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EINLEITUNG 1

1 EI NLEI TUNG

Mullerzellen sind spezialisierte radiale retinale Makrogliazellen (REICHENBACH
und BRINGMANN, 2020). Sie durchziehen die Retina in ihrer ganzen Breite und
stehen in engem funktionellem Kontakt mit allen anderen retinalen Zellarten und
Kompartimenten, retinalen Blutgefallen und dem Glaskérper (WANG et al., 2022b;
AYTEN et al., 2024). In der fast avaskularen Retina des Pferdes kommt ihnen als
den primaren Makrogliazellen der Retina eine besondere Bedeutung zu
(SCHNITZER, 1988; EHRENHOFER et al., 2002; EBERHARDT et al., 2011). Sie
sind maf3geblich beteiligt an der Aufrechterhaltung der retinalen Wasser-, lonen-
und pH-Homoostase und unterstiitzen retinale Neuronen funktionell und metabo-
lisch (REICHENBACH und BRINGMANN, 2020; TOMITA et al., 2021; BENFEY et
al., 2022; AUGUSTINE et al., 2023; BALZAMINO et al., 2024). Wahrend einer re-
tinalen Entzindung nehmen Saugetier-Mullerzellen einen aktivierten gliotischen
Phanotyp an, der initial neuroprotektiv wirken kann, aber im weiteren Verlauf zur
Zerstérung neuronalen Gewebes beitragt (PENA und VAZQUEZ, 2022; NISHINO
et al., 2023; BALZAMINO et al., 2024; ZHANG et al., 2025). Millerzellen kébnnen
auch immunologische Funktionen Gbernehmen, wie primar in vitro in Nagermodel-
len aber auch in anderen Tierarten gezeigt wurde: dies auf3ert sich unter anderem
durch die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine, der Expression
von Toll-like-Rezeptoren, sowie von Ko-Stimulations- und Adhasionsmolekilen
(KUMAR und SHAMSUDDIN, 2012; NATOLI et al., 2017; SCHMALEN et al., 2021,
MCCURRY et al., 2024; PADOVANI-CLAUDIO et al., 2024; RAPP et al., 2024).
Durch ihre immunologische Kapazitat wird ihnen eine Involvierung in der Pathoge-
nese von fast allen relevanten Retinopathien zugesprochen (AYTEN et al., 2024,
HUANG et al., 2024b; PEREIRO et al., 2024; QUINN et al., 2024; ZHANG et al.,
2024c). Mullerzellen spielen auch eine signifikante Rolle in der Pathogenese der
equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) (HAUCK et al., 2007; EBERHARDT et al.,
2011; DEEG et al., 2016; LORENZ et al., 2021a). Die ERU ist eine bei Pferden
weltweit vorkommende spontan auftretende okulare Autoimmunerkrankung, die
sich in einer wiederkehrenden intraokularen Entziindung auf3ert (GILGER et al.,
2022; MOREN et al., 2024). AuRerdem ist die ERU das einzige spontane Tiermodell
fur die autoimmune Uveitis des Menschen, das die klinischen und pathophysiologi-
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schen Merkmale, sowie den schubférmig-rezidivierenden Verlauf und die autoim-
mune Atiologie widerspiegelt (DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2007c; DEEG et
al., 2008; SOTH et al., 2024). Autoreaktive, in der Peripherie aktivierte Cluster of
Differentiation (CD)4* T-Zellen Gberwinden hierbei die Blut-Retina-Schranke, atta-
ckieren retinale Antigene und l6sen eine destruktive retinale Entzindung aus
(DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2006b). Damit infiltrierende
CD4* T-Zellen diese Autoantigene erkennen kénnen, missen die Antigene tber den
Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse Il durch antigenprasentierende Zel-
len (APZ) prasentiert werden (MCPHERSON et al., 2022; QUINN et al., 2024). Da
das immunprivilegierte Auge nahezu frei von professionellen APZ und MHC Klasse
Il Expression ist (KALSOW und DWYER, 1998; ROMEIKE et al., 1998; WU et al.,
2024), stellt sich die zentrale Frage, wie es dennoch zu dieser CD4* T-Zell vermit-
telten Entzindungsreaktion kommen kann. Zudem ist zu klaren, welche Verande-
rungen im lokalen Milieu diese Reaktion begtinstigen und welche Zellen daran be-
teiligt sind. Es gibt Hinweise darauf, dass equine Mller-Gliazellen (eqRMG) im Ver-
lauf der ERU immunologische Funktionen wahrnehmen: Sie exprimieren MHC
Klasse Il (ROMEIKE et al., 1998) und sezernieren Interferon-o  ( -b | N tymsches
Zytokin professioneller APZ (HAUCK et al., 2007). Die proinflammatorische Stimu-
lation primarer egRMG fuhrte aul3erdem zur Induktion von Proteinen, die mit der
Antigenprasentation und der T-Zell-Stimulation assoziiert sind (LORENZ et al.,
2021b). Die immunologischen Funktionen von egRMG bleiben allerdings weitge-
hend ungeklart. Ziel dieser Arbeit war es daher, die immunologische Rolle der Mul-
lerzellen sowohl in der retinalen Gesundheit als auch bei der Pathogenese der ERU

naher zu charakterisieren.
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2 LI TERATUR

2.1 Retinale Miller -Gliazellen

AlJedenfalls steht si e misi]liejenden Zhailer?[sichis t

so enger Verbindung, dass nicht selten beim Zerreissen [sic] der Retina sich eine
Faser vollkommen isolirt [sic], an deren ausseren [sic] Theil [sic] eine Anzahl der
sogenannten Korner samt Stabchen oder Zwillingszapfen, wie die Johannisbeeren
an i hrem SMULER, I8%1). In diasdim Wortlaut beschrieb der deutsche
Anatom Heinrich Muller im Jahre 1851 zum ersten Mal die Existenz radialer Zellen
in der Retina, die in engstem, gar anastomosierendem Kontakt mit anderen retina-
len Zellen stehen (MULLER, 1851). Dieser enge Kontakt zu anderen retinalen Zel-
len, insbesondere Neuronen und retinalen Endothelzellen, sowie die durchgehende
radiare Struktur der Mullerzelle, die sich von der inneren limitierenden (engl. Inner
Limiting Membrane, ILM) bis zu auf3eren limitierenden Membran (engl. Outer Li-
miting Membrane, OLM) erstreckt, unterstreicht ihre essenzielle Rolle als anatomi-
sches und funktionelles Bindeglied zwischen den retinalen Neuronen und allen tb-
rigen retinalen Kompartimenten (BRINGMANN et al., 2006; MARTINEZ-GIL et al.,
2022; AYTEN et al., 2024).

Der Grol3teil der bisher publizierten Forschung an Millerzellen basiert auf in vitro-
Modellen aus verschiedenen Versuchstierspezies (REICHENBACH und
BRINGMANN, 2020). Die Grundstruktur der Retina von Wirbeltieren ist evolution&r
hoch konserviert (HAHN et al., 2023). Dasselbe gilt auch fir den metabolischen
Phanotyp gesunder Millerzellen (PFEIFFER et al., 2020). Allerdings gibt es den-
noch einige Gattungs- und Spezies-spezifische Unterschiede im Stoffwechsel und
in der Morphologie von Miillerzellen, die noch nicht vollends untersucht sind
(PANNICKE et al., 2017). Die Unterschiede zwischen Saugetieren resultieren unter
anderem aus den unterschiedlichen Vaskularisierungsgraden der Retina und den
sich daraus ergebenden verschiedenen Versorgungsansprichen des retinalen Ge-
webes an die Millerzellen (PANNICKE et al., 2017). Die paurangiotische Retina des
Pferdes ist nur in einem kleinen Bereich um den Nervus Optikus vaskularisiert
(SCHNITZER, 1988; EHRENHOFER et al., 2002). Nur in diesem vaskularisierten
Bereich kommen in der equinen Retina auch Astrozyten vor (SCHNITZER, 1988;
EHRENHOFER et al., 2002). Neben Millerzellen sind sie die zweite Art von Mak-

nach
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rogliazellen der Retina, die Saugetiere besitzen (MARTINEZ-GIL et al., 2022). Miil-
lerzellen werden folglich als die primaren Makrogliazellen von Spezies mit avasku-
larer oder weitgehend avaskularer Retina, wie der des Pferdes, angesehen
(HOLLANDER et al., 1991; EBERHARDT et al., 2011). Interessanterweise findet
sich in der equinen Retina vergleichsweise eine geringe Dichte an Millerzellen mit
durchschnittlich 5.000 Zellen/mm?, wobei der Durchschnittswert bei Saugetieren im
Bereich zwischen 8.000 und 11.000 Zellen/mm? liegt (CHAQ et al., 1997). Morpho-
logisch zeichnen sich Millerzellen, die gréfl3ten Zellen der equinen Retina, folgen-
dermal3en aus: Die Zellkérper mit den zugehdrigen Zellkernen der Mullerzellen lie-
gen in der inneren Kdrnerschicht (EBERHARDT et al., 2012b; PANNICKE et al.,
2017; REICHENBACH und BRINGMANN, 2020). Vom Zellkérper der eqRMG ge-
hen zwei Stamm-Fortsatze aus, die in entgegengesetzte Richtungen verlaufen: der
innere Stamm-Fortsatz zieht in Richtung der ILM und des Glaskorpers und der au-
Berer Stamm-Fortsatz in Richtung der OLM und des subretinalen Raumes
(EBERHARDT et al., 2012a; REICHENBACH und BRINGMANN, 2020). Eine Be-
sonderheit des inneren Fortsatzes stellt der verdickte trichterformige Millerzell-End-
ful® dar, der zur Formierung der ILM beitragt (REICHENBACH und BRINGMANN,
2020). Im Gegensatz zu diversen anderen Spezies besitzen eqRMG nur einen End-
ful (EBERHARDT et al., 2011; PANNICKE et al., 2017). Die Lateralfortsatze, die
von den Stamm-Fortsatzen ausgehen, ziehen zu den neuronalen Synapsen und
Zellkorpern der retinalen Neuronen und umgeben diese (HAMA et al.,, 1978;
EBERHARDT etal., 2012b; REICHENBACH und BRINGMANN, 2020). Mullerzellen
spielen auch eine entscheidende Rolle bei der Bildung der OLM, indem sie mit den
Mikrovilli ihrer distalen Stamm-Fortsatze enge Verbindungen zu den Photorezepto-
ren und dem subretinalen Raum herstellen (RASMUSSEN, 1974; EBERHARDT et
al., 2012b; BALZAMINO et al., 2024). Zusammen mit retinalen Neuronen formen
Millerzellen eine retinale Mikroeinheit (BALZAMINO et al., 2024). In der gesunden
Retina ibernehmen Miillerzellen zahlreiche Funktionen in der strukturellen und me-
tabolischen Unterstiitzung der retinalen Neuronen, sowie im retinalen Stoffwechsel
(BALZAMINO et al., 2024). Allerdings sind nicht alle ihrer Funktionen vollstandig
erforscht. Ihre genaue Rolle in der Netzhaut, besonders in der fast avaskularen Re-

tina des Pferdes, ist in vielen Aspekten noch nicht abschliel3end untersucht.
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2.1.1 Bedeutung und Physiologie in der retinalen Homo6ostase
2.1.1.1 Funktionen im retinalen lonen- und Wasserhaushalt

Beim Pferd, genau wie bei anderen Spezies, spielen Miillerzellen eine essenzielle
Rolle bei der Aufrechterhaltung der lonen-Homdoostase und des Wasserhaushalts
der Retina (EBERHARDT et al., 2011; DEEG et al., 2016; REICHENBACH und
BRINGMANN, 2020; HAN et al., 2024a). Insbesondere die Regulierung des Kalium-
(K$p)-Haushalts durch egRMG ist von groRer Bedeutung (EBERHARDT et al., 2011).
In der Retina von Saugetieren entstehen hohe Konzentrationen extrazellularen K¢
durch die Aktivitat retinaler Neuronen (DMITRIEV et al., 2021, 2022). Die K-Homo-
ostase in der equinen Retina wird durch die K¢-Kandle (engl. Inwardly Rectifying K*
Channel, Kir), Kir4.1 und Kir2.1, reguliert, die von egRMG exprimiert werden
(EBERHARDT et al., 2011). Die Expression von Kir4.1 ist gleichmaRig tber die ge-
samte eqRMG verteilt (EBERHARDT et al., 2011). Auffallig ist jedoch, dass entlang
der Endfu3e der eqRMG, die an die ILM und den Glaskorper angrenzen, keine er-
hohte Kir4.1-Expression vorliegt (EBERHARDT et al., 2011). Im Gegensatz dazu,
ist Kir4.1 in Mullerzellen aus Mausen und Ratten in den Endfuil3en deutlich erhéht
exprimiert (NAGELHUS et al., 1999; KOFUJI et al., 2002). In Amphibien nehmen
Miillerzellen K*-lonen aus dem Extrazellularraum auf und geben sie in Bereiche mit

niedrigerer K*-Konzentration, wie den subretinalen Raum, die retinalen Blutgefalie

oder den Glaskorper, ab (NEWMAN et al., 1984). So wurde der Begriff des K$-A S i

phoni ngn(NEVEMAN gt@lt, 1984). Weil Kir4.1 in eqRMG, im Gegensatz zu
anderen Spezies, nicht an den Endfuf3en angereichert exprimiert wird und die Re-
tina auRerdem weitgehend avaskular ist, erfolgt die retinale K*-Abgabe tber Kir4.1
hdchstwahrscheinlich nicht direkt an retinale Blutgefa3e oder den Glaskorper
(EBERHARDT et al., 2011). Kir2.1 wiederrum ist in egRMG deutlich starker in den
EndfifRen und in den distalen Enden der Stammfortsatze an der OLM exprimiert als
Kird.1 (EBERHARDT et al., 2011). In murinen Mdullerzellen wurde eine ahnliches
Expressionsmuster von Kir2.1 gezeigt (KOFUJI et al., 2002). Kir4.1 mediierte in
murinen Millerzellen, trotz seiner Fahigkeit zum bidirektionalen Transport, zum gro-
Ren Teil auswarts gerichtete K*-Strome, wahrend Kir2.1 durch neuronale Aktivitat
anfallenden K*-Strome in die Mullerzelle hinein vermittelte (KOFUJI et al., 2002). In

egRMG wird ein &hnlicher Mechanismus der synergistischen Zusammenarbeit von
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Kir4.1 und Kir2.1 in der gesunden Retina diskutiert (EBERHARDT et al., 2011). Dies
wurde aber bislang nicht bestétigt (Stand der PubMed-Recherche: Januar 2025).
Der retinale Wasserhaushalt ist bei SAugetieren osmotisch an den K*-Haushalt ge-
koppelt, wobei Miullerzellen eine essenzielle Rolle spielen (REICHENBACH und
BRINGMANN, 2020; OCHOA-DE LA PAZ und GULIAS-CANIZO, 2022; HAN et al.,
2024a). Neuronale Aktivitat in der Retina des Saugetieres fihrt zum Anfall von Was-
ser und zu veranderten osmotischen Gradienten in der Retina, die durch die Miller-
zell-vermittelte Volumenregulation wieder ins Gleichgewicht gebracht wird (NETTI
et al., 2024). Die primaren Kanéle, die in eqRMG den transmembrandsen Wasser-
transport vermitteln sind Aquaporin (AQP) 4 und AQP11 (DEEG et al., 2016). In
vitro verhinderte die selektive Blockade von AQP4 und AQP11 in priméaren eqRMG
die durch hypertonen osmotischen Stress ausgeloste zellulare Schrumpfung
(DEEG et al., 2016). AQP4 und AQP11 sind Uber die gesamte Lange der gesunden
egRMG exprimiert, genau wie AQP5 (EBERHARDT et al., 2011; DEEG et al., 2016).
In vitro verhinderte nur die Inhibierung von AQP5 unter hypotonen Bedingungen die
zellulare Schwellung von primaren eqRMG (DEEG et al., 2016). Dies weist auf eine
einwartsgerichtete Flussrichtung von Wasser durch AQP5 hin (DEEG et al., 2016).
Der am besten untersuchte Wasserkanal in Saugetiermodellen ist AQP4: in Ratten
wird er zusammen mit Kir4.1 in Mullerzellen exprimiert, insbesondere in Bereichen,
die an den Glaskorper und retinale GefalRe angrenzen (NAGELHUS et al., 1999).
Daher wird fir Ratten von einem bidirektionalen Wassertransport entlang des os-
motischen Gradienten von K* ausgegangen (NAGELHUS et al., 1999). Die enge
osmotische Kopplung von K*- und dem Wasserhaushalt wird weiterhin dadurch be-
kraftigt, dass eine Blockade von Kir4.1 zur Odematisierung von Miillerzellen in ei-
nem Rattenmodell der transienten retinalen Ischiamie fuhrte (PANNICKE et al.,
2004). In murinen Retinae war der Wasserimport durch AQP4 aul3erdem durch Kal-
zium-Stréme an den non-selektiven Kationenkanal Transient Receptor Potential Va-
nilloid 4 gekoppelt (JO et al., 2015). Dies verdeutlicht eine weitere Moglichkeit der
Volumenregulation durch Millerzellen, die auch in der humanen immortalisierten
Millerzelllinie Moorfields/ Institute of Ophthalmology-Mduller 1 (MIO-M1) gezeigt
wurde (JO et al., 2015; NETTI et al., 2024). Inwiefern diese Mechanismen auch in
egRMG bei der Volumenregulation zu Tragen kommen, ist bislang nicht geklart
(Stand der PubMed-Recherche: Januar 2025).
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Ein weiterer Aspekt der Regulierung der retinalen lonen-Homdoostase ist der retinale
pH-Wert, der ebenfalls substanziell von Millerzellen beeinflusst wird
(REICHENBACH und BRINGMANN, 2013; KREITZER et al., 2017;
TCHERNOOKOVA et al., 2021). Gesunde egRMG exprimieren das Enzym Carbo-
anhydrase Il (HAUCK et al., 2007). Dieses Enzym ist, wie in anderen Spezies ge-
zeigt wurde, an der Regulierung des retinalen pH-Werts beteiligt: Durch retinale
Neuronen produziertes Kohlendioxid wird in Amphibien durch Mullerzellen aufge-
nommen und durch Carboanhydrase Il in Bicarbonat umgewandelt (OAKLEY und
WEN, 1989; NEWMAN, 1994). Murine und aus Ratten stammende Miillerzellen ex-
primieren neben der Carboanhydrase Il auch Carboanhydrase XIV (OCHRIETOR
et al., 2005; DREFFS et al., 2018). Die beiden Isoformen der Carboanhydrase wur-
den in Ratten nach der Induktion einer systemischen metabolischen Azidose erhoht
exprimiert (DREFFS et al., 2018). Begleitet wurde dies in der azidifizierten Ratten-
Retina von einer Hochregulierung verschiedener Bicarbonat-Transporter wie des
Anion Exchanger 3 (DREFFS et al., 2018). In Salamander-Mdillerzellen glichen an
EndfuRRen lokalisierte Na¢-gekoppelte Bicarbonat-Transporter erniedrigte pH-Werte
in vitro aus (KREITZER et al., 2017). Die genauen Mechanismen der pH-Wert-Re-
gulation durch eqRMG sind bislang noch nicht bekannt (Stand der PubMed-Recher-
che: Januar 2025).

2.1.1.2 Mdllerzellen und Neuronen in der retinalen Homdostase:
Neurotransmitter -Recycling , Gliotransmitter und Neuroprotektion

Eine weitere essenzielle Funktion von Mullerzellen in der retinalen Homdostase ist
ihre Rolle im Recycling von Neurotransmittern (BRINGMANN et al., 2013;
BALZAMINO et al., 2024). Zum Neutransmitterstoffwechsel in egRMG liegen bis-
lang wenige Daten vor. Miillerzellen spielen eine entscheidende Rolle in der Regu-
lierung der synaptischen Aktivitdt der inneren Retina, insbesondere durch den
Transport und Austausch von Glutamat und anderen Neurotransmittern wie 2-Ami-
nobuttersaure (GABA) (REICHENBACH und BRINGMANN, 2020; AUGUSTINE et
al., 2023). Glutamat ist ein wesentlicher exzitatorischer Neurotransmitter in der Re-
tina, der durch Mullerzellen des Saugetieres verstoffwechselt wird (BRINGMANN et
al., 2013; AUGUSTINE et al., 2023). Zusatzlich zu seiner Rolle als Substrat im re-

tinalen Zitratzyklus des S&augetiers zur Generierung von Adenosintriphosphat
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(ATP), ist Glutamat auch ein essenzieller Bestandteil des Glutamat-Glutamin-Zyk-
lus, der in zwischen Millerzellen und Photorezeptoren ablauft (KNIGHT et al.,
2023). Glutamat wird an der Synapse der Photorezeptoren freigesetzt und von Mul-
lerzellen aufgenommen (KNIGHT et al., 2023).

Durch das Enzym Glutamin-Synthetase, das ein Standardmarker fir die gesunde
Mullerzelle des Wirbeltieres ist, wird Glutamat anschlie3end in Glutamin konvertiert
(BALZAMINO et al., 2024). Auch gesunde eqRMG exprimieren die Glutamin-Syn-
thetase (HAUCK et al., 2007; EBERHARDT et al., 2011). Durch die hohe evolutio-
nare Konservierung des Millerzellmetabolismus (PFEIFFER et al., 2020), ist davon
auszugehen, dass der Glutamat-Glutamin-Zyklus auch in egRMG wie beschrieben
ablauft. Glutamin wird durch S&augetier-Mullerzellen schnell wieder freigesetzt und
durch Photorezeptoren wieder aufgenommen, wo es unter anderem als Vorstufe fur
die Resynthese von Glutamat und GABA verwendet wird (KNIGHT et al., 2023). Der
essenzielle Charakter dieses Zyklus zwischen Millerzellen und Neuronen wird au-
Rerdem dadurch bekraftigt, dass die pharmakologische Inhibierung der Glutamin-
Synthetase im Kaninchenmodell zu funktioneller Blindheit fuhrte (POW und
ROBINSON, 1994).

Auf Mallerzellen mehrerer Saugetiere, darunter Ratten, Mause und nicht-menschli-
che Primaten, sind fur Glutamat spezifische Transporter beschrieben, unter ande-
rem der Glutamat-Aspartat-Transporter oder der Solute Carrier Family Member 2
(RAUEN et al., 1998; AYTEN et al., 2024; SALMAN et al., 2024). Fir eqRMG ist die
Expression dieser Transporter noch nicht untersucht. Die spannungsabhéangigen
Glutamat-Aspartat-Transporter spielen eine entscheidende Rolle fiir die Aufrechter-
haltung der visuellen Auflésung in der S&ugetierretina, indem sie durch die Auf-
nahme von Glutamat in Mullerzellen daflr sorgen, dass Uberschissiges Glutamat
nicht tber die neuronalen Synapsen hinaus verbreitet wird (BRINGMANN et al.,
2013; ZHOU et al., 2023). Exzessives extrazellulares Glutamat wirkt in der Retina
exzitatorisch-toxisch auf die umliegenden Neuronen und kann diese so schadigen
(ZHOU et al., 2023). Funktionsfahige Glutamat-Aspartat-Transporter auf Rattenmdil-
lerzellen konnten diese Toxizitat allerdings deutlich abschwéchen, was die essen-
zielle Rolle der Miillerzelle in der Regulierung des Glutamat-Stoffwechseln unter-
streicht (IZUMI et al., 2002).

GABA, der vorherrschende inhibitorische Neurotransmitter der Saugetierretina, wird

in retinalen Neuronen aus Glutamat synthetisiert (KNIGHT et al., 2023). Auch der
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Stoffwechsel von GABA muss zur Verhinderung schadlicher Auswirkungen auf re-
tinale Neuronen streng reguliert werden (BOFF et al., 2024). Zum GABA-Metabo-
lismus in der Retina gibt es keine fiir eQRMG spezifischen Daten. Mullerzellen aus
Meerschweinchen exprimieren die Natrium- und Chlorid-abhangigen GABA-Trans-
porter 1 und 3 und nahmen extrazellulares GABA in vitro innerhalb von 70ms in die
Zelle auf (BIEDERMANN et al., 2002). Humane primare Mullerzellen exprimieren
zusatzlich zu GABA-Transportern, im Gegensatz zum Meerschweinchen, GABAa-
Rezeptoren (BIEDERMANN et al., 2004). Humane Mdullerzellen nahmen GABA
nicht nur in die Zelle auf, sondern reagierten so auch selbst auf GABA als Neuro-
transmitter, indem ein Rezeptorvermittelter Chlorid-Einstrom in die Mullerzelle ge-
neriert wurde (BIEDERMANN et al., 2004).

Mullerzellen Gbernehmen nicht nur eine Rolle im Recycling von Neurotransmittern,
sondern sezernieren auch eigensténdig sogenannte Gliotransmitter, die fir die Neu-
ron-Glia-Kommunikation und die Regulierung der synaptischen Ubertragung essen-
ziell sind (NEWMAN, 2015; REICHENBACH und BRINGMANN, 2016; WANG et al.,
2023). Fur eqRMG liegen derzeit keine Daten zur Sekretion von Gliotransmittern
vor, dafur aber fur andere Saugetiere. So setzen beispielsweise aus Ratten und
Mausen stammende Miillerzellen in vitro nach Stimulation ATP frei (NEWMAN,
2003; HU et al., 2023). Durch mechanische Stimulation freigesetztes ATP wurde
durch extrazellulare Enzyme in Adenosin konvertiert, das durch die Aktivierung von
Al-Rezeptoren zur Hyperpolarisierung und damit zur Inhibierung retinaler Gangli-
enzellen fuhrte (NEWMAN, 2003).

DarlUber hinaus besitzen Miillerzellen neuroprotektives Potenzial, das nicht nur zur
Aufrechterhaltung der retinalen Homoostase beitragt, sondern auch bei retinalen
Pathologien eine Rolle spielt (BALZAMINO et al., 2024) (siehe auch Kapitel 2.1.2).
Kultivierte Millerzellen aus verschiedenen Saugetieren und die von ihnen sezer-
nierten neurotrophen Faktoren konnen die Uberlebenszeit retinaler Neuronen in
vitro verlangern (VON TOERNE et al., 2014; RUZAFA et al., 2018; PEREIRO et al.,
2020; ZWANZIG et al., 2021; DONATO et al., 2023). Bislang wurden noch keine
Ko-Inkubationsexperimente retinaler Neuronen mit egRMG publiziert (Stand der
PubMed-Recherche: Januar 2025). Allerdings lasst sich das Wissen Uber die neu-
roprotektiven, von Millerzellen sezernierten Faktoren, das aus anderen Saugetier-
spezies gewonnen wurde, auf eqRMG Ubertragen, da die Expression einiger dieser
Faktoren durch eqRMG bereits bekannt ist.
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Gesunde egRMG exprimieren beispielsweise Osteopontin, ein integrales Protein
der extrazellularen Matrix, sowohl in vitro als auch in vivo (DEEG et al., 2011). Der
neuroprotektive Effekt von durch Mdllerzellen in vitro sezerniertem Osteopontin auf
ko-inkubierte retinale Ganglienzellen und Photorezeptoren wurde unter anderem in
murinen, sowie in porcinen Modellen gezeigt (DEL RIO et al., 2011; RUZAFA et al.,
2018). Der Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) ist ein weiterer neuroprotek-
tiver Faktor, der von gesunden eqRMG exprimiert wird (HAUCK et al., 2007). Der
positive Effekt von durch Miillerzellen sezerniertem PEDF auf das Uberleben retina-
ler Neuronen wurde bereits in vielen Saugetiermodellen gezeigt (UNTERLAUFT et
al., 2014; MENG et al., 2024). PEDF wirkt auBerdem antiangiogenetisch und steht
dabei im Gegensatz zum Vascular Endothelial Growth (VEGF), der angiogenetisch
wirkt (MENG et al., 2024). Die erhohte Expression des VEGF in der equinen Retina,
gemeinsam mit der verminderten Expression des PEDF in Miullerzellen, ist fur
egRMG im Kontext der ERU beschrieben, was das Gegenspiel dieser Proteine auch
in der equinen Retina nahelegt (DEEG et al., 2007a; HAUCK et al., 2007).

Zur Sekretion neurotropher Faktoren gibt es fur eqRMG bislang keine Daten. Zu
den durch porcine Miullerzellen sezernierten Faktoren, die sich in vitro positiv auf
das Uberleben retinaler Neuronen auswirkten, zahlen unter anderem noch Clusterin
und Basigin (RUZAFA et al., 2018), sowie Transferrin, der Leuk&mie Inhibierungs-
faktor und das C-X-C-Motif-Chemokin-10 (CXCL10) (VON TOERNE et al., 2014).
Kultivierte Rattenmiillerzellen sezernierten neurotrophe Faktoren in vitro, wie den
Brain Derived Neurotrophic Factor, den Nerve Growth Factor, Neurotrophin-3, Neu-
rotrophin-4 sowie den Glial Cell Derived Nerve Growth Factor (TAYLOR et al.,
2003). Die Sekretion dieser Faktoren wurde durch die Stimulation mit exogenem
Glutamat verstarkt, was auf einen von Mullerzellen vermittelten protektiven Mecha-
nismus gegen exogene Glutamat-Toxizitat hinweist (TAYLOR et al., 2003). Die Ent-
kopplung der mitochondrialen Atmungskette in murinen Mullerzellen durch Rotenon
fuhrte ebenfalls zu einer vermehrten Sekretion neurotropher Faktoren wie dem
Brain Derived Neurotrophic Factor und dem Basic Fibroblast Growth Factor
(INOUE-YANAGIMACHI et al., 2023). Mullerzellen verschiedener Saugetierspezies
kénnen unter unterschiedlichen Bedingungen eine neuroprotektive Wirkung auf um-

liegende Neuronen entfalten. lhre Reaktionen im Kontext pathologischer Prozesse
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sind jedoch ambivalent und kénnen sowohl schiitzende als auch schadigende Ef-
fekte auf die neuronale Umgebung haben (BRINGMANN et al., 2009b; BALZAMINO
et al., 2024).

2.1.2 Die Miillerzelle unter pathologischen Bedingungen: reaktive

Gliose

Unter pathologischen Bedingungen zeigen Millerzellen tiefgreifende metabolische
und funktionelle Veranderungen, die unter dem Begriff der reaktiven Gliose zusam-
mengefasst werden (BALZAMINO et al., 2024; ZHANG et al., 2025). Diese Reak-
tion, die auf pathogene Insulte wie Entztindungen oder Verletzungen der Netzhaut
erfolgt, ist durch eine komplexe Abfolge morphologischer, biochemischer und phy-
siologischer Anpassungen gekennzeichnet (BRINGMANN et al., 2009b; SKELTON
et al., 2023; BALZAMINO et al., 2024). Initial dient die Gliose als Schutzmechanis-
mus, um die Schadigung von neuronalem Gewebe zu minimieren (AMLEROVA et
al., 2024; BALZAMINO et al., 2024). Wie in vitro gezeigt, kbnnen neurotrophe und
neuroprotektive Faktoren, die von Miillerzellen sezerniert werden, das Uberleben
retinaler Neuronen nach einem Insult verlangern (DEL RIO et al., 2011; VON
TOERNE et al., 2014; VECINO et al., 2016; RUZAFA et al., 2018; DONATO et al.,
2023; BALZAMINO et al., 2024) (siehe Kapitel 2.1.1.2). Wenn pathologische Reize
jedoch persistieren, kann die Gliose zu einer Dysfunktion der Mullerzellen, zur For-
mierung von Glianarben und dadurch zu irreversiblen neuronalen Schaden fuhren
(WANG et al., 2011; ZHANG et al., 2025). Aufgrund der ambivalenten Wirkungen
der Gliose, die zunéchst neuroprotektiv wirkt, aber spater destruktive Prozesse ein-
leiten kann, hat sich die Metapher des "Janusgesichts" dafir etabliert.
(BRINGMANN et al., 2009b; BALZAMINO et al., 2024).

Die Prozesse der Gliose und der Aktivierung sind fiur egRMG im Rahmen der ERU,
sowie nach proinflammatorischer Stimulation mit LPS néaher charakterisiert worden
(HAUCK et al., 2007; DEEG et al., 2011; EBERHARDT et al., 2011; DEEG et al.,
2016; LORENZ et al., 2021a; LORENZ et al., 2021b). Dabei ist hervorzuheben, dass
die Gliose sowohl spezifische Veranderungen, die auf bestimmte Pathogene oder
Stressoren zurtickzufuihren sind, als auch unspezifische, generalisierte Veranderun-
gen umfasst, die unabhangig von der zugrunde liegenden Pathologie auftreten kén-
nen (BRINGMANN et al., 2009b; GRACA et al., 2018). Der aktivierte Phanotyp von
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Miillerzellen zeigt eine hohe Variabilitat und ist stark von der zugrundeliegenden
Pathologie oder Stimulation abhangig (HIPPERT et al., 2015; GRACA et al., 2018).
Es gibt allerdings konservierte und generell in Sdugetieren ablaufende unspezifi-
sche Reaktionen in Millerzellen im Rahmen der reaktiven Gliose, wie die zellulare
Hypertrophie und Proliferation (DYER und CEPKO, 2000; BALZAMINO et al., 2024;
NOMURA-KOMOIKE et al., 2024). Dies geht einher mit der Hochregulierung von
Intermediarfilamenten, wie des Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) (EASTLAKE et
al., 2018; SKELTON et al., 2023). Auch gliotische egRMG zeigen im Rahmen der
ERU eine Erh6hung von GFAP, sowie einen hypertrophen Phanotyp (HAUCK et al.,
2007). Generell, so auch im Rahmen der ERU, wird GFAP als sehr sensitiver un-
spezifischer und klassischer Marker fur die Aktivierung von Mdllerzellen und retina-
len Stress gesehen (LEWIS und FISHER, 2003; HAUCK et al., 2007; JAHNKE et
al., 2023; NISHINO et al., 2023). Ein weiterer unspezifischer Marker fur eine Muller-
zellgliose ist das Intermediarfilament Vimentin, das auch in gliotischen egRMG im
Verlauf der ERU erhoht exprimiert wird (HAUCK et al.,, 2007; SKELTON et al.,
2023). Auch das Intermediarfilament Nestin ist in gliotischen Miillerzellen beschrie-
ben, allerdings nicht in egRMG (XUE et al., 2010; SKELTON et al., 2023). Die Hoch-
regulierung von Intermediarfilamenten wird als der erste Schritt zur Formierung von
Glianarben gesehen, die die retinale Regeneration weiter beeintrachtigen (LEWIS
und FISHER, 2003; LU et al., 2011; EASTLAKE et al., 2018; SKELTON et al., 2023).
Glianarben sind das Resultat vermehrter Proliferation von Millerzellen im Rahmen
einer fortschreitenden Gliose, um raumliche Licken, die durch neuronale Degene-
ration entstanden sind wieder aufzufillen (JAHNKE et al., 2023). Auch im Rahmen
der ERU treten Glianarben in der Retina auf, die auf die gliotische Proliferation von
egRMG zuriickzufuhren sind (ROMEIKE et al., 1998; DEEG et al., 2007b).

Im Verlauf der Gliose unterliegen Mullerzellen tiefgreifenden metabolischen Veran-
derungen (BALZAMINO et al., 2024). Dadurch verlieren sie zunehmend ihre cha-
rakteristischen Funktionen, was die homoostatische Balance der Retina stort und
die neuronale Unterstiutzung schwéacht (BALZAMINO et al., 2024). Eine zentrale
Veranderung ist die Herunterregulation der Glutamin-Synthetase, eines essenziel-
len Enzyms im Glutamat-Glutamin-Zyklus (EASTLAKE et al., 2018; REYNISSON et
al., 2023). Auch in gliotischen egRMG im Kontext der ERU wurde eine verminderte
Expression dieses Enzyms nachgewiesen (HAUCK et al., 2007), was auf eine Be-
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eintrachtigung des Neurotransmitterrecyclings hindeutet (DEEG et al., 2007b). Be-
sonders in Glaukom-Modellen bei Nagetieren wurde gezeigt, dass ein erhéhter ext-
razellularer Glutamatspiegel exzitotoxische Effekte auf umliegende Neuronen aus-
Uben kann (BRINGMANN et al., 2013; LIU et al., 2022a; ZHOU et al., 2023).

Auch der K¢-Haushalt der Millerzellen verandert sich unter gliotischen Bedingun-
gen signifikant im Verlauf vieler retinaler Pathologien (BRINGMANN et al., 2006;
GAO et al., 2018). In gliotischen eqRMG im Rahmen der ERU ist Kir4.1 signifikant
herunterreguliert, wahrend Kir2.1 vermehrt exprimiert wird (EBERHARDT et al.,
2011). Die Ursache dieser Erhdhung ist unklar, jedoch kdnnte sie einen kompensa-
torischen Mechanismus zur Aufrechterhaltung der K¢-Homdoostase darstellen
(EBERHARDT et al., 2011). Ein negatives Membranpotenzial ist essenziell fur die
physiologischen Funktionen von Millerzellen, wie bereits in isolierten gesunden
egRMG gezeigt wurde (CHAO et al., 1997; REICHENBACH und BRINGMANN,
2020). Dieses Potenzial wird unter anderem durch Kir4.1-vermittelte K¢-Stréme ge-
neriert, wie Untersuchungen an Mausen mit Kir4.1-Knockout (KO) zeigten (KOFUJI
et al., 2000). Aufgrund der osmotischen Kopplung von Aquaporinen an K¢-Kanale
ist der durch Mullerzellen regulierte retinale Flissigkeitshaushalt ebenfalls betroffen
(BALZAMINO et al., 2024). In gliotischen egRMG der ERU ist AQP4, der wichtigste
Wasserkanal von Millerzellen, hochreguliert, wahrend AQP5 vermindert exprimiert
wird (EBERHARDT et al., 2011). Eine reduzierte Kir4.1-Expression in Mullerzellen
kann den osmotischen Gradient zwischen Zellinnerem und Extrazellularraum de-
stabilisieren: Dadurch stromt Wasser Uber AQP4 in die Zellen ein, was zur Bildung
eines Miillerzell-vermittelten retinalen Odems fiihrt (HAN et al., 2024a). Die Entste-
hung eines solchen retinalen Odems konnte auch eine Rolle bei der Pathogenese
der ERU spielen (DEEG et al., 2002b; DEEG et al., 2016). Darlber hinaus expri-
mieren gliotische eqRMG im Verlauf der ERU weniger Osteopontin (DEEG et al.,
2011) und PEDF (HAUCK et al., 2007), was auf den Verlust neuroprotektiver Funk-
tionen in der fortschreitenden Gliose hinweist.

Gliotische Mullerzellen kdnnen aktiv zur Krankheitsprogression beitragen, indem sie
proinflammatorische Zytokine und Chemokine exprimieren und sezernieren, was
insbesondere in in vitro-Modellen verschiedener Séugetierspezies nachgewiesen
wurde (SCHMALEN et al., 2021; BALZAMINO et al., 2024; MCCURRY et al., 2024;
PADOVANI-CLAUDIO et al., 2024; RAPP et al., 2024). Die Reaktionsmuster zeigen
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allerdings je nach verwendetem Stimulans und Modell erhebliche Unterschiede. Gli-
otische uveitische eqRMG sezernierten das proinflammatorische Zytokin IFN-2
(HAUCK et al., 2007) und exprimierten MHC Klasse Il (ROMEIKE et al., 1998). Mit
LPS stimulierte priméare eqRMG zeigten eine Induktion verschiedener zytokinasso-
ziierter Signalwege (LORENZ et al., 2021b). Zudem wurden Proteine verstarkt ex-
primiert, die mit der Antigenprasentation und Zelladhéasion in Verbindung stehen
(LORENZ et al., 2021b). In murinen autoantigeninduzierten Modellen fir die auto-
immune Uveitis (experimentelle autoimmune Uveitis, EAU) wurden ebenfalls ver-
schiedene zytokinassoziierte sowie Leukozytenadhasions- und Antigenprasentati-
ons-Signalwege in Millerzellen hochreguliert (QUINN et al., 2024; YUAN et al.,
2024). Die reaktive Gliose von Miillerzellen ist somit keine uniforme Reaktion, son-
dern zeigt je nach Pathologie erhebliche Variabilitdt. Wahrend viele Mechanismen
in anderen Spezies bereits charakterisiert sind, gibt es weiterhin grofl3e Wissenslu-
cken bezuglich der spezifischen Reaktivitat equiner Millerzellen, der funktionellen
Konsequenzen ihrer Aktivierung, sowie ihrer Rolle bei der Pathogenese der ERU
(siehe auch Kapitel 2.2.2.).

2.2 Immunologie der Retina

2.2.1 Okulares Immunprivileg

Die Retina ist als zentraler Bestandteil des priméren Sinnesorgans Auge unverzicht-
bar fur die visuelle Wahrnehmung. Da die Retina des Saugetiers als Teil des zent-
ralen Nervensystems wenig bis keine Kapazitat zur Regeneration hat und die neu-
ronale Funktion nach Schéadigung nicht wieder hergestellt werden kann (KIM et al.,
2025; TAYLOR et al., 2025), ist die Bewahrung der retinalen Integritat und Gesund-
heit von elementarer Bedeutung fur den Erhalt der Sehfahigkeit. Als okulares Im-
munprivileg werden daher evolutionare multifaktorielle immunregulatorische Me-
chanismen zusammengefasst, um die visuelle Achse zu erhalten und Entziindungs-
reaktionen im Auge zu verhindern (FORRESTER und MCMENAMIN, 2024; WU et
al., 2024).

Im frihen 20. Jahrhundert wurde die erste erfolgreiche Hornhauttransplantation
beim Menschen durchgefiihrt, wobei das korneale Allograft bemerkenswert gut to-
leriert wurde (ZIRM, 1906). In der Folge pragten Studien an Kaninchen, bei denen

kutane Allotransplantate in die vordere Augenkammer verpflanzt wurden, gegen
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Mitte des 20. Jahrhunderts den Begriff des okularen Immunprivilegs (MEDAWAR,
1948, 1961). Da die kutanen Allotransplantate in der vorderen Augenkammer des
Kaninchens, im Gegensatz zur Transplantation in die Haut der Empfangertiere, au-
Rerordentlich gut toleriert wurden, wurde daraus geschlossen, dass die vordere Au-
genkammer vor der systemischen Immunantwort und einer Entziindungsreaktion
geschuitzt sein muss (BILLINGHAM und BOSWELL, 1953).

Der erste relevante Aspekt des okularen Immunprivilegs ist die streng regulierte
Permeabilitdt der Blut-Retina-Schranke fir Zellen oder Substanzen aus der Peri-
pherie, durch die die die Retina und das gesamte Auge von der systemischen Zir-
kulation getrennt sind (O'LEARY und CAMPBELL, 2023). Die Blut-Retina-Schranke
besteht in der vaskularisierten Retina aus einem inneren und &ufReren Anteil. Die
aul3ere Blut-Retina-Schrankes et zt si ch aus der Choro
ran und dem retinalen Pigmentepithel (RPE) zusammen (O'LEARY und
CAMPBELL, 2023). Die innere Blut-Retina-Schranke besteht aus den Endothelzel-
len der retinalen Gefal3e in einer neurovaskularen Einheit mit Gliazellen, darunter
Astrozyten, Miillerzellen und Mikroglia (BORA et al., 2023; GRIMES et al., 2025).
Nachdem die Retina des Pferdes weitgehend avaskular ist (SCHNITZER, 1988;
EHRENHOFER et al., 2002), spielt die aul3ere Blut-Retina-Schranke im Pferd eine
funktionell gro3ere Rolle (SZOBER et al., 2012; UHL et al., 2015). Im vaskularisier-
ten Anteil der equinen Retina sind allerdings auch egqRMG an der inneren Blut-Re-
tina-Schranke beteiligt, da die Fortsatze der eqRMG die retinalen Blutgefal3e berih-
ren (SCHNITZER, 1988). Die beteiligten Zellen der Blut-Retina Schranke des Sau-
getiers sind Uber Tight Junctions miteinander verbunden, die eine strikte physikali-
sche Barriere zwischen der Retina und dem angrenzenden Blutstrom darstellen und
die Migration von peripheren Zellen ins Auge verhindern (TAYLOR und NG, 2018;
NAYLOR et al., 2020; XU et al., 2025).

Neben der physikalischen Barriere der Blut-Retina-Schranke ist die Aufrechterhal-
tung einer immunsuppressiven Mikroumgebung ein weiterer zentraler Mechanis-
mus des okularen Immunprivilegs (DU und YAN, 2023; TEABAGY et al., 2023).
Diese immunsuppressive Umgebung wird durch eine Vielzahl l16slicher Faktoren re-
guliert, darunter Wachstumsfaktoren, Zytokine, Neuropeptide und Komplementinhi-
bitoren (SUGITA et al., 2013; TAYLOR und NG, 2018; NG und TAYLOR, 2023). Im
Kammerwasser verschiedener Saugetiere, Menschen eingeschlossen, konnten be-

reits diverse immunsuppressive Mediatoren identifiziert werden: Dazu zahlen unter
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anderem der Transf or mi nbg)STREIbEBAN und GOBISINSO r b ( T (
1990; COUSINS etal.,1991)s owi e das N evielanozgtengstimuligrerides
Hormon (TAYLOR et al., 1992). Ob diese Faktoren auch im Kammerwasser des
Pferdes vorkommen, ist bislang nicht explizit untersucht worden. Allerdings wurden
im equinen Glaskorper verschiedene Faktoren mit immunregulatorischen Funktio-
nen nachgewiesen: Dazu gehort beispielsweise der antiinflammatorische PEDF in
der Glaskorperflissigkeit gesunder Pferde (DEEG et al., 2007a). Ein weiterer rele-
vanter Faktor ist die im equinen Glaskorper detektierte Prostaglandin-H2 D-Isome-
rase, die mit der Integritat der Blut-Retina-Schranke in Verbindung gebracht wird
(DEEG et al., 2007a). Der in gesunden equinen Glaskérpern und Retinae expri-
mierte Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2 und die Matrix Metalloproteinase 2
werden im Pferdeauge ebenfalls mit einer immunsuppressiven Wirkung assoziiert
(HOFMAIER et al., 2011).

Das Immunprivileg des Auges wurde lange Zeit priméar auf zwei Faktoren zurlickge-
fuhrt: die dichte Blut-Retina-Schranke und das Fehlen eines direkten intraokuléren
lymphatischen Systems (BILLINGHAM und BOSWELL, 1953; FORRESTER und
MCMENAMIN, 2024). Diese Barrieren verhindern den direkten Kontakt intraokula-
rer Antigene mit dem peripheren Immunsystem, wodurch eine immunologische Er-
kennung als Afremdi t he GERY ursl CASPIu20i8er bunden
TAYLOR und NG, 2018; FORRESTER und MCMENAMIN, 2024). Die systemische
Toleranz von peripheren Antigenen im Auge ist allerdings mit hoher Wahrschein-
lichkeit nicht nur auf physikalische und molekulare Barrieren zuriickzufihren (GERY
und CASPI, 2018). Ein vor allem in murinen Modellen untersuchtes Phdnomen, das
die besonderen immunologischen Gegebenheiten im Auge verdeutlicht, ist die An-
terior Chamber-Associated Immune Deviation (ACAID) (YANG et al., 2024). Anti-
gene, die experimentell und in Abwesenheit von immunsystemaktivierenden Gefah-
rensignalen wie Damage Associated Molecular Patterns (DAMPSs) und Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPS) in die vordere Augenkammer eingebracht
werden, rufen eine systemische Immuntoleranz gegen dieses Antigen hervor
(FORRESTER und MCMENAMIN, 2024; YANG et al., 2024). In BALB/c Mausen,
die mit Mastzelltumorzellen gleichzeitig subkutan und intraokular inokuliert wurden,
wuchsen die Tumorzellen nicht nur im Auge unkontrolliert, sondern proliferierten
auch subkutan (STREILEIN und NIEDERKORN, 1981). Mause, die ausschlieflich

subkutan mit den Tumorzellen injiziert worden waren, stiel3en diese hingegen ab
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(STREILEIN und NIEDERKORN, 1981). Der im Rahmen der ACAID ablaufende im-
munologische Mechanismus verhindert eine Hypersensitivitatsreaktion vom verz6-
gerten Typ, indem in der murinen Milz toleranzinduzierende T-Zellen gegen die in
die vordere Augenkammer eingebrachten Antigene generiert werden
(NIEDERKORN und STREILEIN, 1983; SKELSEY et al., 2003; JIANG et al., 2009;
YANG et al., 2024). In Mausen wird die ACAID durch F4/80¢ Makrophagen vermit-
telt, die nach Antigeninjektion in die vordere Augenkammer in die periphere Blut-
bahn gelangen und zur Milz migrieren (WILBANKS und STREILEIN, 1991, 1992;
WANG et al., 2001; LIN et al., 2005). Die genaue Herkunft dieser Makrophagen ist
noch nicht geklart i sie kdnnten entweder aus den kleinen Populationen residenter
Makrophagen in Iris und Ziliarkérper stammen oder von peripheren Monozyten ab-
geleitet sein, die durch die Antigeninjektion ins Auge gelangt sind (WILBANKS et
al., 1992; PAIS et al., 2012; VENDOMELE et al., 2017; YANG et al., 2024). Dendri-
tische Zellen in Ziliarkérper und Iris kdnnten hierbei eine erganzende Rolle spielen,
in dem sie Antigene potenziell aufnehmen und zur Milz migrieren (MCMENAMIN et
al., 1992). Die immunsuppressive okulare Mikroumgebung, insbesondere der hohe
TGF-b-Spiegel, pragt die toleranzinduzierenden Eigenschaften der okularen Mak-
rophagen (WILBANKS et al., 1992; TAKEUCHI et al., 1998; YANG et al., 2024). In
der Milz angelangt, rekrutieren diese Makrophagen naturliche Killer-T-Zellen und
interagieren mit CD1D¢ B-Zellen sowie den rekrutierten naturlichen Killer-T-Zellen,
was zur Bildung antigenspezifischer CD8¢ T-Zellen mir regulatorischer Funktion
fuhrt (WILBANKS und STREILEIN, 1990; D'ORAZIO und NIEDERKORN, 1998;
FAUNCE et al.,, 2001; NAKAMURA et al., 2003; SKELSEY et al.,, 2003;
NIEDERKORN, 2006). Diese antigenspezifischen CD8* T-Zellen wirken immunsup-
primierend und verhinderten in Mausen unter anderem durch die Sekretion von
TGF-b 1die Entstehung einer Hypersensitivitatsreaktion vom verzdgerten Typ ge-
gen die in die vordere Augenkammer eingebrachten Antigene (JIANG et al., 2009).
Das Auge nimmt eine immunologische Sonderstellung ein, die durch eine physika-
lische Barriere, ein lokales immunsuppressives Milieu und eine gezielte Immunre-
gulation gepragt ist (FORRESTER und MCMENAMIN, 2024; WU et al., 2024). Das
Modell der ACAID in Mausen wird nach wie vor vielfach genutzt, um das okulare
Immunprivileg ndher zu untersuchen (VENDOMELE et al., 2017; YANG et al.,
2024). Allerdings handelt es sich bei der ACAID um einen hauptsachlich im murinen

Modell experimentell induzierten Zustand und es ist nicht geklart, ob vergleichbare
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Mechanismen auch im gesunden Organismus zur Aufrechterhaltung der immunolo-
gischen Toleranz gegenuber okuldren Antigenen beitragen (FORRESTER und
MCMENAMIN, 2024; KAMMRATH BETANCOR et al., 2024). Grundsatzlich zeigt
dieses Modell, dass eine immunologische Achse zwischen Auge und Milz existiert,
Uber die okulare Antigene systemisch verarbeitet werden kénnen (YANG et al.,
2024).

2.2.2 Retinale Zellen mit immunologischer Kapazitat
2.2.2.1 Retinale Mi kroglia

Das okulare Immunprivileg, insbesondere die Blut-Retina-Schranke macht die Re-
tina fur Immunzellen aus der Peripherie weitgehend unzuganglich (O'LEARY und
CAMPBELL, 2023). Daher ist die gesunde Retina des Saugetieres zum grof3ten Teil
frei von professionellen APZ, zu denen Makrophagen, dendritischen Zellen und B-
Zellen zahlen (FORRESTER und MCMENAMIN, 2024). Zur Aufrechterhaltung der
retinalen Homoéostase und zur Immuntberwachung verfiigt die Retina jedoch, wie
das gesamte zentrale Nervensystem des Saugetieres, Uber residente myeloide Im-
munzellen: retinale Mikroglia (LEWIS et al., 2005; GEIRSDOTTIR et al., 2019;
WOLF et al., 2022; WU et al., 2024). Mikroglia haben einen embryogenetisch ande-
ren Ursprung als Makrogliazellen, der zwischen Saugetieren hoch konserviert ist:
Sie entstammen primitiven myeloiden Vorlauferzellen aus dem Dottersack
(GINHOUX et al., 2010; GEIRSDOTTIR et al., 2019; XIAO et al., 2024). Retinale
Mikroglia sind in der gesunden equinen Retina in der Nervenfaserschicht lokalisiert
(SCHNITZER, 1988). lhre funktionellen Eigenschaften sind beim Pferd bislang je-
doch noch nicht untersucht, sodass zur Einordnung auf Erkenntnisse aus Nagetie-
ren zurtckgegriffen wird. Die Zellkérper muriner Mikroglia besitzen mehrere feine,
dynamisch bewegliche Fortsatze, die in der retinalen Homdostase den umgeben-
den extrazellularen Raum abtasten und dabei die Umgebung scannen (LEE et al.,
2008; XIAO et al., 2024). Mikroglia sind aul3erdem essenziell fur die Instandhaltung
neuronaler Synapsen in der Retina, wie in einem murinen Modell nach Depletion
retinaler Mikroglia gezeigt wurde (WANG et al., 2016). Aul3erdem sind sie zur Pha-
gozytose von abgestorbenen retinalen Neuronen fahig, wie unter anderem in der
sich entwickelnden murinen Retina (HUME et al., 1983) und in Ratten nach Durch-

trennung des Sehnervs gezeigt wurde (YUAN et al., 2015).
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Mikroglia sind in der Retina des gesunden Saugetieres auf Immuniberwachung und
Immunsuppression spezialisiert (FORRESTER und MCMENAMIN, 2024; XIAO et
al., 2024). Werden Mikroglia durch pathogene Stimuli in einen aktivierten Zustand
versetzt, Ubernehmen sie als primare Immunzellen der Retina eine zentrale Rolle in
der retinalen Immunantwort (XIAO et al., 2024). Insbesondere bei der Pathogenese
autoimmuner und entztndlicher Augenerkrankungen wie der diabetischer Retino-
pathie (WANG et al., 2024b), der altersbedingten Makula-Degeneration (LEI et al.,
2024) oder auch der EAU (HUANG et al., 2024a) spielen Mikroglia eine Rolle. In
der murinen EAU nehmen Mikroglia einen aktivierten Phanotyp an und sezernieren
pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-6, den Tumor-Nekrose-Faktor U
und IL-1 B(LIU et al., 2022b; HUANG et al., 2024a). Weil Mikroglia in der EAU MHC
Klasse Il exprimieren kdnnen, wird eine Beteiligung an der retinalen Antigenprasen-
tation durch diese Zellen bei der EAU diskutiert (LIPSKI et al., 2017; OKUNUKI et
al., 2019). Bei der murinen EAU, die durch die periphere Immunisierung mit dem
Interphotorezeptor-Retinoid-bindendem Protein (IRBP) induziert wurde, wurde
durch Mikroglia-Depletion gezeigt, dass diese eine entscheidende Rolle bei der In-
filtration von Entziindungszellen wahrend der initialen Phase der EAU spielten
(OKUNUKI et al., 2019). In der frihen Phase der Entztindung waren murine Mikrog-
lia MHC-Klasse-lI-negativ, was darauf hinweist, dass sie zwar an der Leukozyten-
Infiltration in die Retina, aber nicht an der initialen Antigenprasentation an autore-
aktive CD4* T-Zellen beteiligt sein konnten (OKUNUKI et al., 2019). Die Depletion
retinaler Mikroglia nach der Induktion der EAU, als die Entziindungsreaktion schon
im Gange war, hatte keinen Effekt auf die Dauer und den Schweregrad der EAU
(OKUNUKI et al., 2019). Dies legt nahe, dass Mikroglia fur die Aufrechterhaltung
der uveitischen Entzindung nicht zwingend erforderlich sind (OKUNUKI et al.,
2019). In transgenen R161H-Mausen, die durch die Expression eines IRBP-spezi-
fischen T-Zell-Rezeptors spontan eine EAU entwickeln, wurden bereits vor histolo-
gischem oder klinischem Nachweis der EAU CD11c* APZ in der Retina nachgewie-
sen (MCPHERSON et al., 2022). Die Verbindung der Blutkreislaufe (Parabiose) von
R161H-Mausen und Mausen, die fluoreszenzmarkiertes CD11c exprimierten, zeig-
ten, dass diese CD11c* APZ aus dem Blut in die Retina einwanderten, noch bevor
eine sichtbare Pathologie vorlag (MCPHERSON et al.,, 2022). Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass die CD11c* APZ, die vor Beginn der retinalen Pathologie
in der Retina waren, aus dem Blut rekrutiert wurden (MCPHERSON et al., 2022).
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Bei dieser Form der EAU spielten infiltrierende myeloide APZ eine gro3ere Rolle in
der Initiierung der retinalen Entziindung als residente Mikroglia (MCPHERSON et
al., 2022). Mikroglia sind also mdglicherweise in die retinalen Antigenprasentation
involviert; dies kénnte jedoch nicht ausreichen, um das retinale Entziindungsge-
schehen aufrechtzuerhalten. Sowohl bei der EAU, als auch bei der ERU bleibt dem-
nach unklar, welche retinalen Zellen in welchem Ausmald eine antigenprasentie-
rende Funktion bernehmen. Um den Beitrag retinaler Zellen zur Pathogenese die-
ser Erkrankungen besser zu verstehen, ist es daher essenziell, weitere residente
Zellen mit Immunfunktion zu untersuchen, die an der Initiierung und Aufrechterhal-
tung der Entziindung beteiligt sein kdnnten. In diesem Zusammenhang ricken Mul-
lerzellen als retinale Zellen mit immunologischer Kapazitat in den Fokus weiterer
Untersuchungen zum Beitrag des Zielorgans zur Pathogenese sowohl der ERU als
auch der EAU (HAUCK et al., 2007; HAUCK et al., 2010; DEEG et al., 2016;
LORENZ et al., 2021a; LORENZ et al., 2021b; QUINN et al., 2024; YUAN et al.,
2024).

2.2.2.2 Immunologische Kapazitdt von = Mdllerzellen

In den letzten Jahren ruckte zunehmen in den Fokus, dass Millerzellen neben ihren
essenziellen Funktionen als Makrogliazellen der Retina auch immunologische
Funktionen Ubernehmen kénnen (HU et al.,, 2021; SCHMALEN et al., 2021;
BALZAMINO et al., 2024; QUINN et al., 2024; YUAN et al., 2024). Ihre Rolle in der
Immunantwort der Retina ist jedoch noch wenig verstanden. Mullerzellen verschie-
dener Wirbeltiere haben die Kapazitat auf entziindliche Reize differenziell zu rea-
gieren und je nach Stimulation einen facettenreichen pro-inflammatorischen Phano-
typ anzunehmen, was vor allem in in vitro Studien gezeigt wurde (ROBERGE et al.,
1988; DRESCHER und WHITTUM-HUDSON, 1996; KUMAR und SHAMSUDDIN,
2012; SINGH et al., 2014; SCHMALEN et al., 2021; LORENZ et al., 2021b). Auch
bei der ERU zeigen Mullerzellen Hinweise auf eine immunologische Aktivierung,
erkennbar an der Expression von MHC-Klasse-II-Molekilen und der Sekretion von
IFN-0 (ROMEIKE et al., 1998; HAUCK et al., 2007). Da beide Merkmale charakte-
ristisch fur Zellen mit antigenpréasentierender Funktion sind (KIRITSY et al., 2021,
BECKERS et al., 2024; GUNTHER et al., 2025), spricht vieles dafiir, dass eqRMG

aktiv in die Immunpathogenese der ERU eingebunden sind.



LITERATUR 21

Die immunologische Kapazitat von eqRMG wurde in vitro bereits naher charakteri-
siert: Nach Stimulation mit LPS induzierten sie die Expression von MHC-Klasse-II-
Molekllen sowie verschiedener ko-stimulatorischer Molekile und Adhasionsfakto-
ren (LORENZ et al., 2021b). Zu diesen z&hlten unter anderem fir periphere profes-
sionelle APZ kanonische ko-stimulatorische Molekile wie CD82, CD80, CDA40,
CD86 und der Inducible co-Stimulator T Cell Ligand (ICOS-LG), sowie Adh&sions-
faktoren, darunter das Junctional Adhesion Molecule 2, das Intracellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1) und das Vascular Adhesion Molecule 1 (LORENZ et al.,
2021b). Netzwerkanalysen der stimulierten eqRMG zeigten zudem die Uberrepra-
sentation von Stoffwechselwegen, die mit der Antigenprasentation und der Zellad-
hasion und -migration assoziiert sind (LORENZ et al., 2021b).

Waéhrend die immunologische Kapazitat von eqRMG im Kontext der ERU noch nicht
detailliert untersucht wurde, ist die Rolle von murinen Mullerzellen bei der EAU be-
reits besser charakterisiert: Ihnen wird eine Funktion bei der retinalen Antigenpra-
sentation sowie bei der Aktivierung infiltrierender CD4* T-Zellen zugeschrieben
(HENG et al., 2019; QUINN et al., 2024; YUAN et al., 2024). In der murinen IBRP-
induzierten EAU exprimierten verschiedene Zellen in Cluster-basierten Einzelzell
RNA-Sequenzierungsanalysen MHC Klasse Il, darunter infiltrierende Makrophagen,
Mikroglia, und Millerzellen, aber auch Astrozyten, RPE-Zellen und vaskuléare En-
dothelzellen (QUINN et al., 2024; YUAN et al., 2024). Die hohe Expression von
MHC Klasse Il auf aktivierten murinen Mullerzellen in der EAU legt eine antigenpra-
sentierende Funktion nahe (YUAN et al., 2024). Neben MHC Klasse Il exprimierten
murine uveitische Mullerzellen diverse Chemokine, Leukozytenadhasionsmolekiile,
sowie Komplementfaktoren (QUINN et al., 2024). Dies deutet darauf hin, dass sie
nicht nur an der Antigenprasentation beteiligt sein kdnnten, sondern auch zur Leu-
kozytenrekrutierung, Zelladhasion und Verstarkung der Entztindungsreaktion in der
Retina beitragen (QUINN et al., 2024). Eine datenbankgesttlitzte Rezeptor-Ligan-
den-Interaktionsanalyse zwischen den Transkriptomen retinaler Zellen und infiltrie-
render Leukozyten identifizierte Mullerzellen hierbei mitunter als die priméren resi-
denten mit infiltrierenden Leukozyten interagierenden Zellen in der murinen uveiti-
schen Retina (QUINN et al., 2024). Die Analyse ergab, dass durch Lymphozyten
sezerniertes IFN-0 , Ly mp-Ro t & immp 4 o tucomhiomNekrose-Faktor U
mit ihren jeweiligen Rezeptoren auf Mullerzellen interagieren und so zu deren pro-

inflammatorischer Aktivierung beitragen kénnten (QUINN et al., 2024). Durch die
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Expression der Chemokine CXCL10, CXCL12 und CXCL16 kénnten sie gezielt T-
Helfer (Th)1- und Th17-Zellen, Neutrophile und Monozyten in die Retina rekrutieren,
indem diese Chemokine mit den entsprechenden Rezeptoren CXC-Motiv-Chemo-
kinrezeptor (CXCR) 3, CXCR4 und CXCR6 auf den Immunzellen interagieren
(QUINN et al., 2024). Murine Millerzellen vermittelten in der uveitischen Retina
durch verschiedene Immun-Checkpoint-Interaktionen sowohl ko-stimulatorische,
als auch ko-inhibitorische Signale an infiltrierende T- und Naturliche Killer-Zellen
(QUINN et al., 2024). In der uveitischen murinen Retina ko-lokalisierten Mllerzellen
neben infiltrierenden professionellen APZ auRerdem mit CD4*CD45* T-Zellen, was
weiter auf eine antigenprasentierende Funktion dieser residenten retinalen Zellen
hinweist (QUINN et al., 2024). Eine dhnliche Beobachtung wurde in einen spontan
entstehenden Modell der murinen EAU gemacht, wo MHC-Klasse-II-positive Mil-
lerzell-EndfuRe in direktem Kontakt mit infiltrierenden CD4¢ T-Zellen standen
(HENG et al., 2019). Zusammenfassend legen diese Erkenntnisse eine immunolo-
gische Aktivierung und eine potenziell antigenprasentierende Funktion der Muller-
zelle bei der EAU nahe. Fur eqRMG bei der ERU gibt es zwar erste Hinweise auf
diese Funktionen (ROMEIKE et al., 1998; HAUCK et al., 2007), allerdings mussen
diese weiter untersucht werden, um ihre genaue Rolle im Krankheitsgeschehen der
ERU zu verstehen.

Ein funktioneller Mechanismus, Uber den professionelle, periphere APZ definiert
werden konnen und den auch Miillerzellen ausuben, ist die Internalisierung von
Peptiden oder Proteinen, sowie von apoptotischen Zellen oder Pathogenen durch
Endozytose oder Phagozytose (BURGDORF und KURTS, 2008; BEJARANO-
ESCOBAR et al., 2017; PISHESHA et al., 2022). In professionellen peripheren APZ
kommt es nach intrazelluléarer Prozessierung im Anschluss zur Préasentation des je-
weiligen antigenen Peptids auf der Zelloberflache der APZ tuber MHC-Molekile
(PISHESHA et al., 2022; ISHINA et al., 2023). Wahrend eine phagozytotische Akti-
vitat bereits in Mullerzellen anderer Spezies gezeigt wurde, meist im Kontext der
Photorezeptor-Degeneration oder bakteriellen Ko-Inkubation (SINGH et al., 2014,
BEJARANO-ESCOBAR et al., 2017; SAKAMI et al., 2019), gibt es keine Studien
zur phago- oder endozytotischen Aktivitat von egRMG (Stand der PubMed-Recher-
che: Februar 2025). Wahrend auch in der murinen EAU diese Funktion von Muller-
zellen noch nicht untersucht wurde, phagozytierten murine Mdllerzellen sowohl in

der gesunden Retina als auch in einem Modell fir Retinitis Pigmentosa apoptotische
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Photorezeptoren in vivo (SAKAMI et al., 2019). Auch in vitro phagozytieren murine
Miillerzellen Fragmente abgestorbener Photorezeptoren und nutzen dafir den pha-
gozytotischen Rezeptor Tyrosin-Protein Kinase Mer (LEW et al., 2022). Humane
Mullerzellen der Zelllinie MIO-M1 phagozytierten Kollagen Typ Il in vitro
(PONSIOEN et al., 2007). Aul3erdem zeigten MIO-M1-Zellen nach Ko-Inkubation
mit Bakterien der Gattung Staphylococcus aureus spp. phagozytotische und bakte-
rizide Eigenschaften (SINGH et al., 2014). In einem Kaninchen-Modell fur experi-
mentelle Retinaablésung phagozytierten Miullerzellen Melaningranula in vivo
(FRANCKE et al., 2001).

Diese Befunde verdeutlichen das immunologische Potenzial von Miillerzellen, das
uber ihre klassischen Funktionen hinausgeht und ihre mogliche Rolle in der Auf-
rechterhaltung der retinalen Integritat sowie der lokalen Immunabwehr unterstreicht.
DarlUber hinaus exprimieren Mullerzellen einiger Spezies wie professionelle perip-
here APZ sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (engl. Pattern Recognition Re-
ceptor, PRRs) (SHAMSUDDIN und KUMAR, 2011; KUMAR und SHAMSUDDIN,
2012; LIU und STEINLE, 2017; DUAN et al., 2022). PRRs erkennen spezifisch mo-
lekulare Muster, die von beschadigten Zellen (DAMPSs) oder von Pathogenen
(PAMPs) stammen und spielen eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der
angeborenen Immunantwort (DUAN et al., 2022; GERBER-TICHET et al., 2025).
Zu diesen PRRs gehdren im Saugetier unter anderem Toll-Like-Rezeptoren und c-
Typ-Lektin-Rezeptoren (REIS et al., 2024; VON HOFSTEN et al., 2024). Das Vor-
kommen von PRRs wurde in egRMG und auch im Rahmen der ERU bisher nicht
beschrieben. Allerdings wurde die Expression von Toll-like-Rezeptoren schon auf
Mullerzellen einiger anderer Spezies gezeigt: Auf MIO-M1-Zellen, die in vitro mit
Staphylococcus Aureus spp. ko-inkubiert wurden, kdnnte neben einer erhéhten Ge-
nexpression von Zytokinen, Chemokinen und der Produktion von reaktiven Sauer-
stoff- (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) und Stickstoffspezies auch eine Ex-
pression von Toll-like-Rezeptoren als Antwort auf die bakterielle Ko-Inkubation de-
tektiert werden (SHAMSUDDIN und KUMAR, 2011; SINGH et al., 2014). Toll-like-
Rezeptor-Signalwege und die Expression verschiedener Toll-like-Rezeptoren wur-
den aufRerdem nach Stimulation mit Toll-like-Rezeptor-Agonisten und mehreren
Bakterienspezies in Modellen von bakterieller Endophthalmitis auf MIO-M1 und pri-
maren murinen Mullerzellen nachgewiesen (KUMAR und SHAMSUDDIN, 2012).
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Da die immunologische Kapazitat von Miullerzellen in verschiedenen Spezies be-
reits in zahlreichen Modellen untersucht wurde und Hinweise auf ihre Aktivierung im
Rahmen der ERU vorliegen (ROMEIKE et al., 1998; HAUCK et al., 2007), ist es
naheliegend eqRMG auf ihre immunologische und potenziell antigenprasentierende

Funktion hin zu charakterisieren.

2.3 Equine rezidivierende Uveitis (ERU)

2.3.1 Definition und Bedeutung

Die ERU ist eine bei Pferden weltweit vorkommende spontan auftretende chronisch-
rezidivierende okuldre Autoimmunerkrankung (DEGROOTE und DEEG, 2021,
CASSANO et al., 2023). Die relativ hohe Pravalenz in der Pferdepopulation belauft
sich auf 8 bis 10% in Europa und 2 bis 25% in den Vereinigten Staaten (GILGER,
2010; SPIESS, 2010; CASSANO et al., 2023). Wiederkehrende intraokulare Ent-
zundungsschube mit folgenden symptomfreien Phasen, die Wochen bis Monate
dauern kénnen, pragen das klinische Bild der ERU (GILGER und MICHAU, 2004;
MCMULLEN und FISCHER, 2017). Die rezidivierenden Entziindungsschtbe ver-
laufen progressiv und gehen mit fortlaufender Zerstérung retinaler Strukturen und
okularen Sekundarerkrankungen wie Glaukomen und Katarakten einher (GERDING
und GILGER, 2016; MALALANA, 2020; KINGSLEY et al., 2022b; KALINOVSKIY et
al., 2024). Da es fur die ERU bisher keine kausative Behandlungsmdoglichkeit gibt
und viele Aspekte der Pathophysiologie bisher ungeklart sind, erfolgt die Therapie
initial antiphlogistisch und immunsuppressiv (SALDINGER et al., 2020; MOREN et
al., 2024). Trotz therapeutischer Mal3hahmen ist das Risiko einer Erblindung im Ver-
lauf der Erkrankung nicht unerheblich (KALINOVSKIY et al., 2024; MOREN et al.,
2024). Die ERU betrifft aul3erdem oftmals beide Augen (GERDING und GILGER,
2016; SANDMEYER et al., 2017; MALALANA et al., 2020). Bilateral erblindete
Pferde stellen ein hohes Risiko fiir sich selbst und ihre Umwelt dar, weswegen die
betroffenen Tiere euthanasiert werden (SALDINGER et al., 2020; DEGROOTE und
DEEG, 2021). Die hohe Pravalenz, sowie das Risiko einer Erblindung machen die
ERU zu einer der bedeutsamsten Erkrankungen in der veterindrmedizinischen Oph-
thalmologie (DEGROOTE und DEEG, 2021). Aul3erdem ist die ERU als translatio-

nal wertvolles spontanes Tiermodell fur die autoimmune Uveitis des Menschen
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etabliert (DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2007c; DEEG et al., 2008; BARFUSSER
et al., 2021; SOTH et al., 2024).

2.3.2 Atiologie und Pathogenese

Die komplexe und multifaktorielle Atiologie und Pathogenese der ERU sind bisher
trotz signifikanter wissenschaftlicher Fortschritte noch nicht vollstandig verstanden
(MOREN et al., 2024). Die ERU ist eine Organ-spezifische CD4* T-Zell-getriebene
Autoimmunerkrankung (ROMEIKE et al., 1998; GILGER et al., 1999; DEEG et al.,
2001; SOTH et al., 2024). Diese CD4* T-Zellen werden in der Peripherie aktiviert,
Uberqueren die Blut-Retina-Schranke und l6sen eine verheerende intraokulare Ent-
zindung aus (DEEG et al., 2002a; DEGROOTE et al., 2017; WIEDEMANN et al.,
2020). Autoreaktive CD4* T-Zellen attackieren im Verlauf einer dysregulierten Im-
munantwort spezifisch retinale Autoantigene, wie das retinale S-Antigen, das IRBP
oder das zellulare Retinaldehyd-bindende Protein (cCRALBP) (DEEG et al., 2001;
DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2004; DEEG et al., 2006b). Damit uveitogene,
autoreaktive aktivierte CD4* T-Zellen diese okularen Autoantigene erkennen und
durch die Blut-Retina-Schranke ins Auge migrieren kdnnen, missen sie zuvor in der
Peripherie gegen diese Antigene aktiviert werden (DEEG et al., 2001; GERY und
CASPI, 2018). Dies wurde in der EAU in Nagetieren gezeigt: Der adoptive Transfer
aktivierter gegen retinale Autoantigene gerichteter CD4* T-Zellen aus peripher im-
munisierten Lewis-Ratten I6ste in naiven Ratten eine Uveitis aus (CASPI et al.,
1986). Wie diese autoreaktiven CD4* T-Zellen allerdings in vivo in der Peripherie im
Pferd aktiviert werden ist bislang nicht geklart (DEGROOTE et al.,, 2017,
WIEDEMANN et al., 2020). Dies trifft auch auf die autoimmune Uveitis des Men-
schen zu (Stand der PubMed-Recherche: Februar 2025).

Die periphere Immunisierung gesunder Pferde mit retinalen Autoantigenen fiuhrte
zur Generierung aktivierter CD4* T-Zellen gegen diese Antigene und dadurch zur
Induktion einer experimentellen ERU (DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2004,
DEEG et al., 2006b). Das wichtigste identifizierte Autoantigen fur die ERU ist IRBP
(DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2002a). Die Induktion der experimentellen ERU
durch periphere Immunisierung mit IRBP |oste in allen experimentell verwendeten
Pferden eine Uveitis aus, die der spontanen ERU symptomatisch und pathohistolo-

gisch glich (DEEG et al., 2002a). Die erneute Immunisierung mit IRBP nach initialem
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Abklingen der Symptome konnte zudem in allen immunisierten Pferden innerhalb
von sechs bis sieben Tagen ein Rezidiv auslésen (DEEG et al., 2002a). Wahrend
die periphere Immunisierung mit dem retinalen S-Antigen zwar in allen experimen-
tell verwendeten Pferden zu spezifischen B- und T-Zell-Antworten fihrte, entwi-
ckelte nur eines von funf S-Antigen-immunisierten Pferden eine experimentelle ERU
(DEEG et al., 2004). Auch die periphere Immunisierung des Autoantigens cRALBP
|6ste in allen fur den Versuch verwendeten Pferden eine experimentelle ERU aus
(DEEG et al., 2006b). Die cRALBP-induzierte ERU unterschied sich allerdings von
der mit IRBP und S-Antigen-induzierten ERU durch eine geringere Schmerzhaf-
tigkeit und durch eine Beschrankung der Entziindung auf das hintere Augenseg-
ment (DEEG et al., 2006b).

Obwohl am intraokuléren Entziindungsgeschehen auch weitere periphere Entziun-
dungszellen beteiligt sind, sind CD4* T-Zellen die einzige Zellart mit einem aktivier-
ten autoreaktiven Phanotyp und damit die treibende Kraft bei der Pathogenese der
ERU (GILGER et al., 1999; DEEG et al., 2001; SALDINGER et al., 2020). Die akti-
vierten CD4¢ T-Zellen produzieren hohe Mengen an IFN-0, was auder-ei ne Th
mittelte Immunantwort hinweist i einen Effektor-Zell-Subtyp der CD4¢ T-Zellen, der
malfigeblich an der Pathogenese der ERU beteiligt ist (SALDINGER et al., 2020).
Hinweise auf eine Beteiligung von Th17-Zellen, einem weiteren T-Effektor-Zell-Sub-
typ, ergeben sich aus dem immunhistochemischen Nachweis Thl7-assoziierter Zy-
tokine im Ziliarkérper und der Iris von ERU-erkrankten Pferden (REGAN et al.,
2012).

Die Eigenschaften uveitogener T-Zellen wurden bereits intensiver untersucht. Das
Proteom peripherer T-Zellen aus Pferden mit ERU war im Vergleich zu dem gesun-
der Zellen signifikant verandert: CD4* T-Zellen aus Pferden mit ERU wiesen insbe-
sondere Verdnderungen bei Proteinen auf, die eine Schlisselrolle bei der Zelladha-
sion, Zellmigration und Regulation der Zellmorphologie spielen (DEGROOTE et al.,
2014; DEGROOQTE et al., 2017; SCHAUER et al., 2018). CD4* T-Zellen aus ERU-
Pferden zeigten eine erh6hte Migrationsrate, die auf die gesteigerte Expression des
Formin-like Protein 1 zurtickgefihrt wurde (DEGROOTE et al., 2017). Aul3erdem
wiesen periphere Blut-Lymphozyten aus ERU-Pferden eine erhghte Zellmotilitat und
Geschwindigkeit in Migrationsversuchen entlang bestimmter Chemokingradienten
auf (WIEDEMANN et al., 2020). Periphere Blutlymphozyten aus ERU-Pferden zeig-
ten zudem einen veranderten metabolischen Phanotyp (BARFURER et al., 2021;
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SOTH et al., 2024). Sie wiesen eine erhohte oxidative Phosphorylierung und eine
erhohte Glykolyse, sowie eine erhdhte kompensatorische Glykolyse unter mito-
chondrialen Stressbedingungen auf (BARFURER et al., 2021). Dariiber hinaus pro-
duzierten periphere CD4* T-Zellen aus ERU-Pferden vermehrt ROS nach Stimula-
tion in vitro, und zeigten eine geringere Abhéangigkeit von der mitochondrialen Glu-
koseoxidation (SOTH et al., 2024). Gleichzeitig wiesen sie eine hohere metaboli-
sche Flexibilitat in der mitochondrialen Oxidation von langkettigen Fettsauren und
Glukose auf (SOTH et al., 2024).

Neben den inflammationstreibenden CD4* T-Zellen sind auch Zellen des angebo-
renen Immunsystems an der Pathogenese der ERU beteiligt (DEGROOTE und
DEEG, 2021; DEGROOTE et al., 2023). Neutrophile Granulozyten aus ERU-Pfer-
den zeigten beispielweise ebenfalls eine veranderte Proteinexpression im Vergleich
zu gesunden Zellen und reagierten differenziell auf Immunstimulation (WEIGAND
et al.,, 2021; DEGROOTE et al., 2023). AuRerdem wurden im Serum und auf in-
flammatorischen Zellen in Augen von an ERU erkrankten Pferden verschiedenen
Bestandteile des Komplementsystems nachgewiesen (ZIPPLIES et al., 2010b;
ZIPPLIES et al., 2010a). Des Weiteren tragen auch intraokulare Zellen und Struk-
turen zur Pathogenese der ERU bei (DEEG et al., 2002b; EBERHARDT et al., 2011;
KLEINWORT et al., 2016; LORENZ et al., 2021a; GILGER et al., 2022). Dies wird
in den Kapiteln 2.3.4. und 2.3.5. genauer beschrieben.

Damit CD4¢ T-Zellen, die das Auge infiltrieren, Autoantigene erkennen und eine
Immunantwort auslosen kénnen, muissen die uveitogenen Antigene Uber MHC-
Klasse-ll-Molekile von APZ prasentiert werden (MCPHERSON et al., 2022). Die
retinalen Autoantigene bleiben im gesamten Verlauf der Erkrankung konstant in der
Retina exprimiert, auch wenn die retinale Integritat in fortgeschrittenen Stadien
schon zerstort ist (DEEG et al., 2007b). Zudem spielt das inter- und intramolekulare
Epitop-Spreading uveitogener Antigene eine zentrale Rolle bei der Pathogenese
der ERU (DEEG et al., 2006a). Autoreaktive T-Zellen reagieren hierbei zun&chst
gegen das urspringliche Epitop eines Autoantigens, erweitern ihre Zielstruktur je-
doch im Verlauf der Erkrankung auf weitere, strukturell verwandte Epitope entweder
aus demselben Autoantigen (intramolekular) oder aus einem anderen Autoantigen
(intermolekular), was nach Abklingen der initialen Entziindung eine erneute Immun-
reaktion auslosen konnte (VANDERLUGT und MILLER, 1996; DEEG et al., 2006a).

Sobald die Blut-Retina-Schranke durchbrochen ist, kommen autoreaktive CD4¢ T-
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Zellen mit weiteren retinalen Antigenen und strukturell &hnlichen Epitopen in Kon-
takt und kénnen sich in der Retina gegen diese richten. Dass sowohl inter- als auch
intramolekulares Epitop-Spreading gegen die Autoantigene IRBP und S-Antigen in
ERU-Pferden nachgewiesen wurde, bestatigt die zentrale Bedeutung dieses Me-
chanismus (DEEG et al., 2006a). Besonders auffallig war hierbei, dass bei finf von
sieben Pferden das Auftreten von Krankheitsschiben mit einer Neoreaktivitét peri-
pherer T-Zellen gegenuber neuen Epitopen einherging, die vor dem Schub nicht
nachweisbar war (DEEG et al., 2006a). Epitop-Spreading konnte auf3erdem im
Grol3teil der untersuchten Pferden auch in den klinischen Ruhephasen zwischen
den Erkrankungsschiben beobachtet werden (DEEG et al., 2006a). Sowohl die
konstante Expression retinaler Autoantigene im Verlauf der ERU als auch das
Epitop-Spreading kénnten auf3erdem Grinde fur die wiederkehrenden Entzin-
dungsschilbe der ERU sein (DEEG et al., 2006a; DEEG et al., 2007b).

Das Auftreten des Epitop-Spreadings in klinischen Ruhephasen und die Reaktivitat
gegen neue Epitope nach Krankheitsschiiben legt nahe, dass eine lokale APZ in
der Retina existiert, die retinalen Autoantigene sowie daraus abgeleitete Epitope
uber MHC Klasse Il an CD4¢ T-Zellen prasentieren kann. Diese Funktion kénnten
in der ERU eventuell Mullerzellen Ubernehmen, da egRMG im Verlauf der ERU
MHC Klasse Il exprimieren (ROMEIKE et al., 1998). Deshalb ist es zum weiteren
Verstandnis der Pathogenese der ERU unerlasslich, Mullerzellen auf ihre immuno-

logischen und potenziell antigenprasentierenden Funktionen hin zu untersuchen.

2.3.3 Klinisches Bild der ERU

Die ERU wird anhand ihrer okuléaren Lokalisation und der Dauer der Entziindung in
drei Manifestations-Subtypen eingeteilt: die klassische, die posteriore und die
schleichende Form (MALALANA, 2020; SALDINGER et al., 2020; KINGSLEY et al.,
2022b). Bei der klassischen Form der ERU ist klinisch priméar die Uvea, die sich aus
Iris, Ziliarkdrper und Choroidea zusammensetzt, betroffen (MCMULLEN und
FISCHER, 2017). Die Entzindung weitet sich oftmals auf die Kornea, die vordere
Augenkammer, die Linse, den Glaskdrper und die Retina aus und resultiert in einer
klinischen Panuveitis (GILGER, 2010; MCMULLEN und FISCHER, 2017). Sekun-
dar entstehen durch die wiederholten Entziindungsschiilbe Katarakte, intraokulare

Verwachsungen und Retinaabldsungen mit Verlust der Sehfahigkeit (GILGER et al.,
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2022). Diese Form der Uveitis betrifft meist Islander und Warmblutpferde
(MCMULLEN und FISCHER, 2017). Die posteriore Form der ERU erstreckt sich vor
allem Uber das hintere Augensegment, insbesondere die Retina, den Glaskorper
und die Choroidea, wahrend das vordere Augensegment in frihen Stadien relativ
unverandert bleibt (GILGER, 2010; MCMULLEN und FISCHER, 2017). Mit fort-
schreitendem Verlauf entstehen allerdings ebenfalls sekundar Katarakte, Syne-
chien und vitreale Tribungen (GILGER et al., 2022). Diese Form der ERU betrifft
vornehmend Kaltbliter und Warmbliiter (GILGER et al., 2022). Die schleichende
(engl. insidious) Form der ERU ist eine Sonderform, an der oftmals Appaloosa-
Pferde und Kaltbliter erkranken (SANDMEYER et al., 2020). Die schleichende
Form zeichnet sich durch eine persistierende geringgradige Entzindung aus, die
kumulativ zur Zerstoérung retinaler Strukturen fuhrt (GILGER, 2010; SANDMEYER
et al., 2017; SANDMEYER et al., 2020; KINGSLEY et al., 2022a). Die klassische
und die posteriore Form der ERU gehen typischerweise mit intermittierenden Pha-
sen der Quieszenz und wiederkehrenden extrem schmerzhaften Entziindungsschii-
ben einher, wahrend die schleichende Form oftmals weniger schmerzhaft, chro-
nisch-progressiv und mit initial deutlich subtilerer klinischer Symptomatik verlauft
(SANDMEYER et al., 2020; KINGSLEY et al., 2022b). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden nur Proben von Pferden mit der klassischen und der posterioren ERU un-
tersucht und die schleichende ERU als Sonderform ausgeschlossen.

Die meisten Pferde haben den ersten inflammatorischen Schub im Alter von vier bis
sechs Jahren (GILGER und MICHAU, 2004; SANDMEYER et al., 2017). Die Diag-
nose einer ERU wird erst nach mindestens zwei rezidivierenden Entziindungsepi-
soden in Verbindung mit dem klinischen Befund gestellt (GILGER und MICHAU,
2004), da im Pferd auch primare Uveitiden mit unterschiedlicher, einschlief3lich in-
fektioser und traumatischer, Atiologie vorkommen kénnen (GILGER, 2010).

Pferde mit einem akuten Uveitisschub zeigen je nach betroffenem Augensegment
und ERU-Form klinische Symptome wie Blepharospamus, Augenausfluss, Enoph-
thalmus, Photophobie, kornealen Odemen, Kammerwasser-Flare, Hypopyon, sowie
moglicherweise einer Netzhautablosung (GILGER et al., 2022; KINGSLEY et al.,
2022b). Ein aktuer Uveitisschub ist extrem schmerzhaft (KINGSLEY et al., 2022b).
In Ruhephasen der Erkrankung, wenn die akute Entziindung abgeklungen ist, zei-
gen sich je nach Ausmald der Schadigung des betroffenen Auges unter anderem
Katarakte, Atrophie der Corpora Nigra und Synechien (GILGER et al., 2022). Eine
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weitere Komplikation stellt das Sekundéarglaukom dar, das die Prognose fir den Er-
halt der Sehfahigkeit nochmals verschlechtert (GERDING und GILGER, 2016). Im
Endstadium der Erkrankung finden sich oft komplett erblindete Augen, die unter an-
derem eine Phthisis bulbi, dichte Katarakte, Linsenluxationen und Retinaablésung
zeigen (GILGER et al., 2022). Eine Enukleation wird durchgefihrt, wenn die verfug-
baren therapeutischen Optionen die Entziindung nicht zum Abklingen bringen und
so nicht den gewulnschten reizfreien Zustand herbeifihren. Die Enukleation kann
als therapeutische Ultima Ratio erforderlich sein, um die mit der ERU verbundenen
Schmerzen zu lindern, das Fortschreiten von Sekundarerkrankungen zu verhindern
und wenn die Prognose fuir Schmerzfreiheit und Sehfahigkeit des betroffenen Auges
ungunstig ist (HUPPES et al., 2017). Die ERU ist der haufigste nicht mit einem
Trauma zusammenhangende Grund fiir eine beim Pferd durchgefihrte Enukleation
(GOULD et al., 2024).

2.3.4 Pathohistologisches Bild

Wahrend der ersten inflammatorischen Schiibe der ERU zeigt sich pathohistolo-
gisch eine Gefal3stauung der Gefalie der Uvea, begleitet von einer entziindlichen
Zellinfiltration (GILGER et al., 2022). Zellulare Infiltrate von Lymphozyten, Plasma-
zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten finden sich unter anderem in
der Iris, dem Ziliarkorper, der Choroidea, dem Glaskdrper und der Retina (COOLEY
et al., 1990; ROMEIKE et al., 1998; GILGER et al., 1999; DEEG et al., 2001; DEEG
et al., 2002b; GILGER et al., 2022). Bei den infiltrierenden Lymphozyten handelt es
sich hauptsachlich um CD4* T-Zellen, wobei hier Thl Zellen dominieren (GILGER
et al., 1999). Es gibt ebenfalls Hinweise auf eine Beteiligung von Th17 Zellen, durch
den immunhistochemischen Nachweis von Thl7-assoziierten Zytokinen im Ziliar-
korper und der Iris von an ERU erkrankten Pferden (REGAN et al., 2012). Aul3er-
dem wurden bei Pferden mit ERU tertiare Lymphfollikel in der Iris, am Ziliarkdrper
und vereinzelt an der Ora Serrata der Retina nachgewiesen (DEEG et al., 2002b;
KLEINWORT et al., 2016). Diese bestanden tberwiegend aus CD3* T-Zellen, wobei
CD4* T-Zellen den Hauptanteil ausmachten (KLEINWORT et al., 2016). In diesen
ektopischen Lymphfollikeln fanden sich auRerdem CD4*CD45RO* T-Gedachtnis-
zellen (KLEINWORT et al., 2016). Die Retina des Pferdes bleibt wahrend der ersten
inflammatorischen Attacken weitgehend unzerstort (DEEG et al., 2002b; GILGER
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et al., 2022). In friihen Stadien der Erkrankung ist die Infiltration mit T-Zellen auf den
kleinen vaskularisierten Bereich nahe des N. Optikus und einzelne verstreute Infilt-
rate begrenzt (DEEG et al., 2002b). Im Verlauf weiterer uveitischer Schiibe schreitet
die Infiltration von Entztiindungszellen fort, begleitet von einer Degeneration der re-
tinalen Neuronen, die von den Aul3ensegmenten der Photorezeptoren bis zu den
Zellen der Ganglienzellschicht und inneren Kérnerschicht reicht (DEEG et al.,
2002b). Im Endstadium der Erkrankung ist die retinale Architektur weitgehend zer-
stort (DEEG et al., 2002b).

2.3.5 Die Rolle der Mullerzelle bei der ERU

Waéhrend die retinale Architektur im Krankheitsverlauf zunehmend zerstort wird und
die retinalen Neuronen fortschreitend degenerieren, bleiben egRMG als einzige Zel-
lart Gber einen l&angeren Zeitraum im Verlauf der Erkrankung erhalten (DEEG et al.,
2002b). Proteomische Analysen von retinalen Membranproteinen aus Kontrolltieren
und an ERU erkrankten Pferden zeigten eine differenzielle Expression von eqRMG-
assoziierten Proteinen, was eine bedeutende Rolle dieser Zellen im Krankheitsge-
schehen zeigte (HAUCK et al., 2010). Reaktive eqRMG zeigen auch im Verlauf der
ERU einen fortschreitend gliotischen Phanotyp, der mit einer Veranderung ihrer zel-
lularen Funktionen einhergeht (HAUCK et al., 2007; HAUCK et al.,, 2010;
EBERHARDT et al., 2011). Im Verlauf der ERU weisen egRMG eine reduzierte Ex-
pression ihres charakteristischen Enzyms Glutamin-Synthetase auf, begleitet von
einer erhdhten Expression der Intermediarfilamente Vimentin und GFAP (HAUCK
et al., 2007). Auch der retinale K* und Wasser-Haushalt, der in der gesunden equi-
nen Retina wesentlich von egRMG reguliert wird, zeigt im Verlauf der ERU signifi-
kante Veranderungen (HAUCK et al., 2010; EBERHARDT et al., 2011; DEEG et al.,
2016). Dazu zahlen sowohl eine veranderte Expression der K*-Kanéle Kir4.1 und
Kir2.1 als auch der Wasserkanadle AQP4, AQP5 und AQP11 (siehe auch Kapitel
2.1.2) (HAUCK et al., 2010; EBERHARDT et al., 2011; DEEG et al., 2016). Diese
Veranderungen kénnten entscheidend zur Entstehung retinaler Odeme beitragen,
die das pathohistologische Bild in einigen Féllen pragen (DEEG et al., 2002b).

Die verminderte Expression der Wingless-related Integration Site (Wnt)-Signalweg-
Inhibitoren Dickkopf-Protein 3 und PEDF in uveitischen egRMG spricht flr eine
mogliche Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in der ERU (HAUCK et al.,
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2012). Die genaue funktionelle Konsequenz einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs
in uveitischen eqRMG ist allerdings bislang noch unklar (HAUCK et al., 2012). Die
verminderte Expression des dartber hinaus antiangiogenetischen und neurotroph
wirkenden PEDF weist auf den Verlust dieser Eigenschaften im Verlauf der ERU
hin (HAUCK et al., 2007).

EqQRMG leisten aul3erdem einen Beitrag zur signifikanten Veranderung der retinalen
extrazellularen Matrix im Rahmen der ERU: wéhrend gesunde eqgRMG das Protein
der extrazellularen Matrix, Fibronektin, hauptsachlich an ihren Endfti3en, die in Kon-
takt zur ILM und zur vitreoretinalen Oberflache stehen, exprimierten war die gleich-
mafige Expression von Fibronektin in uveitischen egRMG nicht mehr existent
(DEEG et al., 2011). Fibronektin war in der uveitischen Retina in einem ungleich-
mafigen Muster entlang der desintegrierten ILM exprimiert (DEEG et al., 2011). Die
veranderte Expression von Fibronektin in uveitischen egRMG kénnte ein Faktor in
der reduzierten Adh&sion der Miillerzellen an die vitreoretinale Oberflache bei der
ERU sein (DEEG et al., 2011). Uveitische eQRMG exprimierten dariiber hinaus ge-
ringere Mengen an Osteopontin im Vergleich zu gesunden Zellen, einem Protein
der extrazellularen Matrix mit neuroprotektiven Eigenschaften (DEEG et al., 2011).
Dies gibt weitere Hinweise auf den Verlust neuroprotektiver Funktionen des aktivier-
ten uveitischen Miillerzell-Phanotyps (DEEG et al., 2011). Uveitische eqRMG wie-
sen aul3erdem eine erhdhte Abundanz des Enzyms Neuraminidase 1 auf (LORENZ
et al., 2021a). Die Neuraminidase 1 in uveitischen eqRMG korrelierte mit dem Ver-
lust terminaler Sialinsauren auf retinalen Zellen, was auf eine Desialylierung durch
die Neuraminidase 1 hinweist (LORENZ et al., 2021a). Dartber hinaus gibt es Hin-
weise auf eine immunologische Aktivierung von eqRMG bei der ERU durch ihre
Expression von MHC Klasse Il und ihre Sekretion von IFN-2 (ROMEIKE et al., 1998;
HAUCK et al., 2007) (siehe Kapitel 2.2.2.2).

Zusammenfassend zeigen diese Anpassungen, dass sich egRMG im Verlauf der
ERU massiv verandern. Allerdings bleiben sowohl die zugrundeliegenden Ursachen
als auch die funktionellen Auswirkungen dieser Veranderungen weiterhin weitge-
hend unklar. Daher ist eine weiterflihrende Untersuchung dieser Zellen dringend

erforderlich, um ihre genaue Rolle im Krankheitsprozess zu verstehen.
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2.4 Autoimmune Uveitis des Menschen und weitere Tiermodelle

2.4.1 Bedeutung und Pathogenese

Die autoimmune Uveitis ist eine weltweit bedeutende Ursache fir Sehbehinderun-
gen und Erblindung beim Menschen (TSIROUKI et al., 2018; HUANG et al., 2023;
WU et al., 2025). Die Pathogenese der autoimmunen Uveitis wird ebenso wie die
der ERU von autoreaktiven CD4* T-Zellen vermittelt (NUSSENBLATT et al., 1980;
ZHANG und ZHANG, 2023; ZHANG et al., 2024a). Zum Begriff der autoimmunen
beziehungsweise nicht infektiosen Uveitis zahlen auch Uveitiden, die im Verlauf von
systemischen Erkrankungen mit autoimmuner Komponente wie der systemischen
Sarkoidose (NIEDERER et al., 2023) oder Morbus Behget (GUAN et al., 2024) und
Autoimmunerkrankungen wie Morbus Vogt-Koyanagi-Harada (TAYAL et al., 2024)
oder der juvenilen idiopathischen Arthritis (OLIVEIRA PINHEIRO et al., 2023) auf-
treten (CASPI, 2010).

Generell beschreibt die Uveitis im humanen Patienten eine Entziindung der Uvea,
mitsamt Iris, Ziliarkérper und Choroidea, wobei aber auch die Retina, die Sklera und
weitere okulare Strukturen betroffen sein kdnnen (FORRESTER et al., 2013). Die
autoimmune Uveitis wird im Zusammenhang mit ihrer anatomischen in ein anteriore
(Iridozykilitis), intermediare (Vitritis, Pars Planitis des Ziliarkérpers) und posteriore
Uveitis (Chorioretinitis), so wie eine Panuveits, wenn sowohl die hinteren als auch
die vorderen Augenanteile betroffen sind, eingeteilt (FORRESTER, 1991; CASPI,
2010; WU et al., 2023). Im Verlauf der Pathogenese tberqueren autoreaktive CD4*
T-Zellen auch im Menschen die Blut-Retina-Schranke und attackieren retinale Au-
toantigene (ZHANG und ZHANG, 2023). Zu den wichtigsten retinalen Autoantige-
nen im Menschen zéhlen ebenso wie im Pferd IRBP und das retinale S-Antigen
(DOEKES et al., 1987; DE SMET et al., 1990). Zudem spielt cRALBP, das zuerst in
der ERU charakterisiert wurde, auch bei der autoimmunen Uveitis des Menschen
eine Rolle (DEEG et al., 2006b; DEEG et al., 2007c).

In der Pathogenese der autoimmunen Uveitis des Menschen spielen sowohl die T-
Effektorzelltypen Thl als auch Th1l7 Zellen tragende Rollen (AMADI-OBI et al.,
2007; GILBERT et al., 2018; ZHANG und ZHANG, 2023). Gleichzeitig ist bei Pati-
enten mit aktiven Uveitisschiiben die Anzahl der anti-inflammatorischen regulatori-
schen T-Zellen (Tregs) im peripheren Blut reduziert, verglichen mit Patienten in der
Remission oder gesunden Individuen (NANKE et al., 2008; YEH et al., 2009;
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GILBERT et al., 2018; LI et al., 2024). Eine Fehlregulation pathogener Thl und
Th17-Populationen, sowie das Ungleichgewicht zwischen diesen Effektorzellen und
Tregs gelten als zentrale Faktoren in der Pathogenese der autoimmunen Uveitis
des Menschen (ZHONG et al., 2021; VAN DER HOUWEN et al., 2022; ZHANG und
ZHANG, 2023; ZHANG et al., 2024a). Im Gegensatz dazu geht man bei der ERU
von einer dominierenden Th1l-Antwort aus, wahrend Hinweise auf eine Beteiligung
von Thl7-Zellen bislang begrenzt sind (REGAN et al., 2012; SALDINGER et al.,
2020). Die Rolle von Tregs in der ERU ist ebenfalls unklar, da bislang keine spezi-
fischen Marker fur diese Zellpopulation fiir Pferde existieren und ihre Beteiligung
deshalb noch nicht untersucht werden konnte (SALDINGER et al., 2020).

2.4.2 Induzierte experimentelle autoimmune Uveitis (EAU)

Da die Pathogenese der autoimmunen Uveitis bisher noch nicht vollstandig verstan-
den und die Menge des fiir wissenschaftliche Studien zur Verfiigung stehenden hu-
manen Probenmaterials begrenzt ist, werden verschiedene Tiermodelle zur Erfor-
schung der autoimmunen Uveitis herangezogen (BANSAL et al., 2015; WU et al.,
2023). Wahrend die ERU als natirlich vorkommendes spontanes Tiermodell fur die
autoimmune Uveitis des Menschen sowie in ihrer induzierbaren Form, der experi-
mentellen ERU, untersucht wird (DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2004; DEEG et
al., 2006b; DEEG et al., 2007c; DEEG et al., 2008), sind induzierte Nagermodelle
die am weitesten verbreiteten Modelle zur Erforschung der autoimmunen Uveitis
des Menschen (SHOME et al., 2023; WU et al., 2023). Bei der klassischen EAU
werden empfangliche Tiere mit uveitogenen retinalen Autoantigenen oder mit deren
Peptiden immunisiert, was eine intraokulare, T-Zell-vermittelte Entztindung auslost
(BANSAL et al., 2015; DUAN et al., 2024). Um diese Immunreaktion in der jeweili-
gen Spezies hervorzurufen, wird das retinale Antigen in Freunds komplettem Ad-
juvans geldst, das attenuierte Stamme von Mycobacterium tuberculosis enthalt und
im Rahmen einer aktiven Immunisierung peripher in das Versuchstier inokuliert wird
(CASPI, 2003; BANSAL et al., 2015; BOWERS et al., 2022). Die periphere Applika-
tion von Freunds komplettem Adjuvans induziert eine spezifische, T-Zell-vermittelte
Immunantwort gegen das gemeinsam mit dem Adjuvans injizierte retinale Autoanti-
gen (BANSAL et al., 2015). Die mykobakteriellen Bestandteile des Adjuvans fordern
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dabei die Differenzierung der T-Zellen in Richtung einer Th-Zell-getriebenen Im-
munantwort( LAZ ARE VI L e Indem meisten uht@rgudhten Spezies entwi-
ckelt sich innerhalb von ein bis zwei Wochen nach der Immunisierung eine EAU mit
Panuveitis (BANSAL et al., 2015; SHOME et al., 2023). Wie die durch die Immuni-
sierung aktivierten CD4* T-Zellen die Blut-Retina-Schranke Gberwinden ist auch fir
die EAU noch nicht geklart (Stand der PubMed-Recherche: Februar 2025).

Eine Sonderform der induzierten Uveitis ist die Endotoxin-induzierte Uveitis (EIU).
Versuchstiere werden mit dem bakteriellen Endotoxin LPS peripher inokuliert, um
nach circa 24 Stunden nach Injektion eine kurz andauernde anteriore Uveitis zu
entwickeln, die sich auch auf das posteriore Augensegment auswirkt (YADAV und
RAMANA, 2019; CUARTERO-MARTINEZ et al., 2024). Dieses Modell dient der Er-
forschung von akut einsetzenden Uveitiden und deren Therapie, ist aber nicht ge-
eignet, um autoimmune Prozesse naher zu verstehen (BANSAL et al.,, 2015;
YADAYV und RAMANA, 2019). Der Grund daftr liegt darin, dass die inflammatori-
sche Reaktion direkt durch LPS getriggert wird und nicht durch aktivierte T-Zellen,
die gegen retinale Autoantigene gerichtet sind (YADAV und RAMANA, 2019;
CUARTERO-MARTINEZ et al., 2024).

Bereits 1949 zeigten Experimente an Meerschweinchen, die peripher mit uvealem
Gewebe immunisiert worden waren, dass diese Behandlung eine okulare Entzin-
dung mit begleitender Leukozyteninfiltration induzieren konnte (COLLINS, 1949).
Dass eine Uveitis durch die periphere Immunisierung mit intraokularen Antigenen
hervorgerufen werden kann, wurde in weiteren Studien an Meerschweinchen, die
mit pigmentiertem uvealen Antigen peripher immunisiert worden waren, bestatigt
(ARONSON et al., 1963). Weitere EAU Modelle wurden spater in Lewis-Ratten
(WACKER und KALSOW, 1973; KOZAK et al., 1981) und Méausen etabliert (CASPI
et al., 1988). Die Empfanglichkeit fir eine Induktion der EAU in den verschiedenen
Versuchstierspezies birgt speziesspezifische Unterschiede: so kann in Meer-
schweinchen die EAU nur durch S-Antigen, nicht aber durch IRBP ausgelost wer-
den, wahrend Mause nur auf IRBP mit einer EAU reagieren (AGARWAL et al., 2012;
WU et al., 2023). In Ratten hingegen kann eine EAU sowohl mit S-Antigen als auch
mit IRBP ausgeldst werden (AGARWAL et al., 2012; WU et al., 2023). In Pferden
kann eine experimentelle ERU durch IRBP und cRALBP, so wie teilweise durch das
retinale S-Antigen ausgeltst werden (DEEG et al., 2002a; DEEG et al., 2004; DEEG
et al., 2006b).
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Eine weitere Méglichkeit, um eine EAU in Mausen und Ratten auszulésen ist der
adoptive Transfer von reaktiven Lymphozyten von gegen ein retinales Autoantigen
immunisierten Tieren in empfangliche gesunde Tiere (MOCHIZUKI et al., 1985;
CASPI et al., 1986; CASPI, 2003). Hier werden Spendertiere mit dem retinalen Au-
toantigen peripher immunisiert und deren Lymphozyten aus den Lymphknoten und
der Milz isoliert (CASPI, 2003; DERLUYN et al., 2024). Die aktivierten Lymphozyten
werden anschlieBend mit dem verwendeten Autoantigen in vitro erneut stimuliert
und peripher in naive Empfangertiere injiziert, wo sie zu einer EAU fuhren
(DERLUYN et al., 2024). Hierbei muss hervorgehoben werden, dass die fur den
adoptiven Transfer verwendeten T-Zellen nicht nur spezifisch gegen das retinale
Autoantigen gerichtet, sondern auch aktiviert sein missen, um effizient eine EAU
auszulosen (CASPI et al., 1986; GERY und CASPI, 2018).

Zudem kann eine EAU in Mausen auch durch die Injektion reifer IRBP-beladener
dendritischer Zellen in Empfangertiere induziert werden (TANG et al., 2007). Diese
Form der EAU unterscheidet sich jedoch in klinischer und pathogenetischer Hinsicht
von der klassischen EAU (TANG et al., 2007). Die durch dendritische Zellen indu-
zierte, selbstlimitierende EAU zeigte eine mildere Pathologie, wobei die retinalen
Zellinfiltrate Uberwiegend aus Granulozyten bestanden. (TANG et al., 2007). Diese
Form der EAU unterscheidet sich daher auch signifikant von der T-Zell-mediierten
ERU (siehe Kapitel 2.3.2).

Die Pathogenese der EAU wird durch die Aktivitat der zwei Effektor-T-Zell-Subty-
pen, Thl und Th17, vermittelt (ZHANG und ZHANG, 2023; DERLUYN et al., 2024,
PENG et al., 2024). Lange Zeit wurde die IL-12-abh&ngige Th1-Zell-vermittelte Im-
munantwort unter ProduktionvonlIFN-o al s wi chti gster Treiber d
EAU angesehen (CASPI et al., 1996; XU et al., 1997; LUGER et al., 2008; ZHONG
et al., 2021). Jedoch wurde in murinen Modellen gezeigt, dass auch Th17-Zellen
uveitogenes Potenzial haben (AMADI-OBI et al., 2007; LUGER et al., 2008; GU et
al., 2024; ZHANG et al., 2024a). Naive Mause entwickelten sowohl durch den adop-
tiven Transfer von aktivierten Thl- als auch von Th17-Zellen eine EAU (LUGER et
al., 2008). Interessanterweise traten in der IRBP-induzierten EAU Th17-Zellen ver-
mehrt zu Beginn der Erkrankung auf, wahrend Thl-Zellen in spateren Stadien do-
minierten (AMADI-OBI et al., 2007). Thl-Zellen sezernierten IFN-0  u n-8, wahi
rend Th17-Zellen vor allem IL-17 produzierten (ZHONG et al., 2021). Ein IFN-2-KO

in Mausen verhinderte die EAU-Entwicklung nicht, da der adoptive Transfer von
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Th17-Zellen dennoch eine Erkrankung induzierte (LUGER et al., 2008). Dies deutet
darauf hin, dass IL-17 in der Pathogenese der murinen EAU eine zentrale Rolle
spielt (LUGER et al., 2008; BANSAL et al., 2015; ZHANG et al., 2024a). In der
durch die Injektion antigenbeladener dendritischer Zellen induzierten EAU hingegen
dominierte eine Thl-Immunantwort (TANG et al., 2007). Fur die ERU wird bisher
von einer primar Thl-vermittelten Immunantwort ausgegangen, wahrend die Rolle
von Thl7-Zellen noch nicht geklart ist (REGAN et al., 2012; SALDINGER et al.,
2020). Dies liegt wahrscheinlich an unterschiedlichen pathogenetischen Mechanis-
men, sowie einer anderen Art der T-Zell-Aktivierung zwischen spontaner und indu-
zierter Uveitis: bei der klassischen EAU wird das Autoantigen von durch das Ad-
juvans stimulierten APZ in den drainierenden Lymphknoten der Einstichstelle nai-
ven T-Zellen prasentiert. (BANSAL et al., 2015). In der durch antigenbeladene dend-
ritische Zellen induzierte EAU werden periphere T-Zellen durch den direkten Kon-
takt mit diesen gegen retinale Antigene aktiviert (TANG et al., 2007). Beide Mecha-
nismen spielen in den naturlich vorkommenden Uveitis-Formen bei Pferden und
Menschen keine Rolle. Welche APZ und welche Mechanismen die Aktivierung der
autoraktiven CD4* T-Zellen bei der ERU sowie bei der autoimmunen Uveitis des
Menschen in vivo ausldsen, ist bis heute nicht bekannt (Stand der PubMed-Recher-
che: Februar 2025).

Wahrend im Pferd und im Menschen verschiedene Autoantigene und Epitope an
der Pathogenese der autoimmunen Uveitis beteiligt sind (siehe Kapitel 2.3 und
2.4.1), sind die aktivierten T-Zellen in der EAU lediglich gegen das eine retinale
Autoantigen gerichtet, mit dem das Versuchstier immunisiert wurde (WU et al.,
2023). AuRerdem existieren signifikante Unterschiede zwischen dem Immunsystem
von Menschen, Mausen und Pferden (MESTAS und HUGHES, 2004; KARAGIANNI
et al., 2021), was Ergebnisse aus der induzierten EAU nur beschrankt translational
relevant macht. Die meisten EAU-Modelle sind zudem monophasisch, nicht spontan
und erfordern zusatzlich eine Stimulation der adaptiven Immunantwort im Gegen-
satz zur naturlich vorkommenden rezidivierenden Form des Pferdes und des Men-
schen (AGARWAL et al., 2012; GILGER, 2018).

Um dem spontanen Charakter der autoimmunen Uveitis des Menschen néher zu
kommen, wurden murine Modelle etabliert, die spontan eine EAU entwickeln (CHEN
et al., 2013). R161H transgene Mause exprimieren einen T-Zell-Rezeptor, der spe-

zifisch fur eine Aminosauresequenz von IRBP ist und entwickeln im Alter von funf
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bis sechs Wochen spontan eine intraokuldre Entziindung (CHEN et al., 2013;
HORAI et al., 2013). Interessanterweise zeigen R161H-Mause im Verlauf der EAU
die Bildung ektopischer tertiarer Lymphfollikel in der Retina, ein pathologisches
Merkmal, das auch in der ERU des Pferdes beobachtet wurde (KIELCZEWSKI et
al., 2016; KLEINWORT et al., 2016). AuBerdem entsteht eine spontane Uveitis bei
Autolmmun-Regulator-(AIRE) Knockout Mausen (CHEN et al., 2013). AIRE spielt
eine zentrale Rolle bei der Entstehung der zentralen Toleranz des Immunsystems,
indem es die Expression retinaler Autoantigene wie IRBP und S-Antigen im Thymus
reguliert ANDERSON et al., 2002; DEVOSS et al., 2006; GERY und CASPI, 2018;
MILLER et al., 2024). Durch die Prasentation dieser Antigene im Thymus werden
autoreaktive T-Zellen, die auf korpereigene Strukturen reagieren, eliminiert, bevor
sie in die Peripherie gelangen konnen (MICHELSON et al., 2022; KLEIN und
PETROZZIELLO, 2025). In AIRE-Knockout Mausen fehlt diese zentrale Toleranz,
da IRBP und S-Antigen im Thymus nicht adaquat exprimiert werden, wodurch ge-
gen Autoantigene gerichtete T-Zellen nicht negativ selektiert werden und somit im
peripheren Immunsystem persistieren (DEVOSS et al., 2006; CHEN et al., 2013).
Daher entwickeln die AIRE-Knockout Mause eine Multiorgankrankheit mit Uveore-
tinitis (CHEN et al., 2015). Die spontanen EAU-Modelle verlaufen chronisch pro-
gressiv mit einer langer andauernden Phase retinaler Entziindung nach dem initia-
len Peak, weisen aber genau wie die klassische EAU im Gegensatz zur natirlich
vorkommenden Uveitis im Pferd und im Menschen keinen rezidivierenden Charak-
ter auf (CHEN et al., 2015). Die klassische EAU zeigt eine schnell einsetzende,
hochgradige Entziindung, die allerdings innerhalb von vier bis fiunf Wochen final
abklingt (CHEN et al., 2015).

Die Bedeutung der Expression retinaler Antigene im Thymus wurde bereits frih an-
hand experimenteller Modelle belegt: In EAU-empfanglichen Mauslinien konnte
keine IRBP-Expression im Thymus nachgewiesen werden, ebenso wenig in den
Thymi der fir EAU empfanglichen Lewis-Ratten, in denen weder IRBP noch S-An-
tigen detektiert wurde (EGWUAGU et al., 1997). Die im Thymus aufgebaute zentrale
Toleranz gegen Autoantigene allein ist jedoch nicht ausreichend, um das Vorkom-
men autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie zu verhindern, weshalb der Mechanis-
mus der peripheren Toleranz zu tragen kommt (BROWN und RUDENSKY, 2023).

Diese autoreaktiven T-Zellen kommen, wie in murinen Modellen gezeigt wurde, in
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der Peripherie durch toleranzgenerierenden APZ, darunter zahlen spezielle dendri-
tische Zellen oder Familie der Retinoic Acid Receptor-related Orphan Receptor ot
(RORot)* APZ, mit den Autoantigenen in Kontakt (AKAGBOSU et al., 2022; BROWN
und RUDENSKY, 2023; ABRAMSON et al., 2024). Ohne pro-inflammatorische Trig-
ger, wird durch diese APZ eine T-Zell-Toleranz eingeleitet (LIU et al., 2002;
ABRAMSON et al.,, 2024). Diese Toleranz entsteht in Mausen unter anderem
dadurch, dass die T-Zelle ihr spezifisches Antigen Uber den T-Zell-Rezeptor er-
kennt, jedoch aufgrund fehlender ko-stimulatorischer Signale durch die periphere
professionelle APZ in einen Zustand der Anergie versetzt wird (ELTANBOULY und
NOELLE, 2021; BECKERS et al., 2024). Nachdem die retinalen Antigene in der
Peripherie nicht fur naive autoreaktive T-Zellen erreichbar exprimiert werden,
kommt der Mechanismus der peripheren Toleranz fur okulare Antigene nicht zu tra-
gen (GERY und CASPI, 2018). Inwieweit diese toleranzgenerierenden Mechanis-
men auch auf Pferde zutreffen und wie die autoimmune Aktivierung der CD4* T-
Zellen gegen retinale Autoantigene bei der Pathogenese der ERU ablauft, missen
zukunftige Studien klaren.

2.5 Differen zielle Proteomanalyse mit hypothesengetriebener
Auswertung

Der Begr i fumfagsRdie Gesamiheifaller Proteine, die zu einem bestimm-
ten Zeitpunkt in einer Zelle, einem Gewebe, einem Organ oder einem Organismus
exprimiert werden. Es reflektiert die Expression des Genoms, ist jedoch hochdyna-
misch und passt sich internen sowie externen Einflissen an (HUTTLIN et al., 2021,
ZHAO et al., 2023). Damit definiert das Proteom den funktionellen Zustand und Pha-
notyp der Zelle (AEBERSOLD und MANN, 2016; BRUNNER et al., 2022). Ein Gen
kann mehrere Proteinformen hervorbringen, was die funktionelle Vielfalt einer Zelle
erheblich erweitert (BLUDAU und AEBERSOLD, 2020). Diese Diversitat entsteht
unter anderem durch alternatives Spleif3en auf RNA-Ebene und durch post- und ko-
translationale Proteinmodifikationen (HARPER und BENNETT, 2016; WANG et al.,
2022a; LU et al., 2024). Zudem beeinflussen variabel zusammengesetzte Protein-
komplexe und die subzelluléare Lokalisation die Funktion von Proteinen, da diese je
nach ihrer Position unterschiedliche Aufgaben erfullen kénnen (HARPER und
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BENNETT, 2016; GILLANI und POLLASTRI, 2024). Zur Untersuchung des Prote-
oms werden haufig massenspektrometrische Methoden eingesetzt (FEDOROV et
al., 2024). Dadurch kénnen selbst komplexe Proteingemische zuverlassig identifi-
ziert und quantifiziert werden (FEDOROQV et al., 2024). Um Unterschiede zwischen
zwei oder mehreren Zustanden zu untersuchen, bespielweise zwischen gesunden
und pathologisch veranderten Zellen, eignen sich besonders quantitative differenzi-
elle Proteom-Analysen (SCHMALEN et al., 2021; DEGROOTE et al., 2023; ZHOU
et al., 2024). Daruber hinaus kdnnen mittels quantitativer proteomischer Verfahren
neue Krankheitsassoziierter Biomarker identifiziert werden (LORENZ et al., 2021a,;
DEGROOTE et al., 2023; DUDA et al., 2024; HU et al., 2024; ZHANG et al., 2024b).
Die Proteom-Analyse mittels Massenspektrometrie basiert auf der Messung des
Masse-zu-Ladungsverhéltnisses (m/z) ionisierter Molekile (SHUKEN, 2023). In der
A B o t-t) p-Rnoteomik wird die Probe vor der Analyse durch das Massenspektro-
meter durch enzymatischen Verdau in kleine Peptide gespalten (SHAO und LAM,
2017). Fur diesen enzymatischen Verdau wird haufig Trypsin eingesetzt, das Pep-
tidbindungen nach Lysin und Arginin schneidet (SHUKEN, 2023). Diese spezifi-
schen enzymatischen Trennmuster erleichtern die spatere ldentifizierung der Pep-
tide (SHUKEN, 2023). Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, ei-
nem Massenseparator zur Bestimmung des m/z der lonen und einem Detektor, der
die Anzahl der lonen pro m/z erfasst (GARG und ZUBAIR, 2025). Um eine Probe
zu ionisieren, werden haufig die Elektrospray-lonisierung (FENN et al., 1989) oder
die Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisierung (MALDI) (KARAS et al., 1985)
eingesetzt (ROZANOVA et al., 2021). Dabei hangt die Sensitivitat des Massenspek-
trometers von der Fahigkeit des Massenseparators ab, die lonen effektiv aufzutren-
nen (ROZANOVA et al., 2021). Gangige Separatoren sind lonenfallen, Time-of-
Flight-Separatoren, Quadrupole oder die Fourier-Transform-lon-Cyclotron-Reso-
nanz (ROZANOVA et al., 2021; SHUKEN, 2023).

Zur detaillierteren Analyse komplexer Proteingemische wird haufig die Flissigkeits-
chromatographische Tandem-Massenspektrometrie (engl. Liquid Chromatrography
Mass Spectrometry/Mass Spectrometry, LC-MS/MS) eingesetzt (AEBERSOLD und
MANN, 2003). Dabei wird die Probe zunachst durch die Flissigkeitschromatrogra-
phie gemal ihrer Hydrophobizitat aufgetrennt und anschliel3end durch zwei hinter-
einander geschaltete Massenseparatoren analysiert (ROZANOVA et al.,, 2021;

SHUKEN, 2023). In der ersten Messung werden Massen intakter Peptide bestimmt
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(SHUKEN, 2023). In der zweiten Messung werden spezifische lonen ausgewahlt
(sogenannte Vorlauferionen), durch Kollision mit Gas fragmentiert Kollisions-indu-
zierte Dissoziation und die Masse der Fragmente bestimmt (SHUKEN, 2023). Bei
der Kollisions-induzierten Dissoziation entstehen durch die Spaltung der Peptidbin-
dungen geladene Fragmentionen, deren Masse und Ladung Ruckschlisse auf die
Peptidsequenz ermdglichen (ZHANG et al., 2010; STECKEL et al., 2023). Die durch
den Detektor aufgezeichneten Massenspektren zeigen Peaks, die Rickschlisse
auf das m/z und Intensitat der Peptidfragmente zulassen (ZHANG et al., 2010;
SHUKEN, 2023). Diese Peaks werden bioinformatisch mit theoretischen Spektren
aus Proteinsequenz-Datenbanken abgeglichen, um die Peptidsequenzen zu identi-
fizieren und den jeweiligen Proteinen zuzuordnen (SHAO und LAM, 2017;
WALMSLEY et al., 2024). Die Quantifizierung der Peptide kann entweder Label-frei
oder Label-basiert erfolgen (YIN und ZHU, 2023; GUZMAN et al., 2024; VIRAG et
al., 2024). Im Label-freien Ansatz wird die Proteinmenge anhand der Anzahl der
Spektren oder der Intensitdt der Peaks bestimmt (ROZANOVA et al.,, 2021,
GUZMAN et al., 2024). Die Gesamtproteinmenge unterschiedlicher Proben muss
dabei normalisiert werden, um Vergleiche zwischen den Proben zu ermdéglichen
(HAUCK et al., 2010; ROZANOVA et al., 2021). Bei der Label-basierten Methodik
kommen isotopische Markierungsreagenzien zum Einsatz, die die gleichzeitige
Quantifizierung mehrerer biologischer Proben im selben Massenspektrum ermogli-
chen (SHUKEN, 2023). Peptide werden fur die Quantifizierung isotopisch markiert,
ohne dass ihre chemischen Eigenschaften verandert werden (ROZANOVA et al.,
2021; VIRAG et al., 2024). Label-basierte Quantifizierungsverfahren zeichnen sich
durch eine hohe Prazision aus, sind jedoch aufgrund der hohen Kosten und des
technischen Aufwands in der Anzahl der analysierbaren Proben limitiert
(ROZANOVA et al., 2021; VIRAG et al., 2024). Label-freie Methoden eignen sich
fur grofRere Probenmengen und ermdglichen die Identifikation und Analyse der Pro-
teine in ihrem unveranderten Zustand (ROZANOVA et al., 2021).

In einer Spezies wie dem Pferd, fur die nur wenige spezies-spezifische Antikérper
verfugbar sind, bietet die differenzielle Proteomanalyse mittels Massenspektromet-
rie eine vielversprechende Methode zur umfassenden Untersuchung pathophysio-
logischer Mechanismen (TESENA et al., 2021; LORENZ et al., 2021b; DEGROOTE
et al., 2023; CLARKE et al., 2024). Differenzielle Proteomanalysen haben bereits
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einen signifikanten Beitrag zur Aufklarung pathophysiologischer Prozesse in der Pa-
thogenese der ERU geleistet (DEGROOTE et al., 2014; DEGROOTE et al., 2017;
SCHAUER et al., 2018). Auch wenn Label-freie proteomische Untersuchungen
erste Hinweise auf die immunologische Kapazitat von egRMG und ihre Beteiligung
an der Pathogenese der ERU geliefert haben (HAUCK et al., 2007; HAUCK et al.,
2010; HAUCK et al., 2012; LORENZ et al., 2021a; LORENZ et al., 2021b), ist ihre
immunologische Rolle bislang weitgehend unklar. Eine detaillierte Charakterisie-
rung dieser Zellen ist daher essenziell, um die Immunpathogenese der ERU, sowie
die Rolle des Zielorgans Retina zu verstehen. Um zu analysieren, wie sich die ge-
sunde Millerzelle im Verlauf der ERU verandert, wurde im Rahmen dieser Arbeit
ein hochauflésender, quantitativer, Label-freier differenzieller Proteomik-Ansatz ge-
wahlt. Dieser Ansatz ermdglicht eine umfassende Analyse der Proteinexpression im
gesunden sowie im uveitischen Zustand und liefert detaillierte Einblicke in die spe-
zifischen Veranderungen, die mit der Aktivierung und Funktion der Millerzellen im

Krankheitsverlauf einhergehen.



PUBLIKATION 43

3 PUBLI KATI ON

Titel

Differential Expression of ARG1 and MRC2 in Retinal Miller Glial Cells during Au-

toimmune Uveitis

Autoren

Amelie B. Fleischer, Barbara Amann, Christine von Toerne, Roxane L. Degroote,

Adrian Schmalen, Tanja Weil3er, Stefanie M. Hauck und Cornelia A. Deeg

Journal

Biomolecules

Status

Published

Biomolecules. 2025; 15(2), 288.

doi: 10.3390/biom15020288
https://doi.org/10.3390/biom15020288



PUBLIKATION

44

E biomolecules

Article

Differential Expression of ARG1 and MRC2 in Retinal Miiller
Glial Cells During Autoimmune Uveitis

Amelie B. Fleischer !, Barbara Amann !, Christine von Toerne ?, Roxane L. Degroote 1, Adrian Schmalen 177,
Tanja Weifler !, Stefanie M. Hauck ? and Cornelia A. Deeg !-*

check for
updates

Academic Editor: Zhongjie Fu

Received: 16 December 2024
Revised: 11 February 2025
Accepted: 13 February 2025
Published: 14 February 2025

Citation: Fleischer, A.B.; Amann, B.;
von Toerne, C.; Degroote, R.L.;
Schmalen, A.; Weifser, T.; Hauck, 5.M.;
Deeg, C.A. Differential Expression of
ARG1 and MRC2 in Retinal Miiller
Glial Cells During Autoimmune
Uvweitis. Biomolecules 2025, 15, 288.
https://doi.org/10.3390/
biom15020288

Copyright: ©2025 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license

(https:/ / creativecommons.org/
licenses /by /4.0/).

Chair of Physiology, Department of Veterinary Sciences, LMU Munich, D-82152 Martinsried, Germany;
tanja.weisser@tiph.vetmed.uni-muenchen.de (T.W.)

Metabolomics and Proteomics Core, Helmholtz Center Munich, German Research Center for Environmental
Health, D-80939 Munich, Germany

Correspondence: cornelia.deeg@lmu.de

Abstract: Retinal Miiller glial cells (RMG) play a crucial role in retinal neuroinflammation,
including autoimmune uveitis. Increasing evidence supports their function as active
modulators of immune responses and potential atypical antigen-presenting cells (APCs).
To further investigate this hypothesis, we conducted a differential proteome analysis of
primary equine RMG from healthy controls and horses with equine recurrent uveitis
(ERU), a spontaneous model of autoimmune uveitis. This analysis identified 310 proteins
with differential abundance. Among these, the Major Histocompatibility Complex (MHC)
class IT and the enzyme Arginase 1 (ARG1) were significantly enriched in RMG from
uveitis-affected horses, whereas Mannose Receptor C-type 2 (MRC2) and its interactor
Thrombospondin 1 (THBS1) were more abundant in healthy RMG. The detection of MHC
class I in equine RMG, consistent with previous studies, validates the robustness of our
approach. Furthermore, the identification of ARG1 and MRC2, together with THBSI,
provides new insights into the immunomodulatory and antigen-presenting properties of
RMG. Immunohistochemical analyses confirmed the proteomic findings and revealed the
spatial distribution of ARG1 and MRC2. ARG1 and MRC2 are thus markers for RMG in
the neuroinflammatory or physiological milieu and highlight potential differences in the
immune function of RMG, particularly in antigen presentation.

Keywords: Retinal Miiller glial cells (RMG); retinal neuroinflammation; equine recurrent
uveitis (ERU); autoimmune uveitis; major histocompatibility complex class IT (MHC class
IT); Arginase 1 (ARG1); mannose receptor C-type 2 (MRC2); Thrombospondin 1 (THBS1);
atypical antigen presenting cell (APC); ocular immune privilege

1. Introduction

Retinal Miiller glial cells (RMGs), the resident macroglial cells of the retina, have gained
increasing attention in ophthalmic research due to their involvement in a wide range of retinal
diseases [1-5]. RMGs span the entire thickness of the retina, from the outer limiting membrane
(OLM) to the inner limiting membrane (ILM), contributing to the blood-retinal barrier (BRB) [6],
regulating retinal water, pH, and ion homeostasis [7-9], and participating in neurotransmitter
recycling in the healthy retina [10,11]. During retinal inflammation, RMG transition to a
gliotic state with dual characteristics: initially ensuring neuroprotection but later contribut-
ing to neural damage [12-14]. Given their unique structure, extending across the entire
retina, RMGs serve as central mediators of communication, interacting with neighboring
retinal cells and infiltrating immune cells during retinal homeostasis and inflammation [15].
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Under inflammatory conditions, as demonstrated primarily in rodent in vitro-models and
other species, RMGs adopt a multifaceted inflammatory phenotype. This phenotype is
characterized by the secretion of pro-inflammatory cytokines [16-18], the generation of
reactive oxygen species (ROSs) [19], the expression of toll- like receptors [20,21], the secre-
tion of chemokines [22,23], and the active participation in the phagocytosis of dying retinal
cells [24,25]. However, many aspects of the exact role of RMG in retinal inflammation
remain to be elucidated.

Autoimmune uveitis is a sight-threatening autoimmune disease and a significant cause
of visual impairment in humans [26,27]. The pathogenesis of autoimmune uveitis is driven
by autoreactive CD4* T cells from the periphery, which cross an impaired BRB, infiltrate the
immune-privileged inner eye, and target retinal autoantigens, causing detrimental inflam-
mation and destruction [28]. Equine recurrent uveitis (ERU), a condition affecting horses
worldwide [29-31], represents the only spontaneous animal model that collectively displays
the clinical and pathophysiological hallmarks of autoimmune uveitis in humans, such as
its relapsing-remitting character and CD4* T cell-driven autoimmune etiology [32-34]. Fur-
thermore, the immune systems of horses and humans are relatively similar [35,36]. By
contrast, murine models of autoimmune uveitis are mostly non-recurrent [37], making
them unsuitable for examining the relapsing nature of autoimmune uveitis observed in
humans. Patients with autoimmune uveitis remain at risk of vision loss due to the lack
of targeted therapeutic interventions, as uveitis pathogenesis is multifactorial and not
fully understood [27]. Consequently, new insights into ERU pathogenesis, particularly the
identification of novel markers for retinal inflammation, are of high translational relevance.

While it is known that CD4* T cells drive disease pathogenesis in humans [38],
mice [39], rats [40], and horses [41-43], it remains unclear how these T cells are activated—
not only in the periphery but also within the eye itself. In uveitis, CD4" T cells specifically
target retinal autoantigens [43,44], which remain stably expressed, even as retinal integrity
is destroyed in advanced stages of the disease [45]. This stability might contribute to the
progressive and relapsing nature of ERU [45]. The exact triggers for these recurrent inflam-
matory episodes remain unknown to date. Antigen presentation by antigen-presenting cells
(APCs) within the eye, via Major Histocompatibility Complex (MHC) class II, is critical for
initiating immune responses by infiltrating CD4* T cells [46]. However, the AP’C responsible
for initiating and sustaining the CD4* T cell response and retinal immunity in autoim-
mune retinal inflammation has not yet been precisely defined [46]. Notably, microglia,
the retina’s resident immune cells, can express MHC class II in inflammatory settings,
including autoantigen-induced experimental autoimmune uveitis (EAU) in mice [47,48].
While microglia have been proposed to play a part in initiating the immune response
in EAU, their presence is not essential to sustain and prolong retinal inflammation and
the CD4* T cell response [49]. Moreover, it remains uncertain whether resident retinal
microglia are capable of antigen presentation during autoimmune uveitis [46,50]. This
uncertainty has sparked growing interest in other retinal cells that may contribute to and
sustain the inflammatory process, with RMGs emerging as potential atypical APCs.

Given the unique position of RMGs in the retina and their integration into the BRB,
infiltrating immune cells are likely to come in contact with activated RMG [51]. Our re-
search has shown that RMGs actively secrete Interferon y (IFN-y) in the course of ERU,
a hallmark T helper (Th) 1 cell cytokine, thereby triggering retinal inflammation and in-
fluencing the retinal immune environment [16]. Interestingly, MHC class II expression
during ERU was shown in RMG [41] and in human patients with subretinal fibrosis and
uveitis syndrome [52]. More recent studies have demonstrated that primary stimulated
RMGs can express hallmark proteins of antigen presentation and T cell co-stimulation
in vitro [17,53]. In murine models of EAU, increased MHC class Il abundance in RMGs
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supports the hypothesis that these cells may not only present antigens but also recruit
leukocytes during retinal inflammation [50,51]. While these findings highlight the versa-
tile functions of RMG under pro-inflammatory conditions and in murine models, their
precise role in autoimmune uveitis remains poorly understood. To address this gap, the
primary objective of this study was to investigate the protein expression profile of RMG in
both healthy and diseased states and to define markers to distinguish between these two
phenotypes. By distinguishing activated uveitic RMG from their healthy counterparts, we
aimed to uncover the molecular mechanisms driving the breakdown of ocular immune
privilege during the progression of autoimmune uveitis. Through differential proteome
analysis, we provide new insights into the role of RMG in retinal neuroinflammation and
disease pathogenesis.

2. Material and Methods
2.1. Retinal Specimen

For this study, we used a total of ten control and eleven ERU-diseased eyes. In particu-
lar, three healthy and three uveitic eyes were used for the preparation of primary RMG and
differential proteome analysis (n = 3 biological replicates per group, with n =1 technical
replicate per sample). For immunohistochemical analysis, we used seven healthy control
eyes and eight uveitic eyes obtained from our tissue biobank [7]. The immunohistochemical
analysis was conducted with one technical replicate per sample. For the immunohisto-
chemical analysis of Arginase 1 (ARG1) staining, we used six healthy and six diseased
eyes (1 = 6 biological replicates per group). For the immunohistochemical analysis of
Mannose Receptor C-type 2 (MRC2) staining, we used five healthy and five diseased eyes
(n = 5 biological replicates per group). Some of the samples were used for both immuno-
histochemical experiments, but not all. Healthy control eyes were collected from a local
abattoir. The collection and use of equine eyes from the abattoir and cooperating equine
clinies for the purpose of scientific research was approved by the corresponding board of
the veterinary inspection office, Munich, Germany (permit number: DE-09-184-0063-21).
Upveitic eyes were obtained from horses undergoing enucleation for therapeutic purposes
in collaboration with local veterinary clinics. Clinical diagnoses of uveitis were made
by experienced veterinary ophthalmologists based on a documented history of at least
three relapsing-remitting inflammatory episodes and clinical symptoms consistent with
uveitis [54]. All procedures adhered to ethical principles and guidelines for scientific exper-
iments on animals, following the ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research. Importantly, no experimental animals were used in this study.

2.2. Differential Proteome Analysis

To prepare primary RMGs, eyes were processed immediately after enucleation. Resid-
ual tissue was removed, and the eyecups were disinfected with 80% ethanol. Under sterile
conditions, eyeballs were opened circumferentially to expose the posterior chamber. Retinas
were carefully separated from the vitreous and retinal pigment epithelium, mechanically
disintegrated with micro scissors, and enzymatically digested with papain (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) for 30 min at 37 °C. Papain was activated by incubation with 1.1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.067 mM mercaptoethanol, and 5.5 mM cysteine
HCI (all reagents: Merck, Darmstadt, Germany) for 40 min at 37 °C. The enzymatic reaction
was stopped by adding Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Pan Biotech, Aidenbach,
Germany), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Merck, Darmstadt, Germany). The
cells were triturated after adding deoxyribonuclease I (Merck, Darmstadt, Germany) and then
collected by centrifugation. After collection, the cells were resuspended in DMEM supplemented
with 10% FBS and 1% penicillin-streptomycin (P/S, Pan Biotech, Aidenbach, Germany) and
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seeded into six-well plates (Sarstedt, Niimbrecht, Germany). Non-adherent cells were removed
after 24 h, and the medium was replaced repeatedly to obtain pure RMG cultures, as previously
described [55]. Once 80-100% confluency was reached, cells were split into 75 cm? flasks using
1 mM trypsin EDTA (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany) and cultured at 5% CO, and
37 °C. The second passage of each cultured flasks was used, and cells were cultured for two
weeks. Supernatants were routinely tested for contamination with Mycoplasma spp. via PCR
(Bio-Techne, Wiesbaden, Germany), yielding negative results. To remove residual FBS, cells were
washed twice with serum-free DMEM containing 1% P /5, followed by a one-hour incubation in
the same medium. Cells were then incubated overnight (~16 h) in serum-free DMEM with 1%
P/S to prevent interference from FBS-derived cytokines in cell-cell communication. Following
incubation, cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS), lysed in PBS containing 1%
Nonidet P40 (Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany), and detached using a cell scraper. Lysates
were transferred to low-binding tubes (Sarstedt, Niimbrecht, Germany), vortexed repeatedly,
and intermittently incubated on ice.

2.3. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS/MS) and Quantitative Analysis

Protein concentration was determined using Pierce BCA protein assay (Thermo Fisher
Scientific, Dreieich, Germany). A total of 10 pg of each sample were digested with Lys-C
and trypsin using a modified filter-aided sample preparation (FASP) procedure, as previ-
ously described [56,57]. Equal peptide amounts per sample were measured on a Q-Exactive
HF-X mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) coupled online
to an Ultimate 3000 nano-RSLC (Thermo Fisher Scientific, Dionex, Waltham, MA, USA).
Tryptic peptides were automatically loaded on a C18 trap column (300 um inner diameter
»x 5 mm, Acclaim PepMap100 C18, 5 pm, 100 A, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) prior to C18 reversed-phase chromatography on the analytical column (nanoEase
MZ HSS T3 Column, 100 A, 1.8 pm, 75 pm x 250 mm, Waters, Rydalmere, NSW, Australia)
at 250 nL/min flow rate in a 95 min non-linear acetonitrile gradient from 3 to 40% in 0.1%
formic acid. Profile precursor spectra from 300 to 1500 m/z were recorded at 60,000 resolu-
tion with an automatic gain control target of 3 x 10° and a maximum injection time of 30 ms.
Subsequently, TOP15 fragment spectra of charges 2 to 7 were recorded at 15,000 resolution
with an AGC target of 1 x 10°, a maximum injection time of 50 ms, an isolation window of
1.6 m/z, normalized collision energy of 28, and a dynamic exclusion of 30 s.

2.4. Protein Identification, MS Label-Free Quantification

Peptide and protein identification were carried out using Proteome Discoverer 2.5
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) via a Sequest HT database search against the
Ensembl horse database (Release 75: 22491 sequences in Proteome Discoverer), including
human gene name orthologues for equine genes as defined by the HUGO Gene Nomencla-
ture Committee (HGNC). Full tryptic specificity was applied, allowing one missed cleavage.
The precursor mass tolerance was set to 10 ppm, and the fragment mass tolerance was set
to 0.02 Da. Carbamidomethylation of cysteine was defined as a static modification, while
deamidation of asparagine and glutamine, methionine oxidation, and methionine loss with
N-terminal acetylation were set as dynamic modifications.

Percolator validated peptide spectrum matches (PSMs) and peptides, accepting only
the top-scoring hit for each spectrum with false discovery rates (FDR) < 1% and posterior
error probability < 0.05. A Sequest HT Xcorr filter threshold of 1.6 was applied, restricting
further analysis to high-confidence matches only. The final protein list adhered to the strict
parsimony principle.

Quantification was based on the abundance values of the top three unique peptides,
normalized against total abundance to account for sample loading errors. Ratios between
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experimental groups were calculated as medians of all sample and peptide comparisons.
Statistical significance was determined using background-based f-tests as described [58],
based on the presumption that expression changes are being examined for a limited num-
ber of proteins compared to the total number of proteins quantified. The quantification
variability of the non-changing “background” proteins can be used to infer which proteins
change their expression in a statistically significant manner. The calculated p-values were
adjusted for multiple testing using the Benjamini-Hochberg correction [59], resulting in
adjusted p-values (adj. p). Protein identifications supported by fewer than two unique
peptides were excluded from the analysis.

2.5. Data Processing, Visualization, and Analysis

Where no human gene orthologue was deposited in the database, equine Accession
IDs were used. Statistically significant proteins with an adj. p of <0.05 were consid-
ered differentially abundant with a two-fold abundance change (ERU/healthy ratio more
abundant proteins of 2 or higher; ERU /healthy ratio less abundant proteins 0.5 or lower).
Abundance ratios were capped at 100 or 0.01. Proteins exclusively quantified in one of the
two groups received the maximal or minimal abundance ratio, depending on whether they
were exclusively quantified in healthy controls or ERU samples, respectively. To simplify
data presentation, reciprocal ratio values were used for proteins more abundant in the
healthy state, resulting in abundance ratios of 2 or higher for Healthy /ERU comparisons.
To visualize the proteomic data, a Volcano Plot was generated in R (version 4.3.1, R Core
Team (2024); Vienna, Austria, https:/ /www.R-project.org, accessed on 3 September 2024)
with the ggplot2 package (version 3.5.1).

Pathway enrichment analysis of the differentially abundant proteins (adj. p of <0.05;
ratio ERU/healthy or healthy ERU > 2) was conducted with open-source software Reac-
tome (v91, https:/ /reactome.org/, accessed on 24 January 2025). Over-representation of
pathways was determined with hypergeometric distribution corrected for false discovery
rate (FDR)/adj. p-value using the Benjamini-Hochberg correction.

The proteins selected for further analysis were chosen based on their strong associ-
ation with key biological processes relevant to this study. This includes roles in antigen
presentation, immune modulation, and inflammatory pathways. Additionally, proteins
with potential immunosuppressive functions and in tissue homeostasis were prioritized to
represent the characteristics of healthy cellular states. Potential interactors of the selected
proteins were also taken into consideration for better insights into the functional dynamics
underlying ERU pathogenesis.

2.6. Verification of Protein Candidates ARG1 and MRC2 from Differential Proteome Analysis via
Immunohistochemical Staining

Immunohistochemical staining was performed on paraffin-embedded posterior ocular
segments. Eyecups were processed for immunchistochemistry as previously described [60].
Retinal tissue samples were sectioned into 8 um slices and mounted on coated slides
(Superfrost Plus, R. Langenbrinck, Emmendingen, Germany). Heat antigen retrieval was
conducted at 99 °C with 0.1 M EDTA-NaOH buffer (pH 8.0) for 15 min, followed by
citrate-buffer (pH 6.6) (Merck, Darmstadt, Germany) for an additional 15 min. To minimize
non-specific antibody binding, retinal sections were blocked with Tris-buffered saline con-
taining Tween 20 (TBS-T; Tween 20, Merck, Darmstadt, Germany) supplemented with 1%
bovine serum albumin (BSA, Serva, Heidelberg, Germany) and 5% goat serum, matching
the host species of the secondary antibody. Specific protein detection was performed using
specific primary antibodies, as follows. To visualize RMG morphology, monoclonal mouse
anti horse-Vimentin (dilution 1:400, Merck, Darmstadt, Germany) was used, followed by
staining with a goat anti mouse IgG H+L conjugated to Alexa Fluor 488 (dilution 1:500, In-
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vitrogen, Dreieich, Germany). To detect Arginase 1 (ARG1) expression, we used polyclonal
rabbit anti-human ARGI (dilution 1:200, with the antibody targeting an epitope that is 100%
homologous to the equine epitope, as stated by the manufacturer, Lifespan Biosciences,
Eching, Germany). To assess MRC2 expression, polyclonal rabbit anti-human Mannose
Receptor C-type 2 (MRC2) (dilution 1:50, Novus Biologicals, Wiesbaden, Germany) was
applied. Sequence homology of the antibody binding site (stated by the manufacturer) to
equine MRC2 was confirmed using NCBI's Basic Local Assignment Search Tool (BLAST,
https:/ /blast.ncbinlm nih.gov /Blast.cgi, accessed on 21 May 2024). To visualize ARG1
and MRC2 staining, a goat anti-rabbit IgG H + L coupled to Alexa Fluor 568 (dilution
1:500, Invitrogen, Dreieich, Germany) was used. Cell nuclei were counterstained with
4/ 6-diamidino-2-phenylindole (DAP]I, dilution 1:1000 Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Germany). Fluorescent mounting medium (Serva, Heidelberg, Germany) was used to
mount the retinal sections with glass coverslips.

2.7. Quantification Protein Candidate Expression in Equine RMG

Fluorescent images were acquired with the Leica DMi8 microscope (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) and quantified with Leica Application Suite X software, version 3.7.4.34563
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Protein expression of ARG1 and MRC2 was quantified
as mean fluorescence intensity (MFI) in RMG of healthy controls and ERU-cases. To ensure
accurate quantification of spatial expression in RMGs, regions of interest (ROIs) were manually
selected to encompass entire RMGs. The localization of RMGs was determined by combining
differential interference contrast (DIC) imaging with Vimentin staining,

The factor of MFI values was used to statistically analyze the differences in fluorescence
intensity between healthy controls and ERU cases. Gaussian distribution was determined
with the Kolmogorov-Smirnov test. As the data were normally distributed, Student’s t test
was employed for statistical analysis. In case of significantly differing variances, the Welch
correction was applied to account for these differences accurately. Statistical significance
was set at p < 0.05, with an asterisk indicating the level of significance (0.01 < *p < 0.05).
Data processing, analysis, and visualization were performed using GraphPad Prism version
5.04. Data are presented as mean +/ — standard deviation (SD).

3. Results
3.1. Proteomes of RMG Differed Significantly in Healthy and Uveitic State

Differential proteome analysis of primary RMG from healthy and diseased horses
revealed a total of 4198 identified and quantified proteins (Figure 1). Among these,
310 proteins exhibited differential abundance between healthy controls and ERU cases
(Figure 1; Table S1). Specifically, 211 proteins were significantly more abundant (>2.0-fold;
adj. p <0.05) in the uveitic state, while 99 proteins were significantly more abundant
(>2.0-fold; adj. p < 0.05) in the healthy state (Figure 1; Table S1). Since we were interested
in finding novel markers for uveitic and healthy RMG and to further validate our hypothe-
sis of RMG as atypical APC, we selected proteins with associations to processes in antigen
presentation, inflammation, and immunomodulation for further analysis (Figure 1).

Among the proteins identified exclusively in RMG from ERU horses were two mem-
bers of the MHC class Il complex family: the MHC class II DR alpha chain (MHC II
DRA) and beta chain (MHC II DRB) (Figure 1). These hallmark proteins of APCs were
significantly more abundant in the proteome of uveitic RMG (adj. p < 0.0001) (Figure 1)
and were exclusively quantified in diseased RMG (Table 1). Interestingly, ARG1 was also
significantly more abundant in the proteome of uveitic RMG compared to healthy controls
(adj. p = 0.0001) in the proteome of diseased RMG compared to healthy controls (Figure 1),
with a 4.9-fold increase in abundance (Table 1). ARG1 is a cytosolic enzyme commonly
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