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ZUSAMMENFASSUNG

I ZUSAMMENFASSUNG

Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunerkrankung mit multifaktorieller Atiopatho-
genese, bei der in den letzten Jahren neben den genetischen Ursachen mikrobielle Er-
reger als auslésende Umweltfaktoren zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen haben.
Der Darm stellt in diesem Zusammenhang das grofte bakterielle Reservoir im mensch-
lichen Koérper dar und nimmt Gber verschiedene Mechanismen Einfluss auf Gelenker-
krankungen. Die Verbindung dieser zwei Kompartimente wird als Darm-Gelenk-Achse
bezeichnet und ist Grundlage der folgenden experimentellen Arbeit, in der der Einfluss
einer Clostridioides-difficile-Infektion auf eine Arthritis untersucht wurde.

Als experimenteller Organismus diente die DBA/1J x B10.Q F1-Maus, in der die arthriti-
schen Symptome mittels Immunisierung mit Kollagen ausgeldst wurden. Uber eine orale
Sonde erfolgte die Infektion mit einem von drei verschiedenen C. difficile-Stammen
(VPI10463, 2K14, 630), die je nach Pathogenitat eine unterschiedliche Krankheitsmani-
festation zeigten. Hierbei kam es zur Diarrhoe, Gewichtsverlust und zu morphologischen
Veranderungen in der Dickdarmhistologie. Zur Ausldsung der Arthritis erfolgten zwei In-
jektionen von bovinem Kollagen Typ II. Die Bewertung der arthritischen Symptome
wurde visuell anhand eines Scores quantifiziert. Aus den Inguinal- und Mesenterial-
lymphknoten wurde die mRNA von T-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren mittels Q-
PCR analysiert und an histologischen Schnitten der Pfoten der TcdB-Rezeptor CSPG4
in den BlutgefaBwanden immunhistochemisch detektiert.

Eine Infektion mit C. difficile VPI 10463 flhrte unter allen Bakterienstammen zum grofi-
ten Gewichtsverlust und zu einer schweren Colitis. Eine spontane Ausheilung der VPI
10463-Infektion flihrte bei den Mausen zu einer reduzierten Inzidenz der nachfolgenden
Kollagen-induzierten Arthritis und fuhrte zu einer mesenterialen Treg- und Th2-Polarisa-
tion. Interessanterweise konnten diese positiven Effekte von VPI10463 nach einer Era-
dikationstherapie nicht mehr verzeichnet werden. Darlber hinaus hat eine VPI 10463-
Infektion keinen mildernden Effekt auf eine bereits manifeste Arthritis und somit kein
therapeutisches Potenzial.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Infektion mit C.
difficile VP110463 und eine daraus entstehende Colitis bei Mausen vor einer nachfolgen-
den Arthritis schitzte. Als Bestandteil der Darm-Gelenk-Achse hat die Mobilisierung oder
Polarisierung von Immunzellen im Experiment zum Schutz vor der Arthritis beigetragen.
Die Aussicht auf einen mdglichen therapeutischen Nutzen durch C. difficile aber auch

die Rolle von CSPG4 erfordert weitere Experimente.
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EINLEITUNG

Il. EINLEITUNG

In dieser Arbeit werden pathogenetische und immunmodulatorische Aspekte der rheu-
matoiden Arthritis untersucht, die im Zusammenhang mit einer Infektion durch Clostridi-
oides difficile auftreten. Aus diesem Grund sollen zunachst wichtige Informationen zu

beiden Krankheitsbildern erlautert werden.

21 DIE RHEUMATOIDE ARTHRITIS

2.1.1 KRANKHEITSMERKMALE UND EPIDEMIOLOGIE

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch progrediente Gelenkerkrankung mit au-
toimmuner Genese und macht sich durch Entziindungen vor allem an Finger- und Ze-
hengelenken, aber auch an groReren Gelenken wie dem Knie-, Ellenbogen- und Schul-
tergelenk bemerkbar. Am haufigsten betroffen sind die proximalen Interphalangealge-
lenke (PIP) und das Metacarpophalangealgelenk (MCP) an den Handen. Die Entzln-
dungszeichen wie Schwellungen, Rétungen und Schmerzen, treten im schubweisen
Krankheitsverlauf symmetrisch auf und fuhren unbehandelt zu einer irreversiblen Ge-
lenkdestruktion und Funktionseinschrankung.

Bereits um 1800 beschrieb Augustin Jacob Landré-Beauvais Patienten, die an Verstei-
fungen und Deformitaten mehrerer Gelenke litten, ohne zu wissen, welchem Krankheits-
bild dies zuzurechnen war. Die Begrifflichkeit ,rheumatoide Arthritis* wurde erstmals
1859 von Sir Alfred Garrod zur Abgrenzung von anderen Gelenkserkrankungen wie der
Gicht, verwendet. (D P M Symmons 1995)
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Abbildung 1: Anzahl der Patienten mit RA nach Altersgruppe und Geschlecht im Jahr 2013. (Kienitz
et al. 2020)
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EINLEITUNG

Heutzutage stellt die RA mit einer Pravalenz von circa 1-2 % eine der haufigsten Auto-
immunerkrankungen der Welt dar. Prinzipiell kann die Erkrankung in jedem Alter auftre-
ten, die Inzidenz steigt aber mit zunehmendem Lebensalter. Dabei gibt es einen ge-
schlechterspezifischen Unterschied. Frauen sind nicht nur etwa dreimal haufiger von der
Erkrankung betroffen, sondern erkranken im Durchschnitt auch mehrere Lebensjahre
friher als Manner (s. Abbildung 1). Eine friihzeitige Diagnose und Therapieeinleitung
sind mafRygeblich fir den prognostischen Verlauf. Dadurch kénnen die Symptome und
Funktionseinschrankungen des muskuloskelettalen Systems friihzeitig aufgehalten wer-

den.

Nicht zu vernachlassigen sind die extraartikularen Manifestationen an inneren Organen
und den Blutgefalen, die maligeblich flr eine geringere Lebenserwartung der von der
RA betroffenen Menschen verantwortlich sind. (Farragher et al. 2008) Trotz moderner
Medikamente versterben Patienten mit RA im Durchschnitt flinf Jahre friher. (Chiu et al.
2021) Die extraartikuldren Symptome betreffen etwa 40 % der RA-Patienten, das mann-
liche Geschlecht ist dabei einem héheren Risiko ausgesetzt im Vergleich zum weiblichen
Geschlecht. (Cojocaru et al. 2010) So geht die RA mit einem deutlich erhdhten Risiko
fur kardiovaskulare Erkrankungen wie beispielsweise Myokardinfarkte als auch fur neu-
rovaskulare Ereignisse wie Schlaganfélle einher. Die Lunge ist bei jedem dritten RA-
Erkrankten involviert. Interstitielle Lungenerkrankungen treten bei nahezu jedem zweiten
RA-Patient auf. (Fewins et al. 1991)

Die Parodontitis hat in den letzten Jahren besonderen Stellenwert in Bezug auf die RA-
Forschung eingenommen. Einige der Parodontitis-verursachende bakteriellen Erreger
besitzen das Enzym Peptidylarginindeiminase (PAD) und kénnen dadurch Einfluss auf
die Manifestation der RA nehmen. Andersherum betrachtet, weisen im Vergleich zur
Normalbevdlkerung RA-Patienten eine hdhere Pravalenz von parodontalen Schaden
auf. (Choi et al. 2016)

Aus 6konomischer Sicht stellt die RA mit durchschnittlich 4.000 € an jahrlichen Kosten
pro Patient in Deutschland eine hohe volkswirtschaftliche Belastung dar. (Ruof et al.
2003) Davon abgesehen geraten viele Patienten durch die Bewegungseinschrankung in
die Arbeitsunfahigkeit. Anhand einer internationalen Studie konnte gezeigt werden, dass
etwa ein Drittel aller Patienten neun Jahre nach ihrer Erstdiagnose ihrer Beschaftigung

nicht mehr nachgehen kdnnen. (Sokka et al. 2010)
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2.1.2 ATIOLOGIE

Die genaue Atiopathogenese der RA ist nicht vollstandig geklart, es spielen jedoch ge-
netische und umweltbezogene Faktoren eine Rolle. (MacGregor et al. 2000; Gibofsky
2014) Eingangs wurde bereits erwahnt, dass das Erkrankungsrisiko vor allem im fortge-
schrittenen Alter und beim weiblichen Geschlecht erhoht ist. Vielerlei Gene auf den bei-
den X-Chromosomen der Frau spielen eine Rolle bei der Regulation des Immunsystems.
Normalerweise ist eines der zwei X-Chromosomen inaktiviert, jedoch entgehen dieser
Inaktivierung ca. 23 % der darauf befindlichen Gene. (Tukiainen et al. 2017) Als Ursache
kommen auch hormonelle Einflisse in Frage. Wahrend der Schwangerschaft ist das Ri-
siko an RA zu erkranken um 70 % erniedrigt, wahrend in den drei Monaten nach der

Geburt das Erkrankungsrisiko mehr als funffach erhoht ist. (Silman et al. 1992)

Unabhangig vom Geschlecht gibt es bei einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen
eine genetische Assoziation auf der Ebene der MHC-Gene, die beim Menschen auch
HLA-Gene genannt werden und fir HLA-Molekule codieren. Es gibt HLA-I- und HLA-II-
Molekiile die zum einen bei der Bestimmung der Histokompatibilitat bei Organtransplan-
tationen und zum anderen bei der Einleitung einer Immunantwort eine wichtige Rolle
spielen. An der Zelloberflache von antigenprasentierenden Immunzellen beispielsweise
befinden sich HLA-II-Molekile (MHC-II), mit deren Hilfe prozessierte Molekiile von
Krankheitserregern fir weitere Immunzellen zur Erkennung bereitgestellt werden (Anti-
genprasentation). Uber diesen Prozess initiieren antigenprasentierende Zellen, wie
dendritische Zellen und Makrophagen, Immunantworten durch Aktivierung von T-Zellen.
In den siebziger Jahren stellte man erstmals eine Assoziation von HLA-II-Merkmalen mit
der rheumatoiden Arthritis fest, als man bei RA-Patienten vermehrt den Genlocus HLA-
DR nachgewiesen hat. (Gibofsky et al. 1978; Stastny 1978) Mit HLA-DRB1*01:01,
*01:02, *04:01, *04:04, *04:05, *04:08, *10:01, *14:02 konnten weitere relevante Allele
identifiziert werden (Kampstra und Toes 2017), die nicht nur mit einem erhdhten Erkran-
kungsrisiko einhergehen, sondern auch zu schwereren systemischen Manifestationen
fuhren. (Turesson et al. 2005) Aus molekularbiologischer Sicht ist diesen HLA-Allelen
gemein, dass sie Genabschnitte mit Aminosduresequenzen QKRAA, QRRAA oder
RRRAA, auch genannt als ,Shared Epitope” (SE), aufweisen. (Gregersen et al. 1987)
Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch unklar. Eine Studie hat jedoch ergeben,
dass mit der Anzahl der SE-Kopien das Risiko an RA zu erkranken zunimmt und be-

schreibt damit einen Mechanismus der Gen-Dosis-Effekt genannt wird. (Huizinga et al.
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2005) Bei homozygoten Tragern von SE-Allele besteht zudem eine héhere Wahrschein-
lichkeit, dass schwerwiegende extraartikulare Manifestationen auftreten. (Weyand et al.
1992) HLA-I-Molekule (MHC-I) spielen bei der rheumatoiden Arthritis eine untergeord-
nete Rolle und werden an dieser Stelle der Vollstandigkeit halber lediglich erwahnt. Alle
kernhaltigen Zellen des menschlichen Kérpers exprimieren an ihrer Zelloberflache HLA-

I-Molekdle.

Bezlglich des soziobkonomischen Status lassen sich keine eindeutigen Aussagen zum
Erkrankungsrisiko treffen, jedoch scheint er ein Marker flr die Exposition flir umweltbe-
zogene Risikofaktoren zu sein. (Oliver und Silman 2006) In den letzten Jahren konnten
anhand epidemiologischer Studien immer mehr umweltbezogene Risikofaktoren mit der
RA in Verbindung gesetzt werden. Tabakkonsum ist dabei einer der wichtigsten fir die
Entwicklung einer rheumatoiden Arthritis. Bestandteile im Tabakrauch zeigen im Tierex-
periment eine Exazerbation der arthritischen Symptome. (Takeno et al. 2018) Beim Men-
schen geht laut einer retrospektiven Studie ein starker Zigarettenkonsum von 41 - 50
pack years mit einem 13-fach erhohten Risiko an RA zu erkranken einher. (Hutchinson
et al. 2001) Vor allem aber die Kombination aus genetischer Disposition auf Ebene der
HLA-Gene und der zusatzliche Tabakkonsum scheinen besonders das RA-Erkran-
kungsrisiko zu erhdhen. (Padyukov et al. 2004)

Heutzutage haben Ernahrungsgewohnheiten und Lebensmittel im Hinblick auf die Ent-
stehung von Krankheiten zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen. Was bei der rheu-
matoiden Arthritis zunachst durch Erfahrungen und Berichte der betroffenen Menschen
den Anfang nahm, wurde in den vergangenen Jahren in Studien genauer untersucht.
Laut einer prospektiven Studie fihrt eine mediterrane Kost bei RA-Patienten schon nach
wenigen Wochen zu einer signifikant geringeren Krankheitsaktivitat und zu einer verbes-
serten korperlichen Funktionalitat. (Skoéldstam et al. 2003) Effekte sind vor allem den
mehrfach ungesattigten Fettsduren Docosahexaensaure und Eicosapentaensaure zu-
zurechnen, die in Fisch und Fischol vorkommen und zu einer verminderten Produktion
von Entziindungsmediatoren und proinflammatorischen Zytokinen sowie zu einer redu-
zierten Lymphozytenproliferation beitragen. (Calder und Zurier 2001) Dem gegenuber
steht ein hoher Konsum von rotem Fleisch, der nicht nur nach empirischen Feststellun-
gen von RA-Patienten einen negativen Einfluss auf die Krankheitsaktivitdt zu haben
scheint. Unabhangig von der gesamten Energieaufnahme geht ein hoher Anteil von ro-
tem Fleisch mit einem mehr als zweifach erhéhtem Risiko an RA zu erkranken einher.

(Pattison et al. 2004) Milch- und Weizenprodukte stehen ebenfalls im Verdacht die
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Symptome einer RA zur verschlechtern, jedoch sind hier noch weitere Studien notwen-
dig.

Im letzten Jahrzehnt sind Mikroorganismen als Krankheitsausloser in das Zentrum der
Forschung geruckt. Allen voran das gramnegative Bakterium Porphyromonas gingivalis,
welches Bestandteil der menschlichen Mundflora und ein Verursacher der Parodontitis
ist. Mit dem Enzym Peptidylarginin-Deiminase (PAD) ist P. gingivalis in der Lage, die
Aminosaure Arginin in Citrullin posttranslational umzuwandeln und so cyklisch-citrulli-
nierte Peptide (CCPs) im Korper zu produzieren. Da Antikdrper gegen cyklisch-citrulli-
nierte Peptide (ACPAs) sehr spezifisch flr die rheumatoide Arthritis sind, stehen CCPs
im Verdacht die Autoimmunreaktion zu iniziieren und aufrechtzuerhalten. (van Venrooij
und Pruijn 2000) Auch der menschliche Organismus exprimiert laut heutigem Erkennt-
nisstand funf Isotypen der PAD (Wang und Wang 2013), die einer hormonellen Steue-
rung unterliegen. (Senshu et al. 1989; Takahara et al. 1992) Bis heute ist noch unklar,

ob humane PADs eine Rolle bei der RA spielen.

2.1.3 DIAGNOSTIK

Die Manifestation der RA ist sehr heterogen, weshalb eine Diagnosestellung vor allem
im initialen Krankheitsstadium schwierig sein kann. Einen Goldstandard gibt es leider
nicht. Aufgrund dieser Problematik wurden 2010 in Kooperation des American College
of Rheumatology (ACR) und der European League against Rheumatism (EULAR) Krite-
rien festgelegt, die die Diagnosestellung erleichtern sollen und anhand dieser die Indi-
kation zur medikamentdsen Therapieeinleitung frihzeitig gestellt werden soll. (Aletaha
et al. 2010) Tabelle 1 zeigt die ACR/EULAR-KIassifikationskriterien der RA, die die An-

zahl der beteiligten Gelenke, Laborparameter und die Symptomdauer beriicksichtigen.

Nur mit einer Diagnosestellung und Therapie im Fruhstadium der RA lassen sich irrever-
sible Gelenkschaden vorbeugen und erhéhen die Chancen auf ein beschwerdefreies
Leben. (Heidari 2011) Anhand der Anamnese und der kdrperlichen Untersuchung lassen
sich Symptome wie beispielsweise schubférmige Entzindungszeichen der Gelenke,
Morgensteifigkeit der Finger und allgemeine Abgeschlagenheit erheben. Ein typischer
Untersuchungsbefund ist ein auslésbarer Schmerz bei Kompression der Fingergrundge-

lenke (Gaenslen-Zeichen), zum Beispiel beim Handedruck.
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Tabelle 1: ACR/EULAR-Klassifikationskriterien der rheumatoiden Arthritis. Berticksichtigt werden die
Anzahl der beteiligten Gelenke, die Symptomdauer sowie Parameter im Blut wie Autoantikdrper (RF, ACPA)
und Entziindungsmarker (CRP, BSG). Die Diagnose RA kann ab einer Punktzahl von 6 gestellt werden.

AusmahB der Gelenkbeteiligung (0-5)

1 grofRes Gelenk 0
2-10 groRe Gelenke 1
1-3 kleine Gelenke (grofRe Gelenke nicht gezahlt) 2
4-10 kleine Gelenke (groRe Gelenke nicht gezahit) 3
>10 Gelenke (zumindest ein kleines Gelenk) 5

Serologie (0-3)

Negativer RF UND negative ACPA 0
Niedrig positiver RF ODER niedrig positive ACPA 2
Hoch positiver RF ODER hoch positive ACPA 3

Symptomdauer (0-1)

<6 Wochen 0

26 Wochen 1

Akutphaseparameter (0-1)

Normales CRP UND normale BSG 0

Abnormes CRP ODER abnorme BSG 1
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Bei den im Blut nachweisbaren Parametern ist neben den Entziindungswerten (C-reak-
tives Protein, Blutsenkungsgeschwindigkeit) und der Rheumafaktor (RF) sowie der
ACPA-Titer ein wichtiger diagnostischer Marker, welcher bereits wenige Jahre vor der
Manifestation einer rheumatoiden Arthritis nachweisbar ist. (van de Stadt et al. 2011)
ACPAs sind mit 98 % sehr spezifisch fur die RA, die Sensitivitat liegt bei ca. 80 %. Rheu-
mafaktoren sind Autoantikérper gegen das Fc-Fragment von Immunglobulin G (IgG) und
besitzen eine vergleichbare Sensitivitdt wie ACPAs, jedoch sind sie sehr unspezifisch
fur die RA, da sie auch bei anderen rheumatischen Erkrankungen vorkommen. In weni-
gen Fallen kann eine genetische Untersuchung auf das Vorhandensein einer Disposition
durch HLA-Risikogenen sinnvoll sein, um schwere Verlaufe friihzeitig zu erkennen und

erfolgreich behandeln zu kénnen.

Zur Beurteilung der Gelenkbeteiligung und des Krankheitsverlaufs kommen neben der
klinisch-korperlichen Untersuchung bildgebende Verfahren wie die Sonographie und
Roéntgenaufnahmen der beschwerdetragenden Extremitaten in Frage. Um Gelenksver-
anderungen in ihrer Progredienz zu quantifizieren, wurden radiologische Scoring-Metho-
den (Larsen-Score, Scoring-System nach Sharp) entwickelt. (Rossi et al. 2006) Bei Ver-
dacht auf méglichen systemischen Manifestationen ist eine weiterfihrende Diagnostik

durchzufuhren.

2.1.4 PATHOPHYSIOLOGIE UND T-LYMPHOZYTEN

Der genaue Pathomechanismus und das Zusammenspiel der einzelnen Immunzellen ist
in einigen Teilen noch unklar, aber wichtig fir das Verstandnis der modernen Therapie
der RA. Ausgehend von der Gelenkinnenhaut (Synovia) kommt es zur Ausbildung eines
sogenannten Pannusgewebes, welches aus unterschiedlichen entzindungswirksamen
Zellen besteht. Der Pannus hat die Eigenschaft zu proliferieren und die gelenkbildenden
Strukturen, beispielsweise Knochen und Knorpel, zu zerstéren. Man geht davon aus,
dass synoviale Fibroblasten bei der Proliferation des Pannus eine grofe Rolle spielen.
Der zugrundeliegende Mechanismus ist auf eine Uberexpression von antiapoptotischen
Molekilen und auf eine Unterexpression von proapoptotischen Molekulen zurlckzufih-
ren. (Distler et al. 1999) In den 90er Jahren konnten Produkte von Protoonkogenen wie
Ras- und myc-Proteine in der Synovia nachgewiesen werden, welche auch bei der
Proliferation von Tumorzellen eine Rolle spielen. (Pap et al. 2004)

Synoviale Fibroblasten fliihren zusammen mit Makrophagen durch Sekretion von resor-

bierenden Enzymen, den sogenannten Matrix-Metalloproteasen, zu einer irreversiblen
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Zerstorung des Knochens und Knorpels. T-Zellen nehmen hier eine zentrale Rolle bei
der Pathophysiologie der RA ein. (Farrugia und Baron 2016) Insbesondere Th1-Zellen
aktivieren Uber IL-2 und IFNy Makrophagen und regen so die Produktion von proin-
flammatorischen Zytokinen wie TNFa- und IL-1 an. Dies fuhrt zu einer weiteren Rekru-
tierung und Invasion von Immunzellen in die Gelenke, wodurch der Krankheitsprozess
Uber eine Uberschiellende Immunreaktion weiter modifiziert wird. (Distler et al. 1999;
Deng und Lenardo 2006)

Uber die Produktion von ,Receptor Activator of NF-kB Ligand“ (RANKL) nehmen T-Zel-
len einen zusatzlichen Einfluss auf die Knochendestruktion. (Deng und Lenardo 2006)
RANKL gehort zur gleichen Proteinfamilie wie TNFa und ist fur die Differenzierung und
Aktivitat der knochenabbauenden Osteoklasten zustandig. Zudem fihren Th1-Zellen zu

einer Bildung von Antikérpern durch B-Zellen, wie den Rheumafaktor und ACPAs.

Gesundes Gelenk Rheumatoide Arthritis
Knochen
Knorpel
Gelenk-
kapsel : & o Infiltration
entziindete F 3 ‘Jﬁg Knggnan
Gelenk- ' .
_Gelenk- et Knorpel
innenhaut
(Pannus)

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines gesunden Gelenks und eines Gelenks betroffen von
der rheumatoiden Arthritis. Bei einem gesunden Gelenk sind ein intakter Knorpel und Knochen Voraus-
setzung fur eine optimale Funktionalitadt. Echte Gelenke sind von einer Gelenkkapsel und einer Gelenkin-
nenhaut (Synovia) umgeben. Bei der rheumatoiden Arthritis kommt es durch Proliferation der entziindeten
Gelenkinnenhaut zur Ausbildung eines Pannusgewebes, welches den Knorpel und Knochen zerstort.
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Da T-Lymphozyten eine zentrale Rolle bei der rheumatoiden Arthritis einnehmen, kon-
zentrieren sich heutige Forschungsaktivitaten auf die Bedeutung der einzelnen T-Zell-
Subtypen. Es gibt Transkriptionsfaktoren, die fUr die verschiedenen Subpopulationen der
T-Zellen spezifisch sind und anhand derer eine Differenzierung mdglich ist. Vor allem
die bereits erwahnten Th1-Zellen sind bei der proinflammatorischen Entzindungsreak-
tion in der Synovia beteiligt, indem sie weitere Leukozyten aktivieren. Spezifische Tran-
skriptionsfaktoren fir Th1-Zellen sind Tbx21 und STAT4. Eine weitere T-Zell-Unterart
sind die IL-17-produzierenden Th17-Zellen, die den Transkriptionsfaktor Rory exprimie-
ren und in Verbindung mit vielen Autoimmunerkrankungen gebracht werden. Rory wird
durch das Gen Rorc kodiert. Man geht davon aus, dass Th17-Zellen neben den Th1-
Zellen weitere Hauptakteure der RA sind und zur Chronifizierung des Entziindungspro-
zesses beitragen. (Benedetti und Miossec 2014; Yasuda et al. 2019)

Regulatorische T-Lymphozyten (Treg-Zellen) sind — wie der Name schon sagt - wichtige
Regulatoren der Immunantwort durch Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen.
Sie tragen wesentlich zur peripheren Immuntoleranz und Lymphozytenhomdostase bei.
Die Transkriptionsfaktoren Foxp3 und STATS5 kdnnen zur ldentifikation von Treg-Zellen
herangezogen werden. Th2-Zellen, die den Transkriptionsfaktor Gata3 exprimieren, sind
eine weitere Subpopulation von T-Lymphozyten, die wie die Treg-Zellen eher der antiin-

flammatorischen Seite zuzurechnen sind.

2.1.5 THERAPIE

Durch intensive Forschungstatigkeit konnte in den vergangenen Jahrzehnten die Be-
handlung der RA weiterentwickelt werden, jedoch gibt es bis heute keinen kausalen The-
rapieansatz. Der Krankheitsverlauf ist ohne eine frihzeitige Behandlung progredient,
weshalb man im deutschsprachigen Raum die RA auch als chronische Polyarthritis be-
zeichnet. Hochdosierte Glucocorticoide in Kombination mit nicht-steroidale Antirheuma-
tika stellen die Medikamente der ersten Wahl bei der Behandlung eines akuten Schubs
dar und sind mit einem hohen Nebenwirkungspotential verbunden. Dazu zahlen mitunter
metabolische Entgleisungen, Osteoporose, Magenulcera aber auch Schlafstérungen.
Zur Erhaltung der Remission wird Methotrexat verordnet, ein zytostatisches Medika-
ment, das in den Folsduremetabolismus eingreift und so das Immunsystem supprimiert.
Bei der Therapie mittels Biologicals werden die zentralen Akteure der Pathophysiologie
der RA adressiert. Infliximab, Etanercept und Adalimumab haben als Zielstruktur TNFa
und hemmen dessen proinflammatorische Wirkung. Es gibt weitere Medikamente, die
beispielsweise die Wirkung von IL-1, IL-17 und B-Zellen hemmen. (AWMF 2018)

21



EINLEITUNG

2.2 CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE-INFEKTION

2.2.1 CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE

Clostridioides difficile ist ein grampositives obligat anaerob wachsendes Bakterium und
der haufigste Erreger fir nosokomiale Diarrhoen. (Roo und Regenbogen 2020) Die
Ubertragung findet Gber den fakal-oralen Weg statt, beispielsweise tber direkten Kontakt
mit der erkrankten Person oder indirekt Uber kontaminierte Oberflachen. Im Stuhl kolo-
nisierter Menschen befinden sich neben den Bakterien auch deren resistente Sporen,
mit denen das Bakterium in der Lage ist, selbst bei unglinstigen Umweltbedingungen
aulerhalb des Darmes zu Uberleben. Die Sporen stellen eine grol3e Problematik bei der
Infektionseind@mmung dar, da sie sehr hitzestabil und unempfindlich gegeniiber den

meisten Desinfektionsmitteln sind. (Johnson et al. 1989)

In den vergangenen zwei Jahrzenten nahm die Inzidenz der C. difficile-Infektionen (CDI)
und die Erkrankungsschwere durch Ausbreitung hochpathogener Stamme weltweit zu.
(Kuijper et al. 2006) (Johnson et al. 1989) Die Besiedlungsrate von Neugeborenen vari-
iert je nach Studie und Testverfahren zwischen 25 % bis 90 %. (Penders et al. 2006;
Jangi und Lamont 2010; Rousseau et al. 2011) Die klinische Symptomatik bleibt in der
Regel aus, was vermutlich auf einen fehlenden Rezeptor fiir die Bakterien-spezifischen
Toxine zurlckzuflhren ist. (Borriello und Wilcox 1998) Symptome treten vor allem bei
hospitalisierten Erwachsenen auf, die mit einer Pravalenz von 15 % Trager von Toxin-
produzierenden C. difficile-Stammen sind. (Alasmari et al. 2014) In Pflegeeinrichtungen
lebende und hochbetagte Erwachsene in Deutschland sind fast sechsmal mehr Trager
von C. difficile im Vergleich zur Normalbevdlkerung. (Arvand et al. 2012) Hauptrisikofak-
toren einer CDI sind laut AWMF-Leitlinie eine aktuelle oder stattgehabte Antibiotikathe-
rapie innerhalb der letzten drei Monate, ein Lebensalter Uber 65 Jahren, eine Hospitali-
sierung innerhalb der letzten drei Monate, zwei oder mehr Vorerkrankungen sowie eine
stattgehabte CDI.
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2.2.2 KLINISCHES ERSCHEINUNGSBILD UND DIAGNOSTIK

Die CDI manifestiert sich als Entziindung des Dickdarms (Colitis) und flhrt je nach
Schwere der Erkrankung von einer leichten Clostridioides difficile-assoziierten Diarrhoe
(CDAD) bis zu einer schweren pseudomembrandsen Colitis (PMC). Dabei betragt die
Inkubationszeit ein bis drei Tage. Leitsymptom ist die Diarrhoe, die mit kolikartigen ab-
dominellen Schmerzen, Fieber und Leukozytose einhergehen kann. Abhangig von der
Kompromittierung des Dickdarms ist die Auspragung der klinischen Symptome sehr un-
terschiedlich und zudem unspezifisch, weshalb dabei nur der Verdacht auf eine CDI ge-
aulert werden kann. (Piper 2013; Herold 2017)

Die Diagnose wird im klinischen Alltag mittels laborchemischer oder apparativer Diag-
nostik bestatigt. Der Nachweis der von C. difficile produzierten Toxine A und B in Stuhl-
proben mittels ELISA hat sich heutzutage etabliert und ist empfohlen. (AWMF 2015)
Diese Tests haben mit ca. 95 % eine gute Spezifitdt. Die Sensitivitat variiert je nach
Testsystem von 60 % bis 90 % und ist vor allem von praanalytischen Faktoren abhangig.
(Ackermann 2004)

Als Goldstandard gilt der Zytotoxizitatstest anhand von Zellkulturen, jedoch findet dieses
Testverfahren aufgrund seines Arbeits- und Zeitaufwandes nur selten Anwendung in der
Praxis. Ein kultureller Nachweis von C. difficile ist insbesondere zur Typisierung des Er-
regers oder zur Resistenztestung auf Antibiotika sinnvoll. Die alleinige Diagnostik durch
Kultur ist nicht weiterfihrend und ist immer mit dem Toxinnachweis zu erganzen, da es
auch nicht-toxinbildende Spezies gibt und der kulturelle Nachweis selbst bei asympto-

matischen Tragern gelingt. (Robert-Koch-Institut 2018)

Die apparative Diagnostik spielt in den meisten Fallen eine nachrangige Rolle. In unkla-
ren Fallen und nach erfolgter Primardiagnostik sichert der endoskopische Nachweis ei-
ner pseudomembrandsen Colitis die Infektion. Radiologisch-bildgebende Verfahren, wie
beispielsweise die Computertomographie, sind vor allem bei Symptomen eines akuten
Abdomens indiziert. Im schlimmsten Fall ist die Funktion des Colons so eingeschrankt,
dass sich die Erkrankung als paralytischen lleus manifestiert. Man spricht auch von ei-
nem toxischen Megacolon, bei dem sich dilatierte Darmschlingen abgrenzen lassen,

welche perforieren kdnnen. (Poutanen und Simor 2004)
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2.2.3 PATHOPHYSIOLOGIE

Es gibt zwei denkbare Szenarien, die zu einer symptomatischen C. difficile Infektion flih-
ren kdnnen. Zum einen gelangen die Bakterien und deren Sporen in den menschlichen
Verdauungstrakt tiber den féakal-oralen Ubertragungsweg. Als Erregerreservoir kommen
Bdden, Gewasser und Nutztiere in Frage.

Der weitaus haufigere Pathomechanismus ist jedoch die (Re-)Aktivierung der Erkran-
kung bei asymptomatischen Tragern des Keims als Folge einer Dysbiose der Darmflora.
Eine antibiotische Therapie beispielsweise mit Clindamycin, Cephalosporinen oder an-
deren Beta-Lactam-Antibiotika kann dies begunstigen. (AWMF 2015)
Krankheitssymptome werden nur von Toxin-bildenden C. difficile Stdammen verursacht.
(Samore et al. 1994) Im Dickdarm sezerniert das Bakterium Enterotoxin A (TcdA) und
Zytotoxin B (TcdB). Sie sind die gréf3ten bekannten bakteriellen Toxine (TcdA 308 bzw.
TcdB 270 kDa) und werden durch Internalisierung in die Darmzelle aufgenommen. (Ei-
chel-Streiber et al. 1992; Just et al. 1995) Uber die dabei beteiligten Rezeptoren, an
denen die Toxine mittels hydrophober Proteinabschnitte binden, ist wenig bekannt. Flr
TcdA konnten als Rezeptormolekile Kohlenhydrate und gp96 an Epithelzellen des Dick-
darms identifiziert werden. (Greco et al. 2006; Na et al. 2008) Bei in vitro Untersuchun-
gen an HelLa-Zellen konnte Chondroitinsulfat-Proteoglykan 4 (CSPG4) als Rezeptor fur
TcdB identifiziert werden. (Yuan et al. 2015) CSPG4 kommt in zahlreichen Geweben des
menschlichen Korpers vor, unter anderem im Magen-Darm-Trakt, der Haut und den Blut-
gefalien. (Midwood und Salter 1998; Jones et al. 2002; Legg et al. 2003; Tao et al. 2016)
Die Potenz von TcdB ist im Vergleich zu TcdA um ein Vielfaches hdher. (Lyras et al.
2009)

Im Inneren der Zelle Gbernehmen GTP-bindende Proteine eine regulierende Funktion
des Aktin-Zytoskeletts, der Zellproliferation und des Zelltods. TcdA und TcdB glykosylie-
ren die GTP-bindenden Proteine und fuhren zum Untergang der Zelle. Es kommt zu
einer Entziindungsreaktion und Darmbarrierestérung, die eine Sekretion von Flissigkeit
in das Darmlumen zur Folge hat. (Aktories et al. 2017)

Es gibt ein weiteres binares Toxin (CDT), welches nicht von allen C. difficile Stdmmen
produziert wird und dessen Bedeutung noch unklar ist. (Eckert et al. 2015; Androga et
al. 2015)
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2.2.4 THERAPIE UND HYGIENEMARNAHMEN

Die Aufrechterhaltung des Wasser- und Elektrolyt-Haushaltes durch Flissigkeitssubsti-
tution ist bei der symptomatischen Therapie von Durchfallerkrankungen von grundlegen-
der Bedeutung. (AWMF 2015) Zur antibiotischen Therapie sind Metronidazol, Vancomy-
cin und Fidaxomycin Uber eine Dauer von zehn bis 14 Tagen laut Empfehlungen inter-
nationaler Fachgesellschaften und Leitlinien geeignet. Vancomycin ist besonders bei
schweren Krankheitsverlaufen dem Metronidazol vorzuziehen. (Zar et al. 2007) Unter
der Therapie mit dem kostenintensiven Fidaxomycin konnte ein verringertes Risiko von
Rezidiven beobachtet werden. (AWMF 2015)

Die eingesetzten Antibiotika sto3en bei Krankheitsrickfallen, die mit einer verminderten
Biodiversitat der Darmflora einhergehen, an ihre Grenzen. Bei der erweiterten Therapie
von rezidivierenden Manifestationen ist deshalb in den letzten Jahren der fakale Mikro-
biomtransfer (FMT) immer mehr ins Licht von Studien gelangt. Dabei wird Stuhl von zu-
vor getesteten gesunden Spendern entnommen und nach entsprechender Aufarbeitung
entweder Uber eine Sonde im Colon oder als schluckbare Kapsel Giber den Mund dem
Empfanger verabreicht. In Studien konnte dadurch ein Heilungserfolg von bis zu 90 %
erzielt werden. (Gough et al. 2011; Brandt et al. 2012; van Nood et al. 2013) Bei fulmi-
nanten Krankheitsverlaufen kann unter bestimmten Voraussetzungen eine chirurgische
Intervention mittels totaler oder subtotaler Kolektomie und Anlage eines temporaren lle-

ostomas die Mortalitat senken. (Seltman 2012; Kaiser et al. 2015)

Zur Eindammung der Ausbreitung von C. difficile sind die Einhaltung von Hygiene- und
Isolationsmafinahmen in Krankenhausern und stationaren Pflegeeinrichtungen von es-
senzieller Bedeutung. Krankenzimmer, in denen infizierte Personen untergebracht sind,
weisen eine hohe Kontaminationsrate von bis zu 57 % der umgebenden Oberflachen
auf. (Hill et al. 2013) Aus diesem Grund ist eine Einzelzimmerisolation sowie der Einsatz
von sporoziden Oberflachendesinfektionsmitteln sinnvoll. Medizinisches Personal ist
beim Kontakt mit infizierten Personen angehalten, persénliche Schutzausristung, beste-
hend aus langarmlige Schutzkittel und Einmalhandschuhe, zu tragen.

Vor und nach dem Patientenkontakt muss die hygienische Handedesinfektion durchge-
fuhrt werden um die vegetativen Formen von C. difficile zu inaktivieren, die umweltresis-
tenten Sporen jedoch, bleiben durch diese Malnahme unberthrt. Nach dem Patienten-
kontakt ist neben der Handedesinfektion zusatzlich eine griindliche Reinigung mit Seife
notwendig. (Oughton et al. 2009; Jabbar et al. 2010)
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2.3 DiE DARM-GELENK-ACHSE

Mit dem Begriff Darm-Gelenk-Achse beschreibt man in der wissenschaftlichen Literatur
einen Mechanismus, wie Prozesse im Verdauungstrakt Einfluss auf rheumatische Ge-
lenkserkrankungen und umgekehrt nehmen kénnen. Die Identifizierung und das Ver-
stdndnis dieser Schnittstellen ist vor allem bei der rheumatoiden Arthritis Gegenstand
einer jungen Forschungstatigkeit. Fur andere Erkrankungen sind die Mechanismen der
Darm-Gelenk-Achse besser bekannt, die in gewissermallen als Anhaltspunkte fir wei-

tere Forschungen dienen kdnnen.

Bei der rheumatoiden Arthritis sind IgA ACPAs und IgA RF neben den IgG ACPA schon
mehrere Jahre vor Krankheitsausbruch im Serum von Patienten messbar. (Kelmenson
et al. 2020) Uber die Herkunft dieser IgA-Autoantikdrper Iasst sich spekulieren. IgA ist
ein wesentlicher Bestandteil der humoralen Immunabwehr an Schleimhauten, weshalb
dort auch der Ursprung der IgA-Autoantikorper liegen konnte. Mit dem bereits erlauterten
Keim P. gingivalis in der Mundschleimhaut ist bekannt, dass Bakterien zu erhdhten
ACPA-Titern beitragen koénnen. (Bae und Lee 2018; Sakaguchi et al. 2019) Auch im
Darm, der den groten Anteil an allen Oberflachen der Schleimhaute einnimmt, ist die
Induktion solcher Autoantikdrper denkbar.

Ein weiterer Mechanismus beruht auf der Tatsache, dass Immunzellen in der Lage sind,
sich Uberall im Kdrper zu bewegen. Die ankylosierende Spondyloarthritis (Morbus Bech-
terew) ist eine Gelenkerkrankung aus dem rheumatischen Formenkreis, bei der man
identische T-Zell-Klone des Darmes auch in den Gelenken nachgewiesen hat. (May et
al. 2000) Bei der RA wird dieser Mechanismus ebenfalls vermutet, da eine Subpopula-
tion von T-Zellen der Synovialflissigkeit von Arthritis-Patienten genauso wie darmasso-
ziierte intraepitheliale T-Zellen das Integrin aEB7 exprimieren. (Cepek et al. 1993; Black
et al. 2003)

Die reaktive Arthritis ist eine Form der Gelenkentziindung, die mitunter nach gastroin-
testinalen Infektionen temporar auftreten kann und bei der bakterielle Antigene in der
Gelenkflussigkeit der entzindeten Gelenke nachgewiesen werden kdnnen. Das Wissen
uber diese Form der Arthritis préasentiert Anhaltspunkte fir die Forschungstatigkeiten
uber die Bedeutung des Darmmikrobioms bei der Pathogenese der rheumatoiden Arth-
ritis. (Toivanen 2001)

Der menschliche Verdauungstrakt bildet mit der Darmflora - bestehend aus Bakterien,

Pilzen und Viren - eine funktionelle Einheit. Das Mikrobiom erfullt zweckdienliche Aufga-
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ben flur den menschlichen Organismus. Erste Indizien deuten aber auch auf eine Betei-
ligung der Darmflora bei der Entstehung der rheumatoiden Arthritis hin. So lassen sich
signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung des Darmmikrobioms bei Patienten,
die an einer RA im Frihstadium leiden, observieren. (Vaahtovuo et al. 2008)

Daruber hinaus hat man in tierexperimentellen Studien Erreger und Mikrobiom-Konstel-
lationen identifizieren konnen, die Gber T-Zell vermittelte Immunreaktionen die Entwick-
lung von arthritischen Symptomen zum einen begtinstigen und zum anderen abschwa-
chen kénnen.(Abdollahi-Roodsaz et al. 2008; Maeda et al. 2016; Rogier et al. 2017)
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24  ZIELSTELLUNG

Um die molekularbiologischen Mechanismen der RA weiter zu erforschen, bedient man
sich unter anderem an Tiermodellen. Es gibt verschiedenste Modelle, um die RA in Tie-
ren zu simulieren. Zum einen entwickeln genetisch veranderte Tiere spontan im Laufe
der Zeit arthritische Symptome. Eine andere Mdglichkeit stellt die Immunisierung von
Tieren mittels Antigenen, Antikdrpern oder Kollagen dar. Im tierischen Organismus las-
sen sich Wechselwirkungen zwischen zwei Erkrankungen, wie hier der Clostridioides
difficile-Infektion und der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) erforschen.

Die Immunisierung mit Kollagen Typ Il hat mehrere Vorteile und wird zudem in der Ar-
beitsgruppe fir Klinische Immunologie der Universitatsmedizin Rostock seit einigen Jah-
ren erfolgreich durchgefiihrt. Die CIA weist sowohl bei der zellularen als auch der anti-
korpervermittelten Immunreaktion viele Gemeinsamkeiten mit der RA des Menschen
auf. Dies spiegelt sich auch in den histomorphologischen Veranderungen der Gelenke
wider. (Holmdahl et al. 1989)

Die vorgelegte Arbeit baut auf Erkenntnisse vorangegangener und umfassender For-
schungstatigkeiten der AG Klinische Immunologie der Universitdtsmedizin Rostock auf.
Eine vorherige Infektion mit Clostridioides difficile scheint einen positiven Einfluss auf
eine nachfolgende Kollagen-induzierten Arthritis bei Mausen zu haben. Diese Tatsache
wirft Fragen auf, die im Folgenden beantwortet werden sollen.

Mit dem Parodontitiserreger P. gingivalis rechnet man dem Enzym Peptidylarginindeimi-
nase (PAD) eine groRe Bedeutung bei der Genese der RA zu. Da es eine grol3e Anzahl
an Bakterienstamme von C. difficile gibt, die ebenfalls das Enzym PAD mit unterschied-
licher Aktivitat exprimieren, sollte herausgefunden werden, ob sich dadurch unterschied-
liche Effekte auf eine nachfolgende CIA beobachten lassen. Dartber hinaus war im Vor-
feld der Experimente unklar, ob die C. difficile-spezifischen Toxine einen Einfluss auf
eine nachfolgende Kollagen-induzierte Arthritis haben. Deshalb wurde die Auswahl der
in dieser experimentellen Arbeit verwendeten Bakterienstdmme zum einen anhand der
unterschiedlichen PAD-Aktivitat und zum anderen am Ausmalf der Toxinproduktion ge-
troffen. Es gibt C. difficile-Stamme, die wie bereits erwahnt, neben den Toxin A und B
ein drittes binares Toxin produzieren. Um die C. difficile-Stamme besser miteinander
vergleichen zu kénnen, fiel die Auswahl auf Bakterienstamme, die lediglich die Toxine A

und B produzieren.
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Nach spontaner Ausheilung der CDI, sollte bei den Mausen die Arthritis durch zwei In-
jektionen mit bovinen Kollagen Typ Il ausgeldst sowie die anschlieRenden Beschwerden

und Symptome Uberwacht werden.

Wenn die Toxine einen direkten Einfluss auf die nachfolgende CIA bei Mausen haben
sollten, ist das Vorhandensein der vegetativen Form von C. difficile eine Voraussetzung
daftir. Um dieser Hypothese nachzugehen, sollte eine Mausegruppe vor Induktion der
Arthritis mit C. difficile infiziert werden und einen spontanen Heilungsverlauf erfahren.
Bei einer weiteren Mausegruppe soll vor Induktion der Arthritis C. difficile mittels Eradi-
kationstherapie und Stuhltransplantation wieder aus dem Darm entfernt werden.

Mit den bisherigen Experimenten konnte ein prophylaktisches Potenzial einer CDI in Hin-
blick auf eine CIA belegt werden, da die Infektion immer vor Auslésen der Arthritis er-
folgte. Unklar war bei der Planung der Experimente, ob eine CDI auch ein therapeuti-
sches Potenzial bei einer bereits manifesten Arthritis aufweist. Um dies zu untersuchen,
sollte bei den Mausen im letzten Teil der Versuche zuerst die Kollagen-induzierte Arth-
ritis ausgeldst werden und nach Entwicklung der arthritischen Beschwerden die C. diffi-
cile-Infektion erfolgen.

Diese in vivo-Studie ist die erste ihrer Art, die sowohl den Einfluss dreier C. difficile-
Stamme auf die Kollagen-induzierte Arthritis als auch die Auswirkungen einer C. difficile

Infektion auf eine bereits manifeste Kollagen-induzierte Arthritis untersucht.
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m. MATERIAL UND METHODEN

3.1 DIE DBA/1J x B10.Q-MAuUs

Als experimenteller Organismus diente die F1-Generation der Kreuzung aus der
DBA/1J- und B10.Q-Maus. Die DBA/1J-Maus wurde von Charles River Laboratories in
Sulzfeld erworben, die B10.Q-Maus stammt aus dem Jackson Laboratory aus den Ver-
einigten Staaten. Die Zucht fand unter Specific-Pathogen-Free-Bedingungen in der Zent-

ralen Versuchstierhaltung des Instituts fir Experimentelle Chirurgie in Rostock statt.

Mit einem Alter von acht bis zwdlf Wochen wurden die zur Identifikation bereits markier-
ten Tiere in den Infektionstierstall des Instituts flir medizinische Mikrobiologie, Virologie
und Hygiene der Universitatsmedizin Rostock Uberfihrt und in die Experimente aufge-
nommen. Die Haltung fand in klimatisierten und bellfteten Kafigen (Raumtemperatur 25
°C £ 5 °C, Luftfeuchtigkeit 50 % + 8 %) mit Einstreu, Unterschlupf und Zubehdr zur Be-
schaftigung statt. Je Kafig wurden maximal finf Tiere untergebracht. Je nach Besatz-
dichte und Verschmutzungsgrad wurden die Kafige ein bis zweimal pro Woche gereinigt
und das Einstreu gewechselt. Die Mduse waren einem zwolfstindigen Tag-Nacht-Rhyth-
mus ausgesetzt und erhielten Futter (ssniff Soest) und Leitungswasser ad libitum. Das
Kdrpergewicht wurde jeden zweiten Tag kontrolliert, bei Erfillen bestimmter Kriterien (im

Folgenden naher erlautert) sogar jeden Tag.

Am Endpunkt wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von 0,75 mg S-Ke-
tamin / 10 g Koérpergewicht und 0,05 mg Xylazin / 10 g Kdérpergewicht (Hellabrunner
Mischung) anasthesiert, bevor sie mittels zervikaler Dislokation aus den Experimenten
genommen wurden. Wahrend der Experimente wurde systematisch die Belastung der
Tiere anhand allgemeiner und versuchsspezifischer Kriterien alle ein bis zwei Tage ein-
geschatzt (s. Tabelle 2). Die Vornahme wissenschaftlicher Versuche wurde unter dem
Aktenzeichen 7221.3-1.1-039/18 vom Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsi-
cherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern gemal § 8 Absatz 1 des Tierschutz-

gesetzes genehmigt.
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Tabelle 2: Punktesystem zur Einstufung des Belastungsgrades der Mause. Die maximale Punktzahl je
Beobachtungskriterium (I - IV) betragt 25. Die Punktzahlen der vier Kriterien wurden addiert und die Summe
dem entsprechenden Belastungsgrad (0 - 4) zugeordnet, um notwendige MaRnahmen einleiten zu kénnen.

Beobachtung Punktewertung’
| Kérpergewicht bezogen auf Ausgangsgewicht
= unbeeinflusst oder Anstieg 0
=  Gewichtsreduktion > 5 % 5
= Gewichtsreduktion > 10 % 10
=  Gewichtsreduktion > 20 % 25
Il Allgemeinzustand
=  Fell glatt, glanzend; Koérperdffnungen sauber
= Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Kérperdffnungen, Augen trib
= verklebte oder feuchte Kérperéffnungen, anormale Haltung, Augen triib; hoher,| 10
Muskeltonus
= Krampfe, LAhmungen; Tier fuhlt sich kalt an, moribund 25
Il Spontanverhalten
= normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Berihrung, Neu- 0
gier, Sozialkontakte)
= ungewohnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder Hyperkinetik
=  Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereoty- 10
pien; Koordinationsstérungen
=  Schmerzlaute beim Ergreifen; Autoaggression 25
IV Versuchsspezifische Kriterien
»=  keine Auffalligkeiten 0
= Durchfall mit Gewichtsverlust bis <10 % 5
= Durchfall mit Gewichtsverlust zwischen 10 % und < 20 % 10
= Durchfall mit Gewichtsverlust > 20 % 25
=  Offene Wunden im Bereich der Gelenke oder Pfoten 25
2
Bewertung und MaBnahmen Punktsumme
= Belastungsgrad 0 = keine Belastung 0
= Belastungsgrad 1 = geringe Belastung; sorgfaltig weiter beobachten (Verkur- 5
zung der Beobachtungsintervalle)
= Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; sorgféltig weiter beobachten bei 10-20
verklrzten Beobachtungsintervallen, Versuchsleiter in Kenntnis setzen; Era-
dikationstherapie bei Durchfall mit Gewichtsverlust > 15 %
= Belastungsgrad 3 = hochgradige Belastung; Versuch abbrechen 25 oder hoher
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Tabelle 3: Charakteristika der im Experiment verwendeten Clostridioides difficile-Stamme. Die drei
Bakterienstdmme zeichnen sich durch eine unterschiedliche Toxinproduktion (TcdA, TcdB), PAD-Aktivitat
(Citrullinierung) und klinische Symptomatik aus. (Chen et al. 2008; Tenover et al. 2011; Darkoh et al. 2015;
Jafari et al. 2013; Institut fir Mikrobiolgie, Universitat Rostock)

Stamm Toxinproduktion Citrullinierung Gewichtsverlust Epithelschaden
VPI 10463 hoch gering schwer hoch
2K14 mittel hoch gering sehr gering
630 niedrig mittel kaum kaum

3.2 CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE-INFEKTION

Bei der Durchfiihrung der Infektion diente zur Orientierung das etablierte Protokoll von

Chen et al.

3.2.1 BAKTERIENSTAMME

Die Stamme 630, 2K14 und VPI 10463 des Bakteriums Clostridioides difficile stammen
von der Clostridia Research Group (University of Nottingham, Centre for Biomolecular
Science, Nottingham, UK). Am Institut fur Biowissenschaften der Universitat Rostock er-
folgte die Kultivierung in Brain Heart Infusion Solution (HiMedia Laboratories GmbH, Ein-
hausen) versetzt mit 5g/l Hefeextrakt (Biolab Zrt. Budapest, Ungarn) unter anaeroben
Bedingungen (N2 mit max. 5% H2) und 0,1 % L-Cystein (Acros Organics part of Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Die Stamme 630 und VPI 10463 wurden 24 h vor
Inokulation bis zu einer optischen Dichte von 1,5 in BHIS kultiviert und in Aliquots a 1 ml
aufgeteilt.

Der Stamm 2K14 wurde zum Zeitpunkt der mittleren logarithmischen Phase bei einer
Temperatur von - 80°C in BHIS und Glycerin im Verhaltnis 10:1 aufbewahrt. Direkt vor
dem Zeitpunkt der Inokulation wurden die tiefgefrorenen Aliquots bei Raumtemperatur
aufgetaut und anschlieRend auf geringer Stufe gevortext.

Die verwendeten C. difficile-Stamme unterscheiden sich in der PAD-Aktivitat, der Patho-
genitat und der Produktion von TcdA und TcdB (s. Tabelle 3).
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Tabelle 4: Verabreichte Antibiotika vor der Infektion mit C. difficile. Die Gabe der Antibiotika erfolgte
oral Uber das Trinkwasser Uber einen Zeitraum von drei Tage. Clindamycin wurde als einmalige intraperi-
toneale Injektion verabreicht.

Antibiotikum Firma Applikation Dosis
Kanamycin Carl Roth, Karlsruhe per oral 0,4 mg/ mi
Colistin InfectoPharm, Heppenheim per oral 850 IE / ml
Vancomycin Dr. Eberth, Ursensollen per oral 0,045 mg / mi
Gentamicin ratiopharm, Ulm per oral 0,035 mg / mi
Metronidazol Braun Melsungen AG, Melsungen per oral 0,215 mg/ mi
Clindamycin MIP Pharma, Bli?skasteI-Niederw[]rzbach, intraperitoneal 10 mg / kg KG
Osterreich

3.2.2 VORBEHANDLUNG MIT ANTIBIOTIKA

Die Ausgangssubstanzen der Antibiotika Kanamycin, Colistin und Vancomycin lagen zu-
nachst in einem festen Aggregatzustand vor und wurden aus diesem Grunde in sterilem
Wasser gelost. Die entsprechenden Konzentrationen sind der Tabelle 4 zu entnehmen.
Unter Beachtung der individuellen Haltbarkeitsdauer wurden die Aliquots von Kanamycin
bei - 20 °C bzw. die Aliquots von Colistin und Vancomycin bei einer Temperatur von + 4
°C gelagert. Gentamicin, Metronidazol und Clindamycin lagen bereits in gebrauchsferti-

gen Ampullen vor und wurden lichtgeschutzt bei Raumtemperatur gelagert.

Die Tiere erhielten an drei aufeinander folgenden Tagen Uber das Trinkwasser Ka-
namycin (0,4 mg / ml), Gentamicin (0,035 mg / ml), Colistin (850 IE / ml), Metronidazol
(0,215 mg / ml) und Vancomycin (0,045 mg / ml). Diese Mischung wurde taglich neu
angesetzt, um Wirkungsverlusten vorzubeugen. Am vierten und flinften Tag erhielten die
Tiere wieder unbehandeltes Leitungswasser um am darauffolgenden sechsten Tag eine
einmalige intraperitoneale Injektion von Clindamycin (10 mg / kg KG) verabreicht zu be-
kommen. (s. Abbildung 4) Dafir wurde Clindamycin direkt vor der intraperitonealen In-

jektion auf 3 mg / ml mit steriler NaCl-Losung verdunnt.
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3.2.3 INOKULATION

Einen Tag nach der Gabe von Clindamycin wurde den Mausen Uber Einfihren einer
Schlundsonde 10° CFU in einem Volumen von 200 ul des jeweiligen C. difficile-Stammes
verabreicht. Die Inokulationen wurden unter einer Abzugshaube und mit persénlicher
Schutzausristung durchgeflihrt. Potenziell kontaminierte Oberflachen wurden anschlie-
Rend mit dem sporoziden Desinfektionsmittel Dismozon® plus (Paul Hartmann AG, Hei-

denheim) desinfiziert.

3.2.4 UBERWACHUNG UND MEDIKAMENTOSE BEHANDLUNG DER C. DIFFICILE-INFEK-
TION

Ab dem Tag der C. difficile-Infektion wurde jedes Tier fur zehn Tage mindestens einmal
taglich gewogen, um friihzeitig groRe Gewichtsverluste zu detektieren. Bei ersten Anzei-
chen der Diarrhoe und ab einem Gewichtsverlust von Gber 5 % wurde dem Trinkwasser
125 mg / 100 ml Metamizol zugesetzt, um eventuelle Schmerzen und Bauchkrampfe zu
minimieren.

Ein Gewichtsverlust von Uber 15 % war in den Experimenten ausschlaggebend flr einen
schweren Verlauf der CDI. Aus diesem Grunde wurde hier die Indikation zur Eradikation
gestellt. Bei einem Gewichtsverlust von mehr als 20 % wurden die Mause von ihrem Leid

erlést und aus dem Experiment ausgeschlossen.

3.2.5 ERADIKATIONSTHERAPIE

Eine Eradikationstherapie wurde bei allen Mausen eingeleitet, die aufgrund der CDI
mehr als 15 % Gewicht, in Bezug auf das Gewicht gemessen am Tag der Infektion,
verloren haben. In einer Versuchsgruppe war die Eradikationstherapie fester Bestandteil
des Versuchsaufbaus und somit erhielten diese alle Mause drei Tage nach Infektion.

Die Eradikation umfasste insgesamt finf Tage, an denen die Mause 40 mg / kg Korper-
gewicht Vancomycin oral Uber das Trinkwasser ad libitum erhielten. Zusatzlich wurden
den Tieren am fiinften Tag Stuhl von gesunden Spendermausen transplantiert. Hierfur
wurden zunachst 6 - 8 Kotpellets von gesunden Spendermausen mit 1 ml PBS gevortext.
Vom Uberstand wurde pro Maus ein Volumen von 200 pl Giber eine Schlundsonde ver-

abreicht.
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3.3 KOLLAGEN-INDUZIERTE ARTHRITIS

Fur die Vorgehensweise der Kollagen-induzierten Arthritis dienten als Orientierung die
Empfehlungen von Chondrex Inc. Hierflr erfolgte die Injektion zur Immunisierung an Tag

0 und wurde gefolgt von einer Boost-Injektion an Tag 21.

3.3.1 KOLLAGEN TYP Il UND FREUNDS ADJUVANTIEN

Fur die Immunisierung wurde 10 mg lyophilisiertes bovines Kollagen Typ Il (Chondrex
Inc., WA, USA) in 5 ml 0,05 M Essigsaure mittels Magnetrthrer und Ruihrstab bei einer
Temperatur von 4 °C Uber Nacht gelést. Am nachsten Morgen erfolgte das Aliquotieren
der Lésung in 100 ul bis 500 ul Portionen. Die Aliquots wurden bei - 20 °C fir bis zu drei
Monate gelagert und bei Gebrauch auf Eis langsam aufgetaut.

Die Herstellung der Emulsion, bestehend aus der Kollagenldsung und kompletter
Freunds Adjuvans (CFA) zur Immunisierung (Tag 0) bzw. inkompletter Freunds Ad-
juvans (IFA) zum Boost (Tag 21) erfolgte im Verhaltnis 1:1. Hierfir wurden die zwei Re-
agenzien in zwei separaten 1 ml-Spritzen aufgezogen, welche Gber einen Mischadapter
verbunden wurden, und unter Kihlung bis zur Erlangung einer homogenen Emulsion fur
eine Minute gemischt. Zur Uberprifung der Stabilitdt der Kollagen-CFA-Emulsion, wurde
ein Tropfen davon in eine Nierenschale mit raumtemperiertem Wasser gegeben. Bei ei-
ner stabilen Emulsion schwimmen die Tropfen solide auf der Wasseroberflache. War
hingegen eine Dissoziation der Emulsion auf der Wasseroberflache zu beobachten, war

dies ein Zeichen flr eine instabile Emulsion.

3.3.2 INJEKTION

Sowohl fir die Immunisierung als auch fir die Boost-Injektion erfolgte eine vorliberge-
hende Fixierung der Maus in einem transparenten Restrainer, welcher einen optimalen
Zugang zur nicht behaarten Schwanzbasis als Injektionsort ermdglichte. Fur die subku-
tane Applikation wurde Uber eine 25 G Kandle ein Volumen von 140 pl der Emulsion
verabreicht. Dies entsprach 140 pg bovinem Kollagen Typ Il. Fur die Boost-Injektion
wurde die Einstichstelle ca. 1 cm nach distal verlagert, das applizierte Volumen und die

Kollagenmenge blieben gleich.
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3.3.3 SCORINGSYSTEM DER ARTHRITIS UND ANALGETISCHE BEHANDLUNG

Ab der ersten Injektion von Kollagen Typ Il zur Immunisierung wurden die Tiere jeden
zweiten Tag auf arthritische Beschwerden, wie Rétungen und Schwellungen, untersucht.
Da mit den ersten Symptomen nach der Boost-Injektion zu rechnen war, erhielten die
Mause ab diesen Zeitpunkt zur Analgesie Tramadol Uiber das Trinkwasser.

Um die Krankheitsauspragung der Kollagen-induzierten Arthritis zu quantifizieren, wurde
ein Score angewendet. Fur eine betroffene Phalanx wurde ein Punkt vergeben, fur eine
betroffene Hand- bzw. FuRwurzel 5 Punkte und fur ein betroffenes Hand- bzw. Sprung-
gelenk ebenfalls 5 Punkte. Da bei den Mausen die Daumen nicht sehr ausgepragt sind,

war somit ein maximal erzielbarer Arthritis-Score von 58 Punkten pro Tier moglich.

Gesund

Arthritis

Punkte-
schema

Rechts Links

Abbildung 3: Die Arthritis wurde visuell unter Beriicksichtigung eines Scores erhoben. Eine be-
troffene Phalanx ging mit einer Punktwertung von 1 ein, ein betroffenes Hand- beziehungsweise FuRwur-
zelgelenk sowie Hand- bzw. Sprunggelenk ging mit einer Punktwertung von jeweils 5 ein.
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3.4 HISTOLOGIE

In Histokassetten Uberflhrt wurden die Pfoten fir 14 Tage beziehungsweise der Dick-
darm fur zwei Tage zur Asservierung zunachst in Formaldehyd 4 % eingelegt. Bei der
Praparation der Dickdarme fand die Swiss-Roll-Technik Anwendung. (Bialkowska et al.
2016) Zur weiteren Aufbewahrung wurden die Praparate fur 30 min. mit Leitungswasser
gespult und in Ethanol 70 % gelagert. Bei den Pfoten war vor diesem Schritt eine Kno-
chenentkalkung mit UseDecalc® Uber eine Dauer von zwei Wochen notwendig. Zu ei-
nem spateren Zeitpunkt wurden die Praparate in Paraffin eingebettet. Mit einem Mikro-
tom wurden 4 pym dicke Schnitte geschnitten, die auf Objekttragern fixiert wurden. Im

weiteren Schnitt erfolgte die HE-Farbung (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Protokoll der Haimalaun-Eosin-Farbung (HE).

Arbeitsschritt Reagenz Zeit
1 Roti-Histol 10 min.
2 Roti-Histol 10 min.
3 Propanol 5 min.
4 Propanol 5 min.
5 Ethanol 96 % 5 min.
6 Ethanol 80 % 5 min.
7 Ethanol 70 % 5 min.
8 Aqua destillata 5 min.
9 Aqua destillata 5 min.
10 Hamalaun 25 sek.
11 Spillung mit Leitungswasser 30 min.
12 Aqua destillata 5 min.
13 Eosin 2 min.
14 Aqua destillata 3x eintauchen
15 Ethanol 70 % + 1 Tropfen NH3 3x eintauchen
16 Ethanol 80 % 5 min.
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17

18

19

20

21

22

Ethanol 96 % 5 min.
Propanol 5 min.
Propanol 5 min.
Roti-Histol 5 min.
Roti-Histol Uber Nacht
Eindecken mit Kandabalsam verdiinnt mit Xylol Uber Nacht

3.5 IMMUNHISTOCHEMIE

Tabelle 6: Protokoll der Inmunhistochemischen Anfiarbung von CSPG4

Arbeitsschritt Reagenz Zeit
1 Roti-Histol 10 min.
2 Roti-Histol 10 min.
3 Propanol 5 min.
4 Propanol 5 min.
5 96% EtOH 5 min.
6 80% EtOH 5 min.
7 70% EtOH 5 min.
8 Aqua destillata 5 min.
9 Aqua destillata 5 min.
10 Trocken wischen in der Peripherie
11 Liquid-Blocker-Stift
12 Waschen in Puffer A 2x 5 min., Orbitalschittler
13 Antigenretrieval mit Trypsin-EDTA 10 min. bei 37 °C im Brutschrank
(0,05 %)
14 Waschen in Puffer A 2x 5 min., Orbitalschittler
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Antigenblockung mit Goat Serum :

Puffer B (1 : 10)

Waschen in Puffer A

Primar-AK im Kihlschrank bei 4°C

Spilen mit Puffer A

Waschen in Puffer A

Peroxid

Waschen mit Leitungswasser

Waschen in Puffer A

Sekundar-AK

Waschen mit Puffer A

DAB-Substrat

Waschen mit Leitungswasser

Hamalaun

FlieBendes Leitungswasser

Aqua dest

70% EtOH

80% EtOH

96% EtOH

Propanol

Propanol

Roti-Histol

Roti-Histol

Eindecken mit Kanadabalsam

2 h in Feuchtkammer bei Raumtempe-

ratur
2x 5 min., Orbitalschittler

Uber Nacht, 5.0 ug/ml

Jedes Praparat einzeln mit Pipette!

2x 5 min., Orbitalschittler

Jeweils 1 Tropfen pro Praparat,

15 min.

15x eintauchen

2x 5 min., Orbitalschittler

1 h bei Raumtemperatur, 5.0 pg/ml

2x 5 min., Orbitalschittler

10 min. bei Raumtemperatur

15x eintauchen

Umrihren, 50 sek. einwirken

25 min.

5 min.

5 min.

5 min.

5 min.

5 min.

5 min.

5 min.

2h

1-2 Tropfen
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3.6 QUANTITATIVE REAL TIME PCR

Am Endpunkt der Experimente wurde von den Tieren sowohl inguinale als auch mesen-
teriale Lymphknoten entnommen und zunachst in 200 yl RNAlater (ThermoFisher) far
24 h bei einer Temperatur von 4 °C gelagert, um sie anschlieRend bei - 80 °C bis zur
Weiterverarbeitung aufzubewahren. Fir die PCR wurden die Vials mit Lymphknoten zu-
nachst auf Eis aufgetaut und in ein Vial mit FastPrep Lysing Matrix A und 600 pl RLT-
Puffer (Qiagen, Hilden, Germany) gegeben (MP Biomedicals Germany GmbH, Esch-
wege, Germany). Mittels eines Homogenisators wurde das Praparat bei 6 m / s fur 45
Sekunden homogenisiert und bei 16.000 x g fir 1 Minute mittels einer Microfuge 16 —
Zentrifuge (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) zentrifugiert. Die Proteinextraktion er-
folgte durch Hinzugeben von 600 pl Acid-Phenol : Chloroform pH 4,5 und manuellem
Schutteln. Im nachsten Schritt wurde das Gemisch bei 16.000 x g fir finf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert und die RNA von der wassrigen Phase mit Hilfe von
RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden, Germany) extrahiert. Der RNA-Gehalt wurde am Na-
noDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gemessen. Anschlieend wurde
die RT-PCR mit Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) und unter
Anwendung des HighCapacity cDNA Reverse Transcription Kit Users Guide (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Die Q-PCR wurde mit ABI 7900 HT
Fast Real Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) mit Hilfe des Benutzer-
handbuchs von TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA) durchgefuhrt. Dafur wurden folgende TagMan Gene Expression Assays be-
nutzt: Gapdh (Mm99999915 g1), Thx21 (Mm00450960_m1), Gata3
(Mm00484683_m1), Foxp3 (Mm00475162_m1) und Rorc (Mm01261022_m1).
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3.7 SOFTWARE

Tabelle 7: Verwendete Software.

Software Verwendungszweck

SigmaPlot Abbildungen und Statistische Berechnungen
Microsoft Word Anfertigung der Dissertation

Vision (Mikroskop) Histologische Aufnahmen
NanoDrop, Thermofisher Quantifizierung des RNA-Gehalts
Microsoft Excel Datenarchivierung
Microsoft Powerpoint Bearbeitung der Abbildungen
Citavi Zitierprogramm

3.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Datensatze wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft. Um sta-
tistische Unterschiede zwischen zwei Gruppen zu berechnen, wurden t-Tests bezie-
hungsweise Mann-Whitney U-tests angewendet. Zum Vergleich der Gewichtsverlaufe
von mehr als zwei Gruppen erfolgte die Auswertung mittels One-Way ANOVA mit Post-
Hoc-Tests (Tukey-Test). Mittels umgekehrter Kaplan-Meier-Kurven erfolgte die Darstel-
lung der Inzidenz der Arthritis. Hier erfolgte der Vergleich der Versuchsgruppen unterei-
nander mittels log-rank-Test (Mantel-Cox). Korrelationen zwischen den T-Zell-spezifi-
schen Transkriptionsfaktoren wurden mit dem Spearman-Test (nichtparametrisches
MalR) oder Pearson-Test (parametrisches Mal}) berechnet.

P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant definiert. Die dazugehorige Darstel-

lung geschah folgendermal3en:

*p=0,01-0,05
**p =0,001-0,01
***p =0,0001 - 0,001
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41 UNTERSCHIEDLICHE KRANKHEITSAUSPRAGUNGEN DURCH C. DIFFICILE
VP110463, 2K14 uND 630

Die Suszeptibilitat des DBA/1J x B10.Q-Mausstamms fur die C. difficile-Infektion (CDI)
wurde bereits durch Vorexperimente im Institut untersucht. Wie bereits in 3.2.2 erlautert
wurde, erhielten die Tiere vor der Gabe der Bakterien eine Antibiotikamixtur tUber das
Trinkwasser bzw. als intraperitoneale Injektion. Fir die verschiedenen C. difficile-
Stamme sind sowohl unterschiedliche Aktivitaten der Toxinproduktion als auch PAD-Ak-
tivitaten bekannt (s. Tabelle 3). Im Allgemeinen ist die Toxinproduktion fir die krank-
heitsspezifischen Symptome einer CDI verantwortlich. (Samore et al. 1994)

In den Experimenten konnten die grof3ten Gewichtsverluste nach ca. zwei Tagen bei den
Tieren verzeichnet werden, die den Bakterienstamm VPI 10463 erhielten. Im Vergleich
zur Medium-Gruppe flhrte die VPI 10463-Infektion zu einem signifikanten Gewichtsver-
lust an Tag 9 (p = 0,04). (s. Abbildung 5) Im Durchschnitt kam es bei diesen Mausen zu
einer Gewichtsreduktion von 5 % (SD = 4,8). Der grofdte gemessene Gewichtsverlust lag
in dieser Gruppe bei 13,4 %. Der Gewichtsverlust der 630-infizierten Mausegruppe war
zwar nicht signifikant, lag jedoch mit 4,0% (SD = 2,3) annahernd in der Gré3enordnung
von VPI 10463.
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Abbildung 4: Experimenteller Aufbau im ersten Teilversuch. An den ersten drei Tagen erhielten die
Mause eine Antibiotikamixtur ber das Trinkwasser und an Experimenttag sechs eine einmalige intraperi-
toneale Injektion von Clindamycin (vgl. Tabelle 4). Die Infektion mit 10° CFU des jeweiligen C. difficile-
Stamms (2K14, 630, VPI 10463) erfolgte an Tag sieben. AnschlieRend wurde durch zwei subkutane Kol-
lagen-Typ-ll-Injektionen (Experimenttag 28 bzw. 49) im Bereich der Schwanzbasis die Kollagen-induzierten
Arthritis ausgeldst.

42



ERGEBNISSE

Durch die Inokulation mit dem Stamm 2K14 wurde das Gewicht mit durchschnittlich 0,3
% (SD = 4,0) durch die Infektion am wenigsten beeinflusst. Die Gewichtsverlaufskurve
der 2K14-infizierten Mause unterscheidet sich dadurch nicht wesentlich von der der Me-
dium-Gruppe. Unabhangig vom Bakterienstamm und von der Auspragung der Gewichts-
reduktion war bei allen infizierten Mausen eine Diarrhoe als weiteres klinisches Symptom
erkennbar.

Neben der klinischen Symptomatik lassen sich zwei Tage nach der Infektion mit dem
Stamm VPI 10463 histopathologische Zeichen einer C. difficile-assoziierten Colitis an-
hand von H&E-Farbungen von Dickdarmpraparaten der Mause nachweisen (s. Abbil-
dung 6). Im Vergleich zu gesunden Mausen sind eine verdickte Submukosa mit Entzin-
dungsinfiltraten und vermehrter Kapillarisierung Zeichen einer Entziindungsreaktion. In
der Epithelschicht weisen die zum Darmlumen gerichteten Schleimhautabschnitte Ero-
sionen - sogenannte ,summit lesions* - auf. Ferner weisen die muzinproduzierenden
Becherzellen bildmorphologisch eine reduzierte Zahl an Vesikeln auf, was fir eine ein-

geschrankte Funktionalitat der Zellen spricht.

4

—0——  Medium

Gewichtsverdanderung in Prozent
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Abbildung 5: Mittelwerte (* SEM) der prozentualen Gewichtsverdanderung der einzelnen Mausegrup-
pen im ersten Teilversuch. Nach vorheriger Antibiotikatherapie erhielten die Mause am siebten Experi-
menttag 105 CFU des jeweiligen C. difficile-Stamms (2K14: n = 8, 630: n = 8, VPI 10463: n = 8) bzw. Bak-
terienmedium (Medium: n = 8) Giber eine Schlundsonde. Die drei C. difficile-Stamme flhrten zu unterschied-
lichen Gewichtsverlusten ein bis zwei Tage nach Infektion (CDI). Bei den VPI 10463-infizierten Mausen war
die Gewichtsveranderung signifikant im Vergleich zu den Mausen (Medium), die nur das Bakterienmedium
erhielten (*p = 0,04).
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42 AUSWIRKUNGEN DER DREI C. DIFFICILE-STAMME AUF DIE NACHFOL-
GENDE KOLLAGEN-INDUZIERTE ARTHRITIS

Zum Auslésen der artifiziellen Arthritis sind zwei Kollagen Typ ll-Injektionen nétig. Die
Primarimmunisierung fand an Tag 28 - drei Wochen nach CDI - statt. Die zweite Injektion
drei Wochen nach der Primarimmunisierung an Versuchstag 49 (s. Abbildung 4).

Bei einer GruppengrofRe von acht Tieren pro Gruppe erhielten alle Tiere die Kollagen-
Injektionen. Drei Mausegruppen erhielten vor Immunisierung einen jeweiligen Clostri-
dienstamm (s. 4.1). Zum Vergleich wurde eine Kontrollgruppe mitgeflihrt, in der lediglich
die Arthritis ausgeldst wurde. Eine weitere Gruppe erhielt vor Induktion der Arthritis die

Antibiotika, jedoch keine Clostridien, sondern lediglich 200 ul des BHIS-Nahrmediums.

Gesund VPI 10463

Abbildung 6: Histologische Schnitte (H&E-Farbung, 4 pm) von Dickddrmen einer gesunden (A und
C) und VPI 10463-infizierten Maus (B und D). Die Infektion mit C. difficile VP 10463 fuihrt zu Erosionen
des Darmepithels und Entziindungsinfiltraten im Bereich der Submukosa, die 6dematds verdickt ist und
dilatierte Kapillare enthalt. Im Dickdarm von gesunden M&ausen lassen sich die Vesikel der Becherzellen
deutlich erkennen. Die MaRstableiste entspricht in A und B 100 pm und in C und D 50 pym.
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Im Experiment machte sich die CIA anschlief’end durch Schwellungen, Rétung und De-
formitaten der betroffenen Gelenke bemerkbar (s. Abbildung 7).

Jeden zweiten Tag ab Immunisierung wurden die Tiere auf arthritische Symptome un-
tersucht und mit Hilfe des Arthritis-Scores quantifiziert (vgl. Abbildung 3). In der Kontroll-
und Medium-Gruppe manifestierte sich die Kollagen-induzierte Arthritis nach durch-
schnittlich 9,5 Tagen ab dem Boost. In der Kontrollgruppe erkrankten 7 von 8 und in der
Medium-Gruppe 8 von 8 Mausen an der Arthritis.

Die Mause, die vorher mit dem Clostridienstamm VPI 10463 infiziert wurden, erzielten
einen signifikant niedrigen kumulativen Arthritis-Score im Vergleich zu den Kontrollgrup-
pen. Bezogen auf einen Beobachtungszeitraum von drei Wochen nach Boost-Injektion
entwickelten sieben von acht Mause in der VPI110463-Gruppe keine Arthritis. Bei einer
Maus in dieser Gruppe zeigten sich erste arthritische Symptome am 54. Experimenttag
und entwickelte im weiteren Verlauf eine schwere CIA mit einem Arthritis-Score von 39
am Endpunkt (s. Abbildung 9 und 10).

Bei den 2K14 und 630 infizierten Mausen erkrankten pro Gruppe jeweils 7 von 8 Tieren
im Laufe des Experiments an der Kollagen-induzierten Arthritis. Der Arthritis-Score
wurde in beiden Mausegruppen nicht signifikant beeinflusst durch die Vorinfektion mit
dem jeweiligen C. difficile-Stamm, jedoch manifestierte sich auch hier die Arthritis spater.
Im Mittel entwickelten sich arthritische Beschwerden nach 12,7 Tagen bei den 2K14-

infizierten Mausen bzw. nach 15,3 Tagen bei den 630-infizierten Mausen.

Am Ende des Experiments wurden die Pfoten der Mause asserviert und histologische
Schnittbilder angefertigt. Bei den gesunden Tieren, die als Spender fir die Stuhltrans-
plantation dienten und bei denen keine arthritischen Symptome ausgeldst wurden, zeigt
sich ein intaktes Knochen- und Knorpelgewebe, das von einer erkennbaren Gelenkkap-
sel umgeben ist. Der Gelenksspalt stellt sich aufgrund von Praparationsartefakten ver-
breitert dar. (s. Abbildung 8A)

Die von der Kollagen-induzierten Arthritis betroffenen Gelenkabschnitte zeigen eine Ge-
lenkspaltverschmalerung, Lymphozyteninfiltrate sowie Resorptionszonen, die zu einer
Destruktion des Knochens und Knorpels flihrten. Die einzelnen gelenkbildenden Einhei-
ten wie die Gelenkkapsel und die Synovia lassen sich bei den arthritischen Gelenken

schwer abgrenzen. (s. Abbildung 8B)
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Ansicht
von
medial

Ansicht
von
plantar

Kontrolle Medium VPI 10463 2K14 630
(n=8) (n=28) (n=8) (n=8) (n=8)

Antibiose - + + + +

CDI . - + + +

CIA + + + + +

Abbildung 7: Mausegruppen und durchgefiihrte Interventionen sowie reprasentative Fotos der Hin-
terpfoten am Endpunkt des Experiments.

Gesund Kollagen-induzierte Arthritis

Abbildung 8: Histologische Schnitte (Himalaun-Farbung, Dicke 4 ym) eines gesunden (A) und arth-
ritischen (B) Interphalangealgelenks. Im gesunden Zustand zeigt sich eine glatte Knorpel- und Knochen-
oberflache umgeben von einer intakten Gelenkkapsel mit regelrechter Synovia. Bei der CIA sind Entziin-
dungsinfiltrate, Knochen- und Knorpelresorptionen sowie ein verminderter Gelenksspalt histomorphologi-
sche Zeichen einer Entziindungsreaktion. MaRstableiste entspricht 200 pm.
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Abbildung 9: Inzidenz der Kollagen-induzierten Arthritis je Gruppe im ersten Teilversuch. An Tag 49
erhielten die Tiere die Boost-Injektion mit Kollagen Typ II. Anschlieend manifestierte sich die CIA. Bei den
Mausen in den infizierten Gruppen (2K14: n = 8, VPI 10463: n = 8, 630: n = 8) zeigten sich die Symptome
einige Tage spater als in den nicht infizierten Gruppen (Kontrolle: n = 8, Medium: n = 8). Der C. difficile-
Stamm VPI 10463 fiihrte sogar zu einer erniedrigten Inzidenz der CIA. Nach Berechnung des log-rank-Test
(Mantel-Cox-Test) weisen die Versuchsgruppen untereinander signifikante Unterschiede auf (**p = 0,006).
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Abbildung 10: Kumulativer Arthritis-Score pro Gruppe im ersten Teilversuch. Die mit C. difficile infi-
zierten Mause (2K14: n = 8, 630: n = 8 und VPI 10463: n = 8) haben im Vergleich zu den nicht infizierten
Gruppen (Kontrolle: n = 8, Medium: n = 8) einen niedrigeren kumulativen Arthritis-Score. Nach Anwendung
des Kruskal-Wallis-Tests ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Medium- und VPI 10463-

Gruppe (*p = 0,024).
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4.3 EFFEKTE EINER ERADIKATION VON VPI 10463 AUF EINE NACHFOLGENDE
KOLLAGEN-INDUZIERTE ARTHRITIS

Aufgrund der signifikant positiven Effekte auf die Kollagen-induzierte Arthritis, wurden
die folgenden Experimente nur mit dem C. difficile-Stamm VPI 10463 durchgefuhrt. Um
herauszufinden, ob eine Eradikationstherapie nach Infektion mit dem Bakterienstamm
VPI 10463 die folgende CIA beeinflusst, erhielten Mause in dieser Versuchsgruppe
(n = 8) drei Tage nach der C. difficile-Infektion Uber einen Zeitraum von flnf Tagen eine
medikamentdse Therapie mit Vancomycin oral im Trinkwasser. Am flinften Therapietag
erfolgte zusatzlich eine Stuhltransplantation. Die genaue Vorgehensweise ist unter 3.2.5
beschrieben.

Nach einer Remissionszeit von 5 Tagen nach Infektion erreichten die Mause mit Eradi-
kation wieder ihr Ausgangsgewicht. In der Vergleichsgruppe gelangten hingegen die
Tiere nach ca. 9 Tagen in Spontanremission und glichen sich am 17. Experimenttag dem
Gewichtsniveau der Eradikationsgruppe an. (s. Abbildung 12)

Am Experimenttag 28 erfolgte die Primarimmunisierung und am Tag 49 die Boost-Injek-
tion, um die Kollagen-induzierte Arthritis auszuldsen. Zu diesen Zeitpunkten waren we-
der bei den eradizierten noch bei den nicht eradizierten Mausen klinische Symptome
einer C. difficile-Infektion zu sehen. Sieben der acht Mause, die die Eradikation erhielten,
erkrankten an der Arthritis. (s. Abbildung 13) Dabei manifestierten sich die arthritischen
Symptome im Durchschnitt friher als in der Gruppe ohne Eradikation, ndmlich 6,1 Tage
nach der Boost-Injektion von Kollagen Typ II. In Hinblick auf den kumulativen Arthritis-
Score war bei den Mausen mit Eradikation eine signifikant héhere Punktzahl und somit

ein héherer Schweregrad der Arthritis zu verzeichnen. (s. Abbildung 14)
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Abbildung 11: Experimenteller Aufbau im zweiten Teilversuch. Der obere Arm entspricht dem Versuchs-
aufbau des ersten Teilversuchs. Um nun die Auswirkungen einer Eradikationstherapie auf die CIA zu unter-
suchen, erhielt eine Mausegruppe (n = 8) ab dem zehnten Experimenttag Vancomycin Gber das Trinkwasser
sowie am 15. Tag eine Stuhltransplantation (FMT) von gesunden Spenderméausen. AnschlieRend wurde
durch zwei subkutane Kollagen-Typ-IlI-Injektionen (Experimenttag 28 bzw. 49) die Arthritis ausgel6st.
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Abbildung 12: Mittelwerte (* SEM) der prozentualen Gewichtsveranderung der einzelnen Mausegrup-
pen (n = 8) im zweiten Teilversuch. Durch die Eradikationstherapie erlangten die Mause schneller ihr
Ausgangsgewicht.
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Abbildung 13: Inzidenz der Kollagen-induzierten Arthritis je Gruppe (n = 8) im zweiten Teilversuch.
Ein Eradikation von VPI 10463 hebt dessen positiven Effekt auf die Inzidenz der CIA auf. Nach Berechnung
des log-rank-Test (Mantel-Cox-Test) weisen die Versuchsgruppen untereinander signifikante Unterschiede
auf (**p = 0,008).
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44  T-ZELL-SUBPOPULATIONEN IN LYMPHKNOTEN

Aus den bisherigen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass eine spontane Abheilung einer
Infektion mit VPI 10463 eine darauffolgende CIA abschwacht bzw. den Krankheitsaus-
bruch verhindert. Erfolgt jedoch eine Eradikationstherapie, bestehend aus Vancomycin
und einer Stuhltransplantation, zeigt sich dieser Effekt interessanterweise nicht mehr. Es
muss also einen Unterschied in der Immunreaktion geben. Zur Differenzierung der un-
terschiedlichen T-Helferzellen (Th-Zellen) wurden die Expression der populationsspezi-
fischen Transkriptionsfaktoren in den mesenterialen und inguinalen Lymphknoten mittels
PCR analysiert.

In den mesenterialen Lymphknoten von VPI 10463-infizierten M&usen mit und ohne Era-
dikation lasst sich eine Uberexpression von Gata3 und Foxp3 detektieren. (s. Abbildung
15) Die signifikant erhdhte Gata3-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe lasst auf
eine Th2-gewichtete Immunantwort schlieen. Da zwischen der individuellen Foxp3- und
Gata3-Expression der VPI 10463-infizierten Tiere ohne Eradikationstherapie eine signi-
fikant hohe Korrelation besteht, ist hier die Immunreaktion in den mesenterialen Lymph-
knoten von einem anti-inflammatorischen Treg-Th2-Milieu gesteuert. (s. Abbildung 16)
Bei den VPI 10463-infizierten Mausen, die anschlielRend die Eradikationstherapie erhiel-
ten, korrelierte die Expression von Foxp3 nicht mit der von Gata3, daflr jedoch mit der
Tbx21- und Rorc-Expression. (s. Abbildung 16)
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Abbildung 14: Kumulativer Arthritis-Score pro Gruppe (n = 8) im zweiten Teilversuch. Die Eradikation
von VPI 10463 fuhrt im Vergleich zur spontanen Ausheilung zu einem héheren kumulativen Arthritis-Score
(n jeweils 8). Nach Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der VPI 10463- und VPI 10463 + FMT-Gruppe (*p = 0,03) sowie zwischen der VPI 10463- und Medium-
Gruppe (*p = 0,024).
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Tabelle 8: Ubersicht der Korrelationen der T-Zell spezifischen Transkriptionsfaktoren in mesenteriale
Lymphknoten der einzelnen Versuchsgruppen. Signifikante Korrelationen sind fett markiert.

Gata3 [Act] Tbx21 [Act] Rorc [Act] Foxp3 [Act] CIA [score]
Kontrolle
Gata3 [Act] 1
Thx21 [Act] 0.357/0.385 1
Rorc [Act] 0.405/0.320 0.976/0.00033 1
Foxp3 [Act] 0.786/0.021 0.571/0.139 0.619/0.102 1
CIA [score] 0.476/0.233 -0.024/0.955 0.024/0.955 0.238/0.570 1
VPI 10463 + FMT
Gata3 [Act] 1
Tbx21 [Act] 6.43/0.119 1
Rorc [Act] 0.464/0.294 0.821/0.023 1
Foxp3 [Act] 0.464/0.294 0.929/0.003 0.893/0.007 1
CIA [score] 0.286/0.535 0.286/0.535 -0.179/0.702 0.000/1.000 1
VPI10463
Gata3 [Act] 1
Tbx21 [Act] 0.381/0.352 1
Rorc [Act] 0.810/0.015 0.357/0.385 1
Foxp3 [Act] 0.976/0.000033 0.357/0.385 0.762/0.028 1
CIA [score] -0.558/0.151 -0.140/0.742 -0.482/0.226 -0.647/0.083 1
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Abbildung 15: Q-PCR der T-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren in mesenterialen Lymphkno-
ten. Jeder Punkt entspricht einer Maus. Nach Anwendung des t-Tests ergibt sich ein signifikanter Unter-
schied in der Gata3-Expression (*p=0,018)
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Dies spricht fir eine Th1- und Th17-Polarisation in den Mesenteriallymphknoten der
Mause, die mit VPI 10463 infiziert wurden und anschliellend die Eradikationstherapie
erhalten haben. In der Mausegruppe, bei der die Kollagen-induzierte Arthritis ohne eine
vorherige CDI ausgeldst wurde, zeigte Foxp3 weder eine Korrelation mit Gata3, Tbhx21
oder Rorc. Stattdessen gab es eine signifikante Korrelation der Tbx21- mit der Rorc-
Expression. (s. Abbildung 16)

Die inguinalen Lymphknoten sind die drainierenden Lymphknoten der hinteren Extremi-
tat und zeigten ein signifikant erhdhtes Expressionslevel von Rorc, bei den VPI 10463-
infizierten Mausen, die frei von arthritischen Symptomen waren. (s. Abbildung 17) Bei
diesen Mausen zeigte sich auch eine erhdhte Expression von Foxp3, die nicht mit der
Rorc-Expression korrelierte (s. Tabelle 9) und somit eine Polarisation der Treg-Zellen in
Richtung Th17-Zellen ausschlie3t. Im Gegensatz dazu zeigt sich in den Mausegruppen,
die arthritische Symptome entwickelten (Kontrolle, VPI 10463 + FMT), eine Korrelation
der Foxp3-Expression mit der von Tbx21 in den Inguinallymphknoten als Zeichen einer
Treg-Polarisation in Richtung Th1-Zellen. (s. Abbildung 18) Zusammenfassend lassen
sich die Befunde in den mesenterialen und inguinalen Lymphknoten auf eine unter-
schiedliche T-Zell-Polarisation zurlckfuhren. Eine spontane Abheilung einer Infektion
mit VPI 10463 flhrt zu einer Th2-Polarisation in den mesenterialen Lymphknoten, die
Kollagen-induzierte Arthritis hingegen geht mit einer Polarisation der inguinalen Treg-

Zellen in Richtung Th1-Zellen einher.
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Abbildung 16: Korrelationen der T-Zell spezifischen Transkriptionsfaktoren in mesenterialen Lymph-
knoten. Jeder Punkt entspricht einer Maus.
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Tabelle 9: Ubersicht der Korrelationen der T-Zell spezifischen Transkriptionsfaktoren in inguinale
Lymphknoten der einzelnen Versuchsgruppen. Signifikante Korrelationen sind fett markiert.

Gata3 [Act] Tbx21 [Act] Rorc [Act] Foxp3 [Act] CIA [score]
Kontrolle
Gata3 [Act] 1
Thx21 [Act] 0.595/0.120 1
Rorc [Act] 0.571/0.139 0.833/0.010 1
Foxp3 [Act] 0.810/0.015 0.905/0.002 0.690/0.058 1
CIA [score] 0.762/0.028 0.643/0.086 0.429/0.289 0.738/0.037 1
VPI 10463 + FMT
Gata3 [Act] 1
Tbx21 [Act] 0.524/0.183 1
Rorc [Act] 0.429/0.289 0.857/0.007 1
Foxp3 [Act] 0.643/0.086 0.929/0.001 0.881/0.004 1
CIA [score] 0.667/0.071 0.214/0.610 0.381/0.352 0.524/0.183 1
VPI10463
Gata3 [Act] 1
Tbx21 [Act] 0.143/0.760 1
Rorc [Act] 0.000/1.000 0.857/0.014 1
Foxp3 [Act] 0.607/0.148 0.286/0.535 0.464/0.294 1
CIA [score] -0.519/0.233 -0.445/0.317 -0.556/0.195 -0.334/0.465 1
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Abbildung 17: Q-PCR der T-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren in inguinale Lymphknoten. Je-

der Punkt entspricht einer Maus. Nach Anwendung des t-Tests ergibt sich ein signifikanter Unterschied in

der Rorc-Expression (*p=0,0325)
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4.5 THERAPEUTISCHES POTENZIAL EINER INFEKTION MIT VPI 10463 BEI EI-
NER MANIFESTEN KOLLAGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS

In den vorherigen Experimenten ergab sich ein positiver Einfluss auf die CIA, wenn eine
Vorinfektion mit dem C. difficile-Stamm VPI10463 stattfand und spontan abheilte. Im
nachsten Schritt sollte herausgefunden werden, ob Mause, die bereits an einer manifes-
ten CIA leiden, ebenfalls von einer Infektion mit dem VPI 10463 profitieren. Es wurde in
diesem Versuchsabschnitt wieder mit einer Gruppengrofie von acht Mausen pro Gruppe
gearbeitet. Alle Mause erhielten die Kollagen-Typ lI-Injektionen an Tag 1 und 22. In den
darauffolgenden Wochen manifestierten sich bei 23 der 24 Mause die arthritischen Be-
schwerden durchschnittlich nach 9 Tagen, gemessen ab der Boost-Injektion.

An Tag 49, also ca. 4 Wochen nach der Boost-Injektion mit Kollagen Typ I, erhielt ein
Teil der Tiere 10° CFU des C. difficile-Stamms VPI 10463 (iber die Schlundsonde. Die
antibiotische Therapie vor Infektion bestand wie in den vorherigen Teilexperimenten aus
den in Tabelle 4 genannten Antibiotika fir drei Tage Uber das Trinkwasser und einer

intraperitonealen Injektion von Clindamycin an Tag 48. (s. Abbildung 19)
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Abbildung 18: Korrelationen der T-Zell spezifischen Transkriptionsfaktoren in inguinale Lymphkno-
ten. Jeder Punkt entspricht einer Maus.
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Die Medium-Gruppe in diesem Versuchsaufbau erhielt nach der Antibiotikaperiode an
Tag 49 lediglich das BHIS-Nahrmedium. In der Kontrollgruppe wurde nur die Arthritis
induziert, ohne einer darauffolgenden Intervention.

Abbildung 20 zeigt den Quotienten aus der AUC des Arthritis-Scores von Tag 50 - 77
und der AUC des Arthritis-Scores von Tag 22-49 der jeweiligen Versuchsgruppe. Die
Infektion mit dem C. difficile-Stamm VPI 10463 flhrte bei den Mausen zu einer Exazer-
bation der Arthritis um den Faktor sechs. Im Vergleich dazu wiesen die Tiere, die ledig-
lich die Antibiose und das Bakterienmedium erhielten, eine Verdoppelung des Arthritis-
Scores auf. In der Kontrollgruppe, die keine Intervention erfuhr, veranderte sich die AUC
des Arthritis-Scores um durchschnittlich 1,35.
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Abbildung 19: Experimenteller Aufbau im dritten Teilversuch. Bei einer manifesten Arthritis erhielten
die Mause der VPI 10463-Gruppe (n=8) die antibiotische Mixtur lGber das Trinkwasser und an Tag 49 die
Clostridien. Die Medium-Gruppe (n=8) erhielt die Antibiose und das BHIS-Nahrmedium ohne Clostridien.
Bei der Kontroll-Gruppe (n=7) wurde lediglich die Kollagen-induzierte Arthritis ausgeldst ohne weitere Inter-
vention.
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Abbildung 20: Boxplot zeigt den Faktor, um wieviel sich der Arthritis-Score durch die jeweilige Inter-
vention (Medium, Infektion mit VPl 10463) erhodht. (Kontrolle n = 7, Medium: n = 8 und VPI 10463: n = 8)
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IgG-Kontrolle CSPG4
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Abbildung 21: Inmunhistochemische Darstellung von CSPG4 anhand Gewebepraparaten von Mau-
sepfoten. VergroRerung in A und B 10-fach, in C und D 20-fach sowie in E und F 63-fach. Der MaRstabbal-
ken betragt in A und B 200 pm, in C und D 100 ym sowie in E und F 50 pm.
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4.6 IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS VON CSPG4

Von formalinfixierten Vorder- und Hinterpfoten wurden zum Nachweis von Chondroitin-
sulfate-Proteoglykan 4 (CSPG4) immunhistochemische Praparate angefertigt. Dafur
wurden aus der jeweiligen Mausegruppe vier Tiere ausgewahlt, die am starksten von der
Arthritis betroffen waren. Die Arbeitsschritte sind dem Protokoll unter 3.5 zu enthehmen.
Bei mikroskopischer Betrachtung konnte in allen Tieren das Antigen CSPG4 in den Wan-
den von Blutgefalien detektiert werden. Bei den Gefallen handelt es sich um sowohl
arterielle als auch venodse Gefalde, die den typischen dreischichtigen Wandaufbau zei-
gen. Die CSPG4-positiven Zellen liegen der Intima bestehend aus Endothelzellen auf
und sind ungleichmafig in den Gefallwanden verteilt. (s. Abbildung 21)

Zudem ist erkennbar, dass die Blutgefalle in der ndheren Umgebung der Gelenke loka-
lisiert sind. Abbildung 21B zeigt exemplarisch den Nachweis von CSPG4 in direkter Lo-
kalisation eines arthritischen Gelenks. Im Knochen- oder Knorpelgewebe konnte CSPG4

bei den Mausen immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden.
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V. DISKUSSION

Die unklare Genese der rheumatoiden Arthritis (RA) ist Grundlage vieler Forschungsta-
tigkeiten. Das intestinale Mikrobiom erlangt dabei immer mehr Aufmerksamkeit, da es
uber zum Teil unbekannte Mechanismen der Darm-Gelenk-Achse Einfluss auf Gelen-
kerkrankungen nehmen kann (vgl. 2.3). Veranderungen des komplexen Mikrobioms des
Darms werden beim Menschen aber auch in tierexperimentellen Studien nach heutigem
Kenntnisstand mit der RA bzw. CIA in Verbindung gesetzt. (Vaahtovuo et al. 2008; Wu
et al. 2010; Rooney et al. 2020)

Um spezifische Aussagen Uber die Auswirkung auf Gelenkserkrankungen ziehen zu

koénnen, ist der Fokus auf einzelne Bestandteile und Mikroben der Darmflora notwendig.

In dieser experimentellen Arbeit wurde erstmals der Einfluss dreier Stdmme des Darm-
bakteriums C. difficile auf die Kollagen-induzierte Arthritis im Mausmodell untersucht.
Unterteilt in drei Einzelexperimente, sollten die Auswirkungen einer Infektion vor und
nach Ausldsen der arthritischen Symptome sowie die Einflisse einer Eradikationsthera-

pie auf die Arthritis beleuchtet werden.

Die C. difficile-Infektion als Ursache einer Colitis und Darmbarrierestérung

Im ersten Teil der Versuche wurden jeweils acht DBA/1 x B10.Q F1-Mause nach vorhe-
riger antibiotischer Therapie mit 10° CFU des jeweiligen C. difficile-Stamms 2K14, 630
und VPI 10463 infiziert, die zu einer unterschiedlichen Auspragung der klinischen Symp-
tomatik und des Gewichtsverlustes bei den Tieren fluhrten. Die verwendeten C. difficile-
Stamme weisen unterschiedliche Charakteristika bezlglich der Citrullinierung und der
Virulenzfaktoren auf (vgl. Tabelle 3). (Chen et al. 2008; Tenover et al. 2011; Darkoh et
al. 2015; Jafari et al. 2013)

Bei dem Stamm VPI 10463 waren dabei die grofiten Gewichtsverluste zu verzeichnen,
gefolgt vom C. difficile Stamm 630. VPI 10463, der durchaus eine hohe Toxinproduktion
besitzt, zeigte bei den mit diesem Stamm infizierten Mausen auch die héchsten Ge-
wichtsverluste. Der Stamm 630 produziert die geringste Toxinmenge im Experiment,
fuhrte jedoch bei den Tieren ebenfalls zu einer nennenswerten Gewichtsreduktion. Der
Stamm 2K14 hingegen zeigte nur eine geringe Krankheitslast bei den damit infizierten
Ma&usen, trotz einer berichteten mittelgradigen Toxinproduktion. Ein Zusammenhang mit
der quantitativen Toxinproduktion und der Auspragung des Gewichtsverlustes in den

Versuchen lasst sich nicht eindeutig herstellen. Die Pathogenitat und die Virulenz eines
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C. difficile-Stamms korreliert bekanntermafen nicht ausschlieRlich mit der Toxinproduk-
tion und ist von weiteren Faktoren, wie der Geschwindigkeit der Sporenbildung und de-
ren Auskeimung, abhangig. (Borriello et al. 1987; Hammond und Johnson 1995; Braun
et al. 1996; Merrigan et al. 2010; Carlson et al. 2015) Zudem wurde 2K14 im Gegensatz
zu VPI 10463 und 630 tiefgekuhlt bei - 80 °C in Vials gelagert und direkt vor Inokulation
bei Zimmertemperatur aufgetaut. Fehlerquellen sind hier nicht auszuschliel3en, auch
wenn vorherige Untersuchungen Instituts flr Mikrobiologie der Universitat Rostock kei-
nen Einfluss durch die tiefgefrorene Lagerung auf die Stabilitdt der Sporen gezeigt ha-
ben.

Neben den klinischen Symptomen zeigen sich durch eine VPI 10463-Infektion typische
histopathologische Veranderungen einer Colitis mit Erosionen der Schleimhaut, Schwel-
lung der Submukosa und Entziindungsinfiltraten (s. Abbildung 6). Der Nachweis mittels
ELISA der C. difficile Toxine aus dem Kot der Mause, war in unseren Experimenten
leider nicht weiterfihrend und ist aus diesem Grund hier nicht weiter erlautert. Dennoch
sind die morphologischen Veranderungen der Dickdarm-Histologie Zeichen einer erfolg-
reichen C. difficile-Infektion. (Steele et al. 2010; Carter et al. 2015)

Der Wirkungsbereich von C. difficile VPl 10463

Um anschlielend arthritische Beschwerden, ahnlich einer rheumatoiden Arthritis, bei
den Mausen zu simulieren, erfolgten drei Wochen nach Gabe der Bakterien zwei subku-
tane Injektionen von bovinen Kollagen Typ Il. Die Mause zeigten nach einer spontanen
Abheilung der CDI insbesondere bei dem C. difficile-Stamm VPI 10463 keine bzw. ab-
geschwachte arthritische Symptome im Vergleich zu den Kontrollgruppen. In den Expe-
rimenten aulerte sich dies durch eine signifikant erniedrigte Inzidenz und einer geringe-
ren Punktzahl des Arthritis-Scores. Dieses Ergebnis stellt den aktuellen wissenschaftli-
chen Erkenntnisstand in Frage, der eine Verschlechterung der arthritischen Symptome
durch PAD-exprimierende Mikroben postuliert. (Maresz et al. 2013)

In einer anderen Publikation hingegen konnte mittels einer Dextransulfat-Natrium-indu-
zierte Colitis ebenfalls eine Abschwachung der arthritischen Symptome bei Mausen be-
obachtet werden. (Hablot et al. 2017) Auch wenn bei Hablot et al. keine spezifischen
Erreger involviert waren, lasst dies Raum fir Spekulationen zu, in dem eine Darmbarri-
erestdrung — wie sie auch durch die Infektion mit C. difficile in unserem Experiment auf-

trat — die Gelenke vor einer Arthritis schitzt.
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In vorherigen Versuchen der Arbeitsgruppe Klinische Immunologie Rostock fuhrt C. dif-
ficile zu einer schnelleren Wiederherstellung der urspriinglichen Zusammensetzung der
Darmflora. Die Ergebnisse dieser Mikrobiomanalysen wurden in einer gemeinsamen
Publikation veroffentlicht und sind aufgrund der identischen Vorgehensweise der C. dif-
ficile-Infektion auf die vorliegende experimentelle Arbeit Ubertragbar. (Schmidt et al.
2020)

Auch wenn C. difficile VPI 10463 sich aufgrund der pathologischen Eigenschaften
schlecht den Probiotika zurechnen lasst, schiitzt es wie das gram-positive Bakterium
Lactobacillus casei durch eine Wiederherstellung einer gestérten Darmflora vor einer

Arthritis im Tierexperiment. (Pan et al. 2019)

Modulation der CIA durch T-Zellen und CSPG4 als Bestandteile der Darm-Gelenk-
Achse

Einen ersten Anhaltspunkt auf immunologischer Ebene liefern die Expressionslevel der
T-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren in den mesenterialen Lymphknoten der VPI
10463-infizierten Mause, die eine erhdhte Anzahl von Foxp3- und Gata3-positiven Zellen
aufweisen. Foxp3-exprimierende Treg-Zellen spielen eine besondere Rolle bei der Pro-
gression von Autoimmunerkrankungen wie der RA. (Attias et al. 2019; Qiu et al. 2020)
Durch die spontane Abheilung der CDI scheint dort ein anti-inflammatorisches Milieu
bestehend aus Treg- und Th2-Zellen zu herrschen. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem
von Atarashi et al., wo gezeigt werden konnte, dass bei Mausen mittels der oralen Gabe
einer festgelegten Mischung von C. difficile-Stammen die Anreicherung von Treg-Zellen
und TGFp im Dickdarm induziert werden konnte. (Atarashi et al. 2011)

Zur Treg-Differenzierung im Colon tragt auch die von Mikroben der kommensalen Darm-
flora gebildete kurzkettige Fettsaure Butyrat bei. (Furusawa et al. 2014) Auch wenn Clos-
tridien ssp. zur Produktion von Butyrat in der Lage sind (Vital et al. 2017), ist fur die C.
difficile-Stamme VPI 10463, 2K14 und 630 unklar, ob Uber diesen Mechanismus der
Anstieg der Foxp3-positiven Treg-Zellen und Gata3 in den mesenterialen Lymphknoten
zu erklaren ist. Denkbar ware zudem eine indirekte Stimulation der Treg-Differenzierung
durch Beeinflussung der Expression von TcdA und TcdB. (Smits et al. 2016) Laut unse-
ren Untersuchungen ist dabei eine hohe Toxinproduktion notwendig, da nur der VPI

10463 zu einem signifikant geringeren Arthritis-Score bei den Mausen fihrte.
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Dariber hinaus entfalten TcdA und TcdB auf direkten Weg durch rezeptorabhangige
Endozytose ihre Wirkung und kénnen im Rahmen einer CDI Uber die Blutbahn systemi-
sche Manifestationen verursachen. (Steele et al. 2012) Dass sich Uber diesen Mecha-
nismus neben der Treg-Polarisation die Auspragung der CIA durch die von C. difficile
produzierten Toxine beeinflussen lasst, kann in unserer experimentellen Arbeit nur ver-
mutet werden. Nichtsdestotrotz ist das Rezeptormolekil CSPG4, iber welches das C.
difficile Toxin B in die Zelle aufgenommen wird (Yuan et al. 2015), bei unseren Mausen
immunhistochemisch in wandbildende Zellen der Blutgefale nachweisbar. Bei diesen
Zellen ist aufgrund der Lokalisation und der Beziehung zu den Endothelzellen von Peri-
zyten auszugehen, fir die CSPG4 zusammen mit PDGFR} ein spezifischer Marker ist.
(Attwell et al. 2016) Zugleich wird CSPG4 physiologisch von Zellen unterschiedlicher
Organsysteme, wie dem zentralen Nervensystem, der Haut, dem Gastrointestinaltrakt,
in Gelenken sowie von Makrophagen exprimiert. (Midwood und Salter 1998; Jones et al.
2002; Legg et al. 2003; Tao et al. 2016) Bei Mausen hingegen lasst sich CSPG4 in Knor-
pel- und Knochenzellen ausschlie3lich im prapupertaren Alter finden und scheint Aufga-
ben bei der primaren Ossifikation zu haben. (Fukushi et al. 2003) Dies erklart zudem,
warum CSPG4 nicht im Knorpel- und Knochengewebe der im Experiment verwendeten

Mause detektiert wurde, da es sich um adulte Tiere handelte.

Weitaus wichtiger zur Einordnung unserer Ergebnisse ist, dass Perizyten unter anderem
bei der Transmigration von Leukozyten aus dem intravasalen Raum in entzindetes Ge-
webe beteiligt sind, mit T-Zellen interagieren und deren Verhalten bezlglich inflamma-
torischer Reaktionen verandern. (Proebstl et al. 2012; Pober und Tellides 2012) Inwie-
fern TcdB Uber CSPG4 zu einer Hemmung der Transmigration von Leukozyten beitra-
gen oder T-Zellen in eine Anergie bringen kann ist unklar. Die transvasale Rekrutierung
von Immunzellen ist fur lokale Entziindungsprozesse im peripheren Gewebe jedoch von
grofRer Bedeutung. (Pober und Tellides 2012) Tatsachlich sind Perizyten nicht nur in der
Lage durch Interaktionen mit Immunzellen Entzindungsprozesse zu regulieren, sie stel-

len bei der rheumatoiden Arthritis auch ein therapeutisches Ziel dar. (Ross et al. 2019)

Therapeutisches Potenzial von C. difficile in Bezug auf eine manifeste CIA

Im dritten Teil der Experimente konnte die Hypothese, dass eine Infektion mit C. difficile
ein therapeutisches Potenzial in Bezug auf eine bereits manifeste Arthritis habe, zu-
nachst nicht bestatigt werden. Die Ursache dafur kénnte in einer zweiphasig ablaufen-

den Immunreaktion begrindet sein, bei der die initiale proinflammatorische Reaktion
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durch immunogene Proteine an der Zelloberflache von C. difficile (Awad et al. 2014) den
positiven Effekt auf die CIA gewisser Malden kaschierte. Im Gegensatz zu den Mausen,
bei denen die Infektion vor Ausldsen der Arthritis spontan abheilen konnte, hat sich nach
einem langeren Zeitraum ein antiinflammatorisches Milieu, dominiert von Treg-Zellen,

gebildet.

Diese Theorie wird gestitzt durch die Resultate im zweiten Teil dieser experimentellen
Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass das Vorhandensein der vegetativen Form von
C. difficile Uber einen langeren Zeitraum im Organismus ausschlaggebend ist. Nach ei-
ner Eradikation mittels Vancomycin und Stuhltransplantation drei Tage nach Infektion
der Mause mit C. difficile VP1 10463 kam es interessanterweise nicht mehr zu einer Ab-
schwachung der nachfolgenden arthritischen Symptome, gemessen am klinischen Arth-
ritis-Score, und zu einer vergleichbaren Inzidenz wie bei den Kontrollgruppen. Auch das
inflammatorische Milieu in den mesenterialen Lymphknoten scheint sich dadurch in eine

Polarisation der Treg-Zellen in Richtung einer Th1-Antwort entwickelt zu haben.

Ausblick

Zusammenfassend kommt in unseren Experimenten die Treg-Polarisation in den
mesenterialen Lymphknoten sowie die immunmodulatorischen Eigenschaften von
CSPG4-positiven Perizyten als Faktoren in Frage, die zur Abschwachung der arthriti-
schen Symptome bei den C. difficile VPI 10463-infizierten Mausen beigetragen haben
kdénnten. Zugegebenermalien bleibt bei dieser Studie unklar, ob es durch eine Translo-
kation von mesenterialen Treg-Zellen oder durch Einfluss von TcdB an CSPG4-tragende
Perizyten zu dem beobachteten Effekt kam. Die in unseren Versuchen durch C. difficile
ausgeloste Darmbarrierestorung kommt allerdings hierfur als Voraussetzung in Betracht.
(Deng et al. 2018; Ghosh et al. 2020) Der Nachweis der C. difficile-Toxine im Blut der
Tiere konnte an dieser Stelle fur Klarheit sorgen. Wenn TcdB Uber diesen Mechanismus
ins Blutsystem gelangte und zu einer Abschwachung der CIA bei den Mausen fihrte,
musste eine intravendse Injektion des Toxins zu einer ahnlichen Wirkung fuhren. In die-
sen Zusammenhang stellt CSPG4 auf molekularer Ebene ein potenzielles Verbindungs-
stlck zwischen dem Bakterium C. difficile und der Pathogenese der Arthritis dar. Um
dem Proteoglykan eine direkte Beteiligung zuzuschreiben, sind allerdings weitere Stu-
dien notwendig. Dieser Unklarheit kdnnte nachgegangen werden, indem man den ersten
Teilversuch dieser Arbeit mit Tieren durchflhrt, die den Rezeptor fur TcdB nicht expri-

mieren.
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Mit Hilfe weiterer Experimente kann zudem der Frage nachgegangen werden, ob andere
Erreger einer gastrointestinalen Infektion zu einer ahnlichen Abschwéachung der arthriti-
schen Symptome filhren. Abgesehen von C. difficile gibt es in der aktuellen wissen-
schaftlichen Literatur lediglich Versuche, bei denen eine Entzindung des Gastrointesti-
naltrakts ohne mikrobielle Erreger hervorgerufen wurde. Eine Treg-Polarisation konnte
dabei trotzdem beobachtet werden. Diesbeziiglich erfordert das Verstandnis der Wech-
selwirkungen zwischen der C. difficile-assoziierten Colitis und der Kollagen-induzierten
Arthritis sowie der zugrundeliegenden immunologischen Prozesse weitere Untersuchun-

gen.
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VL.

THESEN

Die Infektion mit C. difficile fihrt bei Mausen zu einer Durchfallerkrankung, die

mit einem Gewichtsverlust einhergeht

Die drei verwendeten C. difficile-Stamme VPI 10463, 630 und 2K14 fuhren zu

einer unterschiedlichen Auspragung der Symptome.

Eine Infektion mit dem C. difficile-Stamm VPI 10463 fihrt zu einer signifikant
niedrigeren Inzidenz und Auspragung der nachfolgenden Kollagen-induzierten
Arthritis.

Ein Zusammenhang zwischen Toxinproduktion und der Krankheitsauspragung

der Kollagen-induzierten Arthritis lasst sich nicht eindeutig ableiten.

Eine Eradikation von C. difficile VPl 10463 — bestehend aus Vancomycin und
einer Stuhltransplantation — hebt die positiven Effekte auf die Kollagen-induzierte
Arthritis auf.

Eine Infektion mit VPI 10463 hat kein therapeutisches Potenzial in Bezug auf eine

manifeste Kollagen-induzierte Arthritis.

Eine Infektion mit VPl 10463 fuhrt zu einer Treg-Polarisation in Richtung Th2-

Antwort in den mesenterialen Lymphknoten.

Das Leiden an der Kollagen-induzierte Arthritis fihrt zu einer Treg-Polarisation in

Richtung Th1-Zellen in den inguinalen Lymphknoten.

Der TcdB-Rezeptor CSPG4 |asst sich bei DBA/1 x B10.Q F1-Mausen immunhis-

tochemisch in den Wanden von BlutgefalRen detektieren.
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