016). Die Symptome konnen ein oder
beide Augen betreffen, treten oft plotzlich auf und weisen einen progressiven
Charakter auf, konnen aber auch allmahlich entstehen und chronisch oder
rezidivierend verlaufen (PRETE et al., 2016). Zu den Komplikationen der autoimmunen
Uveitis zahlen Katarakte und weniger haufig auch Glaukome und Retinaablosungen,
die zum Verlust der Sehkraft beitragen (PRETE et al., 2014; WU et al., 2023b). Die
autoimmune Uveitis kann entweder als eigenstandige Augenkrankheit auftreten oder
im Zusammenhang mit systemischen Erkrankungen, wie unter anderem der
Sarkoidose, verschiedenen rheumatischen Erkrankungen, Morbus Behget, dem Vogt-
Koyanagi-Harada-Syndrom und systemischem Lupus erythematodes (EGWUAGU et
al., 2021; WU et al., 2023b; HUANG et al., 2024). Die Atiologie der autoimmunen
Uveitis ist nach wie vor nicht vollstandig geklart (EGWUAGU et al., 2021). Es ist jedoch
bekannt, dass autoreaktive CD4* T-Zellen, ahnlich wie bei der ERU (siehe Kapitel
2.1.5), in das Auge einwandern und dort Uber die Reaktion mit retinalen Autoantigenen
die Entzindung auslosen (ZHANG und ZHANG, 2023). Im Gegensatz zur ERU spielen
bei der autoimmunen Uveitis erwiesenermalien sowohl Th1-als auch Th17-Zellen eine
zentrale Rolle (AMADI-OBI et al., 2007; ZHANG und ZHANG, 2023). Diese sind zudem
auch unabhangig voneinander dazu in der Lage, eine Uveitis in Mausen auszuldsen,

wie in einem murinen EAU-Modell gezeigt wurde, in dem Th17-Zellen eine EAU auch
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in IFN-y-Knockout-Mausen auslosten (LUGER et al.,, 2008). Fur die autoimmune
Uveitis ist auch eine Beteiligung von regulatorischen T-Zellen gut belegt. Bei Patienten
mit aktiver Uveitis wurde im peripheren Blut eine geringere Abundanz regulatorischer
T-Zellen festgestellt als bei Patienten in der klinischen Remission (GILBERT et al.,
2018). Dies deutet darauf hin, dass diese Zellen eine wesentliche Rolle im
schubférmigen Verlauf der Entzindung spielen (GILBERT et al., 2018). Zudem wiesen
die regulatorischen T-Zellen von Patienten in der klinischen Remission in vitro im
Vergleich zu den Zellen gesunder Kontrollpersonen sowie von Patienten in der akuten
Phase der Erkrankung eine hohere suppressive Kapazitat auf (GILBERT et al., 2018).
Vor allem ein Ungleichgewicht zwischen Th17-Zellen und regulatorischen T-Zellen soll
in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen (ZHANG und ZHANG, 2023). Bei
Patienten mit Morbus Behget-assoziierter Uveitis beispielsweise wurde noch vor
Auftreten einer okularen Entzindung ein signifikanter Rickgang der regulatorischen
T-Zellen im Vergleich zu gesunden Individuen festgestellt (NANKE et al., 2008).
Aulerdem zeigten die PBL von Patienten mit Morbus Behget signifikant erhdhte IL-
17A-Werte im Vergleich zu gesunden Kontrollen (SONMEZ et al., 2018). Diese
Ergebnisse weisen auf ein Ungleichgewicht zwischen entzindungsfordernden und

regulierenden Immunmechanismen hin.

Bestimmte Autoantigene, die fur die Pathogenese der autoimmunen Uveitis eine Rolle
spielen, uberlappen mit denen der ERU (DEGROOTE und DEEG, 2021). Zu diesen
gehoren das S-Antigen und das IRBP, die bereits 1990 bei Patienten mit nicht-
infektioser Uveitis als Autoantigene nachgewiesen wurden (DE SMET et al., 1990).
Zusatzlich dazu wurde das Autoantigen cRALBP, das zuerst im Pferd identifiziert
wurde, ebenfalls als Autoantigen bei der humanen autoimmunen Uveitis detektiert
(DEEG et al., 2006b; DEEG et al., 2007c). Aufgrund der schmerzhaften Symptomatik
und der Gefahr schwerer Komplikationen wie Netzhautablosung, Katarakt, Glaukom
und anschlieBendem Sehverlust ist die autoimmune Uveitis von hoher klinischer
Relevanz (DICK et al., 2016; WU et al., 2023b). Da die initialen Ausléser wie bei der
ERU nach wie vor nicht bekannt sind, zielt die Therapie hauptsachlich darauf ab, die
intraokulare Entzindung zu unterdricken und Komplikationen zu vermeiden.
Kortikosteroide gelten als erste Wahl in der Therapie, um die intraokulare Entzindung
zu lindern (PRETE et al., 2016; WU et al., 2023b). Die Langzeitgabe von
Kortikosteroiden ist jedoch stets mit Komplikationen verbunden (WU et al., 2023b).
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Zurzeit umfassen die Behandlungsmoglichkeiten fur Patienten mit autoimmuner
Uveitis vor allem Implantate mit depotfreisetzenden Kortikosteroiden, systemische
Immunmodulatoren, biologische Wirkstoffe (Biologics) wie Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a)-Inhibitoren sowie in schweren Fallen systemische Kortikosteroide (WU et al.,
2023b). Neben Kortikosteroiden kommen auch Immunsuppressiva wie Cyclosporin
und Tacrolimus zum Einsatz, die die Aktivierung von T-Zellen Uber die Hemmung von
Calcineurin verhindern (WU et al., 2023b). Die autoimmune Uveitis kann nach wie vor
nicht vollstandig geheilt werden, was die Entwicklung besserer, ursachenbezogener
Therapien erforderlich macht.

2.2.2 Tiermodelle mit induzierter autoimmuner Uveitis

Tiermodelle sind unverzichtbare Werkzeuge in der medizinischen Forschung, da sie
die Moglichkeit bieten, die komplexen Ablaufe von Krankheiten und die Wirksamkeit
potenzieller Therapien in einem lebenden biologischen System zu untersuchen, was
einen entscheidenden Vorteil im Vergleich zu in vitro Modellen bietet. Die EAU ist das
am haufigsten verwendete Tiermodell fur die autoimmune Uveitis des Menschen (WU
et al., 2023b). Anfangs wurde eine Uveitis bei Meerschweinchen durch die periphere
Injektion homologer Netzhautsuspensionen ausgelost, wobei das spezifische Antigen,
das die Entzindung auslOste, zunachst unbekannt war (WACKER und LIPTON, 1965).
Darauf aufbauend konnte schliel3lich das S-Antigen aus boviner Retina isoliert und
teilweise charakterisiert werden (WACKER et al., 1977). Durch die Immunisierung von
Meerschweinchen mit diesem Autoantigen wurde eine Uveitis in diesen ausgeldst, die
durch zellulare Infiltrationen im Uvealtrakt und eine gezielte Zerstorung der
Photorezeptoren gekennzeichnet war (WACKER et al., 1977). Anschlielend konnte
dieses Modell erfolgreich auf andere Tierarten, wie Rhesusaffen (NUSSENBLATT et
al., 1981), Kaninchen (KALSOW und WACKER, 1986) und Ratten (DE KOZAK et al.,
1981) Ubertragen werden, wodurch es als vielseitiges Tiermodell etabliert wurde.
Dennoch war die Nutzlichkeit des Rattenmodells aufgrund der begrenzten
Verfugbarkeit immunologischer Reagenzien sowie des Fehlens genetisch definierter
und manipulierter Stamme eingeschrankt (CASPI, 2011). Zudem ist das Rattenmodell
der EAU meist durch eine akute monophasische Uveitis gekennzeichnet, die den
Verlauf der menschlichen Erkrankung unzureichend widerspiegelt (DIEDRICHS-
MOHRING et al., 2008; KAUFMANN et al., 2012). M3use erwiesen sich jedoch als
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resistent gegenuber der Krankheitsinduktion mit S-Antigen (CASPI, 2011). Im Jahr
1986 konnte schlieBlich bei Lewis-Ratten durch die Immunisierung mit aufgereinigtem
bovinem IRBP im Freund'schen Adjuvans eine Uveoretinitis und Pinealitis induziert
werden (GERY et al.,, 1986). Die periphere Injektion geringer Mengen des
Autoantigens l0ste eine bilaterale Panuveitis in diesen Tieren aus, deren Beginn und
Schweregrad dosisabhangig war (GERY et al., 1986). Die histopathologischen
Veranderungen ahnelten der durch S-Antigen induzierten EAU bei Lewis-Ratten
(GERY et al., 1986). Daraufhin wurde im Jahr 1988 in den USA das IRBP-induzierte
Mausmodell fur die EAU etabliert (CASPI et al.,, 1988). Relativ hohe Dosen des
Autoantigens I0sten in diesen Mausen eine Uveitis aus, die der menschlichen
autoimmunen Uveitis durch ihren chronischeren Verlauf und die fokalen, statt diffusen
retinalen Veranderungen starker ahnelte als andere Modelle (CASPI et al., 1988). Die
IRBP-induzierte EAU konnte auch fur andere Tierarten etabliert werden, darunter
Kaninchen (EISENFELD et al., 1987) und Pferde (DEEG et al., 2002). Das Mausmodell
der EAU wurde seither von zahlreichen Forschern modifiziert und verschiedene
Modelle geschaffen, darunter das "humanisierte” EAU-Modell in MHCII-transgenen
Mausen, bei denen das S-Antigen als uveitogenes Selbstantigen erkannt wird
(PENNESI et al., 2003). Weitere Varianten umfassen die EAU, die durch Injektion von
antigenbeladenen dendritischen Zellen ausgelost wird (TANG et al., 2007) und die
spontane Uveitis, die in Autoimmunregulator-defizienten Mausen auftritt (DEVOSS et
al., 2006). Es wurden bereits zahlreiche Erkenntnisse zur Pathogenese der
autoimmunen Uveitis unter der Verwendung dieser Modelle gewonnen. In adoptiven
Transferexperimenten werden Immunzellen, meist Antigen-spezifische T-Zellen, von
einem zuvor immunisierten Spender aus dem peripheren Blut auf einen naiven
Empfanger ebenfalls peripher Ubertragen (CASPI et al., 1986; PENG et al., 2024). Sie
sind eine etablierte Methode, um die Rolle spezifischer Immunzellen bei der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen zu untersuchen und kausal nachzuweisen
(CASPI et al., 1986; PENG et al., 2024). Alternative Ursachen lassen sich durch diese
Technik zudem weitgehend ausschlielRen (CASPI et al., 1986; PENG et al., 2024). Bei
der autoimmunen Uveitis konnte durch adoptiven Transfer gezeigt werden, dass
periphere, aktivierte T-Zellen, die spezifisch gegen retinale Autoantigene gerichtet
sind, zentrale Treiber der Autoimmunreaktion darstellen: In adoptiven

Transferexperimenten an Lewis-Ratten wurden infolge der Immunisierung mit S-
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Antigen autoreaktive CD4" T-Zellen in vivo produziert, deren periphere Injektion in
gesunde Empfangertiere eine meist einseitige Uveitis in diesen auslosten, deren
pathologische Merkmale der durch aktive Immunisierung ausgelosten EAU ahnelten
(CASPI et al., 1986). Diese adoptiven Transferexperimente konnten belegen, dass die
autoimmune Uveitis von der Peripherie ausgeht und dass mit 5 bis 10x10° Zellen/Ratte
bei peripherer Injektion bereits eine sehr geringe Menge autoaggressiver CD4* T-
Zellen ausreichte, um die Erkrankung zu induzieren (CASPI et al., 1986). Eine
Untersuchung der Zytokinexpression intraokularer Zellen in einem Rattenmodell der
EAU ergab zudem, dass die T-Zellen im Auge wahrend einer monophasischen EAU
vor allem IFN-y, IL-17, IL-10 und FoxP3 exprimierten, wahrend bei einer fur Ratten
seltenen rezidivierenden EAU die Expression von IFN-y dominierte und die IL-17-
Expression abnahm (KAUFMANN et al., 2012). In Mausmodellen der EAU wurde
detailliert untersucht, welche Zelltypen zu verschiedenen Zeitpunkten die
dominierenden infiltrierenden Zellen darstellen (KERR et al., 2008). Wahrend des
initialen Entzindungsschubs wurden vor allem Granulozyten und Th17-Zellen als
dominierende Zelltypen identifiziert, wohingegen Th1-Zellen wahrend der spateren
Entzindungsphase uberwiegten (KERR et al., 2008). Interessanterweise fiel dabei der
Hohepunkt der Neutrophilen-Infiltration mit der hochsten Anzahl infiltrierender Th17-
Zellen zusammen (KERR et al., 2008). Th17-Zellen wird daher eine Rolle bei der
Mobilisierung und Migration von Neutrophilen in der fruihen Phase der Entzindung
zugeschrieben, wahrend Th1-Zellen mit ihrer charakteristischen |IFN-y-Produktion
wahrscheinlich eine wichtige Funktion im fortschreitenden und wiederkehrenden
Entzindungsgeschehen einnehmen (KERR et al., 2008; KAUFMANN et al., 2012). Die
intraokulare Injektion von IFN-y verstarkte die EAU in einem Rattenmodell und fuhrte
zu wiederkehrenden Krankheitsschiuben (KAUFMANN et al., 2012). In adoptiven
Transferexperimenten konnten allerdings sowohl Th1- als auch Th17-Zellen

unabhangig voneinander eine EAU in Mausen auslosen (LUGER et al., 2008).

Die Ubertragbarkeit von Erkenntnissen aus Tiermodellen auf den Menschen ist jedoch
stets mit Einschrankungen verbunden (WU et al.,, 2023b). Bei der spontanen
Entwicklung der autoimmunen Uveitis des Menschen sind verschiedene Autoantigene
und Epitope beteiligt, wahrend die Immunantwort in der EAU auf ein spezifisches
retinales Autoantigen ausgerichtet ist (WU et al., 2023b). Diese definierte

Immunantwort und die kontrollieren Laborumgebungen machen die Untersuchung der
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Atiologie an Mausmodellen problematisch. Ein weiterer entscheidender Unterschied
besteht darin, dass eine Lymphozyten-Reaktion auf das retinale S-Antigen bei Uveitis-
Patienten festgestellt wurde, wohingegen bei Mausen keine EAU durch die
Immunisierung mit S-Antigen ausgelost werden konnte (CASPI et al., 2008; WU et al.,
2023b). Beim Pferd hingegen konnte eine Uveitis durch die Immunisierung mit S-
Antigen ausgel6st werden, die klinisch und histopathologisch jedoch Unterschiede zu
der autoimmunen Uveitis und der ERU aufwies (siehe Kapitel 2.1.4) (DEEG et al.,
2004a). Dieser Unterschied verdeutlicht die erhebliche immunologische Diskrepanz
zwischen Mausen und anderen Saugetieren. Daruber hinaus unterscheiden sich die
Immunsysteme von Ratten, Mausen und Menschen signifikant (MESTAS und
HUGHES, 2004). Murine B-Zellen zeigen unter anderem deutliche Unterschiede in
ihrer Entwicklung und Antikorperproduktion im Vergleich zu menschlichen B-Zellen
(WU et al., 2023b) und auch die T-Zellen weisen signifikante Speziesunterschiede auf
(MESTAS und HUGHES, 2004; SIEGERS et al., 2007). Auch anatomische
Unterschiede wie eine deutlich dickere Choroidea im menschlichen Auge beeinflussen
die Antikorperproduktion und die Bildung lymphoider Strukturen (WU et al., 2023b).
Die autoimmune Uveitis des Menschen kann daher durch die Nutzung von
experimentellen Maus- und Rattenmodellen nur eingeschrankt nachgebildet werden.

223 Die ERU als spontanes Modell fiir die humane autoimmune Uveitis

Experimentelle Tiermodelle sind hilfreich, um die Pathogenese der humanen
autoimmunen Uveitis zu untersuchen, weisen jedoch relevante Einschrankungen auf.
So fehlt es den experimentell induzierten Uveitis-Modellen an Spontanitat, da sie durch
klar definierte Ausloser hervorgerufen werden (CHEN et al, 2015). Auch
Umwelteinflusse, die im naturlichen Verlauf der Erkrankung eine Rolle spielen konnten
(ZHAO und YU, 2024), bleiben in der kontrollierten Laborumgebung unbeachtet.
Inzuchtstamme, die haufig in solchen Experimenten verwendet werden, ermdglichen
zwar adoptive Transferexperimente (CASPI et al., 1986), allerdings schlie3en sie die
Entwicklung der vielfaltigen, komplexen Varianten aus, die bei Patienten in realen
Umgebungen zu beobachten sind (WU et al.,, 2023b). Um die Komplexitat der
autoimmunen Uveitis besser zu erfassen, sollte daher eine Kombination verschiedener
Tiermodelle genutzt werden (CHEN et al., 2015). Das Pferd bietet mit der ERU ein

spontanes Modell, das die Charakteristika der menschlichen Erkrankung am besten
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widerspiegelt, da es mit den spontan auftretenden und wiederkehrenden
Entziindungen die gréRte Ahnlichkeit zum Verlauf der menschlichen autoimmunen
Uveitis aufweist (DEEG et al., 2008). Das Immunsystem des Pferdes weist zudem
bemerkenswerte Gemeinsamkeiten mit dem des Menschen auf (KARAGIANNI et al.,
2021; PATEL et al., 2021). Eine Einzelzell-RNA (scRNA)-Sequenzierung peripherer
mononuklearer Blutzellen (PBMC) von gesunden Pferden verschiedener Rassen,
Altersgruppen und Geschlechter ergab, dass viele Zellpopulationen der PBMC von
Pferden denen menschlicher PBMC sehr ahnlich sind (PATEL et al., 2021).
Insbesondere die Makrophagen beider Spezies wiesen signifikante Ahnlichkeiten auf
(PATEL et al., 2021). Diese Gemeinsamkeiten konnten unter anderem darauf
zurUckzufuhren sein, dass Pferde wie Menschen tagaktiv sind (KARAGIANNI et al.,
2021). Im Gegensatz dazu zeigen nachtaktive Tiere wie Mause und Ratten andere
immunologische Merkmale, was auf mogliche evolutionare Anpassungen hinweist
(KARAGIANNI et al., 2021). Auch die beteiligten Autoantigene Uberschneiden sich:
Neben dem S-Antigen und IRBP, die fur die Uveitis sowohl bei Pferden als auch beim
Menschen relevant sind (DE SMET et al., 1990; DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2002),
wurde cRALBP zuerst beim Pferd (DEEG et al., 2006b) und spater auch in der
menschlichen Retina als Autoantigen identifiziert (DEEG et al., 2007c) (siehe Kapitel
2.1.4). Diese Gemeinsamkeiten in der Pathogenese zusammen mit der spontanen
Entstehung der Erkrankung, der genetischen Heterogenitat, dem wiederkehrenden
Verlauf der Entzindung, der langen Lebensspanne von Pferden und der naturlichen
Umgebung, in der die Pferde gehalten werden, unterstreichen das Potenzial des
Pferdes als translationales Modell, um wertvolle Einblicke in die autoimmune Uveitis
des Menschen zu geben. Dank der hohen Pravalenz der ERU in der Pferdepopulation
und der leichten Verfugbarkeit von Blut-, Glaskorper- und frischen Netzhautproben
bietet die Forschung an Pferden entscheidende Vorteile und die Moglichkeit,
metabolische und proteomische Untersuchungen durchzufuhren, die potenziell zur

Entwicklung neuer Therapieansatze beitragen konnen.

2.3 Der T-Zell Metabolismus

T-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil des erworbenen Immunsystems. Ihr
Metabolismus beeinflusst ihre Differenzierung und unterstutzt die klonale Expansion
sowie die jeweiligen Effektorfunktionen, die fur eine effektive Immunabwehr
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erforderlich sind (LIN et al., 2024; MA et al., 2024). Zur Ausfuhrung dieser Funktionen
bendtigen sie Energie, die die T-Zellen von Saugetierspezies wie Maus und Mensch
vor allem aus dem Abbau von Kohlenhydraten, Aminosauren und Fettsauren beziehen
(YANG et al., 2022). Abhangig von ihrem Aktivitatsstatus und ihrer Funktion
bevorzugen sie verschiedene Nahrstoffquellen und Stoffwechselwege, wodurch sie
sich an unterschiedliche Anforderungen anpassen konnen, was als metabolische
Flexibilitat bezeichnet wird (CHEN et al., 2023a). Sie reagieren dabei nicht nur passiv
auf ihre Zellumgebung, sondern beeinflussen diese auch aktiv, beispielsweise Uber die
Produktion von Laktat (MA et al., 2024). So sind T-Zellen in der Lage, mit den Zellen
in ihrer Umgebung indirekt zu kommunizieren, da diese durch die veranderten

Bedingungen ebenfalls beeinflusst werden (MA et al., 2024).

2.31 Abbauwege verschiedener Substrate in T-Zellen

2311 Kohlenhydratstoffwechsel

Glukose wird in eukaryotischen Zellen uUber Glukosetransporter in die Zelle
aufgenommen (HOCHREIN et al., 2022). Vierzehn GLUT-Varianten wurden in
menschlichen Zellen identifiziert, wahrend die Maus zwolf davon homolog exprimiert
(HOCHREIN et al., 2022). Bei Pferden konnten die Transporter GLUT1, GLUTZ2,
GLUT3, GLUT4, GLUTS, GLUT6, GLUTS8, GLUT10 und GLUT12 nachgewiesen
werden, wahrend GLUT7, GLUT9, GLUT11, GLUT13 und GLUT14 in Pferden bisher
nicht entdeckt wurden (LACOMBE, 2014; VALBERG et al., 2023; VIDAL MORENO
DE VEGA et al., 2023). Diese GLUT-Varianten werden in unterschiedlichen Geweben
exprimiert, in Experimenten an murinen und humanen CD4* T-Zellen wurde zum
Beispiel gezeigt, dass GLUT1 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung dieser Zellen
spielt (MACINTYRE et al., 2014; CHEN et al., 2023b). Im Zytoplasma der Zelle findet
die Glykolyse statt, bei der Glukose in zehn enzymatisch katalysierten Schritten zu
Pyruvat abgebaut wird. Dabei gibt es gewisse Unterschiede zwischen Spezies, unter
anderem in der katalytischen Funktion der beteiligten Enzyme (STEIN et al., 2010),
insgesamt ist dieser Prozess jedoch speziesubergreifend hochkonserviert
(DANDEKAR et al., 1999). Im Anschluss an die Glykolyse wird das entstandene
Pyruvat entweder Uber den mitochondrialen Pyruvat-Carrier in das Mitochondrium
transportiert, wo es in Form von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) dem Citratzyklus
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zugefuhrt wird, oder es wird im Zytoplasma weiter zu Laktat abgebaut und daraufhin
an den Extrazellularraum abgegeben (YANG et al., 2022). Dieser Schritt wird von der
Laktatdehydrogenase katalysiert (YANG et al., 2022). Da beim Abbau von Glukose zu
Pyruvat lediglich zwei Molekule Adenosintriphosphat (ATP) entstehen, liefert dieser
Abbauweg deutlich weniger Energie als der mitochondriale Abbau von Pyruvat
(NOBLE et al., 2024). Im Gegensatz zu der mitochondrialen Verstoffwechselung von
Pyruvat wird hierflr kein Sauerstoff benotigt (NOBLE et al., 2024). Allerdings wurde
die Annahme, dass der Abbau von Pyruvat zu Laktat ausschlieB3lich unter anaeroben
Bedingungen stattfindet, im Jahr 1956 durch Otto Warburg wiederlegt (WARBURG,
1956). Dieser zeigte, dass Krebszellen auch in Anwesenheit von Sauerstoff Pyruvat
zu Laktat abbauen, anstatt das Pyruvat im Mitochondrium zu verstoffwechseln
(WARBURG, 1956). Diese Entdeckung wurde von da an als ,Warburg-Effekt"
bezeichnet, oder als ,aerobe Glykolyse“, wenn von proliferierenden Immunzellen die
Rede ist, bei denen spater derselbe Mechanismus entdeckt wurde (WANG et al.,
1976). Eine gesteigerte aerobe Glykolyse ist erwiesenermallen essenziell fur die
Aktivierung von humanen und murinen T-Effektor-Zellen (WANG et al., 1976; STENTZ
und KITABCHI, 2005; JACOBS et al., 2008; TANG et al., 2024). So fuhrte ein Defizit
des Transporters GLUT1 zu einer eingeschrankten Proliferation von humanen T-Zellen
und verringerte in Versuchen an Mausen die Expansion von Effektor-T-Zellen und die
Entzindungsantwort in vivo (MACINTYRE et al., 2014). Die Aktivierung von humanen
und murinen CD4* T-Zellen wird durch die Erkennung von Antigenen durch den T-Zell-
Rezeptor getriggert, die von MHCII-Molekulen in der Membran antigenprasentierender
Zellen prasentiert werden (PISHESHA et al., 2022; BLANCO und KAPLAN, 2023).
Mechanistic target of rapamycin class 1 (MTORCH1) ist ein konservierter positiver
Regulator der Glykolyse in T-Zellen, durch den der aktivierungs-induzierte
metabolische Wechsel von der OXPHOS zur aeroben Glykolyse ausgelost wird
(SALMOND, 2018; POMPURA et al., 2022; LIN et al., 2024). Der Begriff der ,aeroben
Glykolyse“ kann unterschiedlich interpretiert werden, im Rahmen dieser Arbeit bezieht
er sich jedoch auf den Abbau von Glukose zu Laktat unter aeroben Bedingungen.
Diese gesteigerte aerobe Glykolyse ermoglicht eine schnelle Produktion von ATP und
biosynthetischen Vorstufen, die ein schnelles Zellwachstum und die Produktion von
Zytokinen ermoglichen (CHANG et al., 2013; WU et al., 2023a; LIN et al., 2024). Die
OXPHOS wird jedoch als Folge des metabolischen Switch zur Glykolyse in T-Effektor-
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Zellen nicht herunterreguliert (ALMEIDA et al., 2021). Tatsachlich ist die OXPHOS in
humanen und murinen T-Zellen fur die Aktivierung und Proliferation dieser Zellen
ebenfalls unerlasslich (WANG et al., 1976; CHANG et al., 2013). Durch die Aktivierung
von T-Zellen wird zwar das Verhaltnis von OXPHOS zu Glykolyse zugunsten der
Glykolyse verringert, jedoch bleibt die OXPHOS weiterhin aktiv (CHANG et al., 2013;
NOBLE et al., 2024). Diese Ergebnisse stimmen mit unseren Untersuchungen tberein,
in denen die CD4" T-Zellen von ERU-Pferden sowohl eine gesteigerte aerobe
Glykolyse als auch eine erhdhte OXPHOS-AKktivitat aufwiesen (BARFUSSER et al.,
2021). Dies deutet darauf hin, dass diese Prozesse in CD4" T-Zellen von Pferden
ahnlich ablaufen und unterstreicht zudem den aktivierten Phanotyp dieser Zellen im
Rahmen der ERU. Eine gesteigerte aerobe Glykolyse fuhrt auch zu einer erhohten
Produktion von Laktat (FAN et al., 2023; HUANG et al., 2024). Die extrazellulare
Akkumulation von Laktat geht mit einer Ansauerung des umliegenden Milieus einher
und beeinflusst benachbarte Zellen auf unterschiedlichen Wegen (MA et al., 2024). So
wird beispielsweise bei verschiedenen Immun-mediierten  Erkrankungen
extrazellulares Laktat als praferiertes Substrat von Immunzellen genutzt, indem es zu
Pyruvat umgewandelt und anschlieBend uber Acetyl-CoA in den Citratzyklus
eingeschleust wird (PUCINO et al., 2019; MANOSALVA et al., 2022; HUANG et al.,
2024). Aulerdem wurde eine neue posttranslationale Modifikation bei Proteinen
entdeckt, die als Lactylierung (engl. lactylation) bezeichnet wird (ZHANG et al., 2019;
GU et al., 2022). Diese tritt vor allem in laktatreichen Umgebungen auf, wozu sowonhl
Tumorgewebe, als auch entzindete Gewebe gehoren (JIANG et al.,, 2024). In
verschiedenen murinen und humanen Zelllinien, wie unter anderem HelLa-Zellen und
verschiedenen Krebszellen, konnten 28 Lactylierungsstellen an Histonen identifiziert
werden (ZHANG et al., 2019). Aktuell wird die Rolle der Lactylierung im Rahmen der
autoimmunen Uveitis erforscht (FAN et al., 2023; HUANG et al., 2024). Mithilfe eines
murinen EAU-Modells konnten erste Untersuchungen zeigen, dass die Lactylierung in
CD4* T-Zellen mit dem Fortschreiten der Erkrankung zunahm und dass eine
Hemmung dieser Modifikation die Differenzierung von Th17-Zellen unterdruckte und
die Entzindung reduzierte (FAN et al., 2023). Dabei wurde festgestellt, dass die
Lactylierung von Genen, welche die Differenzierung von Th17-Zellen fordern, eine
entscheidende Rolle spielte (FAN et al., 2023). Die Lactylierung von Yin Yang 1, einem
Transkriptionsfaktor, der in Saugetierzellen ubiquitar exprimiert wird (VERHEUL et al.,
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2020), fuhrte zudem in einem EAU-Mausmodell zur Dysfunktion von Mikrogliazellen,
indem sowohl die Ausschuttung entzundlicher Zytokine als auch die Migration und
Proliferation dieser Zellen verstarkt wurde (HUANG et al., 2024). Alternativ zum Abbau
zu Pyruvat oder Laktat kann die Glukose auch dem Pentosephosphatweg zugefuhrt
werden, der von proliferierenden CD4* T-Zellen in Saugetieren bendtigt wird, um
Vorlaufer fur die Nukleotid- und Aminosauresynthese zu produzieren
(GHERGUROVICH et al., 2020; KATES und SAIBIL, 2024). Im Pentosephosphatweg
entstehen Ribose-5-Phosphat, ein wichtiger Vorlaufer fur die Nukleotidsynthese, sowie
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), ein zentrales Reduktionsmittel der
Zelle (YANG et al., 2016; KATES und SAIBIL, 2024). Das gebildete NADPH ist unter
anderem essenziell fur die Umwandlung von oxidiertem Glutathion in seine reduzierte
Form und somit wichtig fur die Neutralisierung von ROS (KATES und SAIBIL, 2024).
Die CD4" T-Zellen von Patienten mit Rheumatoider Arthritis beispielsweise leiten
Glukose vermehrt in den Pentosephosphatweg um, was mit einem hohen Gehalt an
NADPH und metabolischen Zwischenmolekulen einhergeht (YANG et al., 2016;
MASOUMI et al., 2023). Fur die CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden ist
bereits bekannt, dass sie im basalen Zustand sogar eine verminderte Glykolyse
aufweisen, die jedoch als Antwort auf eine Hemmung der mitochondrialen Atmung
kompensatorisch signifikant mehr gesteigert werden kann als bei gesunden Kontrollen
(BARFUSSER et al.,, 2021). Diese Zellen scheinen somit im basalen Zustand nicht
vermehrt auf die aerobe Glykolyse angewiesen zu sein, kdnnen sie jedoch bei Bedarf
steigern (BARFUSSER et al.,, 2021). Ob eine Abhangigkeit von Glukose als
mitochondrialem Substrat vorliegt, ist fir die CD4" T-Zellen von sowohl gesunden als auch
an ERU erkrankten Pferden bisher nicht bekannt und sollte im Rahmen dieser Arbeit

aufgedeckt werden.

2.31.2 Aminosaurestoffwechsel

Im Gegensatz zur Glykolyse erfolgt der Abbau der meisten Aminosauren im
Mitochondrium. Glutamin ist innerhalb der Zelle die Aminosaure mit der hochsten
Konzentration und wird durch Glutaminasen zu Glutamat abgebaut und anschlief3end
in a-Ketoglutarat umgewandelt, das den Citratzyklus speist. Fur die ATP-Bereitstellung
in T-Effektorzellen ist dieser Glutamin-abhangige, mitochondriale Metabolismus
entscheidend (YANG et al., 2023). Aul3erdem wird Glutamat fur die de novo-Synthese
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von Glutathion und Proteinen genutzt (FENG et al.,, 2022). Eine Storung der
Glutathion-Synthese fuhrte beispielsweise in murinen T-Zellen zu einer Erh6hung der
ROS-Werte und einer gestorten Differenzierung von CD4* T-Zellen (LIAN et al., 2018;
YANG et al., 2023). Fur die peripheren CD4* T-Zellen von Pferden wurde der
mitochondriale Glutamin-Metabolismus bislang nicht genau untersucht (Stand der
PubMed-Literaturrecherche: 26.11.2024). Eine Abhangigkeit vom Glutamin-
Stoffwechsel wurde jedoch bereits in humanen CD4"* T-Zellen nachgewiesen (SENER
et al., 2016). Die Proliferation dieser Zellen war von der Anwesenheit von Glutamin
abhangig und die Abwesenheit von Glutamin verhinderte die Proliferation vollstandig
(SENER et al., 2016). Aullerdem erzeugte die Aktivierung von naiven murinen CD4*
T-Zellen in einer Glutamin-defizienten Umgebung sogar in Gegenwart von Th1-
polarisierenden Zytokinen regulatorische T-Zellen (Klysz, Tai et al. 2015, Xu, Li et al.
2024). Die Proliferation, Differenzierung und Funktion von humanen und murinen CD4*
T-Zellen ist demnach abhangig von Glutamin (Klysz, Tai et al. 2015, Xu, Li et al. 2024),

ein Effekt, der fur die CD4* T-Zellen von Pferden noch untersucht werden muss.

2.31.3 Fettsaurestoffwechsel

Fettsauren werden im Rahmen der (-Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut, welches
anschliel3end in den Citratzyklus eintreten kann. Es wird unterschieden zwischen kurz-
, mittel- und langkettigen Fettsauren, die zuerst vom Zytosol ins Mitochondrium
gelangen mussen, um im Rahmen der FAO verstoffwechselt zu werden. Kurz- und
mittelkettige Fettsauren konnen aufgrund ihrer hohen Membranpermeabilitat die
Mitochondrienmembran durch passive Diffusion Uberqueren. Der Transport von
langkettigen Fettsauren in die mitochondriale Matrix wird in eukaryotischen Zellen
durch das Carnitin-Shuttle-System reguliert, das sich aus der Carnitin-
Palmityltransferase (CPT) 1 und 2 und der Carnitin-Acylcarnitin-Translokase
zusammensetzt. Die CPT1 katalysiert die Bindung von Fettsauren an Carnitin an der
aulleren  Mitochondrienmembran, wodurch Acylcarnitin  entsteht, welches
anschlieend von der Translokase ins Mitochondrium beférdert werden kann. Die
Reaktion der CPT1 stellt den geschwindigkeitsbegrenzenden Schritt der FAO dar und
wird daher meist angesteuert, wenn die FAO manipuliert werden soll (SCHLAEPFER
und JOSHI, 2020; ZHOU et al., 2023). Im Mitochondrium kommt es im Rahmen der [3-

Oxidation zur Entfernung von 2-Kohlenstoffeinheiten, wobei Acetyl-CoA entsteht.
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Neben Acetyl-CoA entstehen wahrend der B-Oxidation auch die reduzierten Formen
von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH>),
die ihre Elektronen an die Elektronentransportkette abgeben und auf diese Weise zur

Energiegewinnung beitragen.

2.3.2 Mitochondrialer Metabolismus in T-Zellen

Der  mitochondriale Metabolismus spielt eine  zentrale Rolle bei
Autoimmunerkrankungen wie der ERU, da er nicht nur die Energieversorgung der T-
Zellen sichert, sondern auch direkt die Differenzierung und Funktion von Immunzellen
beeinflusst (MA et al., 2024). Veranderungen im mitochondrialen Stoffwechsel konnen
unter anderem die Balance zwischen pro-inflammatorischen T-Zellen und
regulatorischen T-Zellen verschieben, was zu einer verstarkten Immunantwort und
Entzindung beitragt (YANG et al.,, 2022; LIN et al., 2024). Diese Mechanismen
machen den mitochondrialen Metabolismus zu einem wichtigen Forschungsgebiet und
vielversprechenden Ziel fur therapeutische Ansatze bei der Behandlung von

Autoimmunerkrankungen.

23.21 Der Citratzyklus

Der Citratzyklus ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert und fungiert als zentraler
Punkt im Zellstoffwechsel. In ihm werden die Abbauprodukte des Glukose-,
Aminosaure- und Fettsaurestoffwechsel zusammengefuhrt. Diese gelangen
uberwiegend in Form von Acetyl-CoA in den Citratzyklus, wobei die Quelle des Acetyl-
CoA je nach Zelltyp und Aktivierungsstatus variieren kann (ARNOLD und FINLEY,
2023). Auch Speziesunterschiede beeinflussen die bevorzugten Substratquellen,
wobei die Zellen von Maus und Mensch vor allem den Abbau von Glukose zu Pyruvat
als Quelle bevorzugen (O'NEILL et al., 2016). Fur die T-Zellen von Pferden ist nicht
bekannt, ob sie bestimmte Substrate bevorzugt nutzen (Stand der PubMed-
Literaturrecherche: 18.11.2024). Im Citratzyklus selbst wird zwar weder Sauerstoff
verbraucht noch nennenswerte Mengen an ATP produziert, jedoch liefert er
Elektronen, die bei der Oxidation von Substraten wie Acetyl-CoA zu Kohlenstoffdioxid
freigesetzt werden. Diese Elektronen werden von NAD* und FAD aufgenommen,
wodurch die Reduktionsaquivalente NADH und FADH: entstehen, die dann schliel3lich
die Elektronen an die Elektronentransportkette weiterleiten. Die Mitochondrien von T-
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Zellen nutzen den Citratzyklus, um Reduktionsaquivalente wie NADH und FADH:
bereitzustellen, die fur die Atmungskette und damit die ATP-Produktion erforderlich
sind (O'NEILL et al., 2016). Gleichzeitig liefert er biosynthetische Vorstufen fur
Prozesse, die fur die Aktivierung und Funktion von T-Zellen notwendig sind (O'NEILL
et al., 2016).

2.3.2.2 Die Atmungskette

Die Atmungskette ist in eukaryotischen Zellen in direkter Nahe zum Citratzyklus in der
inneren  Mitochondrienmembran  lokalisiert und lauft speziesubergreifend
hochkonserviert ab (MEYER et al., 2019). Sie besteht aus vier Komplexen: der NADH-
Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex I), der Succinatdehydrogenase (Komplex Il), der
Ubiquinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex Ill) und der Cytochrom-c-Oxidase
(Komplex 1V) (VERCELLINO und SAZANOV, 2022). Zusatzlich gibt es noch Komplex
V, auch bekannt als ATP-Synthase, der fur die Synthese von ATP verantwortlich ist
(OKOYE et al., 2023). Die Reduktionsaquivalente NAHD und FADH2 geben ihre
Elektronen entweder an Komplex | oder Komplex Il der Atmungskette ab (NOLFI-
DONEGAN et al., 2020). Komplex | oxidiert NADH und reduziert dabei Ubichinon zu
Ubichinol in einer protonengekoppelten Elektronenubertragung (OKOYE et al., 2023).
Die Elektronen werden dabei uUber eine Kette von Kofaktoren, darunter ein
Flavinmononukleotid und sieben Eisen-Schwefel-Cluster, an Ubichinon weitergeleitet
(NOLFI-DONEGAN et al., 2020). Im Komplex |l werden die beim Abbau von Succinat
freigesetzten Elektronen von FADH, uber Eisen-Schwefel-Cluster auf Ubichinon
Ubertragen, wodurch der Citratzyklus direkt mit der Atmungskette verbunden ist
(NOLFI-DONEGAN et al., 2020). Am Komplex Il kommt es dabei nicht zum Pumpen
von Protonen (NOLFI-DONEGAN et al., 2020). Ubichinol wird anschlieRend von
Komplex Il oxidiert und von diesem werden die Elektronen einzeln auf Cytochrom c
ubertragen (OKOYE et al., 2023). Das reduzierte Cytochrom c fungiert als mobiler
Elektronenubertrager und liefert die Elektronen an Komplex IV ab, wo zellularer
Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor fungiert und zu Wasser reduziert wird
(OKOYE et al., 2023). Dieser Elektronenfluss treibt den Transport von Protonen von
der Matrix in den Intermembranraum an (NOLFI-DONEGAN et al., 2020). Insgesamt
werden infolge des Elektronentransports zehn Protonen, zwei aus Komplex Ill und

jeweils vier aus den Komplexen | und IV, von der Matrix in den Intermembranraum
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gepumpt (NOLFI-DONEGAN et al., 2020). Dort erzeugen sie einen elektrochemischen
Protonengradienten, der als mitochondriales Membranpotenzial bezeichnet wird
(NOLFI-DONEGAN et al., 2020). Die resultierende Protonenbewegung durch Komplex
V entlang des Protonengradienten in Richtung der mitochondrialen Matrix wird von
Komplex V genutzt, um ATP zu erzeugen (OKOYE et al., 2023). Der Begriff OXPHOS
bezeichnet den kombinierten Prozess der Atmungskette und der ATP-Synthese durch
Komplex V (OKOYE et al.,, 2023). Die Atmungskette ist essenziell fur die
Energieversorgung von T-Zellen und steuert deren Aktivierung und Funktion (MA et
al., 2024). lhre Rolle geht dabei Uber die ATP-Produktion hinaus, indem sie die
Produktion von ROS reguliert, die als Signalmolekule in der T-Zell-Aktivierung dienen
(GULOW et al., 2024). Im Rahmen der ERU kénnte die erhéhte OXPHOS in CD4* T-
Zellen (BARFUSSER et al., 2021) sowohl auf eine Dysfunktion der mitochondrialen
Atmungskette als auch auf eine aktivierungsinduzierte Steigerung der OXPHOS-
Aktivitat hinweisen.

233 Die Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies bei der T-Zell Aktivierung

Fraher wurden ROS als unerwinschte Nebenprodukte enzymatischer Reaktionen
betrachtet (GULOW et al., 2024). Heute ist bekannt, dass ROS in humanen und
murinen Zellen eine zentrale Rolle in zahlreichen zellularen Prozessen spielen. Dazu
zahlen die Regulierung der angeborenen und adaptiven Immunantwort, die
Differenzierung und Autophagie sowie die Abwehr von Pathogenen (OKOYE et al.,
2023; GULOW et al., 2024). Bei Pferden sind die genauen Mechanismen, wie ROS
die T-Zell-Aktivierung beeinflussen, bislang nicht erforscht (Stand der PubMed-
Literaturrecherche: 18.11.2024). Dass Antioxidantien die Aktivierung menschlicher
und muriner T-Zellen inhibieren, wurde bereits vor langerer Zeit nachgewiesen
(NOVOGRODSKY et al., 1982; CHAUDHRI et al., 1988; BAUER et al., 1998). In
humanen und murinen T-Zellen induzierte zudem die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors
eine ROS-Produktion (DEVADAS et al., 2002). Spater wurde spezifisch die Funktion
von ROS aus Komplex Ill fur die T-Zell-Aktivierung untersucht (SENA et al., 2013). Die
T-Zellen von Mausen mit einer T-Zell-spezifischen Reduktion im Rieske-lron-Sulfur-
Protein, welches eine Untereinheit von Komplex Il der Atmungskette darstellt, konnten
aufgrund der fehlenden ROS-Produktion in Komplex Il keine antigenspezifische T-

Zell-Expansion in vivo einleiten (SENA et al., 2013). In diesem Versuch konnte zudem
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belegt werden, dass mitochondriale ROS fur die Aktivierung von NFAT und die
anschliel3ende Induktion von IL-2 notwendig sind (SENA et al., 2013). Inzwischen ist
bekannt, dass das oxidative Signal in T-Zellen Uber mehrere Schritte ablauft: Die
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors fuhrt in humanen und murinen T-Zellen zu einer
kontrollierten ROS-Produktion durch Komplex | und Komplex Il der Atmungskette
(KAMINSKI et al., 2007; KAMINSKI et al., 2010; GULOW et al., 2024). Zusatzlich wird
die NADPH-Oxidase 2 aktiviert, die in den T-Zellen von Menschen und Mausen
ebenfalls ROS produziert und so ein konstantes ROS-Signal aufrechterhalt und die
Signaltransduktion stabilisiert (JACKSON et al., 2004; KAMINSKI et al., 2013; GULOW
et al., 2024). Dieses oxidative Signal aktiviert Signaltransduktionskaskaden wie den
Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Weg, der die Proliferation und Differenzierung von
humanen und murinen T-Zellen férdert (COPPOLA et al., 2020; GULOW et al., 2024).
Aullerdem wird die Aktivitat Redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren wie des
nuklearen Faktors Kappa B (NF-kB) gesteigert, der die Ausschuttung pro-
inflammatorischer Zytokine induziert und dessen gesteigerte Aktivitat unter anderem
mit der Pathogenese autoimmuner Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis
(ILCHOVSKA und BARROW, 2021) und auch der EAU in Mausen (HSU et al., 2020)
in Verbindung gebracht wird. Die initiale Aktivierung des oxidativen Signals hangt auch
mit einer gesteigerten aeroben Glykolyse zusammen (KAMINSKI et al., 2012), die fiir
die Aktivierung von murinen und menschlichen T-Zellen erwiesenermalen erforderlich
ist (WANG et al., 1976; STENTZ und KITABCHI, 2005; JACOBS et al., 2008; TANG
et al., 2024). Diese gesteigerte glykolytische Aktivitat fihrt zu einem erhOhten
Aufkommen von reduziertem NADH und FADH2, die wiederum einen gesteigerten
Elektronenfluss durch die Atmungskette begunstigen und somit die Bildung von ROS
durch Komplex | und Il induzieren (KAMINSKI etal., 2013; SENAetal., 2013; GULOW
et al., 2024). Als Folge der T-Zell-Rezeptor-Aktivierung wechselt die Funktion der
Atmungskette in humanen und murinen T-Zellen so von der Haupt-Quelle des
zellularen ATP zur Quelle des oxidativen Signals fur die T-Zell-Aktivierung, wahrend
die aerobe Glykolyse die energetischen Anforderungen der Zellen erfiillt (KAMINSKI
etal., 2013; SENA et al., 2013; GULOW et al., 2024; LIN et al., 2024). Die gesteigerte
aerobe Glykolyse als Folge der T-Zell-Rezeptor-Aktivierung ist demnach ein
essenzieller Schritt fur die Aktivierung des oxidativen Signals in humanen T-Zellen
(KAMINSKI et al., 2012; GULOW et al., 2024). Um eine Uberproduktion von ROS zu
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begrenzen und oxidativen Stress zu verhindern, regulieren der Transkriptionsfaktor
Nrf2 (engl. nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) und antioxidative Proteine wie
Superoxiddismutasen (SODs) die Signalintensitat und konnen das oxidative Signal bei
Bedarf beenden (GULOW et al., 2024; SONG et al., 2024). SOD1 und SOD2 sind
hochkonservierte Enzyme, die in Saugetierzellen die Umwandlung von Superoxid in
Wasserstoffperoxid katalysieren (MARKLUND, 1984; ZELKO et al., 2002; GULOW et
al., 2024). SOD1 erflllt diese Aufgabe im Zytosol und im Intermembranraum der
Mitochondrien und SOD2 in der mitochondrialen Matrix (ZELKO et al., 2002; GULOW
et al., 2024). Das zentrale zellulare Antioxidans in Saugetieren ist das Glutathion, das
in seiner reduzierten Form Wasserstoffperoxid direkt reduzieren kann (AVERILL-
BATES, 2023; GULOW et al, 2024). Glutathion ist in verschiedenen
Zellkompartimenten wie dem Zytoplasma, endoplasmatischen Retikulum,
Peroxisomen, Vakuolen und Mitochondrien aktiv (GULOW et al., 2024). Oxidativer
Stress entsteht, wenn ein Ungleichgewicht zwischen diesen antioxidativen Prozessen
und der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies besteht (DAMMAK et al., 2023). Fir
die Pathogenese der autoimmunen Uveitis wird schon seit langerem eine Rolle von
oxidativem Stress angenommen (JIANG et al., 2023). In EAU-Mausmodellen zeigte
sich, dass Mause mit einem Defizit im neutrophilen zytosolischen Faktor 1, einem
zentralen Bestandteil der NADPH-Oxidase 2, eine reduzierte retinale Lipidperoxidation
aufwiesen (HSU et al, 2020). Dies fuhrte zu einer signifikant milderen
Krankheitsauspragung mit einer verringerten Expression proinflammatorischer
Zytokine in der Retina und einer verminderten Aktivitat von NF-kB (HSU et al., 2020),
was auf eine zentrale Rolle von ROS in der Pathogenese der EAU bei Mausen
hinweist. Ein moglicher Zusammenhang zwischen der ROS-Produktion in T-Zellen und
der Pathogenese der ERU ist bisher nicht bekannt und bedarf weiterer Untersuchung.

234 Respirometrische Messung des Immunzellmetabolismus

Messungen des zellularen Sauerstoffverbrauchs (engl. oxygen consumption rate,
OCR) in lebenden Immunzellen tragen dazu bei, die Stoffwechseleigenschaften
spezifischer Zellpopulationen zu charakterisieren (DESOUSA et al., 2023). Der
Seahorse XF Analyzer von Agilent eignet sich fur diese Charakterisierung, da er ein
geschlossenes System bietet, in dem die OCR in regelmafRigen Abstanden Uber eine
festgelegte Zeitspanne gemessen wird (DIVAKARUNI et al., 2014; ANDERSON et al.,
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2018). Die OCR wird in pmol O,/min gemessen und ist ein Indikator fur die
mitochondriale Atmung (DESOUSA et al., 2023). Die Messung der Oxidation einzelner
Substrate mithilfe des Seahorse XF Analyzer bietet zusatzlich Einblicke in die
spezifischen Stoffwechselpraferenzen von Immunzellen (VOSS et al., 2021). Durch
die Verwendung von Inhibitoren, die den Import von Glukose, Glutamin oder
langkettigen Fettsauren in die Mitochondrien hemmen, kann die mitochondriale
Abhangigkeit von jedem spezifischen Substrat bestimmt werden, also zu welchem
Grad die Zellen in der Lage sind, die mitochondriale Atmung uber die Oxidation
alternativer Substrate aufrechtzuerhalten (EBELING et al., 2021; VOSS et al., 2021).
Die Kapazitat fur ein Substrat wiederum beschreibt, in welchem Umfang die Zellen in
der Lage sind, dieses Substrat fur die mitochondriale Energiegewinnung zu nutzen,
wenn andere Stoffwechselwege blockiert sind (EBELING et al., 2021). Die Flexibilitat
wird als Differenz aus Kapazitat und Abhangigkeit berechnet und erlaubt Rickschlusse
auf die metabolische Flexibilitat dieser Zellen (ANDERSON et al., 2018).
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Abstract: Equine recurrent uveitis (ERU) is a spontaneously occurring autoimmune disease and one
of the leading causes of blindness in horses worldwide. Its similarities to autoimmune-mediated
uveitis in humans make it a unique spontaneous animal model for this disease. Although many
aspects of ERU pathogenesis have been elucidated, it remains not fully understood and requires
further research. CD4* T cells have been a particular focus of research. In a previous study, we
showed metabolic alterations in CD4" T cells from ERU cases, including an increased basal oxygen
consumption rate (OCR) and elevated compensatory glycolysis. To further investigate the underlying
reasons for and consequences of these metabolic changes, we quantified reactive oxygen species (ROS)
production in CD4" T cells from ERU cases and compared it to healthy controls, revealing significantly
higher ROS production in ERU-affected horses. Additionally, we aimed to define mitochondrial
fuel oxidation of glucose, glutamine, and long-chain fatty acids (LCFAs) and identified significant
differences between CD4" T cells from ERU cases and controls. CD4" T cells from ERU cases showed
a lower dependency on mitochondrial glucose oxidation and greater metabolic flexibility for the
mitochondrial oxidation of glucose and LCFAs, indicating an enhanced ability to switch to alternative
fuels when necessary.

Keywords: equine recurrent uveitis (ERU); autoimmune uveitis; neuroinflammation; autoimmunity;
immunometabolism; CD4" T cell; reactive oxygen species; metabolic flexibility

1. Introduction

The metabolism of immune cells in autoimmune diseases has attracted increasing
interest in recent years. Depending on metabolic needs and activation status, immune
cells can quickly adapt and switch between dominating metabolic pathways [1,2]. These
include the two primary pathways for generating adenosine triphosphate (ATP): oxygen-
consuming oxidative phosphorylation (OXPHOS) in the mitochondria and glycolysis in the
cytoplasm, where glucose is converted to pyruvate [1,3]. This pyruvate can then either enter
the tricarboxylic acid (TCA) cycle in the mitochondria or undergo conversion to lactate in
the cytoplasm, which is independent of oxygen [1,3]. Metabolism of glucose to lactate was
originally thought to occur only under anaerobic conditions until Otto Warburg discovered
the Warburg effect, demonstrating that cancer cells switch from OXHPHOS to glycolysis
for ATP production even in the presence of sufficient oxygen [4]. This process, known
as “aerobic glycolysis’, is also observed in activated immune cells [1,5,6]. This metabolic
reprogramming enables immune cells to achieve full effector function by rapidly generating
energy to meet the increased demands for proliferation, while also providing pyruvate as
a key metabolic intermediate [7,8]. For example, in both humans and mice, activated T
helper 1 (Th1), Th2, and Th17 cells primarily rely on glycolysis [9], whereas naive T cells
and anti-inflammatory cells such as memory CD8* T cells and T regulatory cells (Tregs)
prefer OXPHOS and fatty acid oxidation (FAO) for ATP production [2,10,11]. Glucose,
glutamine, and fatty acids are the primary energy substrates for immune cells, including
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CD4" T cells [6]. End products of their metabolism feed into the TCA cycle, where they
are oxidized to CO,, generating electrons that fuel the electron transport chain (ETC) via
NADH and FADH2 [1]. Electron movement through ETC complexes I, III, and IV drives
proton (H*) transfer across the inner mitochondrial membrane, creating a proton gradient
that delivers the energy needed for ATP production by complex V [12]. The entirety of this
process is referred to as OXPHOS, which is elevated in activated CD4" T cells, but with
the OXPHOS/ glycolysis ratio being lower in activated compared to naive murine CD4* T
cells [1,13].

Elevated OXPHOS in immune cells not only provides increased energy, but also
contributes to a greater generation of reactive oxygen species (ROS), primarily produced
by complexes I and III of the ETC [11,14]; other significant sources of mitochondrial ROS
(mROS) include enzymes such as the alpha-ketoglutarate dehydrogenase and pyruvate
dehydrogenase complexes [15-17]. Non-mitochondrial sources of ROS that should be
considered include the NADPH oxidase (NOX) family, which is a major producer of
cytoplasmic ROS, as well as the endoplasmic reticulum and peroxisomes [15,18,19]. These
ROS act as key signaling molecules in T cell activation [11,15,20]. However, excessive ROS
production can cause oxidative stress, leading to mitochondrial damage, dysfunction, and
altered metabolism [21]. These double-sided effects of ROS are thought to contribute to the
development of autoimmune diseases [15,22]. For example, in a recent study using a murine
model for psoriasis, Nicotinamide mononucleotide (NMN), a precursor of nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD"), significantly reduced ROS levels, mitochondrial dysfunction,
and autoimmune inflammation in HEKa and HaCaT cells [23]. Novel strategies to target
ROS production and the oxidative stress they induce are continuously emerging.

Autoimmune uveitis in humans is a sight-threatening disease characterized by recur-
ring episodes of intraocular inflammation [24,25]. Pathogenesis involves the breakdown
of the blood-retinal barrier, allowing autoreactive cells, predominantly CD4* T cells, to
infiltrate the immune-privileged eye and cause neuroinflammation [26-28]. Equine re-
current uveitis (ERU) serves as a spontaneous animal model for studying autoimmune
uveitis due to its strong similarities in disease onset and pathogenesis [29,30]. Like human
autoimmune uveitis, ERU exhibits a spontaneous onset and a remitting-relapsing nature,
with the involvement of autoreactive lymphocytes [31,32]. These parallels, along with
the accessibility of peripheral blood cells from ERU-affected horses that are not undergo-
ing systemic treatment, establish ERU as a valuable translational model for autoimmune
uveitis [30,33,34]. Thus, studying peripheral blood cells from ERU cases is beneficial
for exploring the molecular mechanisms underlying the development of both ERU and
autoimmune uveitis.

In previous studies performed in our research group, peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) and CD4" T cells from ERU cases showed a distinct metabolic phenotype
compared to healthy control cells, with one of these alterations being an increased OX-
PHOS [35]. In addition, our work group discovered that CD4* T cells from ERU cases
exhibited decreased basal glycolysis [35]. However, after mitochondrial inhibition, gly-
colysis was increased to compensate for the energy deficit, with CD4* T cells from ERU
cases showing significantly higher rates of compensatory glycolysis [35]. Since CD4" T
cells are the driving force of ERU and exhibit the metabolic changes described, we decided
to continue focusing on this cell population.

Our study aimed to unravel potential differences in ROS production and mitochondrial
metabolism, particularly focusing on the oxidation of glucose, glutamine, and fatty acids.
Variations in the metabolism of auto-aggressive cells may help to identify future therapeutic
targets for autoimmune diseases such as ERU and autoimmune uveitis at a molecular level,
while also contributing to understanding the complex relationship between metabolism
and neuroinflammation.
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Factor of ROS production

after PWM stimulation

2. Results
2.1. CD4* T Cells from ERU Cases Showed Increased Production of ROS After Stimulation
with PWM

To determine whether the elevated OXPHOS in CD4" T cells from ERU cases [35]
leads to higher ROS production, we measured ROS production after stimulation of CD4*
T cells from healthy controls and ERU horses with the polyclonal T and B cell mitogen
Pokeweed Mitogen (PWM) [36]. Using flow cytometry, ROS production was visualized
with 2/,7’-Dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) staining, which converts to fluorescent
2',7'-Dichlorofluorescein upon oxidation by ROS. In controls, the mean factor of ROS
production after PWM stimulation was calculated at 3.6, while cells from ERU cases
exhibited a significantly higher ROS production with a mean factor of 6.1, representing
a 1.7-fold increase in ROS production in ERU cases (Figure 1). In a mouse model with
reduced mitochondrial reactive oxygen species (mROS) production in T cells, it has been
demonstrated that ROS from mitochondrial complex III serve as signaling molecules
essential for T cell activation [14,37]. However, in excessive amounts, ROS have been
observed to cause mitochondrial dysfunction [38]. For example, this has been demonstrated
in CD4* T cells of humans living with HIV who are undergoing antiretroviral therapy [38].
Therefore, we decided to look more closely at the mitochondrial metabolism of CD4* T
cells from ERU cases in the following experiments.

10+

8- —_—

Ctr ERU

Figure 1. CD4* T cells from ERU cases produced higher levels of reactive oxygen species (ROS)
after stimulation with pokeweed mitogen (PWM). Bar graphs display the factor of ROS production
in CD4" T cells from healthy horses (Ctr, gray, n = 6) and equine recurrent uveitis cases (ERU, red,
n = 5) after 90 min of stimulation with PWM. The mean value is shown as a factor and the error bars
correspond to the standard deviation. The factor of ROS production in control cells was determined
at 3.6, while ERU cases exhibited a factor of 6.1. To compare the factor of ROS production between
CD4* T cells from ERU cases and healthy control cells, Student’s t-test was used (* p = 0.023).

2.2. Reduced Dependency on and Higher Flexibility for Mitochondrial Glucose Oxidation in CD4*
T Cells from ERU Cases

To investigate the underlying reasons for and consequences of the previously observed
differences in CD4" T cell metabolism in ERU, such as the increased basal oxygen consump-
tion rate (OCR), lower basal glycolytic rates, increased compensatory glycolysis [35], and
greater production of ROS (Figure 1), we decided to define mitochondrial fuel utilization
of glucose in CD4* T cells from ERU cases. Both healthy horses and ERU cases showed
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100% capacity to use glucose as a mitochondrial fuel, which describes the ability of the
cell’s mitochondria to oxidize a fuel when other fuel pathways are inhibited (Figure 2). The
dependency on mitochondrial glucose oxidation indicates the extent to which specific cells
rely on this fuel source for energy production and their inability to compensate by oxidizing
alternative fuels. The dependency on glucose oxidation was significantly lower in CD4+ T
cells from ERU cases (ERU = 30.7%) compared to controls (Ctr = 66.05%), suggesting that
mitochondria in CD4+ T cells from ERU cases have an enhanced ability to compensate
for impaired glucose oxidation by utilizing alternative fuel sources. Since flexibility is
calculated by subtracting dependency from capacity, this resulted in greater flexibility in
ERU cases (ERU = 69.3%) to use glucose for mitochondrial respiration compared to controls
(Ctr = 34.0%) (Figure 2). We hypothesized that a lower dependency on glucose oxidation
requires these cells to increase their ability to use alternative mitochondrial fuels such as
amino acids or fatty acids. Therefore, we subsequently focused on validating this potential
metabolic shift.
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Figure 2. Lower dependency on and higher flexibility for mitochondrial oxidation of glucose in
ERU cases. Bar graphs show the percentage of dependency on mitochondrial glucose oxidation in
CD4* T cells from healthy controls (gray, n = 6) and ERU cases (red, n = 5) as well as capacity and
flexibility from healthy controls (gray, n = 5) and ERU cases (red, n = 5). The mean value is presented
as a percentage, and the error bars correspond to the standard deviation. Both groups showed 100%
capacity to use glucose for mitochondrial oxidation (ns = not significant), whereas CD4* T cells from
ERU cases were significantly (** p = 0.009) less dependent and exhibited significantly (* p = 0.012)
greater flexibility to use glucose as a mitochondrial fuel compared to controls. Student’s t-test was
used to test for statistical significance.

2.3. Glutamine Metabolism Showed No Significant Differences Between ERU Cases and Controls

To determine whether CD4* T cells from ERU cases compensated for their observed
lower dependency on mitochondrial glucose metabolism (Figure 1) by upregulating amino
acid oxidation, we determined the dependency, capacity, and flexibility of these cells for
glutamine oxidation. Mitochondrial respiration was measured following inhibition of the
glutamine oxidation pathway, as well as after blocking glucose and fatty acid oxidation
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pathways, to evaluate how these cells adapt their metabolic processes. Differences in
capacity (ERU = 31.3%, Ctr = 16.7%) and flexibility (ERU = 31.3%, Ctr = 16.7%) between
ERU cases and controls were not significant. Data on dependency were measured at 0% in
all animals, resulting in flexibility directly corresponding to capacity (Figure 3).
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Figure 3. Mitochondrial fuel utilization of glutamine did not show significant differences in CD4* T
cells from ERU cases. Bar graphs show the percentage of capacity and flexibility of mitochondrial
glutamine oxidation in CD4" T cells from healthy controls (gray, n = 6) and ERU cases (red, n = 5).
Flexibility was calculated by subtracting the dependency from the capacity (flexibility% = capacity%
— dependency%). The mean value is shown as a percentage and the error bars correspond to the
standard deviation. Student’s t-test revealed no statistically significant (ns p = 0.066) differences in
capacity or flexibility of substrate utilization of glutamine.

2.4. CD4* T Cells from ERU Cases Showed Increased Capacity and Flexibility for Mitochondrial
Oxidation of Long-Chain Fatty Acids

Our next step was to investigate whether fatty acids were used to fuel OXPHOS at a
higher rate in CD4" T cells from ERU cases to compensate for the lower dependency on
mitochondrial glucose oxidation (Figure 1). Long-chain fatty acid (LCFA) metabolism was
inhibited by blocking carnitine palmitoyl-transferase 1a (CPT1a) of the outer mitochondrial
membrane using Etomoxir. This enzyme is crucial for transporting palmitate, an LCFA, into
the mitochondrion [39]. The decrease in OCR was measured after inhibiting both the fatty
acid oxidation pathway and the alternative pathways of glucose and glutamine oxidation.
The analysis revealed no dependency on mitochondrial LCFA oxidation in CD4* T cells
from ERU cases (ERU = 0%) and controls (Ctr = 0%). Consequently, these cells were able
to fully compensate for the blocked utilization of LCFAs. The capacity to use LCFAs for
mitochondrial respiration was significantly higher in ERU cases (ERU = 62.8%) compared to
controls (Ctr = 39.9%). Since the dependency on fatty acids was 0% in all animals, flexibility
also corresponded to capacity (ERU = 62.8%, Ctr = 39.9%) (Figure 4), revealing an increased
ability of CD4* T cells from ERU cases to use LCFAs for mitochondrial respiration.
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Figure 4. CD4* T cells from ERU cases showed greater capacity and flexibility to utilize long-chain
fatty acids (LCFAs) for mitochondrial energy production. Bar graphs represent the percentage of
capacity and flexibility for mitochondrial oxidation of LCFAs in CD4* T cells from healthy controls
(gray, n = 6) and ERU cases (red, n = 5). Flexibility was calculated by subtracting the dependency from
the capacity (flexibility% = capacity% — dependency%). The mean value is shown as a percentage
and the error bars correspond to the standard deviation. ERU cases showed significantly (* p = 0.041)
higher capacity and flexibility to use LCFAs for mitochondrial oxidation. Student’s t-test was used to
test for statistical significance.

3. Discussion

The metabolism of CD4* T cells has been extensively studied to elucidate the patho-
genesis of various autoimmune diseases, including autoimmune-mediated uveitis in hu-
mans [6,25]. Autoimmune uveitis is characterized by non-infectious ocular inflammations
with recurring and remitting episodes, driven by CD4* T cells crossing the blood-retinal
barrier and contributing to inflammation [25]. Despite species differences, there are no-
table parallels in the pathogenesis of ERU and autoimmune uveitis, along with significant
similarities in immune system composition and function [40], making the horse a valuable
model for studying autoimmune-mediated uveitis [29,30,33]. Although many aspects of
CD4" T cell metabolism in ERU-affected horses still remain unanswered, some metabolic
alterations have already been identified. Based on our previous findings of increased
OXPHOS activity in CD4" T cells from ERU cases [35], we aimed to determine whether
this elevated OXPHOS led to enhanced ROS production in these cells. We demonstrated
that CD4" T cells from ERU cases produced significantly higher amounts of ROS com-
pared to control cells following stimulation with PWM (Figure 1). Given that an activated
metabolism with heightened oxygen consumption has been shown to be accompanied by
elevated ROS production via the ETC complexes in both humans and mice [11,14,41], these
new findings in equine CD4" T cells are consistent with our previous study [35]. However,
it is important to acknowledge that the DCF-DA probe used in this study is not exclusively
specific to mitochondria-derived ROS [42]. Upon T cell activation, the ETC complexes
generate ROS in the mitochondria, while NOX proteins simultaneously produce substantial
amounts of cytoplasmic ROS, supporting ROS signaling during activation [11,15,43,44].
Consequently, other sources, such as cytoplasmic NOX proteins and peroxisomes, also
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contribute to overall ROS production [11,18]. Nevertheless, studies have demonstrated
that DCF-DA can effectively detect mitochondria-derived ROS [45,46]. Given our previous
finding of elevated OXPHOS [35], we hypothesize that the majority of the detected ROS are
of mitochondrial origin. To determine which specific cellular compartments contributed to
the elevated ROS levels, future studies will be necessary. For example, MitoSOX Red is a
dye used to measure superoxide production in the mitochondrial matrix, though its use
has limitations, including cyto- and mitotoxicity [42]. Subsequent studies could include
a differential proteome analysis of isolated CD4" T cell mitochondrial proteins, a highly
sensitive and targeted approach with the potential to provide detailed insights into altered
proteins associated with ROS in CD4* T cells from ERU-affected horses.

ROS play a crucial role in various cellular functions [14,47]. Upon T cell receptor (TCR)
activation, ROS signaling helps regulate T cell activation through several mechanisms [11].
These include the regulation of transcription factors and the modulation of signaling
pathways such as the nuclear factor-kappa B (NF-kB) pathway, which was demonstrated
in human T cells [11,48]. For example, mROS generated by complex III of the ETC are
essential for T cell activation through nuclear factor of activated T cells (NFAT) [37]. This
was proved by Sena et al. in research involving Ugcrfs-knock-out mice with a T cell-specific
reduction in Rieske iron sulfur protein (RISP), a subunit of mitochondrial complex III,
which led to reduced mROS production in T cells and impaired T cell activation through
NFAT [37]. These mice exhibited an inability to induce antigen-specific T cell expansion
in vivo, highlighting the crucial role of mROS in T cell activation [37]. Notably, another
study in mice with superoxide-deficient T cells showed a reduced Th1 cell response [49].
In line with this, the elevated ROS production observed in CD4" T cells from ERU cases
may contribute to their activated pro-inflammatory Thl phenotype, as indicated by the
increased expression of interferon-gamma (IFNy) in CD4" T cells from ERU horses [50].

A link between elevated ROS levels and the Th17/Treg balance has been explored in
CD4* T cells from patients with Chlamydia psittaci pneumonia (CPP). Compared to healthy
controls, CPP patients exhibited higher ROS levels in peripheral blood, an increased abun-
dance of Th17 cells, and a reduced abundance of Tregs [51]. Treatment with H,O, led to an
increase in Th17 cell differentiation and a further decrease in Treg differentiation, indicating
that ROS play a role in regulating the balance between Th17 and Treg cells in CPP [51].
This relationship has also been observed in other models. For instance, in a murine model
of asthma, elevated ROS levels and a disrupted Th17/Treg balance were identified, while
treatment with vitamin D downregulated ROS levels and restored this balance [52]. Addi-
tionally, in Henoch-Schonlein purpura, a form of recurrent immunoglobulin A-mediated
vasculitis, increased ROS levels have similarly been linked to a Th17/Treg imbalance [53].
Th17 cells are considered key players in the development of various autoimmune diseases,
including rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE) [54]. This is
supported by the presence of interleukin-17 (IL-17), the hallmark cytokine of Th17 cells, in
the synovial fluid of RA patients, which has been associated with disease severity [54,55].
Moreover, SLE patients exhibit increased IL-17 production compared to healthy controls,
with plasma IL-17 levels showing a positive correlation with disease activity [54,56]. These
findings underscore the crucial role of Th17 cells in autoimmune diseases [54]. We hypoth-
esize that the elevated ROS production observed in CD4" T cells from ERU-affected horses
may similarly influence the Th17/Treg balance. This hypothesis warrants further inves-
tigation. While Th17 cells have not been directly identified in horses, their involvement
in ERU is suggested by matching cytokine patterns in equine iris and ciliary bodies [57],
which align with findings from rodent models for experimental autoimmune uveitis (EAU),
where Th17 cells have been implicated in driving inflammatory processes in autoimmune
uveitis [58]. In particular, Th17/Treg balance, with Th17 cells promoting inflammation
and Tregs working to control it, is being actively investigated in the context of autoim-
mune disease development [10,15,59]. During acute inflammatory episodes, Tregs were
found to be less abundant in the peripheral blood of patients with autoimmune uveitis
compared to healthy controls and patients in clinical remission [59,60]. Consequently, Tregs
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are believed to play a role in the remitting-relapsing nature of autoimmune uveitis [59-61].
To our knowledge, these differences have not yet been detected in the peripheral blood
of ERU-affected horses. However, the involvement of Tregs in ERU disease remission
remains very likely [61], making the effect of ROS on Th17/Treg balance a compelling
area of research for both ERU and autoimmune uveitis. Moreover, the potential impact
of the interleukin-33/interleukin-31 (IL-33/IL-31) axis should also be considered in this
context. A study in lupus-prone mice demonstrated that IL-33 inhibition can reduce SLE
progression by promoting Treg expansion and suppressing Th17 cells [62,63]. In patients
with Behget’s disease-associated uveitis, elevated serum levels of IL-33 and IL-31 have been
reported, with IL-33 playing a role in the progression of experimental autoimmune uveitis
(EAU) [62,64]. However, the precise role of the IL-33/IL-31 axis in equine recurrent uveitis
(ERU) and autoimmune uveitis remains unclear and warrants further investigation.

Oxidative stress, which results from an imbalance between ROS and the ability of
cellular antioxidant mechanisms to neutralize them [65], has already been identified as a
factor that exacerbates disease progression in a murine model of EAU [66,67]. ROS-deficient
mice exhibited lower EAU disease scores compared to wild-type mice [68]. Additionally,
these mice showed reduced cytokine levels in the retina and decreased NF-«kB activity,
suggesting that similar mechanisms may be relevant to autoimmune uveitis in humans [68].
However, the validation of higher ROS production in our spontaneous equine animal
model [34] of autoimmune uveitis validates the role of oxidative stress in this disease
and lays the groundwork for further investigations into the metabolic consequences of
these ROS.

When ROS production becomes excessive, it can cause cellular damage, particularly
to the mitochondria, leading to mitochondrial dysfunction [21,38]. The inability of mito-
chondria to function properly causes impaired energy production, disruption of OXPHOS,
increased production of mROS, and an enhanced inflammatory response [15,69,70]. A simi-
lar effect was observed in CD4" T cells from patients with SLE [41]. It was hypothesized
that this resulted from mitochondrial damage caused by the chronic activation of these
cells, leading to a less efficient metabolism and greater ROS generation [41]. This exhausted
phenotype could be hypothesized for CD4* T cells from ERU cases as well, providing an
alternative explanation for the enhanced OXPHOS.

To summarize, increased ROS production in CD4* T cells from ERU cases may result in
chronic activation, promote Th1l and Th17-mediated inflammation, disrupt the Th17/Treg
balance, and induce mitochondrial damage, leading to an altered mitochondrial metabolism.
Further studies are needed to determine whether the elevated ROS production in these cells
has resulted in a generally more active and efficient metabolism, or if chronic activation
has caused mitochondrial impairments leading to the observed changes. For example,
experiments to assess OXPHOS effectiveness through proton leak measurements could
provide additional insights [41].

Based on activation status, oxygen availability, or to compensate for impairments in
mitochondrial ATP production, immune cells have to undergo significant alterations in
their metabolism [1,71]. To identify alterations in mitochondrial metabolism potentially
associated with the elevated ROS levels in CD4" T cells from ERU cases, we analyzed
mitochondrial utilization of glucose, glutamine, and fatty acids of respective cells, as these
are the primary metabolic fuel sources in immune cells [6]. The capacity to use glucose for
mitochondrial oxidation was 100% in both ERU cases and controls, indicating that the cells’
mitochondria retained their full ability to oxidize glucose when other fuel pathways were
inhibited (Figure 2). Interestingly, CD4* T cells from ERU cases exhibited a significantly
lower dependency on mitochondrial glucose oxidation compared to control cells (Figure 2).
We hypothesize that this is due to the elevated levels of aerobic glycolysis previously
observed in CD4" T cells from ERU cases [35]. These cells appear to favor the breakdown
of glucose to lactate in the cytoplasm rather than oxidizing glucose to CO, via pyruvate
in the mitochondria. Mitochondrial oxidation of pyruvate is more efficient, providing
higher rates of ATP through OXPHOS [72]. However, glycolysis is faster and supplies
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pyruvate as an important metabolic intermediate, making it the preferred pathway for
activated, proliferating cells [7]. These alterations resulted in a greater flexibility for glucose
oxidation in CD4* T cells from ERU cases, supporting the hypothesis of an activated and
metabolically flexible phenotype of these cells [35] (Figure 2).

Although we demonstrated that CD4" T cells from ERU cases did not show a sig-
nificantly different glutamine oxidation compared to controls (Figure 3), the capacity to
use glutamine as a mitochondrial fuel was still slightly higher in cells from ERU cases
(ERU = 31.25%, Ctr = 16.77%, ns p = 0.0662), suggesting that these cells may nevertheless
utilize amino acids for mitochondrial oxidation to a greater extent, which merits further
investigations. This observation aligns with the known behavior of activated T cells, for
instance Th1 cells, which depend on glutaminolysis to support proliferation and IFNy
production [1,73]. Specifically, activated T cells have been shown to increase the expression
of glutamine transporters [74] and glutamine starvation has been demonstrated to reduce
T cell proliferation and cytokine secretion [1,75]. Our data show 0% dependency on glu-
tamine oxidation in both ERU cases and controls, which means that these cells were able to
fully compensate for the blocked glutamine pathway by oxidizing alternative fuels, such as
glucose and LCFAs.

Regarding these alternative fuels, we were able to demonstrate that CD4" T cells from
ERU cases showed a significantly higher capacity and flexibility for the mitochondrial
oxidation of LCFAs (Figure 4). The dependency on mitochondrial FAO was calculated at
0%, indicating that these cells could fully compensate for blocked FAO by using alternative
fuels for mitochondrial respiration. The 0% dependency on glutamine oxidation and FAO
is consistent with the fact that these cells had a 100% capacity to utilize glucose for mito-
chondrial oxidation when other pathways were inhibited. Therefore, any dependency on
other fuel sources would be contradictory. A limitation of these findings is that they do
not extend to short- and medium-chain fatty acids (SCFAs, MCFAs), which can enter the
mitochondria through passive diffusion [76,77]. Consequently, the inhibition of CPT1a with
Etomoxir did not affect the mitochondrial oxidation of SCFAs and MCFAs. This may have
contributed to the 100% capacity for glucose oxidation, since molecules that enter the mito-
chondrion via passive diffusion were not addressed in this study. However, as indicated by
the significantly higher capacity, CD4" T cells from ERU cases appeared to utilize LCFAs for
mitochondrial oxidation to a greater extent. This might provide an additional explanation
for the observed lower dependency on glucose oxidation (Figure 2). We conclude that the
increased ability of these cells to compensate for blocked mitochondrial glucose oxidation
could potentially be explained by elevated aerobic glycolysis levels [35], as well as a higher
capacity and flexibility for mitochondrial FAO (Figure 4), or the utilization of different
alternative fuel sources.

We theorize that the increased capacity and flexibility identified for FAO in CD4*
T cells from ERU cases may be attributed to the chronic activation of these cells, which
attempt to meet the high energy demands associated with activation. For that purpose, cells
may upregulate FAO, which produces more than twice as many ATP molecules through
mitochondrial oxidation compared to glucose or amino acid catabolism [78]. This effect
was observed in B-cell lymphomas, which upregulated mitochondrial FAO, likely to meet
the high energy demands for rapid growth [79,80]. Furthermore, in CD4" tissue-resident
memory T (Trm) cells from Crohn’s disease (CD) patients, an elevated FAO phenotype has
been detected, likely due to NF-kB pathway activation [81]. This activation increases the
transcription of genes involved in FAO, contributing to a pro-inflammatory and apoptosis-
resistant phenotype in these cells [81]. Considering the Th17/Treg balance, the discovery
of an enhanced capacity to oxidize LCFAs in CD4" T cells from ERU cases is particularly
intriguing. In a murine model for autoimmune encephalomyelitis (EAE), LCFAs have
been shown to promote the differentiation of naive T cells into Th1 and Th17 cells in vivo,
thereby exacerbating the disease [10,82]. Conversely, SCFAs have been found to promote
Treg expansion, which improved EAE symptoms [10,82]. In summary, the elevated capacity
to oxidize LCFAs in CD4* T cells from ERU cases may lead to enhanced energy production,
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contribute to a pro-inflammatory and apoptosis-resistant phenotype, and promote the
expansion of Th1l and Th17 cells in ERU.

Considering therapeutic perspectives, the observed differences in ROS production
and mitochondrial oxidation of glucose and fatty acids provide multiple avenues that
require further investigation and refinement. Inhibition of FAO through Etomoxir should
be explored for ERU-affected horses, as this successfully reversed the FAO-driven altered
phenotype in CD4* Try cells in Crohn’s disease by reducing their inflammatory capacity
and enhancing their apoptosis susceptibility [81]. Modulating the oxidation of LCFAs and
SCFAs in CD4* T cells also holds promise for the treatment of autoimmune uveitis and
ERU by regulating the Th17/Treg balance, potentially enhancing the immunoregulatory
effects of Tregs [10,15,59]. Furthermore, we hypothesize that inhibition of mitochondrial
respiration or ROS production may offer a strategy to prevent the activation and differenti-
ation of autoreactive T cells, like Th1 and Th17 cells, in ERU-affected horses before they
become activated in the peripheral bloodstream and infiltrate the eye. Inhibition of ROS
production might also be beneficial in regulating the Th17/Treg balance and preventing
the activation of NF-«B [11,81,83]. For example, Fe-curcumin nanozymes, which consist of
natural curcumin molecules and ferric ions with superoxide dismutase (SOD)-like enzyme
properties, have been tested in a rat model of EAU [66]. In this model, Fe-curcumin effec-
tively suppressed the inflammatory cytokine response of IFNvy, IL-17, and tumor necrosis
factor-alpha (TNF-«), reduced H,O; release, and inhibited the differentiation of Th1 and
Th17 cells [66]. Additionally, vitamin D has gained recognition for its immunomodulatory
effects, with low levels being associated with increased severity in Alzheimer’s disease [84].
Furthermore, vitamin D supplementation has demonstrated protective effects against ox-
idative stress in diabetic retinopathy [85]. These findings position vitamin D as a promising
subject for further research in the treatment of autoimmune diseases linked to oxidative
stress, such as ERU and autoimmune uveitis.

In summary, inhibition of mitochondrial FAO, modulation of the LCFA /SCFA ratio,
and inhibition of mitochondrial respiration and ROS production represent promising
options for influencing CD4* T cell metabolism in ERU-affected horses. These approaches
require intensive research to explore their potential for therapeutic intervention in both
ERU and autoimmune uveitis.

We conclude that the observed lower dependency on mitochondrial glucose oxidation
as well as the higher flexibility for mitochondrial oxidation of glucose and LCFAs might be
attributed to an activated metabolic phenotype and higher metabolic flexibility of CD4*
T cells from ERU cases. This flexibility allows these cells to adapt and sustain energy
production even when specific metabolic pathways are inhibited. A higher metabolic
flexibility was previously hypothesized for CD4" T cells from ERU cases, as these cells
exhibited lower basal glycolytic rates, but upon inhibition of mitochondrial respiration,
demonstrated increased compensatory glycolysis compared to controls [35]. This suggests
that CD4" T cells from ERU cases are capable of shifting their metabolic pathways to
maintain energy production, highlighting a metabolically flexible phenotype. This flex-
ibility is likely advantageous for sustaining the energy demands necessary for driving
an autoimmune response, highlighting the adaptive capabilities of CD4* T cells in the
context of autoimmune diseases and contributing to their persistence and pathogenicity in
conditions like uveitis. The elevated ROS production in CD4* T cells from ERU cases is
likely both a cause and a consequence of the metabolic alterations, making it a promising
target for therapeutic interventions.

Further research is necessary to uncover the underlying causes of the observed
metabolic changes, identify the specific cell population responsible, and develop ther-
apeutic strategies to remodel the metabolism of CD4* T cells in ERU cases, with a focus on
the already identified alterations in glycolysis, OXPHOS, FAO, and ROS production.
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4. Materials and Methods
4.1. Animals, Isolation of Primary Peripheral Blood Mononuclear Cells, and Ethics Approval for
Animal Research

In total, blood from 10 different control horses and 10 different ERU cases was collected
for the experiments within this study. Two of the control horses were used in both assays,
the other horses were used in either DCF-DA staining or Seahorse XF Mito Fuel Flex
Tests. More precisely, CD4* T cells from 6 controls and 5 ERU cases were used for the
DCE-DA staining. CD4* T cells from 6 controls and 5 ERU cases were analyzed in the
Seahorse XF Mito Fuel Flex Test. All ERU cases were in a quiescent stage of disease during
blood withdrawal. Diagnosis of ERU was conducted by experienced clinicians at the
Equine Hospital of LMU Munich, based on typical clinical signs characteristic for uveitis
and a documented health history of multiple (two or more) episodes of inflammation in
the affected eye that are pivotal signs of ERU [31]. At the time of blood withdrawal, no
clinical symptoms of uveitis were present, as these horses were in the quiescent stage
of ERU, allowing us to rule out pathogen-associated endophthalmitis. The quiescent
intervals between inflammatory episodes can vary from weeks to several months, gradually
shortening over time [86]. During acute uveitic episodes, horses are treated with systemic
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and topical immunosuppressive agents
but remain untreated during quiescent periods [31,87,88]. Systemic immunosuppressive
therapy is reserved for severe cases that are unresponsive to conventional anti-inflammatory
treatment [29]. Given the relatively long intervals between acute uveitic episodes [86], the
short elimination half-life of NSAIDs [89], and the topical application of corticosteroids [90],
these drugs are not present in the blood of the quiescent cases and did not interfere with
the peripheral cells. Horses were considered eye-healthy if the owner reported no history
of eye inflammations and a routine clinical examination revealed no pathophysiological
changes in the eye. Equine whole blood samples were taken from the vena jugularis and
collected in tubes with heparin sodium (50 I.U. per ml blood; Ratiopharm, Ulm, Germany).
Following the sedimentation of blood components, the leukocyte-rich plasma was used
for density gradient centrifugation (room temperature (RT), 350x g, 25 min, brake off)
with Pancoll separation solution (PanBiotech, Aidenbach, Germany). Lymphocytes were
collected from the intermediate phase and washed three times with phosphate-buffered
saline (PBS) (4 °C, 800x g, 5 min). Cells were then counted with trypan blue solution
(VWR Life Science, Darmstadt, Germany) and used the same day. No experimental animals
were used in this study. Collection of blood samples was permitted by the local authority
(Regierung von Oberbayern, permit number: ROB-55.2-2532.Vet_03-22-37).

4.2. Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) of CD4+ T Cells Using LS Columns

To obtain the CD4* T cell fraction, 1 x 10% lymphocytes were washed (4 °C,
800x g, 5 min) and resuspended in 10 mL MACS buffer (phosphate-buffered saline
(pH 7.2), supplemented with 2 mM EDTA (AppliChem, Darmstadt, Germany) and 0.5%
bovine serum albumin (Serva, Heidelberg, Germany)). Five uL of mouse anti-horse CD4
antibody (clone CVS4, Biorad, Feldkirchen, Germany, 1:2000) were added and incubated
for 20 min at 4 °C. Ten ml of MACS buffer were added and after another washing step
(4 °C, 800x g, 5 min), cells were resuspended in 80 uL MACS buffer per 1 x 107 cells
before adding 20 pL of anti-mouse IgG1 microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) per 1 x 107 cells, which was incubated for 15 min at 4 °C. After that, the cells
were washed again (4 °C, 300x g, 10 min) and resuspended in 500 uL. MACS buffer to
perform cell sorting. LS columns were used to perform magnetic separation (Miltenyi
Biotec). Unlabeled CD4~ T cells were washed through the columns by adding 3 mL of
MACS buffer 3 times, while magnetically labeled CD4* T cells remained in the column. To
collect the remaining CD4* T cells, the column was removed from the magnetic field and
rinsed with 5 mL of MACS buffer. The purity of the CD4* T cell fraction was tested via
flow cytometry after staining of 2 x 10° cells of each fraction with 30 L mouse anti-horse
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CD4 FITC labeled antibody (clone MCA1078F, Biorad, Feldkirchen, Germany, 1:10), which
resulted in a mean purity of 98% 4 1.7% SD. (Supplementary Figure S1).

4.3. Flow Cytometric Analysis

CD4* T cells from controls and ERU cases were stained in 96-well round-bottom plates
with 4 x 10° cells per well. To quantify ROS production, cells were stained with 10 pM of
2/,7"-Dichlor-dihydrofluorescein-diactetate (DCF-DA; Merck, Darmstadt, Germany). After
incubation for 30 min at RT, cells were measured before and after 90 min of stimulation with
PWM (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany; 1 ug/mL). Measurements were performed
with a NovoCyte Quanteon flow cytometer (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany).
Unstimulated cells were set to 1 and the ROS factor of stimulated cells was determined in
relation accordingly. Data were analyzed using NovoExpress Software version 1.5.0 (Agilent
Technologies). A representative gating strategy is shown in Supplementary Figure S2.

4.4. Real-Time Cell Metabolic Analysis by Seahorse XFe Analyzer

The mitochondrial metabolism of equine CD4" T cells (6 controls, 5 ERU cases) was
analyzed in eleven independent experiments by measuring the OCR using a Seahorse
XFe Analyzer (Agilent Technologies). Dependency (Ctr, n = 6; ERU, n = 5), capacity, and
flexibility (Ctr, n = 5; ERU, n = 5) were determined. One day before the assay, 24-well plates
were coated with 52 uL of Poly-D-Lysine (Merck) according to the manufacturer’s protocol.
A 1:1000 pre-dilution of the FCCP stock solution (carbonyl cyanide-4-phenylhydrazone;
Sigma-Aldrich; 0.1 M) was prepared using a sterile XF assay buffer (Seahorse XF RPMI
Medium, pH 7 .4; Agilent Technologies). FCCP was then added to the cell suspension at
a final concentration of 1 uM for mitochondrial uncoupling. 8 x 10° cells were seeded
per well in 200 uL of sterile XF assay buffer, which had been supplemented with 1 mM
pyruvate, 10 mM glucose, and 2 mM L-glutamine (all three Merck). At least four wells were
filled with medium to serve as background correction. Analyses were performed with three
technical replicates per horse. The mean values of the technical replicates were then used
for further statistical analysis. OCR was reported in units of pmol/min. After cell seeding,
the plate was centrifuged at 2000 rpm for 1 min with low acceleration and low break to
ensure the cells were evenly distributed across the bottom of each well. To achieve a final
volume of 500 uL per well, all wells were supplemented with 300 uL of XF medium. The
cell plate was incubated in a CO;-free incubator for 20 min before the assay. Meanwhile,
the calibration plate was prepared according to the manufacturer’s instructions. Following
baseline measurement, the three pathway inhibitors were sequentially injected to determine
the percentage of OCR reduced by either a single inhibitor or a combination of the others.
These inhibitors included 120 uM BPTES (Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-
yl)ethylsulfide), targeting the glutamine pathway, 160 uM Etomoxir for long-chain fatty
acid pathway inhibition, and 80 uM UK5099, a mitochondrial pyruvate carrier inhibitor (all
three from Merck). For dependency measurement, the pathway of interest was inhibited
during the first injection, followed by inhibition of the two alternative pathways. For
capacity, the order was reversed. Through this, the capacity and dependency were assessed
for glucose, glutamine, and LCFAs using the Seahorse XF Mito Fuel Flex Test (Agilent
Technologies), which allowed for the calculation of the flexibility for each fuel source. Data
analysis and interpretation was carried out using the WAVE 2.6 software in accordance
with the manufacturer’s manual (both Agilent Technologies).

4.5. Statistical Analysis

The Kolmogorov-Smirnov (KS) test was used to determine Gaussian distribution.
Since analyzed data showed normal distribution (KS test was not significant; p > 0.05),
Student’s t-test was used to test for statistical significance. The results were considered
not significant (ns) at p > 0.05 and significant at p < 0.05. Significances are indicated
by asterisks with * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001. GraphPad Prism software
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(version 5.04, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used for statistical analysis and
graph creation.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: https://www.mdpi.
com/article/10.3390/ijms252111513/s1.
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4 DISKUSSION

Die ERU ist eine Autoimmunerkrankung mit hoher Pravalenz bei Pferden weltweit, die
sich durch die Beteiligung autoreaktiver CD4* T-Zellen auszeichnet (DEEG et al.,
2001; GERDING und GILGER, 2016). Diese werden auf bisher unbekannte Weise im
peripheren Blut aktiviert und wandern zu Beginn eines jeden Entzundungsschubs ins
Auge ein, wo sie mit retinalen Autoantigenen reagieren und uveitische Episoden
auslésen (DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2004a; DEEG et al., 2006b; WIEDEMANN
et al., 2020). Aus diesem Grund stehen die CD4* T-Zellen im Fokus der ERU-
Forschung. Der Metabolismus von T-Zellen beeinflusst ihre Differenzierung und
Funktion (MA et al., 2024). Eine Fehlsteuerung dieser Prozesse wird daher mit der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht und ein Eingreifen
in diesen fehlgesteuerten Zellmetabolismus ermoglicht potenziell neue
Therapieansatze (LIN et al., 2024). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den
Metabolismus von CD4" T-Zellen aus dem peripheren Blut von an ERU erkrankten
Pferden detaillierter zu charakterisieren. Zu diesem Zweck sollte ermittelt werden, ob
die gesteigerte OXPHOS-AKktivitat, die bereits in friheren Experimenten fur diese
Zellen ermittelt wurde (BARFUSSER et al., 2021), zu einer erhohten Produktion von
ROS in diesen Zellen fuhrt. Zu diesem Zweck wurde die ROS-Produktion in den
peripheren CD4" T-Zellen von ERU-Pferden und gesunden Kontrollpferden
quantifiziert. Diese Untersuchungen offenbarten eine 1,7-fach erhdohte ROS-
Produktion in den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden (Publikation, Figure 1). Die
vorliegende Arbeit beschreibt somit zum ersten Mal, dass bei Pferden, die an ERU
erkrankt sind, eine erhohte Produktion von ROS in peripheren CD4* T-Zellen vorliegt.
Beim Pferd sind die genauen Mechanismen, die zur Entstehung von ROS in T-Zellen
beitragen, bislang nicht umfassend untersucht worden (Stand der PubMed-
Literaturrecherche: 07.12.2024). Angesichts dieser Wissenslicke ist es sinnvoll,
Erkenntnisse aus der humanen Forschung heranzuziehen. Beim Menschen entstehen
ROS bei verschiedenen enzymatischen und nicht-enzymatischen Prozessen,
insgesamt gibt es mindestens 41 ROS-produzierende Enzyme in der menschlichen
Zelle (SIES und JONES, 2020). Die Entstehung von ROS wird dabei durch den
Umstand gefordert, dass die einstufige Elektronenreduktion von Sauerstoff
thermodynamisch gegenuber der zweistufigen Elektronenreduktion begunstigt ist
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(OKOYE et al., 2023). Die einstufige Reduktion von molekularem Sauerstoff fihrt zur
Bildung von Superoxid, welches entweder spontan oder durch SODs rasch zu
Wasserstoffperoxid umgesetzt wird (RETH, 2002; GILL und LEVINE, 2013; OKOYE et
al., 2023). Wird Wasserstoffperoxid einer einstufigen Elektronenreduktion unterzogen,
entsteht das hochreaktive Hydroxylradikal (OKOYE et al, 2023). Obwohl
Wasserstoffperoxid kein Radikal ist, zahlt es zu den reaktiven Sauerstoffspezies
(OKOYE et al., 2023; GULOW et al., 2024). Es hat eine langere Halbwertszeit als
Superoxid und kann Zellmembranen speziesubergreifend durch Aquaporin-vermittelte
Diffusion passieren (FINN und CERDA, 2015; BESTETTI et al., 2020; WANG et al.,
2020). Diese Eigenschaften ermoglichen es Wasserstoffperoxid, in menschlichen T-
Zellen als sekundarer Botenstoff zu wirken, der an der T-Zell-Rezeptor-initiierten
Signaltransduktion beteiligt ist (RETH, 2002; GILL und LEVINE, 2013). In den
Mitochondrien von Saugetieren wurden insgesamt elf Produktionsstatten fur Superoxid
und Wasserstoffperoxid identifiziert, die mit der Substratoxidation, dem
Elektronentransport und der OXPHOS zusammenhangen (BRAND, 2016). Ein
erhohter Elektronenfluss durch die mitochondriale Atmungskette korreliert in
Immunzellen von Menschen und Mausen mit einer gesteigerten ROS-Produktion, die
hauptsachlich durch die Komplexe | und Ill der Atmungskette entsteht (KAMINSKI et
al., 2010; KAMINSKI et al., 2013; OKOYE et al., 2023). In humanen T-Zellen sind die
Mitochondrien daher eine zentrale Quelle fur zellulare ROS (KAMINSKI et al., 2010;
KAMINSKI et al., 2013; SIES und JONES, 2020). Unsere Funde einer gesteigerten
OXPHOS-Aktivitat (BARFUSSER et al., 2021) und einer erhohten ROS-Produktion in
peripheren CD4" T-Zellen von ERU-Pferden legen demnach nahe, dass die
mitochondriale Atmungskette eine zentrale Rolle bei der pathologisch erhohten ROS-
Produktion spielen konnte. Da die Messung der ROS-Produktion in CD4* T-Zellen von
ERU-Pferden im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht Mitochondrien-spezifisch war,
sondern die zellulare Gesamt-ROS-Produktion erfasste, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass auch andere Quellen zu der erhohten ROS-Produktion beigetragen
haben. In den T-Zellen von Pferden wurde die ROS-Produktion aul3erhalb der
Mitochondrien bisher nicht genau untersucht (Stand der PubMed-Literaturrecherche:
09.12.2024). Beim Menschen gehoren zu den 41 identifizierten ROS-produzierenden
Enzymen in der Zelle unter anderem auch solche, die im endoplasmatischen

Retikulum, in den Peroxisomen und der Plasmamembran aktiv sind (SIES und JONES,
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2020). Besonders hervorzuheben sind darunter die NADPH-Oxidasen, die vorwiegend
in der Plasmamembran lokalisiert sind und in Immunzellen von Menschen und M&usen
eine zentrale Rolle bei der kontrollierten Produktion von ROS spielen (KAMINSKI et
al., 2013; SIES und JONES, 2020). Bei Pferden gibt es bislang keine spezifischen
Informationen zur Aktivitat von NADPH-Oxidasen in T-Zellen (Stand der PubMed-
Literaturrecherche: 09.12.2024). In murinen T-Zellen tragt die NADPH-Oxidase 2 als
Folge der T-Zell-Rezeptor-Aktivierung durch eine kontrollierte ROS-Produktion zur
Aufrechterhaltung des oxidativen Signals bei, das essenziell ist fur die T-Zell-
Aktivierung (JACKSON et al., 2004; GULOW et al., 2024). Humane T-Zellen zeigten
im Vergleich dazu nur eine geringe Aktivitat der NADPH-Oxidase 2, was auf
artspezifische Unterschiede bei der Regulation der ROS-Produktion hinweist
(KAMINSKI et al., 2013). Die Aktivitat der NADPH-Oxidase 2 wurde jedoch bereits bei
Patienten mit Multipler Sklerose untersucht (TAVASSOLIFAR et al., 2020). Die CD4*
T-Zellen von Patienten mit Multipler Sklerose, die sich im wiederkehrenden Schub
befanden, zeigten eine signifikant hohere ROS-Produktion im Vergleich zu Patienten
in der Remissionsphase und gesunden Kontrollpersonen (TAVASSOLIFAR et al.,
2020). Zusatzlich war auch die ROS-Produktion von Patienten in der Remissionsphase
hoher als die von gesunden Individuen (TAVASSOLIFAR et al., 2020). Die PBL von
Patienten im akuten Schub wiesen aul3erdem eine signifikant hohere Expression des
Gens fur die NADPH-Oxidase 2 auf, was eine zentrale Rolle dieses Enzyms bei der
erhohten ROS-Produktion nahelegte (TAVASSOLIFAR et al., 2020). Bei Pferden
wurde eine Aktivitat der NADPH-Oxidase 2 bisher lediglich in neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen (DEROCHETTE et al., 2013). Dennoch ist es denkbar,
dass auch bei Pferden die NADPH-Oxidase 2 eine Rolle bei der
aktivierungsinduzierten ROS-Produktion in T-Zellen spielt. Um den Ursprung der
detektierten ROS genauer zu bestimmen, waren Mitochondrien-spezifische
Messungen der ROS-Produktion erforderlich, beispielsweise durch den Einsatz von
mitochondrialem Superoxid-Indikator, einem fluoreszierenden Farbstoff, der spezifisch
mitochondriale ROS detektiert (WOJTALA et al., 2014). Dieser ist jedoch aufgrund von
toxischen Eigenschaften auf die Zellen und die Mitochondrien mit Einschrankungen
verbunden (WOJTALA et al., 2014). Alternativ konnten nachfolgende Studien eine
differenzierte Proteomanalyse isolierter mitochondrialer Proteine von CD4* T-Zellen

umfassen. Diese hochsensible Methode konnte detaillierte Einblicke in veranderte
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Proteine liefern, die mit der gesteigerten ROS-Produktion in den CD4" T-Zellen von
ERU-Pferden assoziiert sind. Solche Untersuchungen wurden klaren, ob eine gezielte
Inhibierung der mitochondrialen Atmung sinnvoll ware, um die ROS-Produktion zu
hemmen, oder ob der Einsatz allgemeiner Antioxidantien erforderlich ist, um die

gesamte zellulare ROS-Produktion zu adressieren.

Da eine erhohte ROS-Produktion bisher weder in CD4* T-Zellen von Patienten mit
autoimmuner Uveitis noch in anderen Pferdemodellen beschrieben wurde (Stand der
PubMed-Literaturrecherche: 07.12.2024), kann ihre Rolle in der Pathogenese der ERU
aktuell ~nur  gemutmalt werden. Betrachtet man jedoch  andere
Autoimmunerkrankungen und Tiermodelle, liefern diese Hinweise darauf, dass die
erhohte ROS-Produktion in Kombination mit der gesteigerten OXPHOS-Aktivitat
(BARFUSSER et al., 2021) in CD4* T-Zellen von ERU-Pferden auf einen aktivierten
Phanotyp mit mitochondrialen Schaden hinweist, der die Autoimmunreaktion
begunstigt: Bei den CD4* T-Zellen von Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes wurde beispielsweise eine signifikant erhohte Produktion
mitochondrialer ROS festgestellt (TAN et al., 2024). Darlber hinaus zeigten diese
Zellen ein gesteigertes mitochondriales Membranpotential sowie eine mittels
quantitativer PCR nachgewiesene hohere Anzahl an mitochondrialen DNA-Kopien im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (TAN et al., 2024). Auch eine gesteigerte
OXPHOS-Aktivitat mit erhohtem Protonenverlust innerhalb der mitochondrialen
Atmungskette konnte fur die CD4* T-Zellen von Lupus-Patienten festgestellt werden
(WINCUP et al., 2023). Die genaue Bedeutung dieser Befunde ist unklar, allerdings
wurde aufgrund der erhohten Protonenverluste und der mitochondrialen Schaden die
Hypothese aufgestellt, dass der chronisch aktivierte Zustand dieser Zellen einen
erschopften Phanotyp begunstigt hat, der dann in einem ineffizienteren
Energiemetabolismus mit kompensatorisch gesteigerter OXPHOS-Aktivitat und
erhohter ROS-Produktion resultierte (WINCUP et al., 2023; TAN et al., 2024).
Schadliche Effekte von erhdhten ROS-Werten auf die Mitochondrien von equinen T-
Zellen wurden bisher nicht nachgewiesen (Stand der PubMed-Literaturrecherche:
07.12.2024). In humanen T-Zellen schadigt jedoch eine Uberproduktion von ROS
erwiesenermallen die Mitochondrien, unter anderem Uber eine Oxidation der
mitochondrialen DNA (WANG et al., 2021). Das menschliche mitochondriale Genom
kodiert 13 Polypeptide, die Bestandteile der OXPHOS sind (SHANG et al., 2023). Dazu
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gehoren sieben Polypeptide aus Komplex | der Atmungskette, ein Polypeptid aus
Komplex Ill, drei aus Komplex IV sowie zwei Polypeptide der ATP-Synthase (SHANG
et al.,, 2023). An Jurkat-T-Zellen, einer humanen Zelllinie, wurden die schadlichen
Effekte von ROS auf Mitochondrien untersucht: Eine Uberproduktion von ROS
schadigte die Mitochondrien, was mitochondriale Dysfunktionen nach sich zog (WANG
et al., 2021). Diese mitochondrialen Dysfunktionen waren charakterisiert durch ein
beeintrachtigtes mitochondriales Membranpotential, eine Verringerung der maximalen
respiratorischen Kapazitat und der respiratorischen Reservekapazitat im Vergleich zu
Kontrollen (WANG et al., 2021). Um die Funktionstuchtigkeit der Mitochondrien in
CD4* T-Zellen von ERU-Pferden zu bewerten, wurde bereits die maximale
respiratorische Kapazitat dieser Zellen untersucht (BARFUSSER et al., 2021). Diese
Untersuchung ergab keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Zellen
gesunder Kontrollpferde (BARFUSSER et al., 2021). Demnach scheinen die CD4* T-
Zellen von ERU-Pferden in der Lage zu sein, die OXPHOS effektiv zu nutzen, was
gegen eine mitochondriale Dysfunktion der CD4" T-Zellen von ERU-Pferden spricht
(BARFUSSER et al., 2021). Zur Bestatigung dieser Annahme waren jedoch weitere
Untersuchungen sinnvoll, wie die Untersuchung des mitochondrialen
Membranpotenzials Uber die Anwendung von MitoTracker Orange, einem
Fluoreszenzfarbstoff, der die Mitochondrien in lebenden Zellen farbt und dessen
Anreicherung vom Membranpotential abhangt (AGNELLO et al., 2008). Zudem ware
eine Analyse der mitochondrialen DNA mittels quantitativer PCR hilfreich, um Schaden
durch oxidativen Stress festzustellen (WANG et al.,, 2021). Zusatzlich konnte die
bereits erwahnte differenzierte Proteomanalyse isolierter mitochondrialer Proteine von
CD4* T-Zellen Proteine identifizieren, die mit der gesteigerten ROS-Produktion in den
CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden in Verbindung stehen. Insbesondere
konnte untersucht werden, ob Proteine, die mit mitochondrialer Dysfunktion assoziiert
sind, in den Mitochondrien der CD4* T-Zellen von ERU-Pferden verandert vorliegen.
Dazu gehoren beispielsweise Komponenten der Komplexe der Atmungskette oder
Enzyme des antioxidativen Systems. Auf diese Weise konnte final geklart werden, ob
die chronische Aktivierung und erhohte ROS-Produktion in den CD4" T-Zellen von
ERU-Pferden eine mitochondriale Dysfunktion auslost, die zu einer kompensatorisch
erhohten OXPHOS fuhrt, oder ob die gesteigerte OXPHOS und ROS-Produktion im
Gegensatz dazu Ausdruck eines aktivierten und effizienten Stoffwechsels dieser
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Zellen sind. Die Differenzierung dieser Mechanismen ist entscheidend, da die
therapeutischen Strategien zur Normalisierung des veranderten Phanotyps stark
davon abhangen, ob die Veranderungen auf eine mitochondriale Dysfunktion oder auf
eine gezielte metabolische Anpassung zuruckzufuhren sind. Wahrend mitochondriale
Dysfunktionen durch Antioxidantien oder Substanzen =zur Stabilisierung der
mitochondrialen Funktion behandelt werden kdnnten, wirde ein aktivierter Phanotyp
eher Ansatze erfordern, die die metabolische Aktivitat und Proliferation der Zellen

gezielt modulieren.

Bei Pferden liegen bisher keine Untersuchungen uber den Einfluss einer erhohten
ROS-Produktion auf die Aktivierung und Funktion von T-Zellen vor (Stand der
PubMed-Literaturrecherche: 08.12.2024). Beim Menschen und bei Mausen liegen
jedoch bereits Erkenntnisse vor, die ROS mit der Aktivierung und Zytokinproduktion
von T-Zellen in Verbindung bringen: In humanen T-Zellen fuhrte die T-Zell-Rezeptor-
Aktivierung nachweislich zu einer ROS-Produktion am Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette (KAMINSKI et al., 2007). Diese Komplex-l-abhangigen ROS fuhrten zur
Aktivierung von humanen T-Zellen und einer gesteigerten Genexpression der Zytokine
IL-2 und IL-4 (KAMINSKI et al., 2007). Die Hemmung des Komplexes | durch Rotenon
wiederum reduzierte das oxidative Signal und fuhrte zu einer nahezu vollstandigen
Unterdruckung der Induktion dieser Zytokine (KAMINSKI et al., 2010). Die ROS-
Produktion am Komplex | der Atmungskette ist demnach essenziell fur die Aktivierung
humaner T-Zellen (KAMINSKI et al., 2010). In Mausen sind mitochondriale ROS aus
Komplex Il der Atmungskette ebenfalls essenziell fur die Aktivierung und Proliferation
von CD4"* T-Zellen (SENA et al., 2013). Eine T-Zell-spezifische Reduktion des Rieske-
Iron-Sulfur-Proteins, eines SchlUsselproteins von Komplex Ill, verhinderte die
Aktivierung und Proliferation von murinen CD4* T-Zellen Uber den Transkriptionsfaktor
NFAT und die nachfolgende Produktion von IL-2 in vitro (SENA et al., 2013). Beim
Menschen wurde diese Abhangigkeit von Komplex-lll-generierten ROS nicht im
gleichen Male nachgewiesen (Stand der PubMed-Literaturrecherche: 10.12.2024).
Allerdings verstarkte eine Hemmung der Komplexe Il oder IV in humanen T-Zellen die
aktivierungsinduzierte ROS-Signalkaskade (KAMINSKI et al., 2012). Dies wurde auf
eine erhohte Anreicherung von reduziertem Ubichinon sowie eine mogliche ROS-
Freisetzung aus Komplex | und teilweise aus Komplex Il zuriickgefiihrt (KAMINSKI et
al., 2012). Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch Komplex Ill sowohl in murinen als
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auch in humanen CD4* T-Zellen eine Rolle bei der aktivierungsinduzierten ROS-
Produktion spielen kénnte (KAMINSKI et al., 2013; SENA et al., 2013). Da
Untersuchungen des Einflusses von ROS auf die Aktivierung und Funktion der CD4*
T-Zellen von Pferden mit ERU oder Patienten mit autoimmuner Uveitis bisher fehlen
(Stand der PubMed-Literaturrecherche: 10.12.2024), bietet ein Blick auf andere
Autoimmunerkrankungen und Tiermodelle wertvolle Hinweise. Ein Beispiel ist der
systemische Lupus erythematodes, bei dem die ROS-Produktion die T-Zell-
Aktivierung und Zytokinfreisetzung beeinflusst: In den CD4* T-Zellen von Lupus-
Patienten wurden erhohte Werte mitochondrialer ROS, mitochondriale Dysfunktionen
und ein deutlicher Anstieg der Apoptose- und Aktivierungswerte nachgewiesen (TAN
et al., 2024). Dieser aktivierte Phanotyp war unter anderem durch erhohte
Konzentrationen der Zytokine IL-2, TNF-a und IFN-y gekennzeichnet (TAN et al.,
2024). Eine Reduktion der Produktion mitochondrialer ROS in CD4" T-Zellen von
Lupus-Patienten reduzierte die Aktivierungs- und Zytokinwerte (TAN et al., 2024).
Aulerdem verstarkte ein Ungleichgewicht zwischen oxidativem Stress und Th1-
assoziierten Zytokinen in den PBMC von Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes die Schwere der Erkrankung deutlich (SHAH et al., 2010). Dabei
korrelierten die IFN-y-Werte der PBMC positiv mit der gemessenen Lipidperoxidation
und der Krankheitsintensitat der Patienten (SHAH et al., 2010). Aufgrund der
Erkenntnis, dass die ROS-Produktion die Zytokinexpression in PBMC von Patienten
mit systemischem Lupus erythematodes beeinflusst (SHAH et al., 2010), wird
inzwischen angenommen, dass die beobachtete mitochondriale Dysfunktion mit
gesteigerter OXPHOS und mitochondrialer ROS-Produktion in den CD4* T-Zellen von
Lupus-Patienten mafgeblich zur chronischen Entzindung bei dieser Erkrankung
beitragt (WINCUP et al., 2023; TAN et al., 2024). Ein ahnlicher Ansatz zur
Untersuchung der Rolle von ROS in T-Zellen, insbesondere im Hinblick auf deren
Auswirkungen auf die intraokulare Entzindung, findet sich auch im experimentellen
Modell der EAU bei Mausen. Da fur die autoimmune Uveitis des Menschen schon
langer eine Rolle von ROS in der Pathogenese angenommen wird, sollte in einem
IRBP-induzierten Mausmodell der EAU die Wirkung von ROS auf die Aktivierung von
Th1- und Th17-Zellen untersucht werden: Zu diesem Zweck wurde die periphere
Injektion von Antioxidantien getestet, die bei diesen Mausen in vivo zu einer

signifikanten Verringerung der ROS-Produktion in peripheren CD4* T-Zellen fuhrte
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(HUANG et al, 2022). Diese reduzierte ROS-Produktion ging mit einer
abgeschwachten intraokularen Entzindung, einer reduzierten Aktivierung peripherer
CD4* T-Zellen und einer verminderten Proliferation von Th1- und Th17-Zellen einher
(HUANG et al., 2022). Da auch die CD4" T-Zellen von ERU-Pferden gekennzeichnet
sind durch einen aktivierten Phanotyp mit erhdhter IFN-y-Expression (SALDINGER et
al., 2020), gesteigerter OXPHOS-AKktivitat (BARFUSSER et al., 2021) und erhdhter
ROS-Produktion (Publikation, Figure 1), konnte hier ein ahnlicher Mechanismus
vorliegen wie bei den CD4* T-Zellen von Lupus-Patienten (SHAH et al., 2010; TAN et
al., 2024). Die ERU wird als eine Th1-vermittelte Autoimmunerkrankung angesehen,
da sowohl eine erhohte IFN-y-Expression in den CD4" T-Zellen als auch erhdhte
Serumspiegel von IFN-y bei betroffenen Pferden nachgewiesen wurden (CURTO et
al., 2016; SALDINGER et al., 2020). Aufgrund der beschriebenen Erkenntnisse aus
der Forschung an Lupus-Patienten und EAU-Mausen ist es demnach naheliegend,
dass die in dieser Arbeit festgestellte erhohte ROS-Produktion in CD4* T-Zellen von
ERU-Pferden mit dem aktivierten Phanotyp der autoreaktiven Th1-Zellen in
Verbindung steht. Um zu prifen, ob die gesteigerte ROS-Produktion tatsachlich den
aktivierten Phanotyp dieser Zellen unterstutzt, konnte ein erster Ansatz darin
bestehen, die ROS-Produktion in vitro gezielt zu hemmen und anschliel3end die
Proliferation der CD4* T-Zellen von ERU-Pferden mit der gesunder Kontrollpferde zu
vergleichen. Dies konnte durch den Einsatz von Antioxidantien wie N-Acetylcystein
oder Coenzym Q10 erfolgen, die Uber eine Reduktion von oxidativem Stress bereits
Potenzial zur Behandlung des systemischen Lupus erythematodes zeigten
(POZNYAK et al., 2024). Zudem sollte der Einfluss einer gezielten Hemmung der
Komplexe | und lll der mitochondrialen Atmungskette auf die ROS-Produktion und
Funktion dieser Zellen untersucht werden. Dabei kdnnten spezifische Inhibitoren wie
Rotenon oder Metformin zur Blockade von Komplex | sowie Antimycin A zur Hemmung
von Komplex Il eingesetzt werden. Zusatzlich sollten Funktionsexperimente
durchgefuhrt werden, die die Auswirkungen spezifischer mitochondrialer Inhibitoren
oder Antioxidantien auf den Metabolismus und die Funktion der CD4* T-Zellen
untersuchen. Diese konnten beispielsweise einen Effekt auf die Migration,
Uberlebensrate und Zytokinproduktion dieser Zellen beinhalten. Solche Experimente
konnten dazu beitragen, den Einfluss von ROS auf die Funktion der autoreaktiven
CD4* T-Zellen von Pferden mit ERU zu entschlisseln und potenziell Wege aufzeigen,
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den aktivierten Phanotyp dieser autoreaktiven CD4* T-Zellen Uber eine Inhibierung der

ROS-Produktion zu regulieren.

Da ROS hochreaktive Molekule sind, die aufgrund ihrer ungepaarten Elektronen leicht
mit anderen Molekulen reagieren konnen (SHU et al., 2023), konnte oxidativer Stress
im Rahmen der ERU zur retinalen Schadigung beitragen. Als Folge der retinalen
Degeneration konnte es innerhalb der entzindlichen Umgebung im Auge zur
Freilegung neuer retinaler Autoantigene kommen (DEEG et al., 2006a; ADAMUS,
2018). Dies wurde einen potenziellen Mechanismus fur wiederkehrende Schube bei
dieser rezidivierenden Autoimmunerkrankung darstellen, indem die Freilegung neuer
Autoantigene die Autoimmunreaktion verstarkt und den rezidivierenden Charakter der
Erkrankung fordert (DEEG et al., 2006a). Im Kontext der ERU wurde bisher kein
retinaler oxidativer Stress nachgewiesen (Stand der PubMed-Literaturrecherche:
08.12.2024). Fur die autoimmune Uveitis des Menschen wird jedoch, vorwiegend
basierend auf Erkenntnissen aus Tiermodellen, seit Langerem eine Schlusselrolle von
oxidativem Stress diskutiert (YAMADA et al., 1986; SARASWATHY und RAO, 2008;
JIANG et al.,, 2023). In einem IRBP-induzierten Mausmodell der EAU wurden
differenziell abundante Proteine in retinalen Mitochondrien identifiziert, die mit
oxidativem Stress assoziiert sind (SARASWATHY und RAO, 2009). Dazu gehorte
unter anderem die SOD2, die in retinalen Mitochondrien von EAU-M&usen
hochreguliert war, was darauf hindeutete, dass diese Mitochondrien einer erhohten
ROS-Produktion ausgesetzt waren (SARASWATHY und RAO, 2009). Zudem war die
ATP-Synthase in den retinalen Mitochondrien von EAU-Mausen herunterreguliert, was
auf Schaden in der mitochondrialen Funktion schlieRen liel3 (SARASWATHY und
RAO, 2009). In einem murinen EAU-Modell wurde zudem oxidativer Stress in retinalen
Mitochondrien der Photorezeptoren festgestellt, charakterisiert durch Schaden an der
mitochondrialen DNA, die bereits vor der Infiltration von Makrophagen beobachtet
wurden (RAJENDRAM et al., 2007; SARASWATHY und RAO, 2008). Die Ursache fir
diese oxidativen Schaden blieb unklar, da primar Makrophagen als Hauptquelle fur
oxidativen Stress angesehen wurden (SARASWATHY und RAO, 2008). Allerdings
wurden CD3" T-Zellen und eine erhohte Expression von CD28 in der Retina
nachgewiesen, was auf die Anwesenheit aktivierter T-Zellen hindeutete
(SARASWATHY und RAO, 2008). Zudem fand sich eine verstarkte Genexpression der
Zytokine TNF-a und IFN-y, wobei IFN-y fur die Anwesenheit von Th1-Zellen sprach
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(SARASWATHY und RAO, 2008). Diese Untersuchungen an Tiermodellen der
autoimmunen Uveitis kombiniert mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie zur
ERU sprechen dafir, dass eine gesteigerte ROS-Produktion in autoreaktiven CD4* T-
Zellen oxidative Schaden an der Retina verursachen konnte, die bereits vor der
Infiltration von Makrophagen auftreten. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen,
ware es sinnvoll, in einem weiterfuhrenden Experiment die ROS-Produktion von
vitrealen Lymphozyten von ERU-Pferden zu analysieren, die aus Glaskorpern im
Rahmen der Pars-plana-Vitrektomie gewonnen werden konnen. Eine solche
Untersuchung konnte klaren, ob die CD4" T-Zellen von ERU-Pferden nicht nur im
peripheren Blut, sondern auch wahrend ihrer intraokularen Phase eine erhohte ROS-
Produktion zeigen, die potenziell zur Schadigung retinaler Strukturen beitragt. Dartber
hinaus konnten Koinkubationsexperimente mit retinalen Explantaten und isolierten
retinalen Zellen mit CD4* T-Zellen von ERU-Pferden und Kontrolltieren durchgefiihrt
werden, um zu prifen, ob die CD4* T-Zellen der ERU-Pferde verstarkt retinale
Schaden durch ROS verursachen. Solche Analysen konnten durch den Einsatz von
fluoreszenzbasierten ROS-Detektionsmethoden und die Messung mitochondrialer
Schaden, wie der Messung des mitochondrialen Membranpotenzials und einer
Analyse der mitochondrialen DNA in den retinalen Zellen, erfolgen. Zur weiteren
Validierung sollte der Einfluss von Antioxidantien wie SOD1, SOD2 oder Glutathion
auf die Koinkubationen getestet werden, um mogliche protektive Effekte gegen
oxidative Schaden zu evaluieren. Solche Ansatze konnten wertvolle Einblicke in die
Rolle von retinalem oxidativem Stress bei der Pathogenese der ERU liefern.

Insgesamt legen diese neuen Erkenntnisse einer erhohten ROS-Produktion in den
peripheren CD4* T-Zellen von ERU-Pferden nahe, dass diese eng mit dem aktivierten
Phanotyp dieser Zellen verknupft ist. Eine mdgliche Ursache dieser gesteigerten ROS-
Produktion ist ein aktivierungs-induzierter verstarkter Elektronenfluss durch die
mitochondriale Atmungskette im Rahmen der verstarkten OXPHOS-Aktivitat dieser
Zellen (BARFUSSER et al., 2021). Des Weiteren konnten mitochondriale
Dysfunktionen innerhalb der Atmungskette eine Rolle bei der Induktion der erhohten
ROS-Produktion spielen, wobei diese mitochondrialen Schaden wiederum durch
oxidativen Stress weiter verstarkt werden wurden. Unabhangig von der genauen
Quelle dieser erhohten ROS-Werte scheint das oxidative Signal den aktivierten

Phanotyp dieser autoreaktiven Zellen zu fordern. Ein gezieltes Eingreifen in dieses
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oxidative Signal konnte daher ein vielversprechender Ansatz sein, um die Aktivierung
dieser autoreaktiven Zellen zu hemmen. Zudem mussen auch innerhalb des Auges
retinale oxidative Schaden durch die erhohten ROS-Werte in Betracht gezogen
werden, da die CD4" T-Zellen innerhalb der akuten Entzundungsschibe auch

intraokular zu finden sind.

Im Rahmen dieser Studie sollte als nachstes untersucht werden, welche Substrate die
CD4* T-Zellen von ERU-Pferden bevorzugt nutzen, um den gesteigerten
Elektronenbedarf fur ihre erhohte OXPHOS-Aktivitat (BARFUSSER et al., 2021) zu
decken. Zu diesem Zweck wurde die Kapazitat, Abhangigkeit und Flexibilitat dieser
Zellen fur die Nutzung von Glukose, Glutamin und langkettigen Fettsauren als
mitochondriale Substrate in den CD4" T-Zellen von ERU-Pferden und Kontrollen
bestimmt. Im Rahmen dieser Untersuchungen ergaben sich signifikante Unterschiede
fur die bevorzugte mitochondriale Substratoxidation dieser Zellen. Sowohl gesunde
Kontrollpferde als auch an ERU erkrankte Pferde zeigten eine Kapazitat von 100 % fur
die Nutzung von Glukose als mitochondriales Substrat, wahrend an ERU erkrankte
Pferde eine signifikant reduzierte Abhangigkeit sowie eine gesteigerte Flexibilitat fur
den mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel aufwiesen (Publikation, Figure 2). Diese
reduzierte Abhangigkeit wird dadurch definiert, dass diese Zellen den inhibierten
mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel zu einem groReren Anteil durch die Oxidation
alternativer Substrate kompensieren konnten, was sich in einer geringeren Abnahme
der zellularen Saustoffverbrauchsrate aul3erte. Eine solche erhohte Flexibilitat fur den
mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel von CD4* T-Zellen wurde bisher weder bei der
autoimmunen Uveitis des Menschen noch in Tiermodellen dieser Erkrankung
festgestellt (Stand der PubMed-Literaturrecherche: 10.12.2024). Frihere
Untersuchungen zeigten jedoch bereits, dass diese autoreaktiven Zellen bei Pferden
eine ausgepragte metabolische Anpassungsfahigkeit aufweisen: Die CD4* T-Zellen
von an ERU erkrankten Pferden zeigten eine verringerte basale Glykolyse im Vergleich
zu gesunden Kontrollpferden, die jedoch nach einer Inhibierung der mitochondrialen
Atmung im Vergleich zu Kontrollen signifikant hoher anstieg (BARFUSSER et al.,
2021). Die Zellen betroffener Pferde zeigten somit eine signifikant gesteigerte
Fahigkeit, die aerobe Glykolyse bei Bedarf zu steigern, was die metabolische
Flexibilitat dieser Zellen unterstreicht (BARFUSSER et al., 2021). Die im Rahmen
dieser Studie festgestellte hohere Flexibilitat fur den mitochondrialen Glukose-



DISKUSSION 65

Stoffwechsel zeigt jetzt, dass diese Zellen nicht nur zu einem gesteigerten Ausmal} in
der Lage sind, zwischen zytosolischen und mitochondrialen ATP-produzierenden
Prozessen, sondern auch zwischen verschiedenen mitochondrialen Substraten zu
wechseln. Ein Zweck dieser gesteigerten Fahigkeit zur Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Atmung unabhangig von der Nutzung von Glukose als Substrat
konnte darin bestehen, die Glukose bei Bedarf vermehrt im Zytoplasma innerhalb der
aeroben Glykolyse zu verstoffwechseln, anstatt im Mitochondrium. Der Nutzen dieser
gesteigerten Fahigkeit zur Erhéhung der aeroben Glykolyse in den CD4* T-Zellen von
Pferden ist bislang nicht bekannt (Stand der PubMed-Literaturrecherche: 10.12.2024).
Eine gesteigerte aerobe Glykolyse ist jedoch erwiesenermallen essenziell fur die
Aktivierung und Proliferation von murinen und menschlichen Effektor-T-Zellen (WANG
et al., 1976; STENTZ und KITABCHI, 2005; JACOBS et al., 2008). Dies wurde
beispielsweise in Experimenten deutlich, in denen ein Defizit des Glukosetransporters
GLUT1 zu einer eingeschrankten Proliferation von humanen CD4" T-Zellen fuhrte und
in murinen CD4" T-Zellen die Expansion von Effektor-T-Zellen und die
Entzindungsantwort in vivo verringerte (MACINTYRE et al., 2014). Eine gesteigerte
aerobe Glykolyse in T-Zellen liefert neben ATP zudem auch Laktat als metabolisches
Zwischenprodukt. Der Einfluss einer gesteigerten Laktat-Konzentration auf die CD4"*
T-Zellen wurde im Rahmen der ERU bisher nicht untersucht (Stand der PubMed-
Literaturrecherche: 11.12.2024). Allerdings belegten neue Untersuchungen im
Rahmen der autoimmunen Uveitis einen Einfluss von erhohten Laktat-Werten auf die
T-Zell-Funktion: In den CD4* T-Zellen von Patienten mit dem Vogt-Koyanagi-Harada-
Syndrom, das wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben in Verbindung mit der autoimmunen
Uveitis auftritt, wurde eine Aktivierung der Stoffwechselwege aerobe Glykolyse, T-Zell-
Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen sowie eine signifikant hdhere Expression
des Gens fur die Laktatdehydrogenase A festgestellt (PENG et al., 2024). Mittels
Durchflusszytometrie wurden zudem erhohte Werte der Laktatdehydrogenase A in
CD4* T-Zellen von erkrankten Personen festgestellt, was die erhohte Expression
bestatigte (PENG et al., 2024). Die Laktatdehydrogenase A ist ein Schlusselenzym der
Glykolyse und katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat, wobei NAD*
regeneriert wird. Um die Rolle der Laktatdehydrogenase A bei der autoimmunen
Uveitis zu untersuchen, wurden in vitro-Experimente mit PBMC von Vogt-Koyanagi-

Harada-Patienten durchgefuhrt, in denen eine Hemmung der Laktatdehydrogenase A
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eine reduzierte Proliferation von CD4" T-Zellen bewirkte (PENG et al., 2024). Wie
genau die Akkumulation von Laktat die Aktivierung und Proliferation von CD4* T-Zellen
beeinflusst, ist jedoch weitgehend unklar (FAN et al., 2023). Eine kurzlich entdeckte
posttranslationale Modifikation, die als Lactylierung bezeichnet wird (ZHANG et al.,
2019), liefert jedoch neue Hinweise: In einem IRBP-induzierten Mausmodell der EAU
wurde eine erhOhte Laktatkonzentration in peripheren CD4" T-Zellen nachgewiesen,
die mit einer gesteigerten Lactylierung einherging, einer posttranslationalen
Modifikation, bei der es zur Lactylierung von Histonen kommt (FAN et al., 2023). Die
Lactylierung nahm mit dem Fortschreiten der Erkrankung zu und konnte schlief3lich
auch in den intraokularen CD4"* T-Zellen nachgewiesen werden (FAN et al., 2023). Die
Hemmung der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase mit Dichloracetat verringerte die
Laktatproduktion, fuhrte zu einer reduzierten Lactylierung in den CD4* T-Zellen und
hemmte das Fortschreiten der klinischen Symptome der EAU (FAN et al., 2023). Im
Gegensatz dazu erhohte die Blockade der mitochondrialen Atmung mit Rotenon die
Lactylierung in CD4" T-Zellen von EAU-Mausen und verstarkte die pathologischen
Veranderungen (FAN et al., 2023). Ob ein ahnlicher Mechanismus in CD4* T-Zellen
von ERU-Pferden vorliegt, ist derzeit nicht bekannt. Ein erster Ansatzpunkt ware, die
Konzentration der Laktatdehydrogenase A in CD4" T-Zellen von ERU-Pferden und
gesunden Kontrollen zu bestimmen, was sich mittels spezifischer Antikdrper in der
Durchflusszytometrie ausfuhren lie3e. Anschlielend konnte die Lactylierung in CD4*
T-Zellen von ERU-Pferden und gesunden Kontrollpferden vergleichend untersucht
werden und der Effekt einer Inhibierung der Laktatdehydrogenase A auf die
Lactylierung getestet werden. Dies lieRe sich mittels quantitativer Western-Blot-
Analysen durchfuhren, wobei spezifische Antikorper eingesetzt werden konnten, um
die Lactylierungsniveaus zu bestimmen. Zusatzlich sollte eine Inhibierung der
mitochondrialen Atmung mit Rotenon und Antimycin A sowie der Glykolyse,
beispielsweise durch 2-Desoxy-D-Glukose, durchgefuhrt werden, um den Einfluss
dieser Stoffwechselwege auf die Lactylierungsniveaus zu untersuchen. Erganzend
ware eine vergleichende Analyse der Aktivierungswerte und Proliferation dieser Zellen
sinnvoll, um maogliche Korrelationen zwischen erhdhten Lactylierungswerten und einer
verstarkten Zellaktivierung zu identifizieren. Solche Untersuchungen konnten wertvolle
Einblicke in den Einfluss des Glukosestoffwechsels und der Lactylierung auf die T-
Zellfunktion bei ERU-Pferden liefern.
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Die reduzierte Abhangigkeit vom mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel deutet
zusatzlich darauf hin, dass die CD4* T-Zellen von Pferden mit ERU verstarkt Substrate
wie Glutamin oder Fettsauren zur mitochondrialen Oxidation nutzen konnen, um die
mitochondriale Atmung aufrechtzuerhalten. Da sowohl Kontrollen als auch ERU-
Pferde eine Kapazitat von 100 % fur den mitochondrialen Glukosestoffwechsel zeigten
(Publikation, Figure 2), konnte Glukose zudem nicht als das Substrat identifiziert
werden, das die vermehrt bendtigten Elektronen fur die gesteigerte OXPHOS-Aktivitat
der CD4" T-Zellen von ERU-Pferden bereitstellt. Die CD4* T-Zellen von ERU-Pferden
mussten daher zusatzlich in der Lage sein, Glutamin oder Fettsauren in gesteigertem
Ausmal fur die mitochondriale Substratoxidation zu nutzen, um sowohl die geringere
Abhangigkeit von Glukose als auch die gesteigerte OXPHOS-Aktivitat zu

kompensieren.

Aus diesem Grund wurde die mitochondriale Substratoxidation von Glutamin
analysiert, indem die Umwandlung von Glutamin zu Glutamat durch die Hemmung der
Glutaminase 1 mithilfe von Bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide
(BPTES) gezielt blockiert wurde. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden und gesunden Kontrollen identifiziert werden.
Interessanterweise wiesen jedoch die Zellen der an ERU erkrankten Pferde eine
geringgradig erhdhte Kapazitat und Flexibilitat fur die Nutzung von Glutamin als
mitochondrialem Substrat auf (Publikation, Figure 3). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass diese Zellen in der Lage sind, diesen Stoffwechselweg in gewissem Male
verstarkt zu aktivieren, wenn andere Stoffwechselwege beeintrachtigt oder blockiert
sind. Dass fur die CD4" T-Zellen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden keine
Abhangigkeit vom Glutamin-Stoffwechsel festgestellt werden konnte, ist angesichts
der 100 %igen Kapazitat fur die mitochondriale Glukoseoxidation sinnvoll (Publikation,
Figure 2). Diese Kapazitat fur die Nutzung von Glukose als mitochondriales Substrat
ermoglicht eine vollstandige Kompensation bei einem Ausfall des mitochondrialen
Glutamin- oder Fettsaurestoffwechsels. Auflerdem wurde im Rahmen dieser Studie
ausschlieBlich die Glutaminase 1 mithilfe von BPTES gehemmt. Dies lasst die
Moglichkeit einer Kompensation durch die Glutaminase 2 offen. Diese mogliche
Redundanz im Glutamin-Metabolismus konnte erklaren, warum keine signifikante
Abhangigkeit vom mitochondrialen Glutamin-Stoffwechsel festgestellt wurde. Eine
Abhangigkeit vom Glutamin-Stoffwechsel wurde jedoch in humanen CD4* T-Zellen
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nachgewiesen (SENER et al., 2016). Die Proliferation dieser Zellen war sowohl unter
normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen von der Anwesenheit von
Glutamin abhangig, die Abwesenheit von Glutamin verhinderte die Proliferation
vollstandig (SENER et al., 2016). Aullerdem fuhrte die Hemmung der Glutaminase 1
durch BPTES in diesen Zellen zu einer signifikant eingeschrankten Proliferation und
einer reduzierten Produktion der Zytokine IFN-y, IL-2, IL-10 und IL-17 (SENER et al.,
2016). Diese Befunde unterstreichen die zentrale Rolle des Glutamin-Stoffwechsels
fur die Funktion und Differenzierung von humanen CD4* T-Zellen. Um diesen
Zusammenhang bei Pferden weiter zu untersuchen, ware ein Vergleich der
Proliferation von CD4" T-Zellen von ERU-Pferden und gesunden Kontrollpferden in
Zellkulturmedien ohne Glutamin und mit Glutamin in verschiedenen Konzentrationen
sinnvoll. Solche Experimente kdnnten detaillierter aufzeigen, ob Glutamin eine grol3ere
Bedeutung fur die Zellen von ERU-Pferden hat und ob spezifische metabolische

Unterschiede zwischen den Zellpopulationen bestehen.

Sowohl im Rahmen der ERU-Forschung als auch in anderen Pferdemodellen und bei
der autoimmunen Uveitis des Menschen wurde der mitochondriale Glutamin-
Metabolismus in CD4* T-Zellen und seine Bedeutung fur die Differenzierung dieser
Zellen bisher nicht untersucht (Stand der PubMed-Literaturrecherche: 26.11.2024).
Die leicht erhohte Kapazitat fur den Glutamin-Metabolismus bei ERU-Pferden konnte
jedoch im Zusammenhang mit der erhdhten ROS-Produktion in den CD4" T-Zellen
stehen. Bisher wurde ein solcher Zusammenhang weder bei Pferden noch im Kontext
der autoimmunen Uveitis festgestellt (Stand der PubMed-Literaturrecherche:
10.12.2024). Es gibt jedoch Erkenntnisse aus der Lupus-Forschung, die auf eine
mogliche Verbindung zwischen dem Glutamin-Metabolismus und der ROS-Produktion
in den CD4" T-Zellen hinweisen (HISADA et al., 2022). Bei der Pathogenese des
systemischen Lupus erythematodes sind eine unzureichende IL-2-Produktion und
erhohte ROS-Werte im Zytoplasma von CD4* T-Zellen Schlusselfaktoren (TSOKOS,
2020; HISADA et al.,, 2022). In den CD4" T-Zellen von Lupus-Mausen und von
Patienten mit systemischem Lupus erythematodes bewirkte die Uberexpression der
Glutaminase 2, aber nicht der Glutaminase 1, eine Verringerung der ROS-
Konzentration und eine Wiederherstellung der IL-2-Aktivitat (HISADA et al., 2022).
Diese Ergebnisse konnten belegen, dass die Glutaminase 2 in humanen und murinen

T-Zellen erhohte ROS-Spiegel korrigiert und die IL-2-Produktion in den betroffenen T-
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Zellen wiederherstellt (HISADA et al., 2022). Dieser Zusammenhang wurde dadurch
erklart, dass die Reaktion der Glutaminase 2 Glutamat als Vorstufe fur die Glutathion-
Synthese bereitstellt (HISADA et al., 2022; XU et al., 2024). Die Wechselwirkung
zwischen dem Glutamin-Stoffwechsel und der ROS-Abwehr durch Glutathion konnte
somit relevant fur die Funktion der CD4"* T-Zellen von ERU-Pferden sein, die ebenfalls
einer erhohten ROS-Produktion ausgesetzt sind. Eine erhohte Glutathion-Synthese
konnte diese autoreaktiven Zellen in ihrem entzindlichen Prozess starken, indem ihre
Aktivitat und Funktionalitat stabilisiert wird. Aus diesem Grund sollte abschlie3end
geklart werden, ob die Nutzung von Glutamin als biosynthetische Vorstufe fur die
Glutathion-Synthese den CD4" T-Zellen von Pferden mit ERU einen erhdhten Schutz
vor ROS bietet und ob die CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden auf
Glutathion als essenzielles zellulares Antioxidans angewiesen sind, um ihre
Zellintegritat und Funktion zu bewahren. Da im Rahmen dieser Studie nur die
Glutaminase 1 gehemmt wurde, aber der Effekt auf die CD4" T-Zellen von Lupus-
Mausen und von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes durch die
Uberexpression der Glutaminase 2 vermittelt wurde (HISADA et al., 2022), sollten
zukunftige Untersuchungen die Glutaminase 2 berucksichtigen. Um diese Hypothese
zu Uberprifen, kénnte beispielsweise die Proliferation von CD4* T-Zellen von ERU-
Pferden und gesunden Kontrollen in verschiedenen Medien getestet werden: einem
Medium mit physiologischer Glutamin-Konzentration, einem Glutamin-freien Medium
sowie einem Glutamin-freien Medium, das mit Vorstufen der Glutathion-Synthese
erganzt wurde. Zusatzlich konnten die CD4* T-Zellen mit Wasserstoffperoxid
behandelt werden, um ihre Fahigkeit zur Abwehr von oxidativem Stress zu prufen.
AnschlieRend sollten die intrazellularen ROS-Werte und die Uberlebensrate der Zellen
gemessen werden. Solche Experimente konnten wertvolle Einblicke in die Beziehung
zwischen dem Glutamin-Stoffwechsel, der Glutathion-Synthese und der ROS-
Produktion in den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden liefern.

Um zu klaren, ob die CD4" T-Zellen von ERU-Pferden verstarkt Fettsauren fur die
mitochondriale Substratoxidation nutzen und so die geringere Abhangigkeit von
Glukose (Publikation, Figure 2) und die gesteigerte OXPHOS-Aktivitat (BARFUSSER
et al., 2021) kompensieren, wurde abschlieRend die Nutzung dieser Substrate fur den
mitochondrialen Stoffwechsel untersucht. Da kurz- und mittelkettige Fettsauren die

Mitochondrienmembran durch passive Diffusion Uberwinden kdnnen, beziehen sich
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die Ergebnisse aus diesem Versuch ausschlieldlich auf langkettige Fettsauren, da der
Import dieser Fettsauren spezifisch durch die CPT1 vermittelt wird. Durch die
Hemmung der CPT1 mit Etomoxir wurde innerhalb dieses Versuchs somit gezielt der
mitochondriale Stoffwechsel langkettiger Fettsauren untersucht. Die CD4* T-Zellen
von ERU-Pferden zeigten in diesen Versuchen eine signifikant hohere Kapazitat und
Flexibilitat fur die mitochondriale Substratoxidation langkettiger Fettsduren
(Publikation, Figure 4). Es wurde sowohl bei Kontrollen als auch bei ERU-Pferden
keine Abhangigkeit von der mitochondrialen Substratoxidation langkettiger Fettsauren
identifiziert, was einerseits dadurch zu erklaren ist, dass diese Zellen eine Kapazitat
von 100 % fur den mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel zeigten und andererseits auf
eine mogliche Kompensation Uber die Oxidation kurz- und mittelkettiger Fettsauren
zuruckzufuhren ist, die von der Blockierung der CPT1 durch Etomoxir nicht betroffen
waren. Die Ergebnisse einer signifikant hoheren Kapazitat und Flexibilitat fur die
mitochondriale Oxidation langkettiger Fettsduren deuten jedoch darauf hin, dass die
geringere Abhangigkeit vom mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel wahrscheinlich
durch eine gesteigerte Kapazitat fur die Nutzung langkettiger Fettsauren zur
mitochondrialen Oxidation entsteht. Auch der erhohte Elektronenbedarf, der durch die
verstarkte OXPHOS-AKktivitat in diesen Zellen entsteht (BARFUSSER et al., 2021),
wird somit vermutlich Uber eine Steigerung der mitochondrialen Oxidation langkettiger
Fettsauren gedeckt.

Eine gesteigerte Fahigkeit zur Oxidation langkettiger Fettsauren wurde bisher weder
in CD4* T-Zellen von Patienten mit autoimmuner Uveitis noch in anderen
Pferdemodellen nachgewiesen, weshalb die zugrundeliegenden Mechanismen derzeit
nicht bekannt sind (Stand der PubMed Literaturrecherche: 29.11.2024). Die T-Zellen
von Saugetierspezies wie Maus und Mensch zeigen jedoch eine ahnliche Fahigkeit,
zwischen dem Abbau von Glukose, Glutamin und Fettsauren zu wechseln, um ihre
Effektorfunktionen in veranderten Mikroumgebungen, wie beispielsweise in
entzindetem Gewebe, aufrechtzuerhalten (MANOSALVA et al., 2022; CHEN et al.,
2023a; MA et al., 2024). Diese ausgepragte Anpassungsfahigkeit von T-Zellen wird
als metabolische Flexibilitat bezeichnet (CHEN et al., 2023a; MA et al., 2024). Unsere
Studie zeigt, dass diese Fahigkeit bei den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden besonders
ausgepragt ist, vor allem in Bezug auf den Stoffwechsel von Glukose und langkettigen
Fettsauren. Diese erhohte metabolische Flexibilitat konnte diesen Zellen einen
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entscheidenden Vorteil bieten, um sich wahrend der akuten Uveitis-Schube an die
immunsuppressive Mikroumgebung des Auges anzupassen (STREILEIN, 2003;
TAYLOR und NG, 2018). Das intraokulare Immunprivileg, das nicht nur von der
physischen Barriere der Blut-Retina-Schranke, sondern auch von einer
immunsuppressiven Mikroumgebung im Auge aufrechterhalten wird, stellt eine
bedeutende Herausforderung fur infiltrierende Immunzellen dar (STREILEIN, 2003;
TAYLOR und NG, 2018). Diese Mikroumgebung, die unter anderem durch
immunsuppressive Faktoren im Kammerwasser gepragt ist, kann immunologische
Reaktionen unterdricken (STREILEIN, 2003). Die Fahigkeit der CD4" T-Zellen von
ERU-Pferden, sich durch eine verstarkte Oxidation langkettiger Fettsduren
metabolisch anzupassen, konnte ihnen in dieser immunsuppressiven Umgebung
einen Vorteil verschaffen. Um diese Hypothese zu testen, konnten gezielte
Experimente durchgefuhrt werden, bei denen CD4" T-Zellen von ERU-Pferden und
gesunden Kontrollen mit dem Kammerwasser von Pferden inkubiert werden.
AnschlieRend sollten die Uberlebensraten und Apoptosewerte der Zellen gemessen
werden, um festzustellen, ob die Zellen von ERU-Pferden weniger anfallig fur die
immunsuppressiven Effekte des Kammerwassers sind. Darlber hinaus ware es
sinnvoll, die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen unter denselben Bedingungen zu
untersuchen. Ein Vergleich mit den Zellen gesunder Kontrollpferde konnte zeigen, ob
die metabolische Flexibilitat der ERU-Zellen ihre Resistenz gegenuber den
unterdrickenden Effekten des Kammerwassers verbessert. Dieselben Experimente
sollten zudem unter Blockierung der Oxidation langkettiger Fettsauren Uber die
Hemmung der CPT1 mit Etomoxir durchgefuhrt werden. Eine solche Blockade wirde
es ermoglichen zu untersuchen, ob die CD4* T-Zellen von ERU-Pferden ohne diesen
metabolischen Pfad eine erhdhte Anfalligkeit fur die immunsuppressiven Effekte des

Kammerwassers zeigen.

Die Effekte von langkettigen Fettsauren auf die Funktion und Differenzierung von CD4*
T-Zellen wurden bisher bei Pferden nicht untersucht (Stand der PubMed-
Litertaturrecherche: 15.12.2024). Interessanterweise spielt jedoch die Kettenlange der
Fettsauren, die fur die FAO genutzt werden, eine entscheidende Rolle bei der
Differenzierung von humanen und murinen T-Zellen (HAGHIKIA et al., 2015). Die
Kultivierung humaner naiver CD4" T-Zellen mit langkettigen Fettsauren erhohte die
Anzahl IFN-y-produzierender CD4" T-Zellen (HAGHIKIA et al., 2015). Die Kultivierung
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muriner CD4* T-Zellen mit langkettigen Fettsduren hingegen forderte die
Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu Th1- und Th17-Zellen (HAGHIKIA et al.,
2015). Diese Effekte von langkettigen Fettsduren wurden anschlieRend in einem
Mausmodell der experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis getestet, in dem
eine Diat reich an lang- und mittelkettigen Fettsauren die Symptome in vivo
verschlechterte (HAGHIKIA et al., 2015). Bei der anschliefienden Untersuchung der
Ruckenmarksinfiltrate zeigte sich, dass bei diesen Mausen die Haufigkeit von Th17-
Zellen erhoht war, wahrend die Zahl der Th1-Zellen unverandert blieb (HAGHIKIA et
al., 2015). Da langkettige Fettsauren beim Menschen im Gegensatz dazu bevorzugt
die Differenzierung von Th1-Zellen forderten (HAGHIKIA et al., 2015), liegen hier
signifikante Speziesunterschiede zwischen Menschen und Mausen vor. Um zu testen,
wie sich die verstarkte Nutzung langkettiger Fettsauren auf die Funktion von CD4" T-
Zellen bei ERU-Pferden und gesunden Kontrollpferden auswirkt, sollten
weiterfiUhrende Versuche durchgefuhrt werden. Diese konnten die in vitro-Kultivierung
dieser Zellen mit langkettigen und mit kurzkettigen Fettsauren beinhalten, bei der
anschlieBend die Proliferation der Zellen gemessen wird. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob die Kultivierung mit langkettigen Fettsauren die ROS-
Produktion in diesen Zellen beeinflusst. Eine Blockade der FAO uber den CPT1-
Inhibitor Etomoxir mit anschlieliender Messung der intrazellularen ROS-Werte konnte
aufdecken, ob eine Hemmung der Oxidation langkettiger Fettsauren die ROS-
Produktion in den Zellen von ERU-Pferden senkt. AbschlieBend sollten die
Aktivierungswerte der Zellen ermittelt werden, um den Zusammenhang zwischen FAQO,
ROS-Produktion und Zellaktivierung in den CD4* T-Zellen von ERU-Pferden
weiterfihrend zu untersuchen. Solche Versuche konnten dabei helfen aufzuklaren, wie
sich das Nutzen langkettiger Fettsauren auf die T-Zellfunktion bei ERU-Pferden
auswirkt. Da eine erhohte Kapazitat fur die Oxidation langkettiger Fettsauren in CD4"*
T-Zellen bisher weder bei Pferden mit ERU noch bei Patienten mit autoimmuner Uveitis
nachgewiesen wurde (Stand der PubMed-Literaturrecherche: 13.12.2024), kann ein
Blick auf Tiermodelle der Multiplen Sklerose Hinweise auf die moglichen
zugrundeliegenden Mechanismen liefern: In einem experimentellen Mausmodell
wurde der Einfluss einer Inhibierung der CPT1-mediierten FAO auf den Verlauf der
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis untersucht (SHRIVER und
MANCHESTER, 2011). Die Behandlung mit Etomoxir reduzierte die klinischen
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Symptome signifikant und fluhrte zu einer verminderten Entzindung im
Zentralnervensystem (SHRIVER und MANCHESTER, 2011). Diese abgeschwachte
Entzindung aulderte sich unter anderem in einer verringerten Infiltration von CD4" T-
Zellen (SHRIVER und MANCHESTER, 2011). Aufbauend auf diesen Erkenntnissen
wurde die Wirkung von Etomoxir auf die Zytokinproduktion und Apoptose von murinen
CD4* T-Zellen unter Bedingungen untersucht, die entweder die Glykolyse
begunstigten oder reduzierten (SHRIVER und MANCHESTER, 2011). Dabei sollte die
Reduktion der Glykolyse metabolischen Stress induzieren, der den
Fettsaurestoffwechsel begunstigt (SHRIVER und MANCHESTER, 2011). Wahrend in
Glukose-reichen Umgebungen keine signifikanten Auswirkungen auf die T-Zell-
Funktion festgestellt wurden, fihrte die Hemmung der FAO unter Glukose-armen
Bedingungen zu einer erhohten Apoptoserate der autoreaktiven T-Zellen (SHRIVER
und MANCHESTER, 2011). Zusatzlich zeigte sich, dass Etomoxir in Glukose-armen
Umgebungen die Produktion von IFN-y reduzierte (SHRIVER und MANCHESTER,
2011). Insgesamt konnten diese Untersuchungen zeigen, dass die CPT1-mediierte
FAO unter Bedingungen mit eingeschrankter Glukose-Verfugbarkeit eine wesentliche
Rolle fiir das Uberleben und die Funktion von murinen autoreaktiven T-Zellen spielt
(SHRIVER und MANCHESTER, 2011). Bezogen auf unsere neuen Erkenntnisse, die
eine geringere Abhangigkeit der CD4*" T-Zellen von Pferden mit ERU vom
mitochondrialen Glukose-Stoffwechsel und gleichzeitig eine erhohte Kapazitat sowie
Flexibilitat fur die CPT1-vermittelte FAO zeigen, konnten hier ahnliche
Wechselwirkungen zwischen dem Stoffwechsel von Glukose und Fettsauren und der
Auswirkung auf die Funktion dieser autoreaktiven T-Zellen vorliegen. Zukunftige
Studien sollten darauf abzielen, die funktionelle Bedeutung dieser metabolischen
Veranderungen naher zu beleuchten. Ein Ansatz konnte der gezielte Einsatz von
CPT1-Inhibitoren wie Etomoxir sein, um zu untersuchen, wie diese Hemmung die
Proliferation und Uberlebensfahigkeit der Zellen beeinflusst, insbesondere unter
stressreichen Bedingungen sowie bei variierender Glukoseverfugbarkeit. Des
Weiteren konnten Transmigrationsexperimente aufbauend auf frUheren Studien
durchgefuhrt werden, die eine gesteigerte Migration der PBL von Pferden mit ERU in
Richtung spezifischer ERU-Autoantigene und Zytokine zeigten (WIEDEMANN et al.,
2020). Um die metabolischen Abhangigkeiten dieser Migration besser zu verstehen,
konnte der Einsatz von CPT1-Inhibitoren wie Etomoxir sowie Glykolyse-Inhibitoren auf
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die Migration der CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden und gesunden
Kontrollen untersucht werden. Diese Experimente konnten Aufschluss dariber geben,
wie stark die Migration dieser autoreaktiven Zellen von der FAO oder der Glykolyse
abhangig ist und ob eine Modulation dieser Stoffwechselwege die Transmigration
beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der veranderte metabolische Phanotyp (BARFUSSER
et al., 2021) der CD4* T-Zellen von an ERU erkrankten Pferden genauer
charakterisiert. In einer frUheren Studie wurde bereits eine gesteigerte Aktivitat der
OXPHOS in diesen Zellen nachgewiesen (BARFUSSER et al., 2021). In der
vorliegenden Studie zeigte sich, dass diese erhohte OXPHOS-Aktivitat nicht durch
eine verstarkte mitochondriale Oxidation von Glukose oder Glutamin geférdert wird,
sondern vielmehr durch eine verbesserte Fahigkeit zur Oxidation langkettiger
Fettsauren. Interessanterweise besitzen die CD4" T-Zellen von ERU-Pferden zudem
eine signifikant gesteigerte Fahigkeit, im Falle einer Hemmung der mitochondrialen
Atmung die kompensatorische Glykolyse zu erhohen (BARFUSSER et al., 2021).
Diese metabolische Flexibilitat konnte auf die in dieser Studie festgestellte reduzierte
Abhangigkeit von der mitochondrialen Glukoseoxidation zurlckzuflihren sein. Bei
Bedarf kann die Glukose somit verstarkt im Rahmen der aeroben Glykolyse im
Zytoplasma verstoffwechselt werden, anstatt Uber Acetyl-CoA in den mitochondrialen
Citratzyklus eingespeist zu werden. Welche funktionellen Vorteile diese metabolischen
Anpassungen im Kontext der Pathogenese der ERU bieten, bleibt Gegenstand
weiterer Untersuchungen. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass dieser flexible und
aktivierte Stoffwechsel eine Rolle dabei spielt, den CD4* T-Zellen das Uberwinden der
Blut-Retina-Schranke zu erleichtern und daraufhin im Auge Uber die Reaktion mit
retinalen Autoantigenen die entzindlichen Prozesse im Rahmen der ERU zu initiieren.
Die genauen Zusammenhange zwischen dem veranderten Metabolismus und der
Pathogenese sollten jedoch durch funktionelle Experimente weiter aufgeklart werden.
Die identifizierte erhdhte ROS-Produktion spielt zudem wahrscheinlich eine zentrale
Rolle in den beschriebenen Prozessen und scheint sowohl Ursache als auch Folge
der metabolischen Veranderungen in CD4" T-Zellen von ERU-Pferden und somit
bedeutend fur die Aufrechterhaltung des pathologischen Phanotyps zu sein.
Zukunftige Experimente sollten darauf abzielen, den Einfluss der erhohten ROS-
Produktion auf die Funktion und den Stoffwechsel der T-Zellen von ERU-Pferden
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genauer zu untersuchen. Dabei ware es insbesondere wichtig zu klaren, ob eine
Reduktion der ROS-Produktion den aktivierten Phanotyp und den veranderten
Stoffwechsel dieser Zellen normalisieren kann. Die identifizierten Unterschiede im
metabolischen Phanotyp der CD4* T-Zellen von ERU-Pferden kdnnten somit nicht nur
zur phanotypischen Abgrenzung von gesunden Zellen genutzt werden, sondern auch
als Ansatzpunkt fur therapeutische Strategien dienen. Selbst aulierhalb akuter

Entzindungsschube erdffnen sie die Moglichkeit, diese Zellen gezielt anzusprechen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine weltweit verbreitete, immunvermittelte
Erkrankung mit hoher Pravalenz. Sie ist gekennzeichnet durch wiederkehrende
Entzindungsschube des Uvealtrakts, die von symptomfreien Intervallen unterbrochen
werden. Der progressive Verlauf dieser Erkrankung fuhrt langfristig zur Zerstorung
intraokularer Strukturen, insbesondere der Retina, und unbehandelt letztlich zur
Erblindung betroffener Pferde. Da die Atiologie der ERU bis heute nicht geklart ist,
existiert keine kausale Therapie, wodurch eine vollstandige Heilung aktuell nicht
moglich ist.

Im Zentrum der Pathogenese der ERU stehen autoreaktive CD4* T-Zellen. Diese aus
der Peripherie stammenden Zellen Uberwinden die Blut-Retina-Schranke und dringen
in das immunprivilegierte Augeninnere ein. Dort reagieren sie mit retinalen
Autoantigenen und tragen malfdgeblich zur Entstehung der autoimmunen Entzindung
bei. Die initialen Mechanismen, die zur Aktivierung dieser Zellen fuhren, sind nach wie
vor ungeklart. In den symptomfreien Phasen sind diese autoaggressiven Zellen in der
Peripherie nachweisbar, was eine phanotypische Charakterisierung dieser Zellen aus
dem peripheren Blut ermdglicht. Die peripheren CD4" T-Zellen weisen
charakteristische metabolische Veranderungen auf, die dazu beitragen konnten, die
Blut-Retina-Schranke zu uberwinden und die Entzindung durch die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine zu fordern. Fruhere Studien zeigten unter anderem,
dass die CD4"* T-Zellen von ERU-Pferden eine verstarkte oxidative Phosphorylierung
sowie eine erhohte kompensatorische Glykolyse als Reaktion auf die Hemmung der
mitochondrialen Atmung aufweisen. Ziel dieser Arbeit war es, den Stoffwechsel dieser
Zellen eingehender zu untersuchen, mit einem Fokus auf die mitochondriale
Substratoxidation von Glukose, Glutamin und langkettigen Fettsauren sowie die Frage,
ob die gesteigerte oxidative Phosphorylierung mit einer erhdhten Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies in diesen Zellen einhergeht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass die CD4" T-Zellen von ERU-
Pferden eine 1,7-fach erhohte ROS-Produktion im Vergleich zu gesunden
Kontrollpferden aufweisen. Mithilfe einer Echtzeit-Analyse des Stoffwechsels konnte
zudem nachgewiesen werden, dass diese Zellen signifikante Unterschiede bei der

mitochondrialen Oxidation von Glukose und langkettigen Fettsduren zeigen. Die CD4*
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T-Zellen von ERU-Pferden waren weniger abhangig vom mitochondrialen Glukose-
Stoffwechsel. Weiterhin zeigten sie eine gesteigerte Flexibilitat bei der Nutzung des
mitochondrialen Glukosestoffwechsels, was darauf hindeutet, dass sie bei einer
Hemmung der mitochondrialen Pyruvatoxidation starker auf alternative
Stoffwechselwege zuruckgreifen koénnen, um die mitochondriale Atmung
aufrechtzuerhalten. Zudem zeigten sie eine signifikant hdhere Kapazitat und Flexibilitat
fur die Oxidation langkettiger Fettsauren, was auf eine gesteigerte Fahigkeit hindeutet,
Fettsauren als Energiequelle zu nutzen, wenn andere Stoffwechselwege blockiert sind.

Diese metabolischen Anpassungen deuten darauf hin, dass die CD4* T-Zellen von an
ERU erkrankten Pferden Uber einen flexiblen Stoffwechsel verfugen, der es ihnen
ermoglicht, sich an veranderte Anforderungen anzupassen. Dies konnte ihnen einen
Vorteil verschaffen, um die Blut-Retina-Schranke zu Uberwinden, die
Autoimmunreaktion im Auge zu initiieren und die Energie bereitzustellen, die fur die
Aufrechterhaltung der intraokularen Entzindung erforderlich ist. Zusatzlich konnte die
gesteigerte ROS-Produktion die Aktivierung dieser Zellen fordern, indem sie zellulare
Signaltransduktionskaskaden beeinflusst und proinflammatorische Mechanismen
verstarkt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die genauen Mechanismen
zu klaren, durch die der veranderte Metabolismus die Funktion autoreaktiver T-Zellen
bei der ERU beeinflusst. Insbesondere sollten die Auswirkungen der erhdhten ROS-
Produktion und der veranderten Verstoffwechselung mitochondrialer Substrate auf die
T-Zell-Funktion untersucht werden. So kann ermittelt werden, ob der veranderte
metabolische Phanotyp den Zellen einen funktionellen Vorteil bei der
Autoimmunreaktion verschafft. Die identifizierten Unterschiede konnten zudem dazu
beitragen, diese Zellen im peripheren Blut phanotypisch abzugrenzen. Solche
Erkenntnisse konnten therapeutische Interventionen ermadglichen, die den
Stoffwechsel gezielt modulieren und so den Phanotyp der CD4" T-Zellen bei ERU-
erkrankten Pferden normalisieren, um eine Remission der autoimmunen Entzindung

zu fordern.
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6 SUMMARY

Equine recurrent uveitis (ERU) is a highly prevalent immune-mediated disease. It is
characterized by recurrent episodes of intraocular inflammation, interrupted by
asymptomatic intervals. The progressive nature of this disease leads to the destruction
of intraocular structures, particularly the retina, which, if left untreated, ultimately
results in blindness. Since the etiology of ERU remains unknown, no causal therapy
exists, making a complete cure for the disease currently impossible.

At the center of ERU pathogenesis are autoreactive CD4" T cells. Once activated,
these cells, originating from the periphery, cross the blood-retinal barrier and infiltrate
the immune-privileged eye. There, they react with retinal autoantigens, significantly
contributing to the development of autoimmune inflammation. However, the initial
mechanisms that trigger the activation of these cells remain unclear. These
autoreactive cells can be found in the periphery during asymptomatic phases, enabling
their phenotypic characterization from peripheral blood. Peripheral CD4* T cells display
distinct metabolic alterations that may support their ability to cross the blood-retinal
barrier and promote intraocular inflammation by releasing pro-inflammatory cytokines.
Previous studies have shown that CD4" T cells from ERU-affected horses exhibit
enhanced oxidative phosphorylation and increased compensatory glycolysis in
response to inhibition of mitochondrial respiration. This study aimed to investigate the
metabolism of these cells in greater detail, focusing on mitochondrial substrate
oxidation of glucose, glutamine, and long-chain fatty acids, as well as examining
whether increased oxidative phosphorylation is associated with heightened reactive

oxygen species production in these cells.

The results revealed that CD4* T cells from ERU-affected horses exhibited a 1.7-fold
increase in reactive oxygen species production compared to healthy control horses.
Furthermore, real-time metabolic analysis demonstrated significant differences in
mitochondrial oxidation of glucose and long-chain fatty acids. CD4* T cells from ERU-
affected horses were less dependent on mitochondrial glucose metabolism. They also
showed increased flexibility in utilizing mitochondrial glucose metabolism, indicating a
greater ability to rely on alternative metabolic pathways when mitochondrial pyruvate
oxidation is inhibited, thus maintaining mitochondrial respiration. Additionally, these

cells displayed significantly higher capacity and flexibility in oxidizing long-chain fatty
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acids, suggesting an enhanced ability to utilize fatty acids as an energy source when
other metabolic pathways are blocked. These metabolic adaptations suggest that
CD4" T cells from ERU-affected horses possess a flexible metabolism, enabling them
to adapt to changing demands. This metabolic flexibility may provide them with an
advantage in crossing the blood-retinal barrier, initiating the autoimmune response in
the eye, and supplying the energy required to sustain intraocular inflammation.
Furthermore, increased ROS production could enhance the activation of these cells by
influencing cellular signal transduction cascades and amplifying pro-inflammatory

mechanisms.

Further investigations are necessary to elucidate the precise mechanisms by which
altered metabolism impacts the function of autoreactive T cells in ERU-affected horses.
Specifically, the effects of elevated ROS production and altered mitochondrial
substrate metabolism on T cell function should be explored. This could help determine
whether the altered metabolic phenotype provides these cells with a functional
advantage during the autoimmune response. The identified differences may also
contribute to the phenotypic distinction of these cells in peripheral blood. Such insights
could pave the way for therapeutic interventions aimed at modulating metabolism,
thereby normalizing the phenotype of CD4* T cells in ERU-affected horses to promote

remission of autoimmune inflammation.
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