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1 EINLEITUNG 
 
Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine spontan auftretende, autoimmun-

mediierte Erkrankung des Auges und stellt mit einer Prävalenz von 10% die häufigste 

Ursache für einen Verlust der Sehfähigkeit bei Pferden dar (Deeg 2008; Gilger and 

Michau 2004; Spiess 2010). Als einziges spontanes Tiermodell für autoimmune 

Uveitis hat sie, neben der veterinärmedizinischen Bedeutsamkeit, auch eine 

besondere Relevanz für die autoimmune Uveitis des Menschen (Deeg et al. 2007c). 

Charakteristisch für die ERU sind wiederkehrende Entzündungsschübe, die zu einer 

fortwährenden Schädigung der Architektur der Retina, sowie ihrer physiologischen 

Funktion führen (Deeg et al. 2002a). Ablaufende Pathogenese-assoziierte Vorgänge 

in der Retina, dem Zielorgan der ERU, sind jedoch noch weitgehend unerforscht.    

Die Müllerzellen, die Gliazellen der Retina, sind durch ihre besonderen strukturellen 

und funktionellen Glia-Neuron-Interaktionen von entscheidender Bedeutung für die 

Aufrechterhaltung der retinalen Struktur, sowie der Physiologie der Retina (Newman 

and Reichenbach 1996). Nahezu alle bekannten Retinopathien, wie diabetische 

Retinopathie, Makuladegeneration, Ischämie und Netzhautablösung führen zu einer 

Aktivierung von Müllerzellen, einer sogenannten Gliose (Bringmann and 

Reichenbach 2001). Während die früh in einer Erkrankung auftretende Gliose 

vorwiegend neuroprotektiv wirkt, kann diese in späteren Stadien auch schädigend für 

das retinale Gewebe sein und somit dessen Funktion beeinträchtigen (Bringmann et 

al. 2009a).  

Bei der ERU weisen Müllerzellen die für eine Gliose charakteristischen 

morphologischen Veränderungen auf (Deeg et al. 2007a; Hauck et al. 2007). Mittels 

massenspektrometrischer Analyse eines gesunden und eines uveitischen 

Retinamembranproteoms wurden zudem auch Hinweise auf eine beeinträchtigte 

Funktionalität der Müllerzellen bei der ERU dokumentiert (Hauck et al. 2010). 

Besonders in komplexen Geweben wie der Retina liefern massenspektrometrische 

Proteomanalysen wertvolle Anhaltspunkte für die Charakterisierung der auf 

molekularer Ebene ablaufenden Prozesse (Lam et al. 2008). 

Das Ziel dieser Studie war die Verifizierung und nähere Charakterisierung der bei der 

ERU auftretenden Gliose, um die Bedeutung der Müllerzelle für die Pathogenese der 

autoimmunen Uveitis zu bemessen und Aufschluss über Pathogenese-assoziierte 

Vorgänge in der Retina zu erlangen.   
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2 LITERATUR 

2.1 Equine rezidivierende Uveitis 

2.1.1 Charakterisierung der ERU 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine spontan auftretende, entzündliche 

Erkrankung des Pferdeauges, die durch ein immun-mediiertes Geschehen 

charakterisiert ist (Deeg 2008; Gilger 2010; Gilger and Michau 2004). Das klinische 

Bild ist gekennzeichnet durch eine akute und sehr schmerzhafte Entzündung, die 

typischerweise mit Blepharospasmus, Miosis und Photophobie einhergeht (Spiess 

1997). Im Gegensatz zu anderen primären Erkrankungen des Auges, die sich auch in 

entzündlichen Veränderungen der Augenstrukturen äußern, ist die ERU durch akut 

wiederkehrende Entzündungsschübe, die sich mit Intervallen der Symptomlosigkeit 

abwechseln, charakterisiert (Gilger 2010). Dabei kann jeder erneute Schub im 

Schweregrad variieren, meist nimmt der Schweregrad mit steigender Anzahl der 

Schübe jedoch zu (Schwink 1992). Die wiederkehrende akute Inflammation führt zu 

irreversiblen pathologischen Veränderungen des okulären Gewebes, wobei der Grad 

der Läsionen sehr variabel und abhängig vom Krankheitsstadium ist (Rebhun 1979). 

Aufgrund des progressiven Verlaufs zeichnet sich das chronische Endstadium der 

Erkrankung durch den vollständigen Verlust der Sehfähigkeit des betroffenen Auges 

aus (Cook et al. 1983; Paglia et al. 2004; Rebhun 1979).  

2.1.2 Bedeutung in der Veterinärmedizin 

Die ERU ist in der Pferdepopulation weltweit verbreitet und tritt mit einer Prävalenz 

von 8-10% auf (Spiess 2010). Sie stellt die häufigste Ursache für den Verlust der 

Sehfähigkeit bei Pferden dar (Spiess 1997). Bei Gefahr ergreift das Pferd instinktiv 

die Flucht und ist dabei zur Orientierung auf sein visuelles Wahrnehmungsvermögen 

angewiesen. Ein von einer beidseitigen Erblindung betroffenes Pferd stellt daher eine 

potenzielle Gefährdung für sich selbst und seine Umwelt dar. Aufgrund dessen und 

der erheblichen Schmerzen und Leiden, die durch die immer wiederkehrende 

Entzündung entstehen, ist dann aus Tierschutzgründen die Euthanasie 

unabwendbar. Diese Auswirkungen der ERU verdeutlichen die Wichtigkeit der 

Erforschung von Pathogenese und Ätiologie dieser Erkrankung, um die Entwicklung 

einer kausalen Therapie zu ermöglichen. 
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2.1.3 Ätiologie und Pathogenese der ERU 

Verschiedene Hypothesen wurden zur Ätiologie der equinen rezidivierenden Uveitis 

aufgestellt, jedoch konnte bis heute keine vollständig bewiesen werden.  

Durch die intensive Untersuchung der Pathogenese in den letzten Jahren der 

Forschung zeichnet sich ein immunmediiertes Geschehen für diese Erkrankung 

deutlich ab (Deeg 2008; Gilger 2010). Für diese Hypothese sprechen nicht nur der 

rezidivierende Charakter der ERU und die deutlich positive Wirkung einer 

immunsuppressiven Therapie, sondern auch die Akkumulation von T-Zellen in ERU 

erkrankten Augen (Gilger 2010; Gilger et al. 1999; Spiess 2010). Das Auge stellt ein 

immun-privilegiertes Organ dar, das vom peripheren Immunsystem durch die Blut-

Retina-Schranke abgeschirmt ist (Hori et al. 2010; Streilein 1990). Trotzdem 

überwinden T-Zellen, die in erster Linie als CD4+ Th1-Zellen identifiziert wurden 

(Gilger et al. 1999), diese Barriere und infiltrieren Iris, Glaskörper und Retina von 

uveitischen Augen (Deeg et al. 2002a; Kalsow and Dwyer 1998; Romeike et al. 

1998). Diese zellmediierte Immunantwort zeichnet sich durch Autoreaktivität der 

inflitrierenden T-Zellen gegen körpereigene retinale Proteine aus (Deeg et al. 2001), 

wodurch die Netzhaut zum primären Angriffsziel in der ERU wird (Deeg et al. 2007b; 

Deeg et al. 2007c). Als Autoantigene bei der ERU konnten die Proteine 

Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Protein (IRBP), S-Antigen (S-Ag) und 

zelluläres Retinaldehyd-bindendes Protein (CRALBP) verifiziert werden (Deeg et al. 

2001; Deeg et al. 2006b; Deeg et al. 2002b).  

Als Erklärung für den Ursprung und die Aufrechterhaltung der immer 

wiederkehrenden Entzündungsschübe dienen der Mechanismus der molekularen 

Mimikry (Zhao et al. 1998), die Bystander Aktivierung (Horwitz et al. 1998) und das 

Epitop Spreading (Miller et al. 1997; Vanderlugt and Miller 1996). Bei der 

Untersuchung der Immunreaktivität von T-Zellen von an ERU erkrankten und 

augengesunden Pferden gegen Epitope der Autoantigene IRBP und S-Ag konnte bei 

allen untersuchten Tieren mit ERU der Mechanismus des Epitop Spreadings für 

diese Autoantigene nachgewiesen werden (Deeg et al. 2006a). Diese Verschiebung 

der Immunreaktivität bietet eine aufschlussreiche Erklärung für die charakteristisch 

wiederkehrenden Entzündungsschübe im Krankheitsverlauf der ERU (Deeg et al. 

2006a; Deeg et al. 2002b).  

Die Analysen des Gesamtproteoms und des Membranproteoms der Netzhaut 

erbrachten den Beweis, dass von Seiten des Zielorgans vor allem auch retinale 
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Müller-Gliazellen Bedeutung bei der Aufrechterhaltung und für das Fortschreiten 

dieser Erkrankung haben (Hauck et al. 2010; Hauck et al. 2007).  

2.1.4 Histopathologie der Retina  

Bei der equinen rezidivierenden Uveitis stellt die Retina das primäre Zielorgan dar, 

gegen dessen Proteine die Autoreaktivität gerichtet ist. Im Zuge histologischer 

Untersuchungen der hinteren Augenstrukturen von an ERU erkrankten Pferden 

konnten in allen Krankheitsstadien pathologische Veränderungen der Retina 

nachgewiesen werden (Deeg et al. 2002a). 

Im Vergleich zu anderen Spezies ist die equine Retina weitgehend avaskulär 

(Schnitzer 1988) und weist nur in einem begrenzten Gebiet um den Sehnerv feine 

Blutgefäße auf (Ehrenhofer et al. 2002). In frühen Stadien der Erkrankung finden sich 

T-Zell-Infiltrate im Bereich der vaskularisierten Retina, während im weitaus größeren 

avaskulären Teil der Retina keine Infiltration nachgewiesen werden kann (Deeg et al. 

2002a). Pathologische Veränderungen der Retina sind in diesem Stadium noch auf 

den Verlust der Photorezeptoraußensegmente begrenzt. Da diese Bereiche in 

engem Kontakt zur inneren oder äußeren Blut-Retina-Schranke stehen, spricht dies 

für die Invasion von T-Zellen über diese Strukturen. Im Verlauf der Krankheit weitet 

sich die T-Zell-Infiltration auf weitere Teile der Retina aus, wovon insbesondere die 

Nervenfaserschicht betroffen ist. Auch das erhöhte Ausmaß der Gewebezerstörung 

zeigt den progressiven Verlauf der ERU. Dabei löst sich nach und nach die gesamte 

Architektur der Retina auf, wobei Läsionen zunächst in der inneren Körnerschicht 

gefunden werden und dann auf die äußere Körnerschicht übergreifen. Bipolar- und 

Horizontalzellen sind in diesem Stadium weitgehend zerstört. Die einzige Zellart, die 

noch unvermindert vorkommt, jedoch eine gliotische Morphologie aufweist, sind die 

Müllerzellen. Das Endstadium der Erkrankung ist durch den vollkommenen 

Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke und die Entstehung eines massiven 

subretinalen Ödems gekennzeichnet, welches schließlich zur Ablösung der Retina 

führt (Deeg et al. 2002a).  

 

2.2 Autoimmune Uveitis des Menschen und Tiermodelle  

Als Uveitis wird eine intraokuläre Entzündung bezeichnet, welche, ausgelöst durch 

infektiöse oder immunologische Vorgänge, durch die Extravasation von 
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mononukleären Zellen und Proteinen in die Strukturen der Uvea gekennzeichnet ist 

(Fiehn et al. 2003). Mit einer Prävalenz von 10% in der westlichen Welt stellt sie nach 

altersbedingter Makuladegeneration, Glaukom und diabetischer Retinopathie die 

vierthäufigste Ursache für Blindheit beim Menschen dar (Caspi 2010; Fiehn et al. 

2003; Nussenblatt 1990). Der Schwerpunkt der Uveitisforschung liegt in der 

Untersuchung Pathogenese-assoziierter Mechanismen (Wacker et al. 1977). Bislang 

wird bei der ERU, wie auch beim an Uveitis erkrankten Menschen, der Einsatz von 

lokal und systemisch wirkenden Immunsuppressiva bei nicht-infektiösen Ursachen 

als Methode der Wahl angesehen (Taylor et al. 2010).  

Eine kausale Therapie der autoimmun-mediierten Uveitis ist derzeit nicht vorhanden. 

Dies unterstreicht die Wichtigkeit und Bedeutung der Erforschung der Uveitis-

Pathogenese, um langfristig eine spezifische Therapie entwickeln zu können. 

Allerdings ist die Gewinnung von intraokulärem Probenmaterial des Menschen 

äußerst schwierig und meist erst im Endstadium der Erkrankung möglich (Becker et 

al. 2000; Forrester 1991). Für die grundlegende Erforschung der Mechanismen, die 

zur Auslösung einer Uveitis führen, ist daher der Einsatz von Tiermodellen notwendig 

(Becker et al. 2000).   

Experimentelle autoimmune Uveitis (EAU) ist eine induzierte, T-Zell-mediierte 

Autoimmunerkrankung und dient als Modell für humane entzündliche 

Augenerkrankungen autoimmuner Natur (Caspi et al. 1988). Mittels dieses Modells 

konnte die entscheidende Rolle bestimmter Autoantigene bei der Pathogenese der 

autoimmun-mediierten Uveitis gezeigt werden (Gery and Streilein 1994).  

Die EAU kann zum einen durch aktive Immunisierung (periphere Injektion) mit den 

retinaspezifischen Antigenen S-Ag oder IRBP, zum anderen durch adoptiven 

Transfer von sensibilisierten Lymphozyten induziert werden (Caspi et al. 1988; Gery 

et al. 1986a; Mochizuki et al. 1985; Wildner et al. 2008). Die Auslösung der EAU mit 

der subkutanen Injektion von S-Ag wurde bei Kaninchen, Meerschweinchen (Rao et 

al. 1979), Ratten (de Kozak et al. 1981) und Primaten (Nussenblatt et al. 1981) 

gezeigt. Bei Ratten (Gery et al. 1986b), Primaten (Hirose et al. 1987) und 

insbesondere bei Mäusen (Caspi et al. 1988) kann eine EAU zusätzlich durch 

Immunisierung mit IRPB hervorgerufen werden. Das EAU-Mausmodell kann nur 

durch IRPB generiert werden, die Injektion von S-Ag führt bei Mäusen nicht zu 

Uveitis (Caspi et al. 1990). Als adoptiven Transfer beschreibt man die Übertragung 

von in vivo sensibilisierten Lymphozyten auf ein Empfängertier. Diese Zellen werden 
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von einem mit dem Autoantigen immunisierten Donortier gewonnen und vor der 

Übertragung in vitro mit demselben Autoantigen reaktiviert (Mochizuki et al. 1985). 

Durch die radioaktive Markierung solcher Lymphozyten können diese nach 24 

Stunden hauptsächlich in Leber, Milz, Thymus und Hoden des Empfängertiers 

nachgewiesen werden. Ein geringer Anteil dieser Zellen, der die Blut-Retina-

Schranke überwindet, reicht aus, um eine Uveitis auszulösen (Palestine et al. 1986). 

Eine weitere Studie im EAU-Modell zeigte, dass nach adoptivem Transfer von 10 x 

106 S-Ag-spezifischen, radioaktiv markierten T-Zellen auf Lewis-Ratten eine 

detektierte Zellzahl von nur 160 Zellen in der Retina ausreichte um eine Uveitis 

auszulösen (Prendergast et al. 1998).  

Keines der genannten EAU-Modelle kann die Erkrankung des Menschen vollständig 

repräsentieren, weshalb die Notwendigkeit besteht, verschiedene Modelle in der 

Forschung einzusetzen, um die Untersuchung der diversen Aspekte der Uveitis 

weitgehend abzudecken (Caspi 2010). Insbesondere die in verschiedenen Maus- 

(B10.RIII, B10.A, B10.BR) und Rattenlinien (Lewis, CAR, PVG) induzierte EAU, hat 

sich für die Uveitisforschung als geeignet erwiesen (Caspi 2003; Caspi et al. 2008; 

Wildner et al. 2008). Defizite dieser EAU Modelle bestehen jedoch darin, dass 

beispielsweise die EAU in der Lewis-Ratte stets monophasisch verläuft und sich 

Rezidive zwar in Mausmodellen manchmal dosisabhängig auslösen lassen, 

allerdings nicht vorhersagbar sind. Zudem ist bei keiner dieser Tierarten ein 

spontanes Auftreten von Uveitis bekannt. Somit mangelt es diesen Tiermodellen an 

der Möglichkeit die spontane Erkrankung mit der induzierten Uveitis zu vergleichen. 

Außerdem ist die elementare Untersuchung von auslösenden Mechanismen in einer 

induzierten Erkrankung nicht möglich, da das auslösende Agens bereits bekannt ist. 

 

2.3 Bedeutung der ERU als Modell für autoimmune Uve itis 

2.3.1 Die ERU als spontanes Tiermodell 

Die ERU weist ein klinisches und pathologisches Erscheinungsbild auf, welches das 

der humanen Uveitis widerspiegelt (Hines 1984). Die Untersuchung der 

zugrundeliegenden immunpathologischen Mechanismen erbrachte Hinweise, dass 

es sich bei der ERU um eine autoimmun-mediierte Erkrankung handelt (Deeg et al. 

2001). In dieser Studie wurden Autoantikörper und spezifische T-Zellen gegen die 

Proteine S-Ag und IRPB in Glaskörperproben von an ERU erkrankten Pferden 
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gefunden (Deeg et al. 2001). Weitere Untersuchungen des Autoimmun-Repertoires 

von an ERU erkrankten Pferden führten zur Identifikation und Charakterisierung 

zusätzlicher Autoantigene (Deeg et al. 2006b). Auf dem retinalen Proteom wurden 

die Bindungsmuster von Autoantikörpern von gesunden und uveitischen 

Serumproben getestet und neue Kandidaten massenspektrometrisch identifiziert. 

CRALBP konnte dabei erstmals als Autoantigen charakterisiert werden und erwies 

sich als stark uveitogen im Pferd und in der Lewis-Ratte (Deeg et al. 2006b). Die 

Untersuchung von uveitischen Serumproben des Menschen auf Autoreaktivität 

gegen CRALBP bestätigte, dass auch bei Uveitispatienten häufig Immunreaktionen 

gegen dieses Autoantigen auftreten (Deeg et al. 2007c).  

Die systematische Erforschung und der Vergleich verschiedener Proteome gesunder 

und erkrankter intraokulärer Gewebe ermöglichte zudem die Identifizierung 

differenziell regulierter Proteine, die Aufschluss über die Pathogenese-assoziierten 

Mechanismen in der ERU geben können (Deeg et al. 2007a; Deeg et al. 2008; 

Hauck et al. 2010; Hauck et al. 2007; Hofmaier et al. 2011). Die ERU ist neben der 

humanen Erkrankung die einzige Uveitis, die ein spontanes und rezidivierendes 

Auftreten zeigt, sogar in bereits erblindeten Augen (Kalsow et al. 1993). Eine 

Erklärung für die persistierenden Entzündungsschübe konnte durch die 

Untersuchung der Expression der bedeutendsten Autoantigene S-Ag, IRBP und 

CRALBP in verschiedenen ERU Krankheitsstadien gefunden werden (Deeg et al. 

2007b). Die Expression dieser Autoantigene blieb trotz der weitgehenden Zerstörung 

retinaler Strukturen als Angriffsziel bestehen und zeigte teilweise sogar eine erhöhte 

Expression (Deeg et al. 2007b).  

Parallelen zwischen der equinen und der humanen Uveitis, die Erkenntnisse die 

bisher durch die Erforschung der ERU gewonnen werden konnten und der Zugang 

zu equinem intraokulärem Probenmaterial verschiedenster Krankheitsstadien 

machen die ERU zu einem wertvollen und dem einzigen spontanen Modell für 

humane autoimmun-mediierte Uveitis.   

2.3.1 Die rezidivierende Uveitis beim Pferd als ind uzierbares Tiermodell 

Ein weiterer Vorteil der ERU ist der mögliche Abgleich der Erkenntnisse mit einem in 

der gleichen Spezies induzierbaren Uveitismodell (Deeg et al. 2008). Durch die 

periphere Injektion von Pferden mit dem Protein IRBP konnte erstmals ein 

Krankheitsbild hervorgerufen werden, das dem der spontan auftretenden ERU 
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entspricht (Deeg et al. 2002b). Besonders zeichnet sich dieses Modell durch die Re-

induzierbarkeit von im zeitlichen Verlauf identisch wiederkehrenden 

Entzündungsschüben mittels wiederholter Injektionen von IRPB aus (Deeg et al. 

2006b). Histologische Untersuchungen ergaben charakteristische Zerstörungsmuster 

der Retina, sowie lymphozytäre Infiltrationen der okulären Strukturen. Zudem gelang 

der Nachweis des Epitop Spreadings von IRPB sensibilisierten Lymphozyten auf S-

Ag Epitope. Die Etablierung dieses induzierbaren Pferdemodells für Uveitis 

ermöglicht Pathogenese-assoziierte Studien im Vergleich zur spontanen Erkrankung 

und langfristig eventuell die Entwicklung therapeutischer Ansätze (Deeg et al. 

2002b). Die Immunisierung von Pferden mit dem in Ratten und Mäusen uveitogen 

wirkenden Protein S-Ag konnte zwar eine spezifische B- und T-Zellantwort 

hervorrufen, jedoch entwickelten nur 20% der Tiere eine Uveitis (Deeg et al. 2004). 

Die Auslösung von Rezidiven durch wiederholte Immunisierung mit S-Ag war nicht 

möglich. Das klinische Bild der S-Ag induzierten Erkrankung beim Pferd entspricht 

nicht dem der spontanen Erkrankung. Somit hat S-Ag im Gegensatz zu IRBP nur ein 

schwaches, monophasisch uveitogenes Potenzial beim Pferd (Deeg et al. 2004).  

Im Anschluss an die Identifizierung des Proteins CRALBP als Autoantigen in der 

spontan auftretenden Erkrankung wurde das uveitogene Potenzial im 

experimentellen Modell beim Pferd getestet (Deeg et al. 2006b). Die periphere 

Injektion dieses Proteins konnte bei allen getesteten Pferden eine Uveitis auslösen, 

welche sich jedoch im Vergleich zur IRPB und S-Ag induzierten Uveitis 

ausschließlich im hinteren Teil des Auges manifestierte und schwächere klinische 

Symptome hervorrief. Durch die wiederholte periphere Immunisierung mit CRALBP 

traten ebenfalls Rezidive auf (Deeg et al. 2006b). 

Die experimentelle Induzierbarkeit der autoimmunen Uveitis einschließlich des 

rezidivierenden Charakters im Pferd, bestätigt nicht nur die Hypothese, dass die ERU 

eine Autoimmunerkrankung ist, sondern verdeutlicht auch den Wert dieses 

Tiermodells für die Erforschung der humanen Uveitis. 

 

2.4 Die Müllerzelle und deren Bedeutung in der Reti na 

Die Müllerzelle, die Neuroglia der Retina, wurde erstmals im Jahr 1851 vom 

deutschen Anatomen Heinrich Müller als Radialfaser der Netzhaut beschrieben 

(Müller 1851). Vorerst vermutete man eine vorherrschende Stütz- und Haltefunktion 



 Literatur 
 

 

 17

dieser Zellart im zentralen Nervensystem (ZNS) und gab ihr daher den Namen Glia, 

was im griechischen Leim bedeutet (Virchow 1858). Erst im Verlauf der weiteren 

Forschung wurde die weit größere Bedeutung dieser Zellen im ZNS bekannt. Neben 

Müllerzellen zählen zwei weitere Gliazellarten, Astrozyten und Oligodendrozyten, zur 

Gruppe der Neuroglia. In der avaskulären Retina des Pferdes stellt die Müllerzelle 

jedoch die einzige Gliazellart dar (Schnitzer 1988). Daher eignet sich die equine 

Retina ganz besonders für Untersuchungen dieser Zellart. 

2.4.1 Morphologische Bedeutung  

Die Müllerzelle durchzieht die gesamte Breite der Retina von der inneren 

limitierenden bis zur äußeren limitierenden Membran (Müller 1851). Von dem in der 

inneren Körnerschicht lokalisierten Zellkern zieht jeweils ein Stammfortsatz in 

Richtung der beiden Grenzschichten der Retina. Von diesen Stammfortsätzen 

zweigen in der inneren und äußeren plexiformen Schicht der Retina 

Sekundärfortsätze ab, welche die Synapsen in diesem Bereich ummanteln. In der 

Nervenfaserschicht ist der Stammfortsatz in Form eines so genannten Endfußes 

verbreitert, welcher letztlich den Kontakt zum Glaskörper darstellt. In der äußeren 

Retina teilt sich der Stammfortsatz in mehrere Zweige auf. Diese durchziehen die 

äußere Körnerschicht honigwabenartig, wobei sie die Zellkörper der Photorezeptoren 

umschließen (Abb. 1) (Bringmann et al. 2006; Newman and Reichenbach 1996; 

Reichenbach et al. 1988; Reichenbach et al. 1989; Reichenbach et al. 1993; Uga 

and Smelser 1973).  

Diese charakteristische Morphologie der Müllerzelle stellt einen sehr engen Kontakt 

zu Zellkörpern und Fortsätzen der Neurone her und bildet mit diesen eine 

säulenartige Einheit (Reichenbach et al. 1993). Hierbei bildet eine Müllerzelle den 

Strukturkern für eine bestimmte Zahl von assoziierten Nervenzellen, die abhängig 

von Tierart und retinaler Lokalisation variiert (Reichenbach et al. 1989; Reichenbach 

and Wohlrab 1986). Diese Einheit bildet die anatomische und funktionelle 

Grundvoraussetzung für Neuron-Glia-Interaktionen. Des Weiteren stellt die 

Müllerzelle durch ihre Morphologie den Kontakt zu umgebenden Strukturen wie dem 

Glaskörper und dem subretinalen Raum her, mit welchen ein Austausch von 

verschiedensten Molekülen stattfindet (Bringmann et al. 2006). Müllerzellen besitzen 

aufgrund ihrer einzigartigen Morphologie auch die Eigenschaft der optischen 

Leitfähigkeit (Franze et al. 2007). Im Bezug auf die Optik stellt die Retina ein 
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invertiertes Organ dar, dessen Schichten das Licht vollständig durchdringen muss, 

um die lichtdetektierenden Photorezeptoren zu erreichen (Hammer et al. 1995; Vos 

and Bouman 1964). Um die Streuung des Lichtes und somit den Verlust der 

Intensität so gering wie möglich zu halten, leiten Müllerzellen das Licht durch die 

Retina und sorgen somit für deren Transparenz (Franze et al. 2007).  

Somit offenbart die charakteristische Morphologie der Müllerzelle nicht nur deren 

Wichtigkeit für die Aufrechterhaltung der retinalen Architektur, sondern auch ihre 

Bedeutung für die Funktion der Retina. 

 

 

 
Abb. 1: Graphische Darstellung einer Müllerzelle. (A) Isolierte Müllerzelle. (B) Müllerzelle im retinalen 

Verband. Mit dem Endfuß grenzt die Müllerzelle im Bereich der inneren limitierenden Membran (ILM - 

inner limiting membrane) an den Glaskörper. Vom Stammfortsatz in der inneren Retina zweigen 

Sekundärfortsätze ab und umhüllen Synapsen in der inneren plexiformen Schicht (IPL – inner 

plexiforme layer). In der inneren Körnerschicht (INL – inner nuclear layer) ist der Zellkörper mit dem 

Zellkern lokalisiert. Sekundärfortsätze der äußeren plexiformen Schicht (OPL – outer plexiforme layer) 

stehen im Kontakt zu Synapsen der äußeren Retina. Im Bereich der äußeren Körnerschicht (ONL – 

outer nuclear layer) umschließen Müllerzelläste die Photorezeptoren honigwabenartig und münden an 

der äußeren limitierenden Membran (OLM – outer limiting membrane). 

Modifizierte Abbildung nach Lu et al. und Bringmann et al. (Bringmann et al. 2006; Lu et al. 2006). 
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2.4.2 Physiologische Bedeutung 

Müllerzellen verfügen über ein breites Spektrum an Funktionen, welche für die 

Aufrechterhaltung des neuronalen Metabolismus und der retinalen Physiologie 

maßgeblich von Bedeutung sind. Die Regulierung des retinalen 

Energiestoffwechsels, die Aufnahme und der Stoffwechsel von Neurotransmittern 

und die Aufrechterhaltung der retinalen Kalium- und Wasserhomöostase umfassen 

hierbei die wichtigsten dieser funktionellen Eigenschaften (Bringmann et al. 2006; 

Newman and Reichenbach 1996). Des Weiteren sind Müllerzellen am Aufbau und an 

der Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke beteiligt (Tout et al. 1993). Zusätzlich 

wirken sie neuroprotektiv durch die Bereitstellung von Glutathion, das eine 

antioxidative Wirkung hat (Pow and Crook 1996). Durch die Expression von CRALBP 

binden Müllerzellen all-trans-retinal und konvertieren es zu 11-cis-retinol, um dieses 

den Photorezeptoren wieder zur Verfügung stellen zu können (Das et al. 1992).   

 
2.4.2.1 Energiemetabolismus 

Müllerzellen weisen einen spezialisierten Energiemetabolismus auf, welcher in erster 

Linie auf der anaeroben Glykolyse beruht. Als Endprodukt dieses Stoffwechselweges 

fällt dabei Laktat an, das von Enzymen der Gliazelle zu Pyruvat metabolisiert und 

über spezielle Transporter in den Extrazellulärraum freigesetzt wird (Lin et al. 1998; 

Poitry-Yamate et al. 1995; Poitry-Yamate and Tsacopoulos 1992; Tsacopoulos et al. 

1998). Dieser Vorgang dient einerseits der Energiegewinnung der Nervenzellen 

selbst, welche Pyruvat als Substrat für ihren Citratzyklus benötigen (Poitry-Yamate et 

al. 1995), andererseits verhindert es eine laktatbedingte Ansäuerung des 

Zytoplasmas der Müllerzelle. Da Müllerzellen eine große Speicherkapazität für 

Glykogen und das Enzym Glykogenphosphorylase besitzen, kann diese 

metabolische Symbiose auch unter hypoglykämischen Bedingungen aufrechterhalten 

werden. (Kuwabara and Cogan 1961; Pfeiffer-Guglielmi et al. 2005). Die 

Glykogenolyse wird durch erhöhte extrazelluläre Kaliumkonzentrationen stimuliert, 

welche durch neuronale Aktivitäten entstehen (Reichenbach et al. 1993). Dieser 

spezialisierte Energiemetabolismus erlaubt es Müllerzellen ihre Energie aus 

anaerober Glykolyse zu gewinnen und somit ihren Verbrauch an Sauerstoff auf 

einem sehr niedrigen Niveau zu halten (Winkler et al. 2000). Damit können sie, 

solange Glukose zur Verfügung steht, auch lange Phasen der Anoxie überstehen 
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und ihr metabolisches Zusammenspiel mit Nervenzellen aufrechterhalten (Winkler et 

al. 2000).  

 
2.4.2.2 Neurotransmitter Recycling 

Müllerzellen spielen eine wichtige Rolle bezüglich der Aufnahme und des 

Metabolismus von retinalen Neurotransmittern (Ehinger 1977). Glutamat, der 

wichtigste exzitatorische Neurotransmitter der Retina (Thoreson and Witkovsky 

1999), wird von Photorezeptoren, Bipolar- und Ganglienzellen zur Weiterleitung des 

Transmissionssignals in den synaptischen Spalt freigesetzt (Massey and Miller 1987; 

Massey and Miller 1990). Müllerzellen nehmen dieses freigesetzte Glutamat auf, um 

einerseits die Signaltransduktion zu beenden und andererseits einer Neurotoxizität 

vorzubeugen (Barnett and Pow 2000; Matsui et al. 1999). Um dies zu gewährleisten 

exprimieren Müllerzellen den elektrogenen, Na+-abhängigen Glutamat/Aspartat 

Transporter GLAST (Derouiche and Rauen 1995; Otori et al. 1994; Rauen et al. 

1998), für dessen effektive Funktion ein sehr negatives Membranpotenzial 

erforderlich ist (Brew and Attwell 1987; Pannicke et al. 1994). Intrazellulär wandelt 

das Müllerzell-spezifische Enzym Glutamin Synthetase (GS) den Neurotransmitter 

Glutamat zu dessen Vorstufe Glutamin um (Derouiche and Rauen 1995; Linser and 

Moscona 1979; Riepe and Norenburg 1977). Nach der Regenerierung von Glutamin 

durch Müllerzellen steht dieses den Nervenzellen wieder als Substrat für die 

Neurotransmittersynthese zur Verfügung (Pow and Crook 1996).  

 
2.4.2.3 Regulation der retinalen Kalium- und Wasser  Homöostase 

Im Zentralnervensystem sowie in der Retina entstehen lokale Änderungen der 

Kaliumkonzentration ([K+]o) des Extrazellulärraumes in Abhängigkeit von neuronaler 

Aktivität (Lux 1974). Änderungen der [K+]o beeinflussen das Ruhemembranpotenzial 

und führen somit zu einer Beeinträchtigung der neuronalen Reaktionsfähigkeit 

(Newman et al. 1984). Müllerzellen regulieren die retinale K+-Homöostase über einen 

Prozess, der sich K+-Siphoning nennt (Newman et al. 1984). Dieser stellt einen 

modifizierten und effektiveren Mechanismus zum ursprünglich im ZNS 

beschriebenen K+-spatial buffering dar (Orkand et al. 1966). Aktive Nervenzellen 

setzen insbesondere in den plexiformen Schichten der Retina K+-Ionen frei und 

verursachen dadurch eine lokal erhöhte [K+]o im Extrazellulärraum (Steinberg et al. 

1980). Dieser lokale Anstieg der [K+]o ruft eine treibende Kraft hervor, welche zum 

passiven Einstrom des freigesetzten Kaliums in die Müllerzelle führt. Dabei fungiert 
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die Müllerzelle als Abflusssystem für Kalium, indem gleichzeitig mit dem Einstrom 

eine äquivalente Menge Kalium in Räume niedriger [K+]o ausströmt. Diese als 

Abfluss dienenden Räume umfassen in der avaskulären Retina den Glaskörper und 

den subretinalen Raum und in der vaskulären Retina zusätzlich die angrenzenden 

retinalen Blutgefäße (Newman and Reichenbach 1996; Newman et al. 1984; 

Reichenbach et al. 1992). Die Membranen von Müllerzellen weisen eine sehr hohe 

Leitfähigkeit für Kalium auf, welche durch eine dichte Expression von speziellen 

Kalium-Kanälen gewährleistet ist (Newman 1985; Newman 1993). Insbesondere die 

Expression von einwärtsgleichrichtenden Kalium-Kanälen vom Typ Kir4.1 und Kir2.1, 

welche in der Retina ausschließlich in der Membran von Müllerzellen gefunden 

werden, ermöglicht die passiven Kaliumströme (Kofuji et al. 2002; Kofuji et al. 2000). 

Kir4.1 zeigt bei Ratte, Kaninchen und Maus eine starke Expression in Membranen 

von Müllerzell-Endfüßen, welche dem Glaskörper zugewandt sind, und in 

Müllerzellmembranen, die an Blutgefäße und den subretinalen Raum grenzen (Ishii 

et al. 1997; Kofuji et al. 2000; Nagelhus et al. 1999). Hingegen ist Kir2.1 entlang der 

gesamten Müllerzelle exprimiert (Kofuji et al. 2002). Das Expressionsmuster dieser 

Kanalproteine lässt erkennen, dass K+-Ionen über das Kanalprotein Kir4.1 aus der 

Müllerzelle ausströmen, während der Einstrom von K+-Ionen in die Müllerzelle 

hauptsächlich über den Kalium-Kanal vom Typ Kir2.1 gewährleistet wird (Kofuji et al. 

2002). Die hohe K+-Leitfähigkeit der Müllerzellmembran erzeugt dabei ein sehr 

negatives Ruhemembranpotenzial, das dem Gleichgewichtspotenzial von Kalium 

sehr nahe liegt und für die meisten Funktionen der Müllerzelle essenziell ist 

(Witkovsky et al. 1985). 

Durch den Einstrom von Wasser mit osmotischen Substanzen oder aufgrund des 

intraokulären Drucks und der zusätzlich endogenen Produktion von Wasser im 

retinalen Gewebe, besteht die ständige Notwendigkeit dieses umzuverteilen, um der 

Entstehung eines Ödems vorzubeugen (Marmor 1999). Die transzelluläre Bewegung 

des Wassers ist dabei von der Wirkung osmotischer Substanzen, insbesondere von 

Ionen abhängig. Um den Fluss von Wasser über Membranen zu ermöglichen, ist die 

Expression von speziellen Wasserkanälen, den Aquaporinen, eine 

Grundvoraussetzung (Agre et al. 2002). In der Retina der Ratte exprimieren 

ausschließlich Müllerzellen das Kanalprotein Aquaporin 4 (AQP4) (Nagelhus et al. 

1998), über welches Wasser in beide Richtungen passiv strömen kann. Der Fluss 

von Wasser ist dabei an die momentan herrschenden K+-Ströme gekoppelt, was 
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durch die Ko-Expression von AQP4 und Kir4.1 ermöglicht wird (Nagelhus et al. 

1999).  

Diese vielfältigen Funktionen der Müllerzellen veranschaulichen deren besondere 

Bedeutung für die Struktur und Physiologie der Retina und für eine solide 

Reaktionsfähigkeit der retinalen Neurone.  

Tierartlich bestehen morphologische sowie physiologische Unterschiede der 

Müllerzellen insbesondere zwischen Spezies mit vaskulären (wie beispielsweise 

Maus, Ratte und Mensch) und avaskulären (wie beispielsweise Pferd und 

Kaninchen) Retinae (Dreher et al. 1992; Newman 1987; Yu and Cringle 2001).  

 

2.5 Müllerzell-Gliose 

Der Begriff Gliose beschreibt den aktivierten und veränderten morphologischen, 

physiologischen und biochemischen Zustand von Gliazellen und scheint ein 

zellulärer Versuch, das Ausmaß der Gewebeschädigung so gering wie möglich zu 

halten und somit dessen Funktion weitestgehend zu erhalten (Liberto et al. 2004). 

Gliotische Veränderungen der Müllerzellen wurden in nahezu allen untersuchten 

Erkrankungen beschrieben, die zu pathologischen Veränderungen der Netzhaut 

führen. Eine Müllerzell-Gliose tritt dabei sowohl als Folge von traumatisch bedingten 

Schädigungen als auch bei Glaukom, diabetischer Retinopathie, altersbedingter 

Makuladegeneration, retinaler Ischämie, Netzhautablösung und Uveitis auf 

(Bringmann et al. 2006; Bringmann and Reichenbach 2001).  

Die früh nach initialer Schädigung auftretende Gliose ist durch unspezifische 

Reaktionen gekennzeichnet, welche unabhängig vom auslösenden Faktor sind. 

Andere Reaktionen der Müllerzelle werden durch spezifische Impulse hervorgerufen 

und sind abhängig von der Erkrankung oder Schädigung der Retina (Bringmann et 

al. 2006).  

Die Steigerung der Expression der Intermediärfilamente Glial fibrillary acidic protein 

(GFAP) und Vimentin stellen hierbei die sensitivsten unspezifischen Müllerzell-

Reaktionen dar und dienen somit als Marker für eine frühe reaktive Gliose (Bignami 

and Dahl 1979; Bringmann and Reichenbach 2001). Die Störung des 

Neurotransmitter-Metabolismus, welcher durch eine geänderte Expression des 

Schlüsselenzyms Glutamin Synthetase (GS) gekennzeichnet ist, zählt zu den 

wichtigsten spezifischen Reaktionen (Bringmann et al. 2009b). Eine verminderte 
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Expression von GS wurde in durch Licht geschädigten Retinae, nach 

Netzhautablösungen und bei uveitischen Retinae beschrieben (Grosche et al. 1995; 

Hauck et al. 2007; Lewis et al. 1989). Hierbei kann freigesetztes Glutamat nicht 

regeneriert werden und wirkt mit steigender Konzentration neurotoxisch. Durch die 

traumatische Schädigung der Retina nach Erhöhung des intraokulären Drucks fand 

man kaum eine Änderung der Expression von GS (Woldemussie et al. 2004), 

während sogar ein erhöhte Expression bei hepatischer Retinopathie aufzufinden war 

(Reichenbach et al. 1995).  

Zum Schutz des neuronalen Gewebes während eines pathologischen Geschehens 

sezernieren Müllerzellen neurotrophe Substanzen (z.B. CNTF, BDNF, PEDF u.a.), 

Wachstumsfaktoren (wie bFGF, NGF u.a.) und Zytokine (z.B. TNFα, INFγ u.a.), 

wodurch das Überleben von Nervenzellen und Photorezeptoren unterstützt wird 

(Dicou et al. 1994; Eichler et al. 2004; Hauck et al. 2007; Joly et al. 2007; Morimoto 

et al. 2005; Seki et al. 2005; Tezel and Wax 2000; Walsh et al. 2001; Wilson et al. 

2007; Zhang et al. 2006).  

Des Weiteren bietet die Sekretion von Antioxidantien, insbesondere von Gluthation, 

den Neuronen Schutz vor oxidativem Stress (Schutte and Werner 1998).  

Unter pathologischen Bedingungen, insbesondere nach dem Zusammenbruch der 

Blut-Retina-Schranke, wird Müllerzellen auch eine immunmodulatorische Wirkung 

zugeschrieben (Caspi and Roberge 1989). Müllerzellen können unter 

inflammatorischen Bedingungen unter anderem MHC Klasse II Moleküle exprimieren 

und somit als antigenpräsentierende Zellen fungieren (Kim et al. 1987), die 

Proliferation von T-Helferzellen inhibieren (Chan et al. 1991) und Rezeptoren für 

Komplementfaktor C3a exprimieren (Vogt et al. 2006). 

Die Konsequenzen im weiteren Verlauf der Gliose machen sich durch die veränderte 

Müllerzell-Physiologie bemerkbar. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die 

reduzierte Leitfähigkeit der Müllerzell-Membranen für K+-Ionen, verursacht durch die 

verminderten Expression von Kir-Kanälen (Bringmann et al. 2000). Die dadurch 

gestörte Regulation der retinalen Kaliumhomöostase hat auch Auswirkungen auf die 

an sie gekoppelte Regulation des Wasserhaushaltes der Retina. Dies ist deutlich in 

der Entstehung von retinalen Ödemen und der veränderten Expression des 

Wasserkanals AQP4 erkennbar (Iandiev et al. 2008). Als Konsequenz depolarisiert 

das überaus negative Ruhemembranpotenzial der Müllerzelle, welches für viele 

Funktionen der Zelle essenziell ist (Tenckhoff et al. 2005). Außerdem scheint diese 



 Literatur 
 

 

 24

Depolarisation die Grundvoraussetzung für den Wiedereintritt der Müllerzelle in den 

Proliferationszyklus zu sein (Bringmann et al. 2000).  

Während bei der sogenannten konservativen Gliose die oben genannten 

Mechanismen variieren können, kann die Gliose mit dem Fortschreiten der 

Erkrankung schließlich in eine proliferative Form übergehen (Bringmann et al. 2006). 

Diese ist durch Proliferation und Migration von Müllerzellen gekennzeichnet, wobei 

gliotisches Narbengewebe entsteht. Dadurch behindern Müllerzellen das 

Nervengewebe bei der Regeneration und bestimmen somit das Ausmaß des 

Visusverlustes (Bringmann et al. 2009a).  

Es wird deutlich, dass eine Gliose einerseits ein komplexes Bestreben darstellt, den 

Gewebeverband vor weiterer Schädigung zu schützen, jedoch andererseits eine 

Schädigung für die Neurone bedeutet, da die gliotische Müllerzelle ihre 

unterstützenden Funktionen nicht aufrechterhalten kann (Bringmann et al. 2009a). 

 

2.6 Gliose und Uveitis 

Müllerzellen spielen auch im Verlauf und im Fortschreiten der equinen 

rezidivierenden Uveitis eine bedeutende Rolle. Dies wurde bereits durch die 

Untersuchung der charakteristischen morphologischen Veränderungen der 

gliotischen Müllerzelle in Retinae von an ERU erkrankten Pferden beschrieben. 

Hierbei zeigten Müllerzellen in uveitischen Retinae eine vermehrte Expression der 

Intermediärfilamente GFAP und Vimentin. Zudem konnte eine reduzierte Expression 

von GS bei der ERU gezeigt werden (Hauck et al. 2007). Aufgrund der 

nachgewiesenen Expression des proinflammatorischen Zytokins INFγ an gliotischen 

Müllerzellen wurde diesen auch eine immunmodulatorische Wirkung bei der ERU 

zugeschrieben (Deeg et al. 2007a; Hauck et al. 2007). Außerdem scheint die 

aktivierte Müllerzelle durch die Expression von MHC II Molekülen bei der ERU auch 

als antigenpräsentierende Zelle zu wirken (Romeike et al. 1998). Neueste 

massenspektrometrische Studien des Retina-Membranproteoms geben Hinweise auf 

weitere Veränderungen der Müllerzelle bei der ERU, wie sie für eine Gliose 

charakteristisch sind und auch bei anderen Erkrankungen der Retina beschrieben 

wurden (Hauck et al. 2010). Bei diesem Vergleich des Retina-Membranproteoms von 

gesunden und an ERU erkrankten Pferden wurden Unterschiede in der Expression 

von Müllerzell-spezifischen Kaliumkanälen und Aquaporinen gefunden. Während das 
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für die Kalium-Homöostase wichtigste Membranprotein Kir4.1 ein stark reduziertes 

Auftreten zeigte, wurde eine erhöhte Expression des Wasserkanals Aquaporin 4 

gefunden. Diese Befunde deuten auf eine gestörte retinale Kalium- und 

Wasserhomöostase hin (Hauck et al. 2010). Die Expression von Müllerzell-

spezifischen Kanalproteinen bei der Uveitis wurde noch nicht umfassend erforscht. 

Bislang gibt es aus zwei induzierten Uveitis-Modellen Anhaltspunkte für eine 

auftretende Gliose bei der Uveitis, die eine verminderte Expression von Kir4.1 und 

zumindest einen vorübergehenden Verlust von AQP4 involviert. Eine stark 

verminderte Expression von Kir4.1 wurde in Retinae von Ratten mit endotoxin-

induzierter Uveitis nachgewiesen (Pannicke et al. 2005). Eine weitere Studie bei 

derselben experimentell induzierten Uveitis konnte ebenfalls eine reduzierte Kir4.1 

Expression zeigen und zusätzlich eine initiale Reduktion von AQP4, die 14 Tage 

nach Induktion der Uveitis wieder auf das Niveau von Kontrolltieren anstieg (Liu et al. 

2007). Von einem Verlust der AQP4 Expression in der Müllerzelle wurde außerdem 

in einer immunhistochemischen Studie bei der in der Mauslinie C57Bl6 induzierten 

EAU, mittels Injektion von IRBP, berichtet (Motulsky et al. 2010).   

 

2.7 Proteomik 

Die Proteomik umfasst die Erforschung des Proteoms. Dieses setzt sich aus der 

Gesamtheit aller in einem Organismus oder Gewebe unter definierten Bedingungen 

und zu einem definierten Zeitpunkt vorliegenden Proteine zusammen (Wilkins et al. 

1996a; Wilkins et al. 1996b). Das Proteom ist hochdynamisch, denn es kann sich in 

seiner quantitativen und qualitativen Zusammensetzung in Abhängigkeit von 

veränderten physiologischen und pathologischen Bedingungen ständig verändern 

(Apweiler et al. 2009). Wesentliche Teilgebiete der Proteomik sind die Untersuchung 

von Protein-Protein-Interaktionen und die quantitative und qualitative Analyse der 

Proteinexpression. Insbesondere die differenzielle Proteomanalyse, welche die 

Proteome verschiedener biologischer Zustände vergleicht, ermöglicht einen 

umfassenden Einblick in die Änderung von Proteinexpressionsmustern unter 

bestimmten Bedingungen (Beck et al. 2011). Somit können durch diese Nicht-

Hypothesen getriebenen Vergleiche von gesundem und erkranktem Gewebe, 

differenziell exprimierte Proteine detektiert und damit Pathogenese-assoziierte 

Signalwege aufgedeckt werden (Hauck et al. 2007).  
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Von besonderer Bedeutung ist die massenspektrometrisch basierte Proteomik, 

welche eine überaus effektive Methode zur Untersuchung und zum Vergleich 

biologischer Zustände darstellt und bereits zu einigen bahnbrechenden 

Entdeckungen in der Wissenschaft führte (Cox and Mann 2007).  

2.7.1 Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie ist eine analytische Technik durch die bereits seit über 

einhundert Jahren bedeutende Entdeckungen auf den Gebieten der Pharmazie, der 

Biologie und der Medizin gewonnen werden (Borman et al. 2003). Auch in der 

Proteomik ist sie zu einem unverzichtbaren Werkzeug geworden, da sie eine 

schnelle Analyse und Identifizierung von Proteinen ermöglicht (Canas et al. 2006; 

Henzel et al. 1993). 

Mit einem Massenspektrometer lassen sich ionisierte Peptide oder Proteine in 

Abhängigkeit von ihrem Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z) durch in einem Vakuum 

integrierte, elektrische oder magnetische Felder separieren. Diese Felder 

beeinflussen die räumliche Flugbahn, die Geschwindigkeit und die Richtung der 

Ionen. Der anschließende Vergleich detektierter Massenspektren der ionisierten 

Peptide mit Proteinsequenzdatenbanken unter Verwendung von Software-

Programmen wie MASCOT (http://www.matrixscience.com/) erlaubt deren 

Identifikation (Perkins et al. 1999).  

Die wichtigsten Komponenten des Massenspektrometers umfassen Ionenquelle, 

Analysator und Detektor (Canas et al. 2006). Als Ionenquelle finden Matrix 

unterstützte Laser Desorption/Ionisation (MALDI) (Karas and Hillenkamp 1988) oder 

Elektrospray Ionisation (Fenn et al. 1989) Anwendung. In der Proteomik werden zur 

Analyse in erster Linie Flugzeit- (time-of-flight, TOF), Quadrupol- oder Ionenfallen-

Massenspektrometer eingesetzt (Cotter et al. 2005; Yates 2004). Während Letztere 

meist mit einer Elektrospray Ionisation gekoppelt sind, findet man Flugzeit-

Massenspektrometer meist in der Verbindung mit einer MALDI Ionenquelle (MALDI-

TOF) (Canas et al. 2006).  

Tandem Massenspektrometrie (MS/MS) bezeichnet die Verbindung von mehreren 

hintereinander geschalteten Analysatoren, was die Selektivität der Methode 

maßgeblich erhöht (Dongre et al. 1997). Dabei sind verschiedene Kombinationen, 

wie beispielsweise zwei hintereinander geschaltete Flugzeit-Massenspektrometer 

(TOF/TOF) oder auch die Kombination von Ionen- und Quadrupol-
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Massenspektrometern möglich (Geiger et al. 2010; Levander and James 2005; 

Medzihradszky et al. 2000; Shevchenko et al. 2000). 

2.7.2 LC-MS/MS und LTQ Orbitrap 

Um die Analyse von sehr komplexen proteomischen Proben zu verbessern, wird der 

Massenspektrometrie eine Flüssigkeitschromatographie (LC) vorangestellt. Die 

Kombination aus Massenspektrometrie und LC wird als LC-MS/MS bezeichnet, kann 

in einem Lauf mehr als 1000-2000 Proteine identifizieren und stellt momentan die am 

häufigsten verwendete Technologie zur Analyse von komplexen Proteomen dar 

(Beck et al. 2011). Hierbei werden die Proteine zuerst enzymatisch verdaut, wodurch 

kleinere Peptidfragmente erhalten werden, und dann über eine 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) weiter aufgetrennt. Die dabei 

entstehenden Fraktionen werden durch MALDI oder Elektronenspray separiert und 

ionisiert und dann den nachgestellten Massenspektrometern zur Analyse zugeführt 

(Chen and Pramanik 2008).  

Die ständige Weiterentwicklung von LC-MS/MS Systemen ermöglicht mittlerweile die 

fortwährende Analyse von komplexen biologischen Proben und führt zu einer immer 

besser werdenden Aufschlüsselung verschiedenster Proteome. Dies lässt sich 

äußerst anschaulich anhand der proteomischen Analyse von Eiweiß verdeutlichen 

(Mann and Mann 2011). Während erste massenspektrometrische Ansätze (MALDI-

TOF) lediglich zur Identifikation von 7 Proteinen führten, konnten mit ersten Tandem-

Systemen schon 16 Proteine identifiziert werden (Guerin-Dubiard et al. 2006). Durch 

die Weiterentwicklung der Massenspektrometrie gelang es bereits ein Jahr später, 78 

verschiedene Proteine im Eiweiß zu bestimmen (Mann 2007). Neueste Analysen von 

Eiweiß, die unter Verwendung eines LTQ Orbitrap Hybrid-Massenspektrometers 

durchgeführt wurden, führten zur Identifikation von 158 Proteinen (Mann and Mann 

2011).  

Die LTQ Orbitrap ist ein kommerziell erhältliches Hybrid-System das zu einem 

bedeutenden Werkzeug in der Proteomik geworden ist, da es extrem genaue 

Massenmessungen bei gleichzeitiger sehr hoher Massenauflösung ermöglicht (Olsen 

et al. 2009). Es beinhaltet ein neuartiges Analysatorkonzept (Orbitrap), welches auf 

einer elektrostatischen Ionenfalle beruht (Makarov 2000). Bei diesem System werden 

über eine HPLC aufgetrennte Proteine mittels einer Elektro- oder 

Nanosprayionisierung ionisiert, um dann in ein Tandem-Massenspektrometer zur 
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Analyse eingespeist zu werden (Scigelova and Makarov 2006). Dieses setzt sich aus 

einer linearen Ionenfalle, einem C-Trap und der Orbitrap zusammen. Die erste 

Ionenfalle zeichnet sich durch ihre extrem hohe Sensitivität bei geringer 

Massenauflösung und -genauigkeit aus. In dieser Falle gesammelte Ionen werden in 

die C-Trap transferiert und dort vorübergehend gespeichert und komprimiert. Der 

letzte Teil der LTQ Orbitrap stellt die Orbitrap selbst dar (Scigelova and Makarov 

2006). Hier umkreisen die Ionen eine axiale Elektrode wobei sie gleichzeitig und mit 

einer zum Masse/Ladungs-Verhältnis umgekehrt proportionalen Frequenz oszillieren. 

Diese Oszillation induziert abhängig von der Frequenz Spiegelströme, welche 

detektiert und in ein Massenspektrum transformiert werden (Makarov 2000). Dieses 

System hat einen bedeutenden Beitrag auf dem Gebiet der Proteomik geleistet 

(Scigelova and Makarov 2006). 

2.7.3 Quantitativ vergleichende Proteomanalyse 

Ein wichtiger Ansatz in der Proteomik ist der quantitative Vergleich von Proteinen 

verschiedener biologischer Zustände, um den Effekt eines Stimulus auf das 

biologische System zu untersuchen (Canas et al. 2006). Dabei stellt insbesondere 

die Identifizierung von qualitativen und quantitativen Veränderungen des Proteoms 

im Bezug auf eine Erkrankung ein bedeutendes Gebiet in der Forschung dar (Wiener 

et al. 2004). Anfangs wurden diese Analysen über die 2-Dimensionale Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (2D-PAGE) mit anschließender Identifikation von differenziell 

regulierten Proteinen im Massenspektrometer durchgeführt (Lilley and Friedman 

2004). Diese Technik ist jedoch sehr Zeit- und Arbeitsaufwendig, wenig dynamisch 

und unzureichend für die Analyse von sehr großen und kleinen oder auch 

unlöslichen Proteinen, wie beispielsweise Membranproteinen (Canas et al. 2006). 

Daher kommt heutzutage hauptsächlich die nicht-gelbasierte Massenspektrometrie 

mit anschließender Quantifizierung zum Einsatz (Grossmann et al. 2010). Diese 

Quantifizierung kann auf der Markierung der Peptide oder Proteine mit einem Label 

(nicht-radioaktives Isotop) oder auf Label-freien Methoden basieren (Butler et al. 

2010; Winefield et al. 2009). Die relativ unkomplizierte Aufbereitung der Proben und 

die geringen Kosten der Label-freien Technologie im Vergleich zu labelbasierten 

Ansätzen machen diese Methode für die Forschung sehr attraktiv (Grossmann et al. 

2010).  
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2.8 Bedeutung von Membranproteinen 

Membranproteine stellen eine bedeutende Gruppe von Proteinen dar und machen 

nahezu 30% des Gesamtproteoms aus (Stevens and Arkin 2000). Durch ihre 

vielfältigen Funktionen spielen sie eine fundamentale Rolle bei biologischen 

Prozessen. Sie sind maßgeblich an der Kommunikation und Interaktion von Zellen, 

an der Abgrenzung von Kompartimenten und am Transport von Ionen und gelösten 

Substanzen beteiligt (Wu and Yates 2003). Durch ihre Präsenz an der Zelloberfläche 

bieten sie das Angriffsziel für mehr als zwei Drittel der bekannten Therapeutika 

(Arinaminpathy et al. 2009). Änderungen des Membranproteoms führen nicht nur zu 

Fehlfunktionen der Zelle, sie tragen auch zur Auslösung und Pathogenese von 

Krankheiten bei (Macher and Yen 2007).  

Daher ist das Interesse an der weiteren Aufschlüsselung des Membranproteoms 

unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen wesentlich gestiegen 

(Hamacher and Meyer 2005). Die systematische Analyse von Membranproteinen 

birgt jedoch einige Schwierigkeiten in Bezug auf die Probenverarbeitung, da diese 

Proteine durch ihre Lokalisation in Zellmembranen aus hydrophilen und hydrophoben 

Anteilen bestehen und deshalb schlecht löslich sind (Grant and Wu 2007). Spezielle 

Protokolle zur Aufbereitung und Anreicherung von Membranproteinen und die 

Weiterentwicklung von gel-freien LC-MS/MS Systemen erleichtern die Analyse von 

Membranproteinen inzwischen bedeutend (Wu and Yates 2003).   

 

2.9 Primärkultur und Zelllinien 

Die primäre Zellkultur entsteht durch die Isolierung von Zellen aus Flüssigkeit, 

Gewebe oder Organen und hat eine limitierte Lebensdauer unter in vitro 

Bedingungen (Schaeffer 1990). Je nach Zellart, Gewebe und Organismus 

unterscheiden sich die Isolationstechniken und die Bedingungen, unter welchen 

Primärzellen in Kultur gehalten werden können. Primärkulturen zeichnen sich 

dadurch aus, dass im Verlauf der Kulturzeit typische Veränderungen auftreten. Im 

Wesentlichen verringert sich zuerst die Teilungsrate, bis die Zellen schließlich völlig 

in die Seneszenz übergehen (Hayflick and Moorhead 1961).  

Eine Primärkultur wird ab der ersten erfolgreichen Passage als Zelllinie bezeichnet 

und zeichnet sich durch eine unbegrenzte Teilungsfähigkeit aus (Schaeffer 1990). 
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Diese erlangt sie entweder durch spontane Immortalisierung oder durch 

Transformation mittels verschiedener Techniken wie beispielsweise die Infektion mit 

einem Virus (Cairns et al. 2003) oder Transfektion mit dem Enzym Telomerase 

(Zongaro et al. 2005).  

In der Wissenschaft werden Primärzellen in erster Linie zur Erforschung von 

grundlegenden physiologischen Prozessen eingesetzt, da sie in vitro die meisten 

Eigenschaften und Charakteristika ihres Zelltyps in vivo repräsentieren. Der Einsatz 

von Zelllinien in der Wissenschaft ist heutzutage nicht mehr wegzudenken. So 

werden Zellkultursysteme routinemäßig sowohl in der Grundlagenforschung, als auch 

in der Stammzellforschung eingesetzt (Palmer et al. 2001). Auch in den 

Neurowissenschaften hat die Etablierung von neuronalen Zellkulturen und -linien 

einen bedeutenden Fortschritt für die Forschung geleistet (Banker and Goslin 1988). 

Zelllinien stehen heutzutage nicht nur von nahezu jedem physiologischen Zelltyp und 

vielen Spezies zur Verfügung, auch kommen beispielsweise die verschiedensten 

Tumorzelllinien in der Krebsforschung zum Einsatz (Perez-Escuredo et al. 2011; 

Takasaki et al. 2007). Viele dieser Zelllinien sind in Datenbanken gespeichert und 

können von diesen bezogen werden (Healy et al. 2005; Vogel 2002). Allein in der 

deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen sind derzeit 667 

Zelllinien humaner und tierischer Herkunft verfügbar (http://www.dsmz.de/).   

Die Etablierung von Zellkultursystemen und somit die Möglichkeit Experimente in 

vitro durchzuführen haben entscheidende Bedeutung beim Ersatz von 

Tierversuchen. Der Einsatz von Versuchstieren konnte durch die Verfügbarkeit von 

Zelllinien und Primärzellkulturen drastisch reduziert werden (Festing and Wilkinson 

2007).  
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5 DISKUSSION 
 
Aufzeichnungen über die equine rezidivierende Uveitis gibt es in der 

Veterinärmedizin schon seit Jahrhunderten, doch bis heute konnte weder die 

Ätiologie noch die Pathogenese dieser Erkrankung vollständig bewiesen werden 

(Paglia et al. 2004; Spiess 2010). Die für die ERU charakteristischen 

wiederkehrenden Entzündungsschübe gehen mit erheblichen Schmerzen und Leiden 

für das betroffene Tier einher und führen zu fortschreitender Zerstörung der 

intraokulären Strukturen, die im Endstadium den Verlust der Sehfähigkeit herbeiführt 

(Romeike et al. 1998; Spiess 1997). Mit einer Prävalenz von 8 - 10% ist die ERU die 

häufigste Ursache für eine erworbene Blindheit bei Pferden (Deeg 2008; Spiess 

2010). Das auf die visuelle Wahrnehmung angewiesene Fluchttier kann durch eine 

Erblindung sein natürliches Verhalten nicht länger artgerecht ausüben und stellt 

folglich eine Gefahr für sich selbst und seine Umwelt dar. Aufgrund dessen und der 

entzündungsbedingten erheblichen Schmerzen für das Tier ist nach der Erblindung 

im Endstadium der ERU eine Euthanasie, auch bei einem abgesehen von der ERU 

gesunden Tier, erforderlich. 

Die ERU ist nicht nur in der Veterinärmedizin von Bedeutung, auch ist die 

Untersuchung dieser Erkrankung für die humanmedizinische Uveitisforschung von 

großem Nutzen. Das Pferd bezeichnet die einzige bekannte Spezies, welche eine 

der humanen autoimmun-mediierten Uveitis vergleichbare Erkrankung spontan 

entwickelt (Deeg et al. 2008; Hauck et al. 2007). Die Ätiologie und Pathogenese der 

humanen autoimmun-mediierten Uveitis, der vierthäufigsten Ursache für Erblindung 

beim Menschen, sind jedoch ebenfalls nicht ausreichend geklärt (Caspi 2010; Fiehn 

et al. 2003). Das Defizit an humanem Probenmaterial macht eine adäquate 

Erforschung dieser Erkrankung im primären Organismus nahezu unmöglich. Daher 

werden pathogenese-assoziierte Mechanismen dieser Erkrankung vorwiegend im 

Tiermodell untersucht. Die Experimentelle autoimmune Uveitis (EAU) hat sich 

insbesondere in verschiedenen Maus- und Rattenlinien als Modell für die humane 

autoimmun-mediierte Uveitis etabliert (Caspi et al. 2008; Wildner et al. 2008). Jedoch 

ist dies eine experimentell induzierte Erkrankung, die einige Nachteile in der 

Repräsentation der spontan auftretenden Uveitis birgt. Beispielsweise verläuft die bei 

Lewis-Ratten durch das IRPB-Peptid R14 induzierte EAU typischerweise akut 

monophasisch (Diedrichs-Mohring et al. 2008). In verschiedenen EAU-Mausmodellen 
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können zwar Rezidive hervorgerufen werden, jedoch lassen sich diese weder 

beeinflussen noch vorhersagen (Caspi 2003). EAU Modelle haben zwar zu einem 

besseren Verständnis der Pathogenese-assoziierten Mechanismen beigetragen, 

jedoch ist deren Eignung für die Untersuchung des rezidivierenden Charakters der 

autoimmun-mediierten Uveitis limitiert. Die ERU hingegen, vereint zwei den EAU 

Modellen fehlende Eigenschaften. Das Pferd ist die einzige bekannte Spezies, die 

eine rezidivierende Uveitis spontan entwickelt und fungiert somit als spontanes 

Tiermodell für autoimmun-mediierte Uveitis (Deeg et al. 2007c; Hines 1984). 

Außerdem ist die ERU experimentell induzierbar und zeigt im Gegensatz zu EAU 

Modellen einen rezidivierenden Verlauf (Deeg et al. 2007c; Deeg et al. 2002b). Somit 

bietet die ERU die einmalige Möglichkeit, sowohl die der spontanen Erkrankung 

zugrundeliegende Pathogenese zu erforschen, als auch parallel einen Vergleich in 

der experimentell induzierten ERU durchzuführen. Das spontane Tiermodell erlaubt 

zudem die Erforschung und den Vergleich verschiedener Krankheitsstadien, da der 

Zugang zu Probenmaterial von an ERU erkrankten Pferden in allen Phasen der 

Erkrankung gesichert ist.  

Die Retina stellt das primäre Zielorgan der autoimmun-mediierten Uveitis dar. Sie 

weist bereits im Anfangsstadium der ERU im Bereich der Photorezeptoren Läsionen 

auf, welche im Verlauf der Erkrankung im gesamten Zielgewebe gefunden werden 

(Deeg et al. 2002a). Die Retina als Teil des Zentralnervensystems ist nach 

Zerstörungen jedoch unfähig sich vollständig zu regenerieren und bleibt daher nicht 

nur strukturell, sondern auch funktionell beeinträchtigt. Besonders bei der IRBP und 

der CRALBP induzierten ERU wurde eine massive Zerstörung der retinalen 

Architektur gefunden (Deeg et al. 2006b; Deeg et al. 2002b). Hingegen löste die 

Immunisierung von Pferden mit dem Autoantigen S-Ag zwar eine Aktivierung von 

autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie aus, jedoch konnte eine Invasion von 

okulären Strukturen in den meisten Fällen nicht nachgewiesen werden (Deeg et al. 

2004). Die Autoreaktivität der CD4+ Th1-Lymphozyten, welche die Blut-Retina-

Schranke überwunden haben, richtet sich hauptsächlich gegen retinale Proteine. 

Dies wurde sowohl bei der ERU (Deeg et al. 2006a; Deeg et al. 2006b), als auch bei 

der autoimmun-mediierten Uveitis des Menschen (Caspi et al. 1988; de Smet et al. 

2001) nachgewiesen. Obwohl deutlich wird, dass die Retina eine zentrale Rolle bei 

der ERU spielt, sind insbesondere die Pathogenese-assoziierten Mechanismen auf 

molekularer Ebene im Zielorgan selbst weitgehend unklar (Hauck et al. 2007). Daher 
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bedarf es der grundlegenden Untersuchung der uveitischen Retina und deren 

zellulärer Anteile im Speziellen.  

In einer vorherigen Studie wurde im Zuge histopathologischer Untersuchungen der 

Retina von an ERU erkrankten Pferden insbesondere die Wichtigkeit der Müllerzelle 

bei der ERU erkannt. Diese stellten die einzige Zellart der Retina dar, welche, trotz 

weitgehender Zerstörung neuronaler Zellen, noch erhalten war (Deeg et al. 2002a). 

Diese Erkenntnis wurde bestätigt durch den Vergleich des Retinaproteoms von 

gesunden Pferden mit dem von an ERU erkrankten Pferden mittels 2D-PAGE und 

anschließender massenspektrometrischer Identifikation differenziell regulierter 

Proteine (Hauck et al. 2007). Dabei wurden 12 höher exprimierte Proteine in ERU 

Proben detektiert, unter welchen sich auch das Müllerzell-spezifische 

Intermediärfilament glial fibrillary acidic protein (GFAP) fand (Hauck et al. 2007). Die 

vermehrte Expression dieses Proteins ist charakteristisch für eine Aktivierung von 

Müllerzellen und ist ein Marker für eine frühe unspezifische gliotische Reaktion 

(Bignami and Dahl 1979; Bringmann and Reichenbach 2001). Weitere 

Untersuchungen Müllerzell-spezifischer Proteine bei der ERU zeigten eine vermehrte 

Expression des Intermediärfilaments Vimentin und eine geringere Expression des 

Enzyms Glutamin Synthetase (GS) bei der ERU im Vergleich zu Kontrollen (Hauck et 

al. 2007). Diese charakteristischen Veränderungen der Müllerzelle weisen deutlich 

auf eine Gliose in der uveitischen Retina hin. In der vorliegenden Studie konnte das 

Auftreten von Gliose bei der ERU mit der Quantifizierung von Vimentin mittels 

Western Blot und mit immunhistochemischen Färbungen von Vimentin und GS in 

gesunden und uveitischen Retinae bestätigt werden. Charakteristisch für gliotische 

Müllerzellen konnte eine signifikant erhöhte Expression von Vimentin (Abb. 1A, 2C, 

2D, 2I, 2J, Publikation I) und eine stark verminderte Expression von GS (Abb. 4C, 

4D, 4I, 4J, Publikation I) in uveitischen Proben im Vergleich zu Kontrollen gezeigt 

werden.  

Gliose ist ein zellulärer Versuch den Gewebeverband weitgehend zu erhalten, um so 

das Ausmaß der Schädigung, welche folglich eine beeinträchtigte Funktion des 

Gewebes bedeuten würde, so gering wie möglich zu halten (Liberto et al. 2004). Sie 

tritt praktisch bei allen bekannten pathologischen Veränderungen der Retina wie 

beispielsweise diabetischer Retinopathie, Makuladegeneration, Glaukom, Trauma 

und Ischämie auf (Bringmann et al. 2009a). Die Auswirkungen der Gliose auf die 

Retina und die Neurone sind jedoch mit Vor- und Nachteilen behaftet. Während 
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Gliose in frühen Stadien der Erkrankung überwiegend neuroprotektiv ist, führt der 

Verlust spezifischer Funktionen der Müllerzelle in späteren, schweren Stadien der 

Erkrankung zur Schädigung von Neuronen. Insbesondere wenn die konservative 

Gliose in eine proliferative Form übergeht, welche durch Proliferation, Migration und 

die Entstehung einer gliösen Narbe gekennzeichnet ist, verhindern Müllerzellen die 

Regeneration des Nervengewebes. Somit kann die Gliose auch zum permanenten 

Verlust der retinalen Funktion beitragen (Bringmann et al. 2006; Bringmann and 

Reichenbach 2001). Daher sind die Reaktionen der Müllerzelle bedeutend für ein 

besseres Verständnis der Pathogenese-assoziierten Mechanismen im 

Manifestationsorgan der Uveitis (Hauck et al. 2007). Jedoch stehen neben den 

charakteristischen morphologischen Veränderungen der Müllerzelle bei der ERU und 

dem Verlust der Expression von GS keine weiteren Daten zur Funktionalität der 

gliotischen Müllerzelle bei der ERU zur Verfügung (Pubmed Recherche Stand 01. 

April 2011). Im Fokus dieser Studie stand deshalb die nähere Charakterisierung der 

in der ERU auftretenden Gliose mittels Untersuchung weiterer Müllerzell-spezifischer 

Proteinexpressionsänderungen in uveitischen Retinae. Eine Veränderung des 

Proteinexpressionsmusters weist auf eine potenziell funktionale Modifikation der 

Müllerzelle hin und dient somit als Grundlage für ein besseres Verständnis der 

Pathogenese-assoziierten Vorgänge im Zielorgan der Uveitis. Um Hinweise auf 

potenzielle Veränderungen von Müllerzell-spezifischen Proteinen bei der ERU zu 

erlangen, wurden Daten einer zuvor publizierten Studie herangezogen, welche durch 

die vergleichende proteomische Analyse des Membranproteoms der Retina eines 

gesunden und eines an ERU erkrankten Pferdes mittels neuester 

massenspektrometrischer Techniken entstanden (Hauck et al. 2010). Retinale 

Membranproteine sind besonders interessant für die Pathogenese der ERU, da 

autoaggressive T-Zellen die Netzhaut angreifen und dies möglicherweise durch 

Veränderungen von Proteinen der Zelloberfläche ausgelöst werden könnte. Der 

Vergleich der Membranproteinfraktion, im Gegensatz zum Gesamtproteom der 

Retina, hat den Vorteil, dass sich die massenspektrometrischen Identifikationen 

differenziell abundanter Proteine fast ausschließlich auf die des Zielgewebes 

beziehen (Hauck et al. 2010). Beim Vergleich der retinalen Gesamtproteome wurden 

vorwiegend differenziell regulierte Serumproteine gefunden, da diese durch den 

Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke in das retinale Gewebe eingeströmt 

waren (Hauck et al. 2007). Die vergleichende Analyse der retinalen 
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Membranproteome stellt somit einen besser geeigneten Ansatz dar, um 

Rückschlüsse auf ablaufende, Pathogenese-assoziierte Mechanismen im Zielorgan 

der ERU zu ziehen. Nichtsdestotrotz bleibt auch bei diesem Ansatz eine kleinere 

Teilfraktion nicht retinalen Ursprungs, die beispielsweise Membranproteine infiltrierter 

Zellen umfassen kann, zu berücksichtigen.   

Der Einsatz von Techniken der Proteomforschung stellt ein überaus geeignetes Mittel 

dar, das Verständnis molekularer Prozesse in komplexen Geweben wie der Retina 

zu verbessern (Lam et al. 2008). Auch die Forschung auf dem Gebiet verschiedener 

Erkrankungen wie beispielsweise Multiple Sklerose (Hammack et al. 2004), Diabetes 

(Sparre et al. 2003) und die Alzheimer-Krankheit (Butterfield 2004) bedient sich der 

Proteomik, um ein besseres Verständnis der zugrundeliegenden 

pathophysiologischen Mechanismen zu ermöglichen. Der Forschungsbereich, in 

welchem proteomische Techniken momentan wahrscheinlich am häufigsten 

Anwendung finden, ist die Krebsforschung (Pastwa et al. 2007). Der Einsatz von 

unfassenden proteomischen Analysen hat sich unter anderem in der Untersuchung 

von Immunreaktionen (Purcell and Gorman 2004) und auf dem Gebiet der 

Neurowissenschaften (Wilson et al. 2004) etabliert. Bei der ERU durchgeführte 

systematisch vergleichende Analysen intraokulärer Proteome ermöglichten bereits 

die Identifizierung einiger differenziell regulierter Proteine, wodurch wichtige an der 

Pathogenese beteiligte Signalwege aufgedeckt wurden (Deeg et al. 2007a; Hauck et 

al. 2007; Hofmaier et al. 2011). Hinweise auf eine Beteiligung des 

Komplementsystems an der autoimmunen Uveitis und ein potenzieller Biomarker 

wurde erstmals durch die proteomische Analyse von Serum gefunden (Zipplies et al. 

2009; Zipplies et al. 2010). Dies macht deutlich, dass die ganzheitliche, 

vergleichende proteomische Analyse eines komplexen Gewebes oder einer 

Flüssigkeit zur Aufdeckung von molekularen Prozessen, welche einer Erkrankung 

zugrunde liegen, führt und somit ein besseres Verständnis der Pathogenese 

ermöglicht. Folglich bietet dieser Ansatz auch eine ausgezeichnete Möglichkeit, die 

molekularen Vorgänge im Zielgewebe der ERU zu untersuchen, wodurch auch 

Hinweise auf die Beteiligung Müllerzell-spezifischer Funktionen erhalten werden 

können.  

Der für diese Arbeit verwendete Datensatz entstand durch die quantitative, Label-

freie Analyse von retinalen Membranproteinen eines gesunden und eines an ERU 

erkrankten Pferdes, wobei unter Verwendung einer LTQ Orbitrap insgesamt 893 
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Proteine identifiziert wurden. Die 334 differenziell exprimierten Proteine umfassten 

172 vermehrt exprimierte und 162 vermindert exprimierte Proteine bei der ERU 

(Hauck et al. 2010). Neben anderen interessanten Kandidaten wurde unter diesen 

differenziell regulierten Proteinen auch eine Gruppe Müllerzell-spezifischer Proteine 

entdeckt. Als besonders interessant haben wir zwei Proteine dieser Gruppe erachtet, 

welche unter anderem eine wichtige Rolle bei der Regulation der retinalen Kalium- 

und Wasserhomöostase spielen. Dabei handelt es sich um den 

einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanal Kir4.1 und den Wasserkanal Aquaporin 4 

(AQP4) (Nagelhus et al. 1999). Während Kir4.1 nahezu 10-fach vermindert exprimiert 

gefunden wurde, war die Expression von AQP4 um das 2,4-fache erhöht bei der 

ERU im Vergleich zur Kontrolle (Tabelle 1, Publikation I). Dies ist ein entscheidender 

Hinweis auf eine gestörte Regulation der retinalen Kalium- und Wasserhomöostase, 

welche den Müllerzellen obliegt, und würde eine Beeinträchtigung einer ihrer 

wichtigsten physiologischen Funktionen bedeuten (Reichenbach et al. 1993). Auch 

sind diese Befunde interessant, da eine beeinträchtigte retinale Kalium- und 

Wasserhomöostase zum einen ein retinales Ödem (Reichenbach et al. 2007) und 

zum anderen eine neuronale Hyperexzitation mit folgender Schädigung der 

Nervenzellen durch Glutamattoxizität verursachen könnte (Francke et al. 2001; 

Francke et al. 2005). Die veränderte Expression von Kir4.1 und AQP4 wurde in 

diesem Eingangsexperiment zum ersten Mal in Zusammenhang mit der ERU 

beschrieben (Hauck et al. 2010). Jedoch wurde diese Studie mit einer sehr geringen 

Probenzahl durchgeführt, weshalb in der vorliegenden Arbeit zunächst die 

massenspektrometrisch erhaltenen Ergebnisse mittels anderer Methoden in einer 

höheren Probenanzahl verifiziert und anschließend weiter charakterisiert werden 

sollten.  

Die Quantifizierung des Kaliumkanals Kir4.1 wurde mittels Western Blot in einer 

größeren Anzahl von Proben gesunder und an ERU erkrankter Pferde durchgeführt. 

Die signifikant verminderte Expression von Kir4.1 in Gesamtretinalysaten von allen 

getesteten, an ERU erkrankten Pferden im Vergleich zu Kontrollen bestätigte das 

Ergebnis aus unserer vorangegangenen Studie (Abb. 1B, Publikation I). Diese 

Quantifizierung bezog sich jedoch auf das vollständige Retinaproteom und erlaubte 

keine Aussage über die Kir4.1 Regulation an der gliotischen Müllerzelle. Zwar wird 

Kir4.1 in Retinae von Ratten, Mäusen und Kaninchen hauptsächlich von Müllerzellen 

exprimiert (Ishii et al. 1997; Kofuji et al. 2002), jedoch sind keine Daten zum 
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Expressionsmuster dieses Kanals in der Retina des Pferdes verfügbar (Pubmed 

Recherche 01. April 2011). Daher wurde in dieser Arbeit auch das 

Expressionsmuster von Kir4.1 in gesunden und uveitischen Retinae des Pferdes 

immunhistochemisch untersucht. Für die gesunde avaskuläre equine Retina wurde in 

dieser Studie erstmals die ausschließliche Expression des Kaliumkanals Kir4.1 

entlang der gesamten Länge der Müllerzelle gezeigt (Abb. 2E und 2I, Publikation I). 

Somit ist die Quantifizierung dieses Proteins im Gesamtretinalysat repräsentativ für 

die Müllerzelle und beweist, dass die veränderte Expression von Kir4.1 bei der ERU 

auf die Müllerzelle zurückzuführen ist.  

Im Gegensatz zu anderen untersuchten Spezies (wie beispielsweise Maus und 

Ratte), die eine vermehrte Expression von Kir4.1 in Müllerzellmembranen, welche an 

intraretinale Blutgefäße und den Glaskörper grenzen, zeigen (Ishii et al. 1997; 

Nagelhus et al. 1999), ist interessanterweise beim Pferd ein kontinuierliches 

Expressionsmuster entlang der Müllerzelle aufgefallen (Abb. 2E und 2I, Publikation 

I). Da Kir4.1 eine bedeutende Rolle in der Regulation des retinalen Kaliumhaushaltes 

spielt, könnte diese divergente Expression möglicherweise einen beim Pferd 

veränderten Mechanismus des beschriebenen K+-Siphonings (s. Kapitel 2.4.2.3) 

bedeuten (Newman 1984). Bei diesem für die Retina beschriebenen Mechanismus 

strömt Kalium, das von Nervenzellen während der Exzitation freigesetzt wurde, von 

Regionen hoher Kaliumkonzentration ([K+]o) (plexiforme Schichten) durch die 

Müllerzelle in drei verschiedene Regionen, die als Kaliumabfluss dienen. Diese 

umfassen den Glaskörper, die intraretinalen Blutgefäße und den subretinalen Spalt 

(Newman and Reichenbach 1996; Newman 1985; Reichenbach et al. 1992). Um den 

Ausstrom von Kalium zu ermöglichen, exprimieren Müllerzellen in Membranen, 

welche an die Kaliumabflüsse grenzen, den Kaliumkanal Kir4.1 (Kofuji et al. 2002). 

Da das Pferd eine avaskuläre Retina aufweist (Schnitzer 1988), fehlt ihm die 

Möglichkeit des intraretinalen Kaliumabflusses in Blutgefäße. Diese Tatsache in 

Verbindung mit der divergenten Expression von Kir4.1 könnte ein Hinweis für das 

Auftreten des ursprünglich im Gehirn beschriebenen K+-spatial buffering (Orkand et 

al. 1966) sein. Hierbei wird Kalium über das Gliasynzytium von lokalen [K+]o 

Erhöhungen in Regionen mit niedriger [K+]o umverteilt. Kir4.1 ist ein nur schwach 

einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal, der Ein- und Auswärtsströme gleichermaßen 

bewerkstelligen kann (Takumi et al. 1995). Durch die gleichmäßige Expression von 

Kir4.1 entlang der Müllerzelle wäre ein Kaliumstrom über das Müller-Gliasynzytium in 
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der equinen Retina denkbar. Elektrophysiologische Untersuchungen isolierter 

Müllerzellen würden sich als Methode eignen, die Verteilung der Permeabilität für 

Kalium entlang der Müllerzellmembran zu untersuchen, um Aufschluss über den 

Mechanismus der Kaliumumverteilung in der equinen Retina zu erlangen. Mit der 

Etablierung der ersten equinen Müllerzelllinie eqMC-7 (Publikation II) ist die 

Grundvoraussetzung für dieses Vorhaben erfüllt. 

Neben dieser ersten sehr interessanten Erkenntnis wurde beim Vergleich von 

immunhistochemischen Färbungen des Kaliumkanals Kir4.1 in gesunden mit 

uveitischen Retinae ein nahezu vollkommener Verlust der Kir4.1 Expression in den 

gliotischen Müllerzellen von erkrankten Retinae gefunden (Abb. 2F und 2J, 

Publikation I). Dieser Befund bestätigt das durch Massenspektrometrie und Western 

Blot erhaltene Ergebnis. Eine verminderte Expression von Kir4.1 wurde neben 

diversen Tiermodellen für verschiedene Retinopathien wie beispielsweise 

diabetischer Retinopathie der Ratte (Pannicke et al. 2006), Ischämie bei Maus und 

Ratte (Hirrlinger et al. 2010; Iandiev et al. 2006a) und Netzhautablösung beim 

Schwein (Iandiev et al. 2006b), auch bei Ratten mit endotoxin-induzierter Uveitis (Liu 

et al. 2007) beschrieben.  

Die Expression des Kaliumkanals Kir4.1 ist für die charakteristische extrem hohe 

Permeabilität der Müllerzellmembran für Kaliumionen ausschlaggebend (Kofuji et al. 

2000) und erzeugt das stark negative Ruhemembranpotenzial (RMP) der Müllerzelle, 

das nahezu dem Gleichgewichtspotenzial von Kalium entspricht (Witkovsky et al. 

1985). In einer Kir4.1-/- Mauslinie konnte gezeigt werden, dass die Permeabilität der 

Müllerzellmembran für Kalium dramatisch sinkt im Vergleich zu einer Kir4.1+/+ 

Mauslinie (Kofuji et al. 2000). Außerdem zeigten diese Müllerzellen ein stark 

depolarisiertes RMP von bis zu -13 mV, während dieses normalerweise bei stark 

hyperpolarisierten Werten um -85 mV liegt (Newman 1987). Auch bei verschiedenen 

Retinopathien wie beispielsweise Netzhautablösung, proliferativer Retinopathie oder 

Glaukom wurden verminderte Kaliumströme bei gliotischen Müllerzellen beschrieben, 

welche zu einem Anstieg der Kaliumkonzentration im EZR und somit zu einem 

vermehrt depolarisierten RMP führten (Bringmann et al. 2000; Francke et al. 2001; 

Reichelt et al. 1997). Für viele Funktionen der Müllerzelle ist jedoch ein 

hyperpolarisiertes RMP erforderlich (Bringmann et al. 2006). Beispielsweise ist für 

die äußerst wichtige Funktion des Neurotransmitter-Recyclings ein stark negatives 

RMP obligatorisch (Bringmann et al. 2009b). Der Glutamat-Transporter GLAST, über 
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welchen Müllerzellen 50% des Neurotransmitters Glutamat aufnehmen (Sarthy et al. 

2005) ist elektrogen und ist demnach nur bei einem ausreichend negativen RMP 

ausreichend effektiv (Brew and Attwell 1987; Pannicke et al. 1994). Die verminderte 

Expression des Kaliumkanals Kir4.1 in der gliotischen Müllerzelle weist demzufolge 

auf eine gesenkte Kaliumpermeabilität bei der ERU hin und führt möglicherweise zu 

einer Ansammlung von Glutamat im synaptischen Spalt, welches in hohen 

Konzentrationen toxisch für die Nervenzelle ist.  

Eine ausgeprägte Abnahme der Kaliumpermeabilität von Müllerzellen wurde 

außerdem in Zusammenhang mit einem Übergang von der konservativen zur 

proliferativen Form der Gliose gestellt, da proliferierende gliotische sowie 

heranreifende Müllerzellen ihre Kaliumpermeabilität auf etwa 5% der Werte reifer 

Müllerzellen reduzieren (Bringmann et al. 2000). Auch in einer Studie der 

proliferativen Retinopathie, die durch proliferative Gliose gekennzeichnet ist, waren 

Kaliumströme in der Müllerzelle stark reduziert (Ulbricht et al. 2008). Bei der 

autoimmun-mediierten Uveitis könnte ein Übergang von der konservativen zur 

proliferativen Gliose durch den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke ausgelöst 

werden, da dem Blut entstammende Faktoren wie Thrombin die von Kir-Kanälen 

mediierten Kaliumströme massiv inhibieren (Puro and Stuenkel 1995). Daraus lässt 

sich schließen, dass eine verminderte Expression von Kir4.1 in gliotischen 

Müllerzellen bei der ERU in Verbindung mit einem Übergang der neuroprotektiven 

Gliose in eine proliferative und somit schädigende Form stehen könnte. Es bleibt zu 

untersuchen, ob der Grad der verminderten Kir4.1 Expression eine Aussage über 

das Stadium der Gliose erlaubt. Interessanterweise ergab sich bei der 

Quantifizierung von Kir4.1 in ERU Proben mittels Western Blot eine ausgeprägte 

Standardabweichung (Abb. 1B, Publikation I). Da diese Proben Tieren 

verschiedenster Krankheitsstadien entstammen, könnte die Standardabweichung 

möglicherweise eine fortschreitende Verminderung der Kir4.1 Expression 

repräsentieren und folglich einen progressiven Verlauf der Gliose bedeuten.  

Die Permeabilität der Müllerzellmembran für Kalium ist zudem von besonderer 

Wichtigkeit für die Regulation der retinalen Kaliumhomöostase. Neben dem schwach 

einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanal Kir4.1 ist auch der Müllerzell-spezifische stark 

einwärtsgleichrichtende Kaliumkanal Kir2.1 an der Vermittlung von Kaliumströmen 

durch die Müllerzelle beteiligt (Kofuji et al. 2002). Die verminderte Expression von 

Kir4.1 gibt bereits einen deutlichen Hinweis auf eine eingeschränkte Funktion der 
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Müllerzelle bei der ERU, die auch eine beeinträchtigte retinale Kaliumhomöostase 

zur Folge haben dürfte. Um diese Beeinträchtigung genauer beurteilen zu können, 

wurde in der vorliegenden Studie neben Kir4.1 auch der Kaliumkanal Kir2.1 

untersucht. Die Quantifizierung von Kir2.1 mittels Western Blot ließ eine signifikante 

Erhöhung der Expression dieses Kanals in Gesamtretinalysaten von an ERU 

erkrankten im Vergleich zu gesunden Pferden erkennen (Abb. 1C, Publikation I). 

Dies ist ein interessanter Befund, da Studien in postischämischen Ratten eine 

unveränderte Expression von Kir2.1 im Vergleich zu Kontrollen belegten (Iandiev et 

al. 2006a), während bei einem Kaninchenmodell für proliferative Vitreoretinopathie 

sogar eine Abnahme beschrieben wurde (Ulbricht et al. 2008). Die Zunahme der 

Expression bei der autoimmun-mediierten Uveitis stellt daher einen für die 

Auswirkung auf die retinale Kaliumhomöostase überaus interessanten Befund dar. 

Da das Expressionsmuster von Kir2.1 in der Retina des Pferdes bisher völlig 

unbekannt ist (Pubmed Recherche Stand 01. April 2011) und die erhöhte Expression 

von Kir2.1 weiterer Untersuchungen bedarf, wurden immunhistochemische 

Färbungen gesunder und uveitischer Retinae durchgeführt. In dieser Studie konnte in 

der equinen Retina erstmals eine Expression des Kaliumkanals Kir2.1 entlang der 

Müllerzellen gezeigt werden (Abb. 2G und 2I, Publikation I). Die Expression von 

Kir2.1 in Stammfortsätzen sowie in Sekundärfortsätzen, welche in engem Kontakt zu 

Neuronen stehen und diese umschließen, ist weitgehend konform mit Studien in 

Mäusen und Ratten (Iandiev et al. 2006a; Kofuji et al. 2002). Jedoch stellt die in die 

Körnerschichten verschobene Expression in uveitischen Retinae einen neuartigen 

Befund dar, der in der Literatur bisher für keine Retinopathie derart beschrieben 

wurde (Pubmed Recherche 01. April 2011). Daher sollte das veränderte 

Expressionsmuster und dessen Bedeutung bei der ERU genauer untersucht werden.  

Die vermehrte Expression von Kir2.1 in Verbindung mit der erniedrigten Expression 

von Kir4.1 in uveitischen Retinae weist eindeutig auf eine gestörte Regulation der 

retinalen Kaliumhomöostase bei der ERU hin. Kir2.1 ist ein stark 

einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal, der hauptsächlich Einwärtsströme vermittelt, 

während Kir4.1 zu den schwach einwärtsgleichrichtenden Kir-Kanälen zählt, die Ein- 

und Auswärtsströme gleichermaßen bewerkstelligen (Olsen and Sontheimer 2008). 

Durch die Verteilung der Kaliumkanäle in der Müllerzellmembran wird vermutet, dass 

Kalium, welches von Neuronen bei der Exzitation im Bereich der Synapsen in den 

Extrazellulärraum freigesetzt wird, über den Kir2.1 Kanal aufgenommen und über 
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den Kir4.1 Kanal in Regionen geringerer Kaliumkonzentrationen wieder abgegeben 

wird (Kofuji et al. 2002). Die veränderte Expression dieser Kaliumkanäle bei der ERU 

könnte bedeuten, dass unter diesen pathologischen Bedingungen Müllerzellen das 

freigesetzte Kalium zwar über den Kir2.1 Kanal aufnehmen können, jedoch die 

Abgabe dieses überschüssigen Kaliums eingeschränkt ist. Das Resultat dieser 

gestörten Kalium Regulation dürfte eine intrazelluläre Ansammlung von Kalium sein, 

die zu einem erhöhten osmotischen Druck in der Müllerzelle führen würde. Eine 

Erhöhung des osmotischen Druckes hat Auswirkungen auf den intraretinalen 

Transport von Wasser, der an osmotisch wirkende Substanzen wie Kalium gekoppelt 

ist. Somit könnte die verminderte Expression von Kir4.1 die Entstehung eines 

intrazellulären Ödems begünstigen. In der Tat wurde unter vielen pathologischen 

Bedingungen wie diabetischer Retinopathie (Pannicke et al. 2006), retinaler Ischämie 

(Pannicke et al. 2004), Netzhautablösung (Wurm et al. 2006) und endotoxin-

induzierter Uveitis (Pannicke et al. 2005) die Entstehung eines intrazellulären Ödems 

der Müllerzelle in Zusammenhang mit einer verminderten Expression des 

Kaliumkanals Kir4.1 beobachtet. Die veränderte Expression der Kaliumkanäle in 

gliotischen Müllerzellen uveitischer Retinae könnte möglicherweise auch bei der ERU 

zu einer Ansammlung von Kalium in der Müllerzelle führen und folglich zu einem 

osmotisch bedingten Einstrom von Wasser, der ein intrazelluläres Ödem zur Folge 

haben würde. Die Auswirkungen einer verminderten Expression von Kir4.1 sollten 

daher zukünftig weiter untersucht werden. Mit der Etablierung der eqMC-7 Zelllinie, 

bei welcher auch die Expression von Kir4.1 demonstriert wurde (Abb. 3C, Publikation 

II), könnten diese Analysen, mittels Blockade von Kir4.1 mit Bariumionen, erfolgen.   

Es sollte weiterhin erwähnt werden, dass eine eingeschränkte Kaliumpermeabilität 

der Müllerzellmembran und des damit beeinträchtigten transzellulären Transports 

dieser Ionen, auch eine Akkumulation von Kalium im Interstitium zur Folge haben 

kann, welche in einem extrazellulären Ödem resultieren würde (Bringmann et al. 

2004). Zudem kann eine erhöhte Kaliumkonzentration im Extrazellulärraum zur 

Hyperexzitation von Neuronen führen, die dadurch vermehrt Glutamat freisetzen, 

welches in hohen Konzentrationen zum einen toxisch wirkt und zum anderen die 

Entstehung eines extrazellulären Ödems weiter begünstigen würde (Bringmann et al. 

2009b; Bringmann et al. 2006). In einer retrospektiven Studie, bei der 582 Menschen 

mit Uveitis einbezogen wurden, konnte gezeigt werden, dass die Entstehung eines 

retinalen Ödems als Hauptursache für eine Erblindung oder eingeschränkte 
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Sehfähigkeit bei dieser Erkrankung anzusehen ist (Rothova et al. 1996). Auch in 

nachfolgenden Studien konnte bestätigt werden, dass die Entwicklung eines Ödems 

die häufigste Komplikation einer Uveitis ist und bedeutend zum Verlust der 

Sehfähigkeit beiträgt (Lardenoye et al. 2006; Thurau 2005). Auch bei der ERU wurde 

in immunpathologischen Untersuchungen des hinteren Augenabschnittes ein 

massives Ödem im Bereich des Nervus opticus beschrieben (Deeg et al. 2002a). 

Außerdem ist das Endstadium der ERU durch den vollständigen Verlust der 

Sehfähigkeit des betroffenen Auges gekennzeichnet. Daher kommt der 

Untersuchung von Proteinen, welche den Wassertransport in der Retina vermitteln, 

eine besondere Bedeutung zu.  

Der intraretinale Transport von Wasser wird hauptsächlich über das Membranprotein 

Aquaporin 4 (AQP4) vermittelt, welches in der Retina ausschließlich von Müllerzellen 

exprimiert wird (Nagelhus et al. 1998). Dieser transzelluläre Wassertransport ist eng 

an Ströme osmotisch wirkender Substanzen, insbesondere an die transretinalen 

Kaliumströme, gekoppelt (Nagelhus et al. 1999; Reichenbach et al. 2007). Den 

Müllerzellen wird daher eine entscheidende Bedeutung in der Aufrechterhaltung der 

retinalen Wasserhomöostase beigemessen (Nagelhus et al. 2004). Eine vermehrte 

Expression von AQP4 im retinalen Membranproteom von einem ERU erkrankten 

Pferd im Vergleich zu einer Kontrollretina wurde bereits durch vergleichende 

quantitative Massenspektrometrie im Eingangsexperiment detektiert (Tab. 1, 

Publikation I) (Hauck et al. 2010). Aufgrund der Funktion von AQP4 und dessen 

differenzieller Expression bei der ERU, wurde dieser Wasserkanal als sehr 

interessantes Protein für die weitere Untersuchung der Müllerzellfunktion, 

insbesondere im Hinblick auf die Entstehung eines Ödems, angesehen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde eine bildanalytische Quantifizierung dieses Wasserkanals 

in einer größeren Probenanzahl durchgeführt und damit eine vermehrte Expression 

von AQP4 in uveitischen Retinae bestätigt (Abb. 3A, Publikation I). Da 

Membranproteine durch ihre stark hydrophobe Natur eine limitierte Löslichkeit 

besitzen und deren Abundanz im Gesamtproteom eines Gewebes relativ gering ist, 

lassen sich diese nur schwer mit gel-basierten Methoden auftrennen und detektieren 

(Grant and Wu 2007). Auch das Membranprotein AQP4 konnte in der vorliegenden 

Studie nicht mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot identifiziert und 

quantifiziert werden. Alternativ hat daher die Bildanalyse von immunhistochemisch 

gefärbtem AQP4 auf Retinae Anwendung gefunden, die neben der Quantifizierung 
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außerdem den Vorteil bietet das Expressionsmuster zwischen gesunden und 

uveitischen Retinae direkt vergleichen zu können. In gesunden equinen Retinae war 

die Expression von AQP4 ausschließlich entlang der Müllerzelle zu detektieren (Abb. 

3A, Publikation I). Die Immunreaktivität in uveitischen Retinae war jedoch nicht mehr 

in den Stammfortsätzen der Müllerzelle lokalisiert, stattdessen stellte sich diese als 

kreisförmige Expression in der inneren und äußeren Körnerschicht dar (Abb. 3B, 

Publikation I). Dieses sich ändernde Expressionsmuster konnte zudem durch die 

Fluoreszenz-Immunhistochemie bestätigt werden (Abb. 4E, 4F, 4I und 4J, Publikation 

I) und stellt einen überaus interessanten Befund dar, der in dieser Studie erstmals für 

die autoimmune Uveitis beschrieben wurde. Insgesamt konnte mit der quantitativen 

Analyse eine vermehrte Expression von AQP4 bei der autoimmun-mediierten Uveitis 

bestätigt werden (Abb. 3A, Publikation I). Eine Studie an Ratten mit endotoxin-

induzierter Uveitis demonstrierte einen initialen Rückgang der AQP4 Expression, die 

innerhalb von 14 Tagen wieder auf basalem Niveau detektiert werden konnte (Liu et 

al. 2007). Ebenso wurde eine verminderte Expression von AQP4 in einem 

Rattenmodell für Netzhautverletzung festgestellt (Dibas et al. 2008). Hingegen stellte 

sich eine erhöhte Expression von AQP4 in Retinae von Ratten nach Schädigung 

durch starke Lichtexposition ein (Iandiev et al. 2008). In der vorliegenden Studie 

wurde im Bezug auf die gesamte Retina eine vermehrte Expression von AQP4 

festgestellt, jedoch ließ die Analyse von immunhistochemisch gefärbten Retinae 

einen deutlichen Verlust der Expression von AQP4 in den Müllerzell-

Stammfortsätzen der inneren Retina erkennen. Die Erhöhung hingegen bezieht sich 

vornehmlich auf die äußere Körnerschicht. Der Verlust von AQP4 in Müllerzell-

Stammfortsätzen der inneren Retina könnte möglicherweise im Zusammenhang mit 

der Entstehung eines Ödems stehen. Unter normalen Bedingungen werden 

Wasserströme in der inneren Retina über Müllerzellen vermittelt, während die äußere 

Retina vom retinalen Pigmentepithel dehydriert wird (Bringmann et al. 2004). Daher 

liegt es Nahe, dass bei einem Verlust der Expression von AQP4 in der inneren 

Retina die Wasserhomöostase möglicherweise gestört ist, und folglich die 

Entstehung eines Ödems bei der autoimmun-mediierten Uveitis begünstigt wird.  

Die Lokalisation von AQP4 in der äußeren Körnerschicht von uveitischen Retinae ist 

ein interessanter Befund, da bei der ERU durch den vollkommenen Zusammenbruch 

der Blut-Retina-Schranke im Endstadium der Erkrankung ein massives subretinales 

Ödem entsteht (Deeg et al. 2002a). Die Expression von AQP4 in der äußeren 
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Körnerschicht könnte somit als Antwort der aktivierten Müllerzellen auf ein 

entstehendes lokales Ödem in der äußeren Retina von an ERU erkrankten Pferden 

gewertet werden. Ratten, bei welchen eine Verletzung der Retina durch Exposition 

mit starkem Licht verursacht wurde, zeigten ebenfalls eine Re-Lokalisation von AQP4 

innerhalb der aktivierten Müllerzelle in die Fortsätze der äußeren Körnerschicht und 

die Entstehung eines lokalen Ödems in diesem Bereich (Iandiev et al. 2008). 

Zusätzlich wurde bei diesen Ratten eine verminderte Expression von AQP1 in 

degenerativen Photorezeptoren dokumentiert. AQP1, ein weiteres Mitglied der 

Aquaporin-Familie das im retinalen Pigmentepithel und in den Photorezeptoren 

exprimiert wird, vermittelt Wasserströme in der äußeren Retina (Iandiev et al. 2005; 

Stamer et al. 2003). Um die Osmohomöostase in der äußeren Retina von an ERU 

erkrankten Pferden besser beurteilen zu können, wäre die Untersuchung des 

Expressionsmusters von Aquaporin 1 in einer nachfolgenden Studie interessant. In 

den massenspekrometrischen Untersuchungen gesunder und uveitischer Netzhäute 

war AQP1 zumindest nicht differenziell exprimiert, so dass hier auch das RPE 

analysiert werden sollte. 

Veränderte Expressionen von Müllerzell-spezifischen Ionen- und 

Wasserkanalproteinen, welche eine gestörte retinale Kalium- und 

Wasserhomöostase zur Folge haben, wie es in dieser Arbeit für die autoimmun-

mediierte Uveitis gezeigt wurde, sind ein häufiger Befund auch bei anderen 

Retinopathien (Bringmann et al. 2006). Gliazellen scheinen daher maßgeblich an der 

Entstehung eines Ödems beteiligt zu sein (Bringmann et al. 2004). Ein 

Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke verstärkt die Ansammlung von Wasser 

durch den Einstrom von osmotisch wirkenden Serumbestandteilen zusätzlich 

(Marmor 1999). Daher wird die Regulation der Müllerzell-spezifischen Kalium- und 

Wasserkanäle in der Retina bereits im Zusammenhang mit therapeutischen 

Interventionen diskutiert, um die Entstehung eines Ödems zu verhindern oder dieser 

entgegenzuwirken (Bringmann et al. 2004; Olsen and Sontheimer 2008). In einer 

Studie wurde bereits gezeigt, dass Guanosin zu einer vermehrten Expression von 

Kir4.1 in kultivierten Astrozyten führt (Benfenati et al. 2006). Die Faktoren, welche die 

Expression von Ionen- und Wasserkanälen in der Müllerzelle regulieren sind jedoch 

weitgehend unbekannt. Daher bedarf es der weiteren intensiven Untersuchung 

dieser Mechanismen. Durch die Etablierung der equinen Müllerzelllinie eqMC-7 

(Publikation II), bei welcher auch die Expression der Membrankanäle Kir4.1 und 
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AQP4 demonstriert werden konnte (Abb. 3C und 3D, Publikation II), ist die 

Grundvoraussetzung für derartige Untersuchungen jetzt geschaffen.  

Ein weiterer interessanter Aspekt bezüglich der vermehrten Expression und Re-

Lokalisation von AQP4 bei der ERU, ist dessen Bedeutung in der Zellmigration und 

dem eventuell damit verbundenem Aufbau einer glialen Narbe (Papadopoulos et al. 

2008). Der Übergang einer konservativen Gliose, von welcher angenommen wird, 

dass sie neuroprotektiv ist, in eine proliferative Form, ist durch die unkontrollierte 

Migration und Proliferation von Müllerzellen gekennzeichnet. Eine proliferative Gliose 

führt zur Bildung von glialen Narben, die sich nachteilig auf die Regeneration der 

Retina auswirken (Bringmann and Reichenbach 2001). In Transwell-Migrations-

Versuchen wurde gezeigt, dass die Migration von Astrozyten aus AQP4-/- Mäusen im 

Vergleich zu Astrozyten von Wildtyp-Mäusen stark beeinträchtigt ist und somit die 

Entstehung einer glialen Narbe verzögert ist (Saadoun et al. 2005). Sogar in vivo 

Studien bei der Maus demonstrieren eine eingeschränkte Migration von in das 

Gehirn implantierten Astrozyten mit unterdrückter AQP4 Expression in Richtung einer 

Verletzung im Vergleich zu Astrozyten von Wildtyp-Mäusen (Auguste et al. 2007). 

Migrierende Astrozyten zeigen eine polarisierte Expression von AQP4 an Fortsätzen, 

welche in Richtung der Migration weisen (Saadoun et al. 2005). Dies sind besonders 

interessante Befunde im Hinblick auf die vermehrte Expression und geänderte 

Lokalisation von AQP4 bei der ERU. Zusammengefasst könnte dies auf die Migration 

von Müllerzellen in den subretinalen Raum und auf die Entwicklung einer massiven 

Gliose in der autoimmun-mediierten Uveitis hindeuten. Migration von 

Müllerzellfortsätzen über die äußere limitierende Membran in den subretinalen Spalt 

wurde unter anderem bei Katzen mit experimenteller Netzhautablösung festgestellt 

(Lewis and Fisher 2000). Außerdem wurde bei Kaninchen, welchen durch Laser-

Photokoagulation eine Netzhautverletzung zugefügt wurde, eine Aktivierung und 

Migration von Müllerzellen in Richtung der Verletzung nachgewiesen (Tackenberg et 

al. 2009). Die Migration von Müllerzellen in der autoimmun-mediierten Uveitis und die 

Beteiligung von AQP4 sollte weiter erforscht werden, da bisher keine Daten dazu 

verfügbar sind (Pubmed Recherche Stand 01. April 2011). Die Bedeutung von AQP4 

für die Migrationsfähigkeit der Müllerzellen könnte beispielsweise mit einem 

Transwell-Migrationsassay, unter Verwendung der in dieser Studie etablierten 

Müllerzelllinie eqMC-7 (Publikation II) nach Transfektion mit AQP4-spezifischer 

siRNA untersucht werden.  
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Das Interesse an der Familie der Aquaporine, welche derzeit 13 Mitglieder (AQP0-

AQP12) umfasst, ist in letzter Zeit massiv gestiegen. Sowohl deren Expression in 

verschiedenen Geweben, ihre physiologische Funktion, als auch die Beteiligung in 

diversen Erkrankungen, wurden in den letzten Jahren intensiv erforscht (Agre 2004; 

Ishibashi et al. 2009; Verkman 2009; Verkman et al. 2008). Jedoch ist das Wissen 

über die Expression und Funktion der einzelnen Aquaporine in den verschiedenen 

Geweben und deren Bedeutung in Krankheiten limitiert. Daher wurde die Expression 

von AQP5 in der Retina, welche durch die massenspektrometrische Untersuchung 

des Membranproteoms (Hauck et al. 2010) erstmals auf Proteinebene beschrieben 

wurde (Pubmed Recherche 01. April 2011), als überaus interessant für eine weitere 

Charakterisierung in dieser Studie erachtet (Tab. 1, Publikation I). Bei der 

Untersuchung der Expression von AQP5 im okulären Gewebe von Ratten konnte 

AQP5 in Cornea, Linse, Iris und Ziliarkörper nachgewiesen werden, die Identifikation 

in der Retina war jedoch fehlgeschlagen (Patil et al. 1997). Allerdings wurde die 

mRNA von AQP5 bei einer Untersuchung von humanen und murinen Retinae 

detektiert (Tenckhoff et al. 2005). In der vorliegenden Studie wurde deshalb die 

Aufklärung der AQP5-Expression im retinalen Gewebe des Pferdes für besonders 

interessant befunden. Das Expressionsmuster dieses Aquaporins in der Retina, 

welches sich als spezifische Färbung der Müllerzellen darstellt (Abb. 3B, 4G und 4I, 

Publikation I), wurde erstmalig in dieser Studie gezeigt (Pubmed Recherche 01. April 

2011). Darüber hinaus erbrachte der quantitative Vergleich des retinalen 

Membranproteoms eines gesunden und eines an ERU erkrankten Pferdes eine 

verminderte Expression von AQP5 in der uveitischen Retina (Hauck et al. 2010) 

(Tab. 1, Publikation I) und lieferte den ersten Hinweis auf eine Beteiligung von AQP5 

in einer retinalen Erkrankung (Pubmed Recherche 01. April 2011). Diese Beteiligung 

wurde in der vorliegenden Studie mittels bildanalytischer Quantifizierung und 

immunhistochemischen Untersuchungen in einer größeren Anzahl gesunder und 

uveitischer Retinae bestätigt (Abb. 3B, 4G, 4H, 4I und 4J, Publikation I). Die 

Hauptfunktion von Aquaporinen ist der Transport von Wasser über Zellmembranen 

(Agre et al. 2002). Hinweise auf eine Beteiligung von AQP5 an Wasserbewegungen 

wurden bereits in mehreren intra- und extraokulären Geweben gefunden. Innerhalb 

des Auges scheint die Expression von AQP5 eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der Transparenz der Cornea zu spielen (Thiagarajah and Verkman 

2002). Außerdem wurde die Expression in Tränendrüsen in Zusammenhang mit der 



 Diskussion 
 

 

 70

Produktion von Tränenflüssigkeit gestellt (Ishida et al. 1997), jedoch erbrachte eine 

andere Studie einen gegenteiligen Nachweis (Moore et al. 2000). Auch extraokulär 

wurde AQP5 vor allem in verschiedenen Drüsengeweben nachgewiesen, in welchen 

seine Expression in Zusammenhang mit Wassertransport über Membranen steht. 

Diese umfassen beispielsweise Speicheldrüsen (Matsuzaki et al. 1999), 

Schleimhautdrüsen des Nasopharynx und der oberen Luftwege (Song and Verkman 

2001), sowie Duodenaldrüsen (Matsuzaki et al. 2003). Bei AQP5-/- Mäusen konnte 

gezeigt werden, dass AQP5 am Wassertransport über die apikale Membran von Typ 

I Alveolarepithelzellen beteiligt ist (Ma et al. 2000). Außerdem konnte bei einem 

weiteren AQP5 Knockout-Modell der Maus eine Verdickung und eine reduzierte 

Wasserpermeabilität der Cornea festgestellt werden (Thiagarajah and Verkman 

2002). Daher lässt die Expression von AQP5 in Müllerzellen der Pferderetina eine 

Funktion im retinalen Wassertransport vermuten. Die in der vorliegenden Studie 

gezeigte starke Expression von AQP5 in der inneren plexiformen Schicht und der 

äußeren Körnerschicht ergänzt das Expressionsmuster von AQP4 in der Müllerzelle 

(Fig. 4I, Publikation I). Dies könnte darauf hindeuten, dass die retinale 

Wasserhomöostase von beiden Aquaporinen, jedoch in verschiedenen Bereichen 

der Retina, reguliert wird. In nachfolgenden Experimenten sollte die Funktion von 

AQP5 untersucht werden, um dessen Bedeutung in der Müllerzelle weiter 

charakterisieren zu können. Eine spezifische Blockade des Wasserkanals in 

kultivierten eqMC-7 Zellen (Publikation II), wie sie beispielsweise bei Kir4.1 Kanälen 

durch Bariumionen erreicht wird, könnte Hinweise über die Funktion von AQP5 in 

Müllerzellen liefern. Jedoch ist derzeit kein spezifischer Inhibitor für AQP5 bekannt 

(Pubmed Recherche Stand 01. April 2011). Daher wäre für eine nähere 

Charakterisierung des AQP5-Kanals in der Pferderetina zunächst eine Transfektion 

von eqMC-7 Zellen mit AQP5 spezifischer siRNA angebracht, um eine gezielte 

Ausschaltung des betreffenden Gens in Müllerzellen zu erreichen.  

Der Rückgang der AQP5 Expression in der autoimmun-mediierten Uveitis (Abb. 3B, 

Publikation I) deutet möglicherweise auf eine kausale Beteiligung dieses Proteins in 

der Pathogenese dieser Erkrankung hin, jedoch könnte die veränderte Expression 

auch sekundär durch die ERU verursacht sein. In der Lunge von Mäusen, welche 

nach Induktion einer Entzündung mittels Adenovireninfektion ein massives 

pulmonales Ödem aufwiesen, wurde eine verminderte Expression von AQP5 im 

Alveolarepithel festgestellt (Towne et al. 2000). Auch in kultivierten Epithelzellen der 
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Lunge war nach Inkubation mit dem pro-inflammatorischen Zytokin TNFα die 

Expression von AQP5 in Abhängigkeit von Zeit und Konzentration vermindert (Towne 

et al. 2001). Bei der ERU konnten nach dem Zusammenbruch der Blut-Retina-

Schranke Makrophagen intraokulär nachgewiesen werden (Zipplies et al. 2010). 

Diese sezernieren TNFα und könnten somit in Verbindung mit der reduzierten 

Expression von AQP5 in der uveitischen Retina stehen. Die Auswirkung von TNFα 

und auch anderen Entzündungsmediatoren auf das Proteom von Müllerzellen sollte 

weiter untersucht werden, um ein besseres Verständnis der bei der Uveitis 

ablaufenden Pathogenese-assoziierten Mechanismen zu erlangen. Eine elementare 

Grundvoraussetzung für dieses Unterfangen wurde in dieser Studie durch die 

Etablierung der equinen Müllerzelllinie eqMC-7 (Publikation II) geschaffen.  

 

Zusammenfassend wurden in dieser Studie deutliche Hinweise für das Auftreten 

einer massiven Gliose in der autoimmun-mediierten Uveitis gefunden. Die veränderte 

Expression von Müllerzell-spezifischen Membrankanälen deutet auf eine stark 

eingeschränkte Kalium- und Wasserhomöostase in der Retina, dem Zielorgan dieser 

Erkrankung, hin. Das Ausmaß der Gliose hat gravierende Auswirkungen auf die 

Funktion der Retina und trägt somit zum Verlust der Sehfähigkeit, der bedeutendsten 

Folge der autoimmun-mediierten Uveitis, bei. Die Müllerzelle scheint somit eine 

entscheidende Bedeutung für die Pathogenese der equinen rezidivierenden Uveitis 

zu haben. 

Die Verifizierung der Expression des Wasserkanals AQP5 in der equinen Retina und 

dessen Beteiligung an der ERU, demonstriert die Eignung von proteomischen 

Untersuchungen, insbesondere der Massenspektrometrie, neue Erkenntnisse über 

Expression und Bedeutung von zuvor unbekannten Proteinen, zu erlangen.  

Mit der Etablierung der ersten equinen Müllerzelllinie eqMC-7 steht ein wertvolles 

Werkzeug für die weitere Untersuchung dieser Zellart zur Verfügung. Insbesondere 

die Aquaporine und Kaliumkanäle, welche eine weitere spezifische Charakterisierung 

ihrer Funktion in der equinen Retina verdienen, können in Zukunft mit dieser Zelllinie 

analysiert werden. Um ein umfassendes Verständnis der Bedeutung der Müllerzelle 

bei der Pathogenese der autoimmunen Uveitis zu erlangen, wäre die Isolierung und 

nachfolgende Analyse gliotischer Müllerzellen aus uveitischen Retinae 

wünschenswert.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) stellt weltweit die häufigste Ursache für eine 

erworbene Blindheit bei Pferden dar. Diese spontan auftretende, autoimmun-

mediierte Augenentzündung tritt in der Pferdepopulation mit einer Prävalenz von 

10% auf. Die ERU ist zudem das einzige spontane Tiermodell für die autoimmune 

Uveitis, dessen Erforschung einen wertvollen Beitrag für die humane 

Uveitisforschung leistet. Ablaufende Pathogenese-assoziierte Vorgänge in der 

Retina, dem Zielorgan der ERU, sind bisher noch weitgehend ungeklärt, tragen 

jedoch zu einer fortwährenden Schädigung der retinalen Gewebearchitektur, sowie 

der physiologischen Funktion der Retina bei. Die Müllerzellen, die retinalen 

Gliazellen, sind durch ihre besonderen strukturellen und funktionellen Glia-Neuron-

Interaktionen von entscheidender Bedeutung für die Aufrechterhaltung der retinalen 

Struktur, sowie der Physiologie. Gliose bezeichnet eine bekannte Reaktion der 

Müllerzellen auf nahezu alle beschriebenen pathologischen Bedingungen und hat 

einen fundamentalen Einfluss auf den Verlauf einer Netzhauterkrankung. Die 

neuroprotektive Wirksamkeit steht dabei den für die Retina schädlichen 

Auswirkungen der Gliose gegenüber.  

Das Ziel dieser Studie war die Verifizierung und nähere Charakterisierung der bei der 

ERU auftretenden Gliose, um die Bedeutung der Müllerzelle bei der autoimmunen 

Uveitis zu bemessen und somit ein besseres Verständnis der Pathogenese-

assoziierten Vorgänge im Zielorgan dieser Erkrankung zu ermöglichen. Dies wurde 

durch die Untersuchung der Expression von Müllerzell-spezifischen 

Membranproteinen, welche maßgeblich an der Regulation der retinalen Ionen- und 

Wasserhomöostase beteiligt sind, in gesunden im Vergleich zu uveitischen Retinae 

erzielt. Die Regulation der retinalen Kalium- und Wasserhomöostase ist eine der 

wichtigsten Müllerzellfunktionen und wird durch die einwärtsgleichrichtenden 

Kaliumkanäle Kir2.1 und Kir4.1, sowie dem Wasserkanal Aquaporin 4 (AQP4) 

bewerkstelligt. Gesunde Pferderetinae zeigten im Gegensatz zu anderen Spezies ein 

gleichmäßiges Verteilungsmuster von Kir4.1 entlang der Müllerzelle, dessen 

Expression bei der ERU signifikant vermindert war. Hingegen war die Expression von 

Kir2.1 in uveitischen Retinae signifikant erhöht, welche auch ein verändertes 

Expressionsmuster für Kir2.1 von Müllerzellfortsätzen hin zu den Zellkörpern der 

inneren Körnerschicht aufwiesen. Diese Befunde deuten auf eine gestörte 
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Kaliumpermeabilität der Müllerzellmembran hin, die eine Beeinträchtigung der 

retinalen Kaliumhomöostase, sowie weiterer Funktionen der Müllerzelle zur Folge 

haben könnte. AQP4 war signifikant erhöht exprimiert und zeigte eine massive Re-

Lokalisation in uveitischen Retinae im Vergleich zu Kontrollen. Während gesunde 

Retinae eine AQP4 Expression vor allem in Stammfortsätzen der Müllerzelle 

aufwiesen, wurde ein kreisförmiges Expressionsmuster in der äußeren Körnerschicht 

von uveitischen Retinae detektiert. Dies könnte möglicherweise in Verbindung mit der 

Entstehung eines retinalen Ödems stehen, einer der Hauptursachen für den Verlust 

der Sehfähigkeit bei Uveitis. In der vorliegenden Studie wurde zudem das 

Verteilungsmuster eins weiteren Mitglieds der Aquaporin-Familie (AQP5) 

charakterisiert und erstmalig dessen Expression in der Müllerzelle beschrieben. 

Außerdem wurde eine signifikant verminderte Expression bei der autoimmun-

mediierten Uveitis gefunden und damit erstmals eine Beteiligung dieses 

Membranproteins bei einer retinalen Erkrankung dokumentiert. 

Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse deuten daraufhin, dass die Müllerzelle 

von entscheidender Bedeutung für die Pathogenese der ERU ist, da die auftretende 

Gliose schädliche Auswirkungen auf die physiologische Funktion der Retina zu 

haben scheint. Weitere funktionelle Untersuchungen der Müllerzelle sind zukünftig 

notwendig, um ein besseres Verständnis der Physiologie der Müllerzelle und ihrer 

Beeinträchtigung bei der ERU zu erlangen. Durch die Etablierung der ersten equinen 

Müllerzelllinie eqMC-7 wurde mit dieser Studie die Grundvoraussetzung für dieses 

Vorhaben geschaffen. 
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7 SUMMARY 
 

The role of Müller cells in the pathogenesis of equ ine recurrent uveitis  

and establishment of an equine Müller cell line 

Equine recurrent uveitis (ERU) is the most common cause of blindness in horses 

worldwide. This spontaneous, autoimmune-mediated inflammation of the inner eye 

occurs with a prevalence of 10% in the equine population. Since ERU represents the 

only spontaneous animal model for human autoimmune uveitis, investigating ERU 

pathogenesis contributes substantially to research in the field of human uveitis.  

Pathogenesis-related mechanisms in the retina, the target tissue of ERU, are largely 

unknown. However, they contribute to perpetual detriment of the retinal architecture 

and physiological function. Retinal Müller glial cells are of particular importance for 

the maintenance of retinal structure and physiology due to their special structural and 

functional neuron-glia-interactions. Gliosis describes a well-established response of 

Müller cells to virtually every known pathological condition and has a significant 

impact on the course of retinal diseases. On this occasion the neuroprotective 

responses of gliosis oppose its detrimental effects on the retina.  

The aim of this study was the verification and characterization of gliosis in ERU to 

assess the importance of Müller cells in autoimmune uveitis and to gain a better 

understanding of the pathogenesis-related mechanisms occurring in the target tissue 

of the disease. This was achieved by investigating Müller cell specific membrane 

proteins involved in the regulation of retinal potassium and water homeostasis in 

healthy compared to uveitic retinas. The regulation of retinal potassium and water 

homeostasis is one of the most important Müller cell functions and is accomplished 

by inwardly rectifying potassium channels Kir2.1 and Kir4.1, as well as the water 

channel aquaporin 4 (AQP4). In contrast to other species, healthy horse retinas 

presented with an even distribution of Kir4.1 along the Müller cell and a significant 

downregulation in ERU was observed. The expression of Kir2.1 was significantly 

upregulated in ERU diseased retinas and showed an expression pattern shift from 

Müller cell processes in healthy retinas to cell somata of the inner nuclear layer in 

ERU. These findings indicate a reduced potassium permeability of the Müller cell 

membrane that might cause an impaired retinal potassium homeostasis as well as a 

disturbance of other Müller cell functions. AQP4 was expressed at a significantly 

higher level and showed a severe re-localisation in uveitic retinas compared to 
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controls. Whereas healthy retinas demonstrated an expression of AQP4 mainly in 

Müller cell trunks, a circular expression pattern in the outer nuclear layer of uveitic 

retinas was detected. This might coincide with the development of a retinal edema, 

the main cause of blindness in uveitis. In the present study, the expression pattern of 

a further member of the aquaporin family (AQP5) was characterized in the equine 

retina and an expression of AQP5 in Müller cells was observed for the first time. 

Furthermore, a significant downregulation of AQP5 in autoimmune uveitis was found, 

which represents the first report of an involvement of this membrane protein in a 

retinal disease.  

The results of this study indicate that Müller cells are of decisive importance for the 

pathogenesis of ERU, since gliosis seems to contribute to detrimental effects on the 

physiological function of the retina. Future functional investigations of Müller cells are 

required to gain a better understanding of Müller cell physiology and its impairment in 

ERU. A prerequisite for this venture was accomplished by the establishment of the 

first equine Müller cell line eqMC-7 in the present study.  
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