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ZUSAMMENFASSUNG

I ZUSAMMENFASSUNG

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist als Volkskrankheit eine der relevantesten Patholo-
gien autoimmuner Genese. Auch wenn die RA schon viele Jahrzehnte untersucht wird,
sind immer noch nicht alle Einflisse bekannt, die dieses komplexe Krankheitsbild mo-
dulieren. Trotz immer neuer Forschungsergebnisse und Therapieansatze bleibt sie
demnach eine noch unzureichend erforschte und unheilbare Erkrankung. Viele Stu-
dien wiesen bislang auf ein Zusammenspiel der Erkrankung mit dem intestinalen Mik-
robiom hin. Da bereits gezeigt werden konnte, dass eine bakterielle Infektion mit Clos-
tridioides difficile eine Abschwachung arthritischer Symptome zur Folge hat, sollte der
Fokus der vorliegenden Arbeit auf den immunologischen Veranderungen des adapti-
ven Immunsystems der Maus liegen, welche sowohl mit einer Kollagen-induzierten-
Arthritis (CIA), einem viel genutzten Mausmodell fir die RA, als auch mit der Clostridi-
oides difficile Infektion (CDI), einhergehen. Im Versuchsaufbau wurde ein Teil der Tiere
mit C. difficile infiziert, ein anderer Teil galt als nicht-infizierte Kontrollgruppe. Anschlie-
Rend erfolgte die Induktion der CIA bei allen Versuchstieren. Dabei lag der Schwer-
punkt der Untersuchung neben den klinischen Arthritis Auspragungen auf den Veran-
derungen, welchen die CDI und die CIA auf die Zellpopulationen des adaptiven Im-
munsystem hatten. Entgegen der Erwartungen zeigte sich, dass alle Tiere, unabhan-
gig ihres Infektionsstatus die Symptome einer Arthritis entwickelten und dabei auch
kein spezifischer Unterschied zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren ausge-
macht werden konnte. In diesem Zusammenhang zeigte sich jedoch auch, dass eine
Inokulation mit C. difficile nicht den gewunschten Effekt, eine symptomatische Durch-
fallerkrankung, auf die Versuchstiere hatte. Dadurch definierten wir die These, dass
eine subklinische Infektion mit C. difficile, im Gegensatz zu den in der Literatur be-
schriebenen Effekten einer klinischen CDI, zu keiner Verringerung der Arthritis-Inzi-
denz flhrte. Unter diesen Umstanden bewirkte die subklinische CDI nur geringe Ver-
anderung in der Zusammensetzung von Th-Subpopulationen wie beispielsweise eine
transiente Anreicherung der Th2-Zellen und Depletion der Th1- und Th17-Zellen nach
CDI bei den Lymphozyten der Darmmukosa. Im Hinblick auf die CIA stellte sich im
zeitlichen Verlauf des Versuchs mit zunehmender CIA ein mengenmalliger Abfall der
CD4-positiven Zellen in den inguinalen Lymphknoten dar, welcher sich jedoch bei den
infizierten und nicht infizierten Tieren zeigte und somit erneut die nur subklinische Aus-

pragung der CDI unterstrich.




EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

2.1 RHEUMATOIDE ARTHRITIS

2.1.1 EPIDEMIOLOGIE UND SYMPTOMATIK

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemische, chronisch-entzindliche Gelenker-
krankung. Die Autoimmunerkrankung betrifft in erster Linie die Gelenke, dabei meist
mehrere gleichzeitig und wird daher auch als chronische Polyarthritis bezeichnet. Mit
einer Pravalenz von 0,4% in Nord- und Westeuropa und 0,2% in Std- und Osteuropa
(2017) stellt sie in Europa eine Volkskrankheit mit hoher soziobkonomischer Relevanz
dar, deren Pravalenz und Inzidenz in den Jahren von 1990 bis 2017 angestiegen sind.
Es zeigt sich dabei besonders ein vermehrtes Vorkommen in Industrielandern und ur-
banen Regionen (Abb. 1) (Finckh et al., 2022). Dabei kann, wie bei vielen autoimmu-
nen Erkrankungen, eine erhdhte Pravalenz und ein friheres Auftreten bei Frauen im

Vergleich zu Mannern festgestellt werden (Crowson et al., 2011; Ngo et al., 2014).

No data

0-100
101-200
201-300 {
B 301-400 v
W 400+ \\

Abbildung 1: Globale Pravalenz der rheumatoiden Arthritis. Dargestellt ist die gemeldete Pravalenz fiir rheu-
matoide Arthritis (RA) flr jedes Land (pro 100.000 der Bevolkerung). Farbkodierung je nach Hohe der Pravalenz
wie links aufgezeigt. Die Daten sind der Global Burden of Disease (GBD) 2017 Studie enthommen. Die ACR-Kri-
terien von 1987 wurden als Referenz fir die Falldefinition festgelegt. Darstellung der Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Axel Finckh (Finckh et al., 2022).
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Im Volksmund oft nur ,Rheuma“ genannt, hat die rheumatoide Arthritis daher einerseits
einen starken Einfluss auf die einzelnen betroffenen Patientinnen und Patienten, an-
dererseits aber auch auf das Gesundheitssystem im Ganzen. Initial bemerken be-
troffene Personen eine Morgensteifigkeit der Gelenke sowie Abgeschlagenheit, sub-
febrile Temperaturen und eine Schwellung, R6tung und Schmerzhaftigkeit der Ge-
lenke. Betroffen sind dabei besonders die Fingergrundgelenke (Metakarpophalange-
algelenke) beziehungsweise Zehengrundgelenke (Metatarsophalangealgelenke), die
Fingermittelgelenke beziehungsweise Zehenmittelgelenke (Proximale Interphalange-
algelenke) sowie die Handgelenke und Sprunggelenke. Im fortschreitenden Krank-
heitsverlauf kdnnen auch gréliere Gelenke und Wirbelgelenke betroffen sein (Aletaha
et al., 2010). Doch nicht nur die artikularen Beteiligungen flihren zu Einschrankungen
der Patientinnen und Patienten, sondern auch extraartikulare Organmanifestationen
konnen die Lebensqualitat beeinflussen. Es handelt sich dabei neben kardiovaskula-
ren, pulmonalen, renalen, neurologischen und dermatologischen Krankheitsbildern
auch um Malignome. Dabei fihren vor allem Beeintrachtigungen des kardiovaskularen
Systems zu einer erhohten Morbiditat und Mortalitat (Figus et al., 2021). Durch mo-
derne Behandlungsoptionen sind mittlerweile extreme Krankheitsauspragungen wie
Schwanenhalsdeformitaten oder Knopflochdeformitaten aus dem o6ffentlichen Bild wei-
testgehend verschwunden. Rheumaknoten, welche oft in Regionen entstehen, die ei-
nem hohen Druck ausgesetzt sind und durch eine immunvermittelte Granulationsreak-
tion entstehen, lassen sich aber dennoch bei bis zu 35% der RA Patientinnen und
Patienten finden (Tilstra & Lienesch, 2015).

2.1.2 ATIOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE

Bis zum heutigen Stand sind die Atiologie und Pathogenese der rheumatoiden Arthritis
noch nicht vollstandig verstanden und bedurfen noch vieler weiterer Forschung. Was
bekannt ist, sind einige Einflussfaktoren fur die Entstehung einer RA. Wie bei vielen
systemischen Erkrankungen sind diese teilweise durch personliches Verhalten modifi-
zierbar, wie die Reduktion des Konsum inhalativem Nikotins oder des Ubergewichts
(Sparks et al., 2014). Weiterhin bekannt ist, dass genetische Voraussetzungen das
Auftreten der RA begunstigen kdnnen. So spielen besonders HLA-II-Allele (Humanes
Leukozyten Antigen) des Subtyps HLA-DR in der Atiologie dieser Erkrankung eine
Rolle (Silman & Pearson, 2002). Diese kodieren eine spezifische Aminosauresequenz
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fur geteilte Epitope (shared epitope), die mit einer hdheren Seropositivitat, also hohe-
ren Titern von Rheumafaktoren, einhergehen und oft mit einem schweren Verlauf kor-
relieren (Gregersen et al., 1987). Dass weiterhin die Integritat der Mukosa und Veran-
derungen des intestinalen Mikrobioms einen starken Einfluss auf die Pathophysiologie
der rheumatoiden Arthritis und Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises im
Allgemeinen haben, ist bereits mehrmalig bewiesen worden (Rooney et al., 2020; Za-
iss et al., 2021). Neben Viren wie das Epstein-Barr-Virus oder Parvovirus B19 sind
auch Bakterien mit der Atiologie der rheumatoiden Arthritis mittlerweile fest verbunden
(Silman, 1989). So kann beispielsweise Porphyromonas gingivalis durch das Enzym
Peptidylarginindeiminase (PAD) eine Citrullinierung durchflihren, bei der Arginin zu Ci-
trullin umgesetzt wird. (Rosenstein et al., 2004; Wang & Wang, 2013; Wegner et al.,
2010). Dadurch werden diese citrullinierten Peptide (CCP) wie Vimentin, Fibrin und
Fibrinogen von korpereigenen Zellen als fremd erkannt und im Sinne einer autoimmu-
nen Reaktion angegriffen (Abdullah et al., 2013; Romero-Figueroa et al., 2023). In ei-
ner bisher nicht verdffentlichten Rostocker Proteinsequenzanalyse konnte nun eine
Ubereinstimmung im aktiven Zentrum der PAD von P. gingivalis und Clostridioides dif-
ficile (C. difficile) nachgewiesen werden. Daher beruhen bereits einige Betrachtungen
der Arbeitsgruppe Klinische Immunologie in Rostock auf der Untersuchung des Ein-
flusses einer Clostridioides difficile Infektion auf die Auspragungsmerkmale der rheu-
matoiden Arthritis, um ein tieferes Verstandnis der Pathophysiologie dieser Erkran-

kung zu erlangen.

2.1.3 DIAGNOSTIK

Im Allgemeinen beginnt die Diagnosestellung der RA mit einer weiterfUihrenden Anam-
nese, wobei eruiert wird, in welcher Hinsicht sich die Symptomatik darstellt und inwie-
weit Patientinnen und Patienten durch die Symptome Einschrankungen erfahren. Nach
der korperlichen Untersuchung, bei der besonderes Augenmerk auf Gelenkmanifesta-
tionen, aber auch extraartikulare Darstellungen der rheumatoiden Arthritis gelegt wird,
erfolgt die Blutentnahme. Dabei gibt es Parameter, wie das C-reaktive Protein (CRP)
oder die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), welche unspezifisch auf Entziindungen
hinweisen. Aber auch weitere serologische Marker, die das Vorhandensein einer RA
abbilden konnen, werden quantifiziert. Ein prominenter Vertreter solcher Marker ist der

Rheumafaktor (RF), bei dem es sich um Antikorper handelt, die das Fc-Fragment des
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TABELLE 1: ACR/EULAR-KLASSIFIKATION VON 2019 ZUR DIAGNOSE EINER RA

Punkte Gelenkbeteiligung Serologie Entziindungsmarker Dauer

0 < 1 groflRes Gelenk RF und CCP CRP und BSG normal < 6 Wochen
negativ

1 2 - 10 grolRe Gelenke CRP oder BSG erhéht =6 Wochen

2 1 - 3 kleine Gelenke RF oder CCP

gering positiv

3 4 - 10 kleine Gelenke RF oder CCP

stark positiv

5 > 10 Gelenke (mind. 1

kleines Gelenk)

korpereigenen IgG binden. Obwohl der Nachweis eines hohen RF-Titers mit einem
aggressiveren Krankheitsbild und rascheren Progredienz der Erkrankung assoziiert ist,
ist der RF ein relativ unspezifischer Marker fur die RA. So weisen circa 5-25% aller
gesunden Personen diesen im Serum auf und auch bei anderen Erkrankungsbildern
kann RF nachgewiesen werden. Dazu zahlen andere Erkrankungen des rheumati-
schen Formenkreises wie Kollagenosen und weitere Formen der Arthritis, aber auch
bakterielle, virale und parasitare Infektionen, Lebererkrankungen und Malignome (In-
gegnoli et al., 2013; Lisse, 1993). Es wird daher additiv der Nachweis von Anti-CCP-
Antikdrpern (z.B. ACPA), IgG- Antikorper gegen zyklisch zitrullinierte Peptide, genutzt,
die eine hohere Spezifitat aufweisen und auch schon vor dem Ausbruch der Erkran-
kung nachgewiesen werden kénnen. Die ACPAs gehen ebenso mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit fur ein erosives Krankheitsbild einher (Schellekens et al., 2000).
Auch die Bildgebung liefert wichtige Hinweise fur die Diagnose der rheumatoiden Arth-
ritis. Hier finden vor allem die konventionelle Rontgenuntersuchung, die Arthrosono-
grafie, zur Friherkennung die Magnetresonanztomographie und in speziellen Fallen
auch die Szintigraphie Anwendung (Llopis et al., 2017; Tan & Conaghan, 2011). Zur
einheitlichen Diagnosestellung der rheumatoiden Arthritis wurde 1987 diagnostische
Kriterien definiert und von der EULAR (Europaische Rheuma-Liga) und der ACR
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(American College of Rheumatology) 2010 als ACR/EULAR-KIlassifikation uberarbeitet
(Kay & Upchurch, 2012). Dabei werden in vier Kategorien Punkte vergeben, wobei bei
einem Punktwert von sechs oder mehr Punkten die Diagnose der rheumatoiden Arth-

ritis gestellt werden kann (Tab. 1).

2.1.4 THERAPIE

Da die rheumatoide Arthritis mit einer gravierenden Reduktion der Lebensqualitat ein-
hergeht und im Verlauf auch extraartikulare Manifestationen zur Morbiditat beitragen,
ist eine frhe und gezielte Therapie umso wichtiger. Aufgrund des noch unvollstandi-
gen Verstandnisses Uber die Pathophysiologie stehen jedoch aktuell nur begrenzt An-
griffspunkte flr eine medikamentdse Therapie der RA zur Verfligung.

Primar steht, wie so oft bei chronischen Erkrankungen, die Modifikation des Lebens-
stils an erster Stelle. So kann die Kombination aus mediterraner Diat, physischer Akti-
vitat, Psychoedukation und optimierter Schlafhygiene gemeinsam mit einer Einstellung
des Tabakkonsums das Fortschreiten der Krankheit reduzieren (Chehade et al., 2019;
Siegel et al., 2017). Nichtsdestotrotz gilt in Bezug auf die medikamentose Therapie
das prognosebestimmende Prinzip ,Hit hard and early“, um im frihen therapeutischen
Fenster bereits eine Remission zu erzielen und damit der Gelenkerosion Einhalt zu
gebieten (Boers, 2003; Cush, 2007). Die Initialtherapie besteht aus Glucocorticoiden
und Nicht-Steroidalen-Antirheumatika (NSAR), welche symptomlindernd agieren, bis
die Wirkung der gleichzeitig angesetzten Basistherapeutika, der konventionellen
DMARDs (Disease-Modifying Antirheumatic Drugs), einsetzt. Zu den konventionellen
DMARDs zahlen neben Methotrexat als Medikament der ersten Wahl auch Lefluno-
mid, Hydrochloroquin und Sulfasalazin. Bei fehlendem Ansprechen ist primar eine Es-
kalationstherapie durch den Einsatz von NSAR beziehungsweise Glucocorticoiden in
Kombination mit konventionellen DMARDs empfohlen (Demoruelle & Deane, 2012;
Singh, 2022). Das Anschlagen der Therapie wird Uber verschiedene Scores wie bei-
spielsweise den DAS28 (Disease Activity Score) oder den CDAI-Score (Clinical Dise-
ase Activity Score) (Anderson et al., 2011; Van Riel & Renskers, 2016) evaluiert. Je
nachdem, ob die bisherige Therapie bis dahin effektiv war, folgt entweder die Therapie-
Deeskalation oder die aggravierende Therapie mit weiteren konventionellen DMARDs,
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biologischen DMARDs (Biologika) wie TNF-Inhibitoren, CD20-Inhibitoren, IL6-Inhibito-
ren, CD80/86-CD28-Interaktions-Inhibitoren oder IL1-Rezeptorantagonisten oder al-
ternativ targeted synthetic DMARDs wie den Januskinase-Inhibitoren (Lin et al., 2020).
Aktuell beziehen sich neuere Therapieansatze auf das Potential der mesenchymalen
Stammzelltherapie, Gentherapie oder der Applikation von microRNA (Chasov et al.,
2024; Zhang et al., 2023). Da der Bedarf an wirksamer und auch personalisierter The-
rapie grol} ist, ist das Spektrum der Therapeutika flr die rheumatoide Arthritis noch
nicht ausgeschopft. Deshalb sollte versucht werden, in der vorliegenden Arbeit einen
Beitrag zur Grundlagenforschung der Pathogenese dieser Erkrankung zu leisten, um
in Zukunft mit neuen Erkenntnissen Uber die RA den Weg zu neuen therapeutischen

Optionen zu ebnen.

2.1.5 KOLLAGEN-INDUZIERTE-ARTHRITIS

Zur Untersuchung von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis wird in
wissenschaftlichen Studien oft auf Nagetiere wie Mause oder Ratten zurlckgegriffen.
Dabei ist das Modell der Kollagen-Induzierten Arthritis (Collagen-Induced-Arthritis,
CIA) eines der bestuntersuchtesten (Brand et al., 2003; Schurgers et al., 2011). Es
wurde 1977 von der Arbeitsgruppe um Trentham erstmalig fir Mause beschrieben. Die
Ahnlichkeit zwischen der RA und der CIA beruht neben den pathologischen Auspra-
gungen unter anderem auf dem MHC-II-Molekul (Major Histocompatibility Complex).
So sind nur Mause mit den Haplotypen H2-Aq und H2-Ar suszeptibel fir die CIA (Holm-
dahl et al., 1989; J. S. Courtenay, 1980; Wooley et al., 1981, 1983). Das ist bei den in
dieser Studie verwendeten DBAxB10Q Mausen gegeben und so kann die CIA durch
Injektion von autologem oder heterologem Kollagen Typ Il ausgeldst werden. Dies
fuhrt dann in Kombination mit Freunds Adjuvans zu einer Polyarthritis, welche nach
drei bis vier Wochen klinisch in Erscheinung tritt (Holmdahl et al., 1985). Betroffene
Tiere entwickeln eine erosive Arthritis mit Schwellung, Synovialproliferation, Infiltration
mononuklearer Zellen sowie Knorpel- und Knochenerosion homolog zu den Sympto-
men der rheumatoiden Arthritis (Trentham et al., 1978). Damit eignet sich dieses Mo-
dell hervorragend, um der Fragestellung dieser Arbeit, welchen Einfluss eine CDI in
Kombination mit der CIA auf das murine Immunsystem hat, nachzugehen. Es soll dazu
fuhren, in der Zukunft genauere Pathomechanismen der rheumatoiden Arthritis weiter

untersuchen zu konnen.
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2.2 CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE

2.2.1 C. DIFFICILE UND DER MENSCHLICHE DARM

Der in dieser Studie verwendete Mikroorganismus Clostridioides difficile, bis 2016 als
Clostridium difficile bezeichnet, ist ein anaerobes, gram-positives und sporenbildendes
Bakterium, der haufigste Erreger bei nosokomialen Diarrhoen (Hung et al., 2021). Er
wurde erstmals 1935 in der Darmflora von gesunden Neugeborenen beschrieben (Hall
& O’Toole, 1935). Grundsatzlich fuhrt eine Besiedelung des Darmes mit C. difficile
nicht zwangsmafig zu einer Infektion. Sie kann im Rahmen der physiologischen Darm-
flora als Kommensale vorkommen (Eckburg et al., 2005).

Als Clostridioides difficile Infektion (CDI) hingegen bezeichnet man die symptomati-
sche Auspragung der Besiedelung. Das Krankheitsbild kann sich dabei von Diarrh6
und Emesis bis zur pseudomembranodsen Kolitis und toxischem Megakolon in vielen
Auspragungen zeigen (George et al., 1978). Es gibt viele Faktoren, die zum Auftreten
einer C. difficile Infektion fuhren kdnnen. Dazu gehdren ein erhdhtes Lebensalter, die
Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren, Komorbiditadten und Hospitalisierungen im
Allgemeinen. Den starksten Einfluss hat jedoch eine antibiotische Therapie und deren
Dauer durch die Veranderung des nattrlichen Mikrobioms des Darms (Bauer et al.,
2011; Howell et al., 2010). Die Antibiotika, welche haufig mit einer CDI assoziiert sind,
werden je nach Quelle als Clarithromycin, Amoxicillin, Amoxicillin/Clavulansaure
(Chalmers et al., 2016), Ciprofloxacin (Issa et al., 2007), Clindamycin (Mounsey et al.,
2020), Kanamycin, Metronidazol, Vancomycin und Cefoperazon (Theriot et al., 2014)
deklariert.

2.2.2 PATHOGENESE DER CLOSTRIDIOIDES-DIFFICILE-INFEKTION

Die Virulenz von C. difficile beruht unter anderem auf der Produktion der Exotoxine
Enterotoxin A (TcdA) und Zytotoxin B (TcdB) (von Eichel-Streiber, 1993), wobei das
Vorhandensein beider Toxine fur die Ausbildung einer klinischen Symptomatik relevant
erscheint, eine Infektion aber auch durch nur ein vorhandenes Toxin zustande kom-
men kann (Kuehne et al., 2010). Pathophysiologisch handelt es sich bei den Toxinen
A und B um Glykosyltransferasen, welche einerseits durch die Inaktivierung der Rho-
GTPase im Sinne einer ,loss-of-function“-Reaktion zur Dysorganisation des Zell-Zyto-

skeletts und anschlieRend zum programmierten Zelltod fuhren (Just & Gerhard, 2004).
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Des Weiteren kommt es andererseits durch eine ,gain-of-function“-Reaktion zur Aus-
schittung proinflammatorischer Zytokine durch TcdA und TcdB. Das geschieht in meh-
reren Schritten Gber eine Rho-gekoppelte Aktivierung der Caspase-1, einem zentralen
Regulator der angeborenen Immunantwort. Es werden dadurch IL-13 und IL-18 akti-
viert, wobei diese wiederum zur Ausschuttung von IL-8 und INF-y fuhren. Diese Fak-
toren kdnnen zum Zelltod der Kolonozyten fihren, was wiederum durch die Permea-
bilitatserhohung der Zellmembran mit Verlust der Zell-Zell-Kontakte zu einer Retention
von Flussigkeit im Kolonlumen fuhrt, wodurch der fur die CDI so typische Durchfall
zustande kommt (Di Bella et al., 2016).

2.2.3 SYMPTOMATIK

Der kennzeichnende Durchfall ist somit ein Teil der klassischen Symptomkonstellation,
mit der eine Infektion mit Clostridioides difficile beim Menschen einhergeht. Dieser
kann oft akut einsetzen und meist wassrig, gelegentlich auch blutig ausfallen. Zusatz-
lich entwickeln Patientinnen und Patienten oft subfebrile Temperaturen und meist auch
abdominelle Schmerzen mit einer Verschlechterung des Allgemeinzustands. Ein
schwerer Verlauf der C. difficile Infektion zeigt sich dabei durch eine Leukozytose, Fie-
ber, Kreatininanstieg und eine in der bildgebenden Diagnostik darstellbare Kolonwand-
verdickung (van Prehn et al., 2021). Im Extremfall kann eine CDI bis zum Tod fuhren.
Dabei liegt die Letalitat fur die herkdmmlichen Bakterienstamme bei 1%, bei hypervi-
rulenten Stammen aber auch daruber (Pépin et al., 2005). Darum ist naturlich eine
frGhe Diagnostik und eine zielfiihrende Therapie besonders relevant fur das Outcome

der Patientinnen und Patienten.

2.2.4 DIAGNOSTIK

Nach der European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)
gilt dabei die Diagnose einer CDI als gesichert, wenn entweder die klinische Sympto-
matik in Kombination mit einem C. difficile Nachweis durch ein mikrobiologisches
Nachweisverfahren vorliegt oder in der Endoskopie (alternativam Kolektomiepraparat
oder in der Autopsie) der Nachweis einer pseudomembranésen Kolitis in Kombination
mit dem Nachweis toxinbildender C. difficile erbracht wird (van Prehn et al., 2021).

Neben Standarduntersuchungen wie Blutuntersuchung, Kontrolle der Vitalparameter




EINLEITUNG

und gegebenenfalls der Koloskopie oder einer Bildgebung sind spezifischere Untersu-
chungen das Mittel der Wahl fiir die Diagnostik der CDI bei symptomatischen Patien-
tinnen und Patienten. Initial wird dabei auf die Antigenuntersuchung mittels Enzymim-
munoassays zuruckgegriffen, die den Nachweis der von C. difficile exprimierten Glu-
tamat-Dehydrogenase erbringen. Da dieser Test zwar eine hohe Sensitivitat, jedoch
eine geringe Spezifitat aufweist, kommen in zweiter Reihe Methoden zum Nachweis
der Toxine A und B zur Anwendung. Diese werden Uber ELISA oder auch als Gold-
standard mit Zytotoxizitatstests nachgewiesen. Es handelt sich dabei um Nachweis-
methoden, die zwar eine geringere Sensitivitat fur den Nachweis von Clostridioides
difficile hat, das Vorliegen der Toxine jedoch sicher nachweisen kénnen. Dementspre-
chend empfiehlt die ESCMID auch eine mehrstufige Vorgehensweise bei der Diagno-
sestellung der Clostridioides difficile Infektion (Gateau et al., 2018). lInrem Namen Ehre
machend, ist die Anzucht von C. difficile Bakterien aus einer Stuhlkultur sehr diffizil
und langwierig und daher wird diese Nachweismethode eher im Sinne einer Resis-
tenzanalyse und nicht fur die Akutdiagnostik genutzt (Libbert et al., 2014).

Im tierexperimentellen Design wird zur Diagnostik der CDI auf die Faktoren der Diar-
rhoe und des schlechten Allgemeinzustandes zurtckgegriffen, welcher sich durch Ge-

wichtsverlust, Apathie und verminderter Korperhygiene der Versuchstiere darstellt.

2.2.5 THERAPIE

Sollte sich bei einer Patientin oder einem Patienten eine symptomatische CDI diag-
nostizieren lassen, ist der erste Schritt, der einer suffizienten Therapie vorausgeht, das
Absetzen der auslésenden Antibiotika (Ofosu, 2016). Es schlie3en sich eine suppor-
tive Therapie des Flussigkeits- und Elektrolythaushalt an sowie die Absetzung von
Protonenpumpeninhibitoren, Nicht-Steroidalen-Antirheumatika (NSAR) und Medika-
menten zur Verlangsamung der Darmmotilitat. Wahrend bei einem milden Krankheits-
verlauf weiterhin Metronidazol als Antibiotikum fur die Therapie der anaeroben C. dif-
ficile eingesetzt wird, hat bei schweren Verldufen nach internationalen Leitlinien mitt-
lerweile Fidaxomycin Vancomycin als Antibiotikum der First-Line-Therapie abgeldst.
Sollten 6konomische Griinde gegen den Einsatz des kostspieligeren Fixadomycins
sprechen, ist die Therapie mit Vancomycin jedoch mikrobiologisch akzeptierbar. Im
Falle eines CDI-Rezidives sollte aber trotzdem auf Fidaxomycin zurtickgegriffen wer-

den (Johnson et al., 2021). Bei therapierefraktarer C. difficile Infektion kann auch eine
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Therapie mit Fakalem Mikrobiomtransfer (FMT) erfolgen, bei der aufgereinigter Stuhl
nach Spenderscreening via Koloskopie oder mittels einer nasojejunalen Sonde verab-
reicht wird (Rupawala et al., 2021). Weiterhin wird als Behandlungsoption der mono-
klonale Antikdrper Bezlotoxumab eingesetzt, ein Neutralisator des C. difficile Toxins
B, der in Kombination mit einer antibiotischen Therapie das Risiko einer Rekurrenz der
Infektion senken kann (Wilcox et al., 2017). Neue Therapieansatze bilden zum einen
auch Bakteriocine. Es handelt sich dabei um von Bakterien abgesonderte proteino-
gene Toxine, die das Wachstum von Bakterienstammen hemmen und damit zur CDI-
Therapie eingesetzt werden konnen (Walsh et al., 2024). Zum anderen ergibt sich in
der Bakteriophagen-Therapie, die auch allgemein in der Bekampfung multiresistenter
Bakterien diskutiert wird, eine Option zur Therapie der C. difficile Infektion. (Fujimoto
& Uematsu, 2022). Die operative Therapie spielt in der Behandlung der Clostridioides
difficile Infektion eher eine untergeordnete Rolle und beschrankt sich hauptsachlich
auf die Behandlung und Vermeidung von Komplikationen (Lubbert et al., 2014). Im
Sinne der Infektions- und Ausbreitungsprophylaxe ist eine Infektion mit C. difficile nach

dem deutschen Infektionsschutzgesetz meldepflichtig.

2.3 DIE DARM-GELENK-ACHSE

Ein Aspekt, der fur das Verstandnis der vorliegenden Arbeit relevant ist, ist die Verbin-
dung zwischen rheumatoider Arthritis und C. difficile Infektion. Dabei ist die Darm-Ge-
lenk-Achse ein bekanntes Modell, mit dem der Einfluss des intestinalen Mikrobioms
auf die Pathophysiologie verschiedener Gelenkerkrankungen beschrieben wird (Zaiss
et al., 2021). Es kommt dabei durch Stérung des naturlichen Mikrobioms des Darms
mittels verschiedenster Erreger zu bisher noch unvollstandig verstandenen pathologi-
schen Prozessen, welche wiederum zu einer Modulation des Immunsystems fuhren,
wodurch artikulare Krankheitsbilder geférdert werden kénnen. Dies kdnnen voriber-
gehende Pathologien wie eine reaktive Arthritis nach einer bakteriellen Darmerkran-
kung sein (Jubber & Moorthy, 2021), aber auch manifeste Krankheitsbilder wie die
rheumatoide Arthritis, die Osteoarthritis oder die Spondyloarthritis (Gracey et al., 2020;
Jeyaraman et al., 2023; Zaiss et al., 2021). Infolgedessen steigt die Rolle des externen
Einflusses auf den Darm im Hinblick auf therapeutische Optionen sowohl bei Gelen-

kerkrankungen als auch bei Autoimmunerkrankungen. Dies beinhaltet Behandlungen
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mit Probiotika, gesunde Ernahrung oder Anregung der Darmperistaltik durch korperli-
che Aktivitat (de Sire et al., 2020).

2.4 DAS ADAPTIVE IMMUNSYSTEM

Das menschliche Immunsystem ist ein mehrdimensionaler Abwehrmechanismus, des-
sen Bestimmung es ist, durch Kontakt mit der Umwelt entstehende Einflisse und Er-
krankungen abzuhalten, abzuwehren und zu eliminieren. Aufgrund seiner Komplexitat
ist es noch immer in vielen Teilen unverstanden und es besteht damit weiterhin die
Notwendigkeit, durch experimentelle Studien die Grundlagenforschung weiter voran-
zutreiben.

Das Immunsystem wird als Trager der Immunantwort in ein angeborenes und ein er-
worbenes (adaptives) Immunsystem aufgeteilt. Diese stehen in engem Austausch zu-
einander und haben die Aufgabe, den Organismus von Pathologien zu schitzen. Da-
bei ist jedem Part eine zellulare und eine humorale (lésliche) Immunantwort eigen,
welche jeweils eigene Aufgaben in diesem vielschichtigen System Ubernehmen. Ne-
ben dem Schutz vor externen Pathogenen wirkt das intakte Immunsystem auch kor-
pereigenen Pathologien wie Autoimmunerkrankungen und Malignomen entgegen
(Neumann, 2008).

Wahrend das angeborene Immunsystem vor allem schnelle Reaktionen auf Angriffe
von Pathogenen bietet, reagiert das adaptive Immunsystem langsamer, dafir jedoch
spezifischer auf Antigenkontakt. Das bietet evolutionare Vorteile, indem es dem Orga-
nismus erlaubt, sich an neue Infektionen anzupassen und sich besser gegen wieder-
holte Exposition zu verteidigen (Cooper & Alder, 2006). Die Hauptakteure des adapti-
ven Immunsystems sind neben den B-Lymphozyten, welche fur die Antikdrperbildung
und das immunologische Gedachtnis zustandig sind, die T-Lymphozyten, welche aus
dem Thymus (T) stammen. Dort werden sie entweder als CD4-positiv selektiert und
differenzieren sich zu T-Helfer-Zellen (Th) oder als CD8-positiv selektiert und differen-
zieren sich zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) (Bonilla & Oettgen, 2010). Damit sowonhl
die CTLs als auch die Th-Zellen optimal aktiviert werden kénnen, ist neben der Bin-
dung an den T-Zell-Rezeptor auch das Erkennen eines MHC-Rezeptors (Major Histo-

compatibility Complex) notwendig. Dabei erkennen die CD8-positiven Zellen den
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MHC-I-Rezeptor, die CD4-positiven Zellen den MHC-II-Rezeptor bei der Antigenpra-
sentation (Holling et al., 2004). Wahrend die Hauptaufgabe der CTLs die Abtotung
korpereigener, von Virus befallener oder entarteter Zellen durch Apoptose ist (Shresta
et al., 1998), differenzieren sich die Th-Zellen in der T-Zell-Polarisierung mittels Zyto-
kineinfluss zu weiteren T-Zell-Subpopulationen. Es handelt sich dabei unter anderem
um Th1-Zellen, Th2-Zellen, Th17-Zellen und regulatorische T-Zellen (Treg) (Luckhee-
ram et al., 2012).

In diesem komplexen System Ubernehmen die Th1-Zellen die Bekampfung intrazellu-
larer Pathogene sowie Bakterien wie C. difficile. Sie interagieren mit antigenprasentie-
renden Makrophagen und exprimieren die Zytokine IL-2 und INF-y (Morinobu &
Kumagai, 1998). Die extrazellularen Parasiten hingegen werden durch die Th2-Zellen
bekampft. Diese exprimieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 und wirken unter ande-
rem Uber die Stimulation der B-Zellen, welche einen Klassenwechsel der Antikdrper
hin zu den antiparasitaren IgE Antikorper veranlassen. Weiterhin spielen sie eine wich-
tige Rolle bei der Entstehung von Allergien (Goetzl, 2024).

Im angeborenen Immunsystem sind die angeborenen lymphatischen Zellen (innate
lymphoid cells, ILC) das Pendant der T-Zellen. Sie sezernieren ahnliche Zytokinmuster
wie die T-Zellen und werden in drei Gruppen, ILC1, ILC2 und ILC3 unterteilt. Dabei
fordern die ILC1 Zellen die Th1 Antwort, die ILC2-Zellen spiegeln durch ihre Rolle bei
allergischen und parasitaren Reaktionen die Th2-Zellen und die ILC3-Zellen spiegeln
die Th17-Zellen durch Ausschuttung von IL-17 und Abwehr extrazellularer Bakterien
und Pilze (Hazenberg & Spits, 2014).

Die Balance zwischen Th1 und Th2 ist ein Kernpunkt allgemeiner immunologischer
Pathologien. So kdnnen Th1-Zellen die Hemmung von Th2-Zellen herbeifuhren und
umgekehrt. Man sprach dabei urspringlich vom Th1-Th2-Paradigma (Mills et al.,
2000). Ein Ubergewicht von Th1-Zellen kann dementsprechend autoimmune Erkran-
kungen wie die rheumatoide Arthritis férdern, ein Ubergewicht von Th2-Zellen hinge-
gen Allergien. Allerdings gibt es mittlerweile auch Stimmen, welche diese strikte Ein-
teilung hinterfragen, weil die Plastizitat und Flexibilitat dieser Zellen damit nicht ausrei-
chend abgebildet ist (Raouia et al., 2024; Rogozynski & Dixon, 2024).

Die Aufgabe der Th17-Zellen dagegen ist die Elimination extrazellularer Bakterien und
Pilze vor allem an der Schleimhautoberflache, wie auch beispielsweise die Abwehr
einer CDI bereits in der Darmmukosa. Sie sezernieren IL-17 und spielen eine wichtige

Rolle bei der Aktivierung neutrophiler Granulozyten, eine Uberaktivitat jedoch fiihrt zu
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Entzindungsreaktionen, auch gegen korpereigenes Gewebe wie bei der rheumatoi-
den Arthritis (Yasuda et al., 2019).

Als Sicherheitsmechanismus dieses ausbalancierten Systems fungieren die Treg-Zel-
len. Sie produzieren IL-10 und TGF-, regulieren im Sinne einer negativen Ruckkopp-
lung die CD4-positiven Zellen und verhindern dadurch uberschie3ende Immunreakti-
onen (Jiang et al., 2021).

Die Flexibilitat des gesamten Immunsystems aul3erhalb starrer Einteilungsgrenzen
wird, wie bei der Uberarbeitung des Th1-Th2-Paradigmas, immer wieder neu dispu-
tiert. So konnte beispielsweise Komatsu 2014 darstellen, dass bei einigen autoimmu-
nen Erkrankungen, wozu auch die RA gehort, eine pathologische Umprogrammierung
von Treg-Zellen zu beobachten ist, bei der diese ihre immunsuppressive Eigenschaft
verlieren und zu proinflammatorischen Th17-Zellen umgewandelt werden.

Diese Erkenntnisgewinne in Relation zueinander zu setzen und daraus allgemein gul-

tige Thesen abzuleiten, bleibt eine wichtige Aufgabe aktueller Forschung.

2.5 ZIEL DER ARBEIT

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, den immunologischen Einfluss einer Infektion mit
Clostridioides difficile auf die Kollagen-induzierte Arthritis sowie den eigenen Einfluss
der CIA auf die adaptive Immunantwort zu untersuchen. Dieses Werk schliel3t an vor-
herige Experimente der Arbeitsgruppe Klinische Immunologie der Universitat Rostock
an, welche zeigen konnten, dass eine symptomatische Infektion mit C. difficile die
Symptome einer Kollagen-induzierten Arthritis lindern konnte (Schmidt et al., 2020).
Daher wollten wir hiermit dieses Studienergebnisses in Hinsicht auf das adaptive Im-
munsystem naher beleuchten. Dabei wurden der Clostridioides difficile Stamm VPI
10463 und der Mausstamm DBAxB10Q genutzt.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Experimente, Auswertungen und Interpretationen,
die dieser Arbeit zugrunde liegen, in Zusammenarbeit mit Lukas Wenzel durchgefuhrt
wurden. Eine von ihm publizierte Veréffentlichung wird dementsprechend ahnliche In-
halte aufweisen, wobei sich Herr Wenzel dabei vermehrt auf die Auswirkungen von C.
difficile Infektion und Kollagen-induzierter Infektion auf das angeborene Immunsystem

fokussieren wird.
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m.  MATERIAL UND METHODEN

3.1 VERWENDETE MATERIALIEN

Die Auflistung des Materials, welches im Laufe des Experiments verwendet wurde,
erfolgt Uber die Tabellen im Anhang. Dabei handelt es sich um Verbrauchsmaterialien
(Anhang Tabelle 1), genutzte Chemikalien und Reagenzien (Anhang Tabelle 2), L6-
sungen und Medien (Anhang Tabelle 3), sowie bendtigte Gerate (Anhang Tabelle 4)
und genutzte Softwareprogramme (Anhang Tabelle 5). Die Auflistung beinhaltet dabei
nur versuchsspezifische Materialien. Allgemeine Bedarfsmaterialien wie Pipettenspit-

zen oder ReaktionsgefalRe wurden dem Laborbestand entnommen.

3.2 GENUTZTE METHODEN

3.2.1 VERSUCHSTIERE

Beim Landesamt flr Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei des Landes
Mecklenburg-Vorpommern wurde unter dem Aktenzeichen 7221.3-1.1-016/19 ein An-
trag auf Genehmigung dieses Tierversuchsvorhabens gestellt, welchen die Behdrde
bewilligte. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte unter steter Einhaltung der aus dem An-
trag hervorgehenden Auflagen. Im Versuch wurden mannliche Mause der F1 Genera-
tion aus der Verpaarung von weiblichen DBA/1 Mausen und mannlichen B10.Q Mau-
sen verwendet. Die Zucht der Tiere erfolgte in der zentralen Versuchstierhaltung am
Rudolf-Zenker-Institut fur experimentelle Chirurgie (IEC) der Universitatsmedizin in
Rostock. Die Zuchttiere stammten ursprunglich von The Jackson Laboratory (Bar Har-
bour, Maine, USA). Tiere in einem Alter von 8 bis 12 Wochen wurden in den Versuch
aufgenommen. Die Haltung der Tiere erfolgte zu hdochstens vier Tieren in einem ein-
zelbelufteten Kafig unter Pathogen-freien Bedingungen sowie unter permanenter Kon-
trolle der Raumtemperatur bei 22-24°C und einer Luftfeuchtigkeit von 37 + 5% sowie
unter Erschaffung eines artifiziellen 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus. Die Mause er-
hielten Futter (ssniff Spezialdiaten, Soest, Deutschland) und Trinkwasser (Leitungs-
wasser) ad libitum sowie nach Beginn des invasiven Verfahrens der CIA regelhaft

Analgetika Uber das Trinkwasser. Es erfolgte eine tagliche visuelle Kontrolle der Ver-

15



MATERIAL UND METHODEN

suchstiere auf Auffalligkeiten und Pathologien sowie eine Bestimmung des Korperge-
wichtes zur Uberwachung des allgemeinen Gesundheitszustandes. Weiterhin wurde
ein Wechsel des Trinkwassers im Zweitagesrhythmus vollzogen, sowie eine Reinigung
und Neubeflllung der Haltungskafige mit Streu und Nestbaumaterialien im Wochen-

rhythmus.

3.2.2 CLOSTRIDIOIDES-KULTIVIERUNG

Fur die Infektion der Versuchstiere mit C. difficile wurde eine Suspension erstellt, die
via Schlundsonde appliziert wurde. Die Bakterienurkultur des Stammes VPI 10463
wurde freundlicherweise vom Institut flir Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der Uni-
versitat Rostock zur Verfligung gestellt. Durch Ausplattieren wurde die C. difficile
Stammkultur auf einem Brain-Heart-Infusion-Agar-Medium (BHI-Agar) rekultiviert, in-
dem die Platten flr 24-30 h bei 37°C in anaerober Atmosphare (10% CO,, 10% H,,
80% N,) inkubiert wurden. Gewachsene Kolonien wurden anschliel3end vereinzelt und
in ein RAhrchen mit 7 ml flissigem Brain-Heart-Infusion-Supplemented-Medium
(BHIS-Medium) zur Herstellung einer Vorkultur Uberfihrt. Nach 16 h Inkubation bei
37°C anaeroben Wachstum wurde 1 ml dieser Vorkultur in weitere 9 ml BHIS-Medium
Uberfuhrt und erneut fur 3 h bei 37°C anaerob inkubiert. Die mittlere exponentielle
Wachstumsdichte wurde durch die photometrische Messung der optischen Dichte bei
600nm (ODgg0) von etwa 0,5 bis 1,2 bestatigt. Die Bakterienflissigkultur wurde dann
durch Verdinnung mit weiterem BHIS-Flissigmedium auf eine ODg, von 0,5 einge-
stellt. Dadurch entstand eine Bakteriensuspension, welche 1,5 ¢ 102 Koloniebildende
Einheiten (KBE) enthielt. Diese Konzentration war in Vorexperimenten durch Wachs-
tumskurven bestatigt worden. Um die fur die orale Applikation notwendige Suspension
mit einer Bakterienmenge von 10° KBE herzustellen, wurde eine Verdiunnungsreihe
mit BHIS-Flussigmedium genutzt, wobei die auf 10° KBE konzentrierte Bakteriensus-
pension schlussendlich in einem Volumen von 600 pl vorlag. Fur die Applikation des
Mediums bei den Tieren der Kontrollgruppe wurde ein BHIS-Medium ohne C. difficile
vorbereitet. Zur Bestatigung der Vitalitat und des Wachstums der C. difficile Applikati-
onskultur wurde diese mit PBS (Phosphate-buffered-saline) verdinnt, auf BHIS-Agar-
platten aufgetragen, Uber Nacht bei 37°C anaerob inkubiert und das Wachstum am
folgenden Tag durch makroskopische Uberpriifung auf Koloniewachstum kontrolliert.
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TABELLE 2: PER TRINKWASSER VERABREICHTE ANTIBIOTIKA

Antibiotikum Konzentration Hersteller
Kanamycinsulfat 0,4mg/ml Carl Roth, Karlsruhe
Gentamycin 0,035mg/ml Ratiopharm, Ulm

Colistin 850U/ml InfectoPharm, Heppenheim
Metronidazol 0,215mg/ml Braun, Melsungen
Vancomycin 0,045mg/ml MiP Pharma, Blieskastel

3.2.3 ANTIBIOTIKA-APPLIKATION ZUR BEREITUNG DER INFEKTION

Es erfolgte die Stérung des Darmmikrobioms mittels Antibiotika, um die Versuchstiere
anfallig fur eine CDI zu machen. Daflr wurden den Versuchsmausen sowohl Uber das
Trinkwasser als auch direkt mittels intraperitonealer Injektion Antibiotika verabreicht.
Nach Akklimatisation der Versuchstiere in den Versuchskafigen wurde am ersten Tag
des Experiments mit der Verabreichung von antibiotikahaltigem Trinkwasser begon-
nen. Dieses erhielten die Versuchstiere in ihren Kafigen von Tag eins bis Tag drei ad
libitum. Ab Tag vier wurde den Tieren wieder normales Trinkwasser angeboten. Die
intraperitoneale Injektion von Clindamycin erfolgte an Tag sechs, bevor an Tag sieben
die Applikation der C. difficile Suspension stattfand. Bei der oralen Antibiotika-Applika-
tion handelte es sich um steriles Trinkwasser, welches mit definierten Mengen ver-
schiedener Antibiotika versetzt war (Tab. 2). Dabei wurde von der Annahme ausge-
gangen, dass eine Versuchsmaus circa 30 g wiege und pro Tag circa 3 ml Trinkwasser
bendtige. Die antibiotische Trinkwasserbeimengung erfolgte sowohl bei den Tieren der
Interventionsgruppe als auch bei den Tieren der Kontrollgruppe. Die an Versuchstag
sechs durchgefuhrte Injektion von 0,3 mg Clindamycin in 0,2 ml Volumen pro Ver-
suchstier erfolgte ebenfalls in bei allen Tieren der Versuchsgruppe und denen der Kon-
trollgruppe. Daflr wurden die Mause im Zwangsgriff gehalten und mit Hilfe einer Ka-
nule das Antibiotikum ventral in der Inguinalregion links oder bei schlechter Zugang-

lichkeit auch rechts intraperitoneal appliziert (Abb. 2B).
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3.2.4 INITIERUNG DER INFEKTION MIT C. DIFFICILE

An Tag sieben der Versuchsreihe wurden die CDI initiiert. Dies erfolgte Uber die orale

Applikation der vorbereiteten Bakteriensuspension Uber eine metallene Schlundsonde.

Intraperitoneale
Injektion

Inguinale Lymphknoten Mesenteriale Lymphknoten

Abbildung 2: Interventionen an der Versuchsmaus. (A) Inokulation der Maus mit Versuchsmedium. Es handelte
sich dabei je nach Versuchsgruppe um 10% KBE C. difficile oder Shammedium, jeweils in einem Volumen von 200pl.
Dabei wurde die Maus kurzzeitig im Zwangsgriff festgehalten, wobei der Kopf tberstreckt wurde. Anschliefend
erfolgte die Einfiihrung der Schlundsonde, das vorsichtige Applizieren des Versuchsmediums und schlief3lich die
Entfernung der Schlundsonde. (B) Schematische Darstellung einer Versuchsmaus von ventral. Der rote Kreis zeigt
die Stelle an, an der die intraperitoneale Injektion des Clindamycin erfolgte. (C) Immunisierung der Versuchsmaus
mit Kollagen zur Induktion der Kollagen-induzierten-Arthritis. Die Maus wurde durch Halten am Schwanz riickwarts
in den Restrainer eingefiihrt. Nach Fixierung erfolgte die Markierung der Applikationsstelle an der Schwanzwurzel.
AnschlieRend erfolgte die Injektion des vorbereiteten Kollagens subkutan an der Schwanzwurzel. Dabei wurden
jeweils 70pl Kollagen links und rechts der den Schwanz versorgenden Gefalte zu einem Gesamtvolumen von 140ul
injiziert. AnschlieRend wurde die Maus aus dem Restrainer entlassen. (D) Darstellung der muralen inguinalen
Lymphknoten. Nach Eréffnung der behaarten Haut und seitlichem Aufklappen lieRen sich die Lymphknoten bilateral
im inguinalen Fettgewebe darstellen (rote Kreise). Sie stellten sich dunkler als das umgebende Fettgewebe dar und
konnten daher fur die Organentnahme gut identifiziert werden. (E) Darstellung der muralen mesenterialen Lymph-
knoten. Nach der Eréffnung des Peritoneums wurde das Caecum nach unten platziert. Der Dinndarm wurde dann
zur Seite gelegt. Nun konnte man die Kette der mesenterialen Lymphknoten eingebettet im mesenterialen Fettge-
webe darstellen. (roter Kreis). Die Lymphknotenkette wurde samt dem Fettgewebe entnommen und anschlieRend
vom mesenterialen Fettgewebe befreit.
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Dafur wurden die Versuchsmause im Zwangsgriff fixiert, was mit der Extension des
Kopfes einherging. Dadurch konnte die Schlundsonde zwischen Zunge und Inflexum
pellitum (nach innen gewdlbte, behaarte Lippenhaut der Maus) in den Osophagus der
Mause eingefuhrt werden (Abb. 2A). Nach korrekter Platzierung der Sonde wurde die
Bakteriensuspension langsam appliziert. Nach dem vorsichtigen Entfernen der
Schlundsonde aus dem Pharynx wurden die Mause wieder in den Kafig zurlickgesetzt
und noch einige Zeit zur Kontrolle ihres Wohlbefindens beobachtet. Das gleiche Pro-
zedere wurde auch bei den Tieren der Kontrollgruppe angewandt mit dem Unter-
schied, dass es sich bei der applizierten Substanz um reines BHIS-Flussigmedium

handelte.

3.2.5 INFEKTIONSKONTROLLE

Um den Gewichtsverlauf der Mause im Verlauf des Versuchs zu kontrollieren, wurden
diese ab dem ersten Versuchstag taglich unter Zuhilfenahme einer Digitalwaage ge-
wogen. Es wurde davon ausgegangen, dass sich eine bestehende CDI durch Ge-
wichtsabnahme zeige. Bei einem Gewichtsverlust von mehr als zehn Prozent des Aus-
gangsgewichts von Tag sieben (Tag der Infektion mit C. difficile) wurden die Tiere aus
dem Versuch genommen. Weiterhin wurden die Kafige der infizierten Mause taglich

auf Diarrhd inspiziert, was ebenfalls als Zeichen einer CDI gewertet wurde.

3.2.6 INDUKTION DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS

Fur die Induktion der Kollagen-induzierten Arthritis erfolgte zuerst an Tag 28 die Pri-
marimmunisierung und an Tag 49, drei Wochen spater, die Sekundarimmunisierung.
Dafur wurde fur die Primarimmunisierung das komplette Freunds Adjuvans (CFA) mit
inaktiviertem Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) eingesetzt. Dieses wurde
unmittelbar vor der Verabreichung mit in 0,1 M Essigsaure gelostem bovinen Kollagen
Typ Il in einer Mischkammer emulgiert. Um die Applikation der Kollagen-CFA-Emul-
sion durchflihren zu kénnen, wurden die Versuchstiere in einer Haltekammer fixiert, in
der ein freier Zugang zur Schwanzbasis gewahrleistet und gleichzeitig die Maus an
Bewegungen gehindert wurde. Dadurch konnte damit einhergehende potentielle Ei-
gen- und Fremdgefahrdung der Maus unterbunden werden. Nach Darstellung sowohl

der Schwanzarterie als auch der Dorsalvene der Maus wurden 140 ul der Emulsion an
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der dorsalen Schwanzbasis der Versuchsmaus subkutan mit Hilfe einer 27 G Kanule
appliziert. Damit wurden insgesamt 280 ug M. tuberculosis und 140 ug Kollagen ein-
gebracht (Abb. 2C). Die Sekundarimmunisierung an Tag 49 gestaltete sich im Ablauf
gleich. Mit dem Unterschied, dass statt des CFA nun inaktiviertes Freunds Adjuvans
(IFA) ohne M. tuberculosis mit Kollagen emulgiert verabreicht wurde. Sowohl die Pri-
marimmunisierung als auch die Sekundarimmunisierung wurden gleichwohl bei den
Tieren der Infektionsgruppe als auch bei den Tieren der Kontrollgruppe durchgefihrt.
Jeweils nach der subkutanen Applikation des Kollagen-Gemisches an der Schwanz-
basis wurden die Versuchstiere aus der Haltekammer befreit, vorsichtig in den Kafig
zuruckgesetzt und circa zehn Minuten lang auf ihr Wohlbefinden und ihr weiteres Ver-
halten hin kontrolliert. Um bei den Versuchsmausen potentielle Schmerzen durch die
Immunisierung und die damit einhergehenden arthritischen Veranderungen der Ge-
lenke zu unterbinden oder zu lindern, wurde dem Trinkwasser ab dem Tag der Prima-

rimmunisierung Tramadol in einer Konzentration von 1 mg/ml beigesetzt.

3.2.7 VERLAUFSKONTROLLE DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS

FUr die Beurteilung der CIA wurde einem etablierten Scoring-Protokoll gefolgt. Es wur-
den dabei Punkte fur Schwellung und Rétung von Gelenken der Phalangen, des Me-

tatarsal- bzw. Metacarpalgelenks und des Tarsal- bzw. Carpalgelenks vergeben.

Abbildung 3 Darstellung der Arthritis Symptome. (A) Darstellung einer Versuchsmaus von ventral. Es sind die
Hinterlaufe beidseits von medial gezeigt. Vergleich einer nur gering symptomatischen rechten (im Bild links) Pfote
mit einer stark symptomatischen linken (im Bild rechts) Pfote. CIA-Score rechte Hinterpfote: 1 (betroffener Phalanx
auf dem Foto nicht erkennbar), CIA-Score linke Hinterpfote: 15. (B) Nahaufnahme der rechten Hinterpfote einer
Versuchsmaus von dorsal. Es zeigt sich das Maximalbild einer Arthritis. Der CIA-Score betragt 15. Betroffen sind
alle 5 Phalangen, das Tarsalgelenk und das Metatarsalgelenk.
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TABELLE 3: CIA-SCORING-PROTOKOLL

Rotung/Schwellung im Gelenk Punktevergabe Anzahl Maximalscore
Gelenke

Phalanx 1 pro Phalanx 18 18

Metatarsalgelenk/Metacarpalgelenk 5 pro Gelenk 4 20

Tarsalgelenk/Carpalgelenk 5 pro Gelenk 4 20

Hochster erreichbarer Arthritis Score: 58

Dabei hat die Maus vier Phalangen an der Vorderpfote und funf Phalangen an der
Hinterpfote (Tab. 3). Es wurde bereits das Betreffen eines einzigen Gelenkes ohne
Notwendigkeit des Vollbildes als Arthritis gewertet. Aus friiheren Experimenten mit CIA
konnte bereits gezeigt werden, dass die arthritischen Symptome klassischerweise
zwei bis vier Wochen nach der sekundaren Immunisierung auftraten (Brand et al.,
2007). Um die Symptomatik und ihren Verlauf besser vergleichen zu kdnnen, wurden
jedoch alle Versuchstiere bereits ab Tag 28 (Tag der Primarimmunisierung) taglich
mithilfe des bestehenden Schemas untersucht. In Abbildung 3 wird anhand der Hin-
terlaufe exemplarisch die Symptomatik der Arthritis abgebildet, die mit einer Punkte-
vergabe einherging. Es ist dabei in Abbildung 3A der Vergleich einer (fast) asympto-
matischen rechten Hinterpfote mit einer arthritischen linken Hinterpfote gezeigt. In Ab-

bildung 3B wird das Maximalbild der Arthritis an einer Hinterpfote dargestellt.

3.2.8 ORGANENTNAHME

Nach Abschluss des Versuchsprotokolls erfolgte die Tétung der Versuchsmause durch
thorako-zervikale Dislokation in terminaler Anasthesie mit einer Mischung aus Ketamin
in einer Konzentration von 75 mg/kg und Xylacin in einer Konzentration von 5 mg/kg

bezogen auf das Korpergewicht der Tiere. Dies geschah abhangig von der Versuchs-
gruppe jeweils an Tag 9, 16, 23, 30, 48, 51 und 81 des Experiments. Anschliel3end
folgte die Entnahme der Organe zur weiteren Aufarbeitung. Es wurde zuerst die Pra-
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paration der inguinalen Lymphknoten durchgefuhrt. Dazu wurden nach dem Haut-
schnitt die Lymphknoten links und rechts inguinal aus dem subkutanen Fettgewebe
herausprapariert (Abb. 2D). Im nachsten Schritt wurde zur Entnahme der mesenteria-
len Lymphknoten das Peritoneum ero6ffnet. Anschlieliend konnte, dem Protokoll von
Qiu & Sheridan (2018) folgend, das Caecum (Blinddarm) nach unten verlagert und das
Intestinum tenuae (Dinndarm) nach rechts platziert werden. Daraufhin erfolgte die
Praparation der dem Colon (Dickdarm) anliegenden mesenterialen Lymphknoten
(Abb. 2E). Alle entnommenen Lymphknoten lagerten bis zur weiteren Verarbeitung in
gekuhltem Running-Buffer (RB). Fur die Entnahme des Darmes wurde das Intestinum
tenuae distal des Pylorus des Magens und proximal des Caecums abgetrennt. Nach
Entfernung des anhaftenden mesenterialen Fettgewebes erfolgte die Reinigung vom
Stuhl und Mucus durch Ausstreichen. Zur histologischen Untersuchung wurde weiter-
hin das Colon durch Abtrennung distal des Caecum und proximal des Rectum (End-
darm) herausprapariert. Die Darmabschnitte wurden in gekihltem RPMI-Medium ge-

lagert.

3.29 LYMPHOZYTEN-ISOLATION

Die Extraktion der Lymphozyten erfolgte nach einem etablierten laborinternen Proto-
koll aus den gewonnenen Organen. Dabei wurden die Zellen aus den mesenterialen
und inguinalen Lymphknoten jeweils durch einen 70 ym Filter (MACS SmartStrainer)
vereinzelt und bis zur Weiterverarbeitung in RB gelagert. Zu Gewinnung der Lympho-
zyten aus der Tunica mucosa mit Lamina Propria vor allem des lleums (Krummdarm)
wurde der gewonnene Darm zuerst in circa 2 cm lange Stlicke geschnitten und der
Lange nach aufgeschnitten. Nach dreimaligem Waschen der Darmstlcke in kaltem
RPMI-Medium wurden diese mit Dithiothreitol-Losung (DTT) versetzt und bei 37°C und
220 rpm fir 20 min bei 220 rpm rihrend inkubiert. Dann wurde das Gemisch stark
gevortext und anschlieend wurden die Darmstlicke von der Lésung getrennt. Der
Uberstand wurde bei 400 g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und das entstandene Pellet
in RPMI-Medium resuspendiert. Die DTT-Behandlung wurde mit den Darmsticken ein
zweites Mal durchgefihrt, die beiden in RPMI-Medium gelagerten Zellfraktionen ver-
einigt und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. AnschlieRend wurden die

Darmsticke in warme EDTA-L6sung aufgenommen und bei 37°C bei 220 rpm flur 20
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min rahrend inkubiert. Nach Verwerfen der ersten gebrauchten EDTA-LOsung und Be-
halten der Darmstiicke wurde dieser Schritt wiederholt und die zweite EDTA-Lésung

ebenfalls verworfen. Im nachsten Schritt wurde den Darmsticken 20 ml warme Ver-
dau-LAsung zugesetzt und das Gemisch dann erneut bei 37°C fur 45 min bei 220 rpm
ruhrend inkubiert. Anschlieend wurden die verdauten Darmsticke durch ein 70 ym
Sieb gegeben, wobei die Reste der Darmstlicke zum Vereinzeln restlicher Zellen durch
das Sieb gedriickt und mit dem Uberstand vereinigt wurden. Nach einer Waschung
des Uberstandes mit RPMI-Medium, Zentrifugation (400 g, 4°C, 5 min) und Resuspen-
dierung des Pellets wurden die gewonnenen Zellen aus dem Verdau-Schritt mit den
zuvor aus den DTT-Schritten gewonnenen Zellen vereinigt. Die Gesamtheit der Darm-
zellen wurde nun in 44% Percoll-Lésung in einem Gesamtvolumen von 8 ml aufge-
nommen und in ein 15 ml Reaktionsgefall Uberflihrt. Nach dem Unterschichten dieser
Lésung mit 5 ml 67% Percoll wurde das Reaktionsgefald 20 min ohne Bremse bei 1600
g zentrifugiert. Anschlielend wurde aus dem Zentrifugat vorsichtig die aufliegende
Fettphase entfernt und die lymphozytenhaltige Interphase gewonnen. Die Interphase
wurde dann mit RPMI-Medium gewaschen, zentrifugiert (400 g, 4°C, 5 min), der Uber-

stand verworfen und das Pellet in autoMACS Running Buffer resuspendiert.

3.2.10 ANTIKORPERFARBUNG DER ZELLEN

Im Anschluss an die Isolation der Lymphozyten aus Dinndarm, mesenterialen und
inguinalen Lymphknoten wurden diese fur die Messung im Durchflusszytometer ange-
farbt. Dafur wurde mittels Trypanblaufarbung, Neubauerzahlkammer und Lichtmikro-
skop zuerst von allen Zellfraktionen (mesenteriale Lymphozyten, inguinale Lymphozy-
ten und Darmlymphozyten) eine Menge von 5 « 10° Zellen definiert und diese durch
Zugabe von 1 ml PBS gewaschen. Fir die Lebend-Tot-Farbung wurden die Zellen
zuerst jeweils mit 50 pl 1:1000 verdiinntem ZombieNIR Farbstoff versetzt und 15 min
im Dunklen auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Waschung mit Running Buf-
fer, eine Zentrifugation (400 g, 4°C, 5 min) und eine Resuspendierung des Pellets in
25 ul RB. Zur Unterbindung unspezifischer Antikdrperbindung am Fc-Rezeptor wurde
eine Fc-Blockierung durch Zugabe von 5 ul fetalem Kalberserum (FCS) und 1 pl
TruStainFcX und eine Inkubation fir 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen durch-
gefuhrt. Es wurden die vorgefarbten Zellfraktionen jeweils mit verschiedenen Antikor-

pern versetzt, die in Tabelle 4 aufgefuhrt sind.
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TABELLE 4: ANTIKORPERFARBEPROTOKOLL DER OBERFLACHENANTIGENE

Antikorper Clone Volumen pro Zellfraktion
CD45: BV605 30-F11 2,5l
lin:FITC 145-2C11; RB6-8C5; 10yl
RA3-6B2; Ter-119;
M1/70
ST2: PE/Cy7 DIH4 0,6ul
CD127: PE A7R34 5ul
CD4: PerCP RM4-5 1ul

Die Inkubation erfolgte 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen. AnschlieRend wurden
die Zellen durch Zugabe von Transcription Factor Fix fur 45 min bei Raumtemperatur
im Dunklen fixiert. Die Zugabe von Perm Buffer schloss die Permeabilisierung ab und
die Zellen wurden nach Zentrifugation (400 g, 4°C, 5 min) zur weiteren Antikdrperfar-
bung in Perm Buffer resuspendiert. Nach Inkubation mit Blockpuffer (siehe oben) er-
folgte die intrazellulare Markierung mit den in Tabelle 5 gelisteten Antikorpern fir 30
min bei Raumtemperatur im Dunklen. Im Anschluss an die Antikorperfarbung wurde
die Reaktion mit Perm Buffer abgestoppt, anschlie3end die Zellen mit RB gewaschen
und fur die durchflusszytometrische Analyse in ein Volumen von 250 pl RB aufgenom-

men.

3.2.11 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie diente zur Beurteilung und Auftrennung der verschieden ge-
farbten Zellen unter Zuhilfenahme der fluoreszenzmarkierten Antikérper. Es wurde da-
fur das Cytek™ Aurora, ein spektrales Durchflusszytometer genutzt. Zur Analyse
wurde die Software SpectroFlow™ Version 2.2.0.3 (07142020) genutzt. Die Datenaus-

wertung wurde mit der FlowJo Software Version 10.7.1 durchgefihrt. Um eine
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TABELLE 5: ANTIKORPERFARBEPROTOKOLL DER INTRAZELLULAREN ANTIGENE

Antikorper Clone Volumen pro Zellfraktion
Tbet:PE/Dazzle594 4B10 3,8yl
GATA3:BVv421 16E10A23 2,5yl
FoxP3:AF647 MF-14 1,5ul
RoRyT:BV786 Q31-378 0,5ul

aussagekraftige Beurteilung der gefarbten Zellen erreichen zu kdnnen, wurde vor der
Auswertung der in diesem Experiment gewonnenen Zellen das grundsatzliche Farbe-
verhalten der Antikérper durch Anfarbung naiver Lymphozyten oder Kompensations-
beads als Referenzwert bestimmt. Mit dieser Grundeinstellung wurde dann die Ga-

tingstrategie fur die durchflusszytometrischen Daten festgelegt.

3.2.12 HISTOLOGIE

Um die Ausmalie der lymphozytaren Infiltration in das Gewebe von Darm und Gelen-
ken darstellen zu kdnnen, wurden von den Geweben histologische Praparate angelegt
und gefarbt. Dafur wurde zur Praparation des Darmes das zuvor entnommene Colon
nach dem Protokoll von Moolenbeek und Ruitenberg (1981) der Lange nach erdffnet,
durch Ausstreichen von Stuhl und Mucus befreit und mit der Tunica mucosa (Schleim-
haut) nach aul3en auf einen Holzstab aufgewickelt. Diese Rolle wurde dann fur die
histologische Aufarbeitung in Einbettkassetten gelegt und fir eine Woche in 4% For-
malinldsung fixiert. Nach der Fixierung wurden die Gewebepraparate unter flieRendem
Wasser gesplt und bis zur Sektionierung und Farbung in 70% Ethanol gelagert.

Zur Praparation der Pfoten wurden die Hinterlaufe der Versuchstiere enthommen und
durch Inkubation in EDTA-LOsung Uber mehrere Wochen entkalkt. Dann wurden so-
wohl die Hinterpfoten als auch die aufgerollten Darme in Paraffin eingebettet und mit-
tels Rotationsmikrotom erfolgte anschlieend die Erstellung von dinnen Gewebe-
schnitten. Fur die eigentliche Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung wurde einem etablier-
ten Protokoll gefolgt (Anhang Tabelle 6). Sowohl die Darme als auch die Pfoten wur-

den nach dem gleichen Schema gefarbt. Ein Unterschied lag dabei einerseits in der
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Lange der Farbezeit mit Hamalaun fur die Kernfarbung (Schritt 10). Darin wurden die
Darme fur 70 Sekunden inkubiert, die Pfoten fur 30 Sekunden. Andererseits auch in
der Zeit fur die Plasmafarbung (Schritt 13) mit Eosin. Hier wurden die Darme 80 Se-
kunden gefarbt, die Darme 40 Sekunden. Anschlieend erfolgte die histologische Un-

tersuchung.

3.2.13 STATISTIK

Die statistische Auswertung und Visualisierung gewonnener Daten erfolgte mit Hilfe
der Programme SPSS in der Version 29.0.2.0 und GraphPad Prism in der Version
8.0.2 (263). Es erfolgte die statistische Berechnung des Koérpergewichtes der Tiere,
des Arthritis-Scores, der absoluten lymphozytaren Zellzahlen und der Vergleich zwi-
schen Auswertungsergebnissen von Tieren, welche mit C. difficile infiziert wurden im
Vergleich zu jenen, die nicht infiziert wurden. Die Normalverteilung wurde nach
Shapiro-Wilk getestet. Bei Annahme einer Nicht-Normalverteilung der Daten wurde
zum Einzelgruppenvergleich ein Man-Whitney-U-Test genutzt und bei multiplen Stich-
proben der Kruskal-Wallis-Test. Wurde eine normalverteilte Stichprobe vorausgesetzt,
wurde der T-Test zum Einzelgruppenvergleich und fur die Varianzanalyse die einsei-
tige oder zweiseitige ANOVA angewandt. Post-Hoc-Tests wurden nach einem Kruskal-
Wallis-Test mit dem Dunn-Test durchgeftihrt, nach der ANOVA mit der Bonferroni-Kor-

rektur. Daten wurden als signifikant (*) deklariert, wenn der p-Wert unter 0,05 lag.
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41 AUFBAU DER TIEREXPERIMENTELLEN STUDIE UND DEREN AUSSCHLUSSKRITERIEN

In dieser Arbeit sollte am Mausmodell untersucht werden, welchen Einfluss eine anti-
biotika-assoziierte Clostridioides difficile Infektion (CDI) einerseits auf die Symptome
der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) und andererseits auf die Zusammensetzung
unterschiedlicher T-Zell-Populationen bei der CIA hat. Zur Durchfihrung des Versu-
ches wurden die Tiere nach Akklimatisierung an die Haltungsbedingungen entspre-
chend dem Studienaufbau gehalten und behandelt (Abb. 4). Dafir bekamen die Ver-
suchsmause an Tag eins bis drei ein antibiotikaversetztes Trinkwasser verabreicht. Ab
Tag vier wurde den Mausen wieder unbehandeltes Trinkwasser angeboten. An Tag
sechs des Versuchs erfolgte die intraperitoneale Gabe von Clindamycin. Der versuchs-
gruppenunterscheidende Schritt erfolgte an Tag sieben, als den Mausen der Interven-
tionsgruppe eine definierte Menge von 10° KBE C. difficile oral verabreicht wurde. Die
Mause der Kontrollgruppe wurden nach dem gleichen Behandlungsschema mit BHIS-

Medium sham-inokuliert.

Inokulation mit
10° KBE C.diff. / BHIS-Medium

Antibiotikagabe Prim3rimmunisierung Sekundarimmunisierung

intraperitoneal mit Kollagen Mit Kollagen
Antibiotikum 8

im Trinkwasser

3

v v

o -
e
R R

9 16 23 28 30 48 49 51 81

v v v v v v v

Gruppe A Gruppe B Gruppe C: Gruppe D: Gruppe E: Gruppe F: Gruppe G
Subakute Infektion Abklingende Infektion  Rekonvaleszenz Nach Primarimmunisierung Vor Sekundar-  Nach Sekundar- ClA-Latenzphase
der Infektion immunisierung  immunisierung

Abbildung 4: Zeitlicher Ablauf der durchgefiihrten Experimente. Die durchgefihrten Malnahmen sind in der
oberen Halfte der Abbildung, nach unten auf den Zeitstrahl verweisend, dargestellt; die Endpunkte des Experiments
werden unterhalb des Zeitstrahls dargestellt. In den ersten drei Tagen erfolgte die Antibiotika-Gabe tber das Trink-
wasser. Es schloss sich eine zweitdgige Wash-Out-Phase an, in der die Tiere reine Trinkwasser verabreicht beka-
men. Nachfolgend erfolgte an Tag 6 des Experiments die intraperitoneale Injektion von Clindamycin. An Tag 7
schloss sich der der gruppenunterscheidende Schritt, die Inokulation der Versuchstiere mit C. difficile oder BHIS-
Medium (sham) an. Die primare Immunisierung mit Kollagen fand an Tag 28 statt, die sekundare Immunisierung
erfolgte an Tag 49. Die Euthanasie der Tiere erfolgte zu sieben verschiedenen Zeitpunkten (Tag 9, 16, 23, 30, 48,
51 und 81 nach Versuchsbeginn). Daran anschlieRend erfolgte die Organentnahme und die Aufarbeitung der ge-
wonnenen Proben.
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TABELLE 6: VERSUCHSGRUPPEN

Gruppe Gruppenbezeichnung Endzeitpunkt Tiere in der Inter- Tiere in der

(Versuchstag) ventionsgruppe Kontroligruppe

A Subakute Infektion 9 7 4

B Abklingende Infektion 16 8 4

C Rekonvaleszenz der Infek- 23 8 4
tion

D Nach Primarimmunisie- 30 8 4
rung

E Vor Sekundarimmunisie- 48 8 4
rung

F Nach Sekundarimmunisie- 51 8 4
rung

G ClIA-Latenzphase 81 8 5

Der Endpunkt des Experiments definierte sich, je nachdem in welche zeitliche Gruppe
die Tiere eingeordnet waren (Tab. 6). Die Euthanasie der Versuchstiere erfolgte zu
sieben verschiedenen Zeitpunkten. Dabei war der erste Opferungspunkt Tag neun,
zwei Tage nach der Bakterieninokulation (Gruppe A, Subakute Infektion). Der zweite
Opferungstag war an Tag 16 des Experiments (Gruppe B, Abklingende Infektion). An
Tag 23 wurden die Tiere der dritten Versuchsgruppe geopfert (Gruppe C, Rekonvales-
zent der Infektion) und an Tag 30 die der vierten Versuchsgruppe, zwei Tage nach der
primaren Immunisierung mit Kollagen (Gruppe D, Nach Primarimmunisierung). Die
Tiere der fUnften und sechsten Versuchsgruppe wurden ein Tag vor der sekundaren
Immunisierung, an Tag 48 (Gruppe E, Vor Sekundarimmunisierung) beziehungsweise
zwei Tage nach der sekundaren Immunisierung, an Tag 51 (Gruppe F, Nach Sekun-
darimmunisierung) getotet. Die Tiere der letzten Versuchsgruppe, in der die Langzeit-
effekte der Kollagen-induzierten Arthritis dargestellt werden sollten, wurden an Tag 81
geopfert (Gruppe G, ClA-Latenzphase). In der Versuchsgruppe waren mindestens sie-
ben Tiere eingeteilt, in der Kontrollgruppe mindestens vier Tiere. Insgesamt wurden

89 Tiere in den Tierversuch aufgenommen. Flnf Tiere schieden durch unerwartetes
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Versterben vorzeitig aus dem Versuch aus. Davon war eine Maus unter unbekannten
Umstanden verstorben und tot im Kafig aufgefunden worden, ohne dass es Anhalt auf
Verletzungen, Ubermaligen Gewichtsverlust oder Krankheitszeichen gegeben hatte.
Eine weitere Maus hatte einen Gewichtsverlust von mehr als 20% in Kombination mit
einem schlechten Erscheinungsbild, wozu unter anderem stumpfes Fell, Lethargie und
eine Tribung der Augen zahlen und was einen zu grof3en Stress des Tieres anzeigte,
als dass es ethisch vertretbar gewesen ware und musste daher vorzeitig geopfert wer-
den. Drei andere Mause waren am Tag der Sekundarimmunisierung unmittelbar nach
der zweiten Kollagengabe verstorben. In die endgultige Auswertung wurden somit 84
Mause aufgenommen, die den Versuchsablauf nach Plan durchlaufen haben und zum

eingeteilten Zeitpunkt geopfert wurden.

4.2 DIE INFEKTION MIT CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE STAMM VPI 10463 FUHRTE ZU KEINEM
GEWICHTSVERLUST

Zur Untersuchung, wie gut die Inokulation mit C. difficile eine symptomatische CDI
auslosen konnte, wurde das Korpergewicht der Versuchstiere als Indikator genutzt. In
Abbildung 5 ist die Gewichtsentwicklung der Versuchstiere dargestellt. Dabei ist in Ab-
bildung 5A der maximale Gewichtsverlust aller Versuchstiere dargestellt. Es wurde das
Ausgangsgewicht von Versuchstag sieben mit dem gréfiten Gewichtsverlust an den
Folgetagen verglichen. Da, wie in Tabelle 6 dargestellt ist, Gruppe A (Subakute Infek-
tion) nur bis zum Tag neun im Versuch verblieb, wurde fur die Berechnung das ge-
ringste Gewicht der Tage sieben bis neun, bei allen anderen Gruppen das geringste
Gewicht der Tage sieben bis vierzehn eingeschlossen. Es konnte dabei in der C. diffi-
cile Gruppe ein Mittelwert des maximalen Gewichtsverlustes von 0,039%, in der Kon-
trollgruppe ein Mittelwert von 0,032% aufgezeigt werden. Die Werte unterschieden
sich nicht signifikant. In Abbildung 5B ist der Gewichtsverlauf der Versuchstiere der
Gruppen B (Abklingende Infektion) bis G (ClA-Latenzphase) nach der Bakterieninoku-
lation bzw. der sham-Inokulation dargestellt. Es wurden dabei die Mittelwerte der sum-
mierten Korpergewichte innerhalb des Versuchstags sieben (direkt vor der Infektion)
mit denen der folgenden Tage bis Versuchstag vierzehn verglichen. Die Korperge-
wichte bewegten sich dabei in beiden Gruppen im Bereich von 27-33g mit einem mi-

nimal geringeren durchschnittlichen Korpergewicht der Kontrolltiere (Mittelwert 29,68

29



ERGEBNISSE

g) im Vergleich zu den infizierten Tieren (Mittelwert 30,26 g). Es zeigte sich dement-
sprechend, dass es zwar einen insignifikanten Gewichtsunterschied zwischen der
Clostridioides-Gruppe und der Kontrollgruppe gab, jedoch der erwartete Gewichtsab-
fall nach der Infektion mit C. difficile in der Versuchsgruppe ausblieb. Dafur wurde in
der zweifaktoriellen Varianzanalyse ein p-Wert von 0,173 fur den Interaktionseffekt be-

rechnet.
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Abbildung 5: Die Infektion mit C. difficile Stamm VPI 10463 fiihrte zu keinem Gewichtsverlust. (A) Maximaler,
prozentualer Gewichtsverlust nach Infektion mit C. difficile (n=55) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=29) unter-
schied sich nicht, Einschluss der Gruppen A-G, Balkendiagramm der Mittelwerte mit Standardabweichung, T-Test,
p=0,487 (B) Gewichtsverlauf in den sieben Tagen nach Bakterieninokulation (n=48) oder sham-Inokulation (n=25)
unterschied sich nicht, Angabe des absoluten Mausgewichtes, Einschluss der Gruppen B-G, gruppiertes Verlaufs-
diagramm der mit Mittelwerte mit Standardabweichung, zweiseitige Anova, p=0,173
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4.3  DIE IMMUNISIERUNG MIT KOLLAGEN FUHRTE BEI ALLEN TIEREN ZU ARTHRITISCHEN
SYMPTOMEN AN DEN PFOTEN

Weiterhin wollten wir untersuchen, ob eine CDI einen Einfluss auf die Symptom-
schwere der CIA hat. Dazu wurde an Tag 28 des Experiments zur Auslésung der Kol-
lagen-induzierte Arthritis eine Primarimmunisierung durchgefuhrt (siehe Methodenteil).
Die Sekundarimmunisierung zum Auslésen der arthritischen Symptome erfolgte an
Tag 49. Zur Auswertung der CIA-Symptomatik wurde die Versuchsgruppe G (CIA-La-
tenzphase) untersucht. Die Tiere dieser gesamten Gruppe wurden an Tag 81 des Ex-
periments geopfert. Eine Maus aus der Interventionsgruppe zeigte dabei bereits am
Tag der Sekundarimmunisierung arthritische Symptome am rechten Hinterlauf. Die
Symptome der CIA wurden nach dem im Methodenteil beschriebenen Scoring-
Schema quantifiziert. Es wurde gezeigt, dass bei allen Tieren der Versuchsgruppe G
(CIA-Latenzphase), unabhangig von einer durchgefuhrten Inokulation mit C. difficile,
nach der Sekundarimmunisierung eine Ausbildung arthritischer Symptome auftrat
(Abb. 6A). Im Laufe der Versuchstage verschlimmerte sich dabei die Gelenksympto-
matik initial langsam, besserten sich jedoch gegen Ende des Experiments durch Ruck-
laufigkeit der Schwellung teilweise. Dieser Trend wurde sowohl bei den Tieren der In-
terventionsgruppe als auch bei den Tieren der Kontrollgruppe festgestellt. In der Infek-
tionsgruppe wurde, ausgenommen des Tieres, welches bereits am Tag der Sekunda-
rimmunisierung eine Arthritis entwickelt hatte, die CIA-Symptomatik initial an Tag 51
des Versuches festgestellt. In der Kontrollgruppe begannen die ersten Symptome an
Tag 55 (Abb. 6B). Fur das frihere Einsetzen der Symptomatik wurde jedoch keine
Signifikanz ermittelt.

Eine weitere Betrachtungsweise ist die Beurteilung des maximal aufgetretenen Wertes
des CIA-Scores (Abb. 6C). Eine Versuchsmaus konnte bei Addition der Werte fur ihre
vier Pfoten einen Hochstscore von 58 erreichen. In diesem Experiment wurde in der
Infektionsgruppe ein maximaler CIA-Wert von 39, in der Kontrollgruppe ein maximaler
Wert von 35 eruiert. Auch diese Werte unterschieden sich unter Berticksichtigung der
aufgetretenen Varianz nicht signifikant. Insgesamt wurde bei vier der 49 Mause, wel-
che eine primare, jedoch keine sekundare Immunisierung durchlebten, eine spontane
Arthritisentwicklung aufgezeigt. Wahrend die AUC des CIA-Scores der C. difficile Tiere
bei 409,1 lag, zeigte der CIA-Score der sham-infizierten Tiere einen AUC-Wert von
301,9.
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Dies ist in Abbildung 6D dargestellt, wo sich vermuten Iasst, dass der kumulative Arth-
ritisscore der mit C. difficile infizierten Versuchstiere, der die gesamte Krankheitslast
uber den Versuchszeitraum darstellt, tendenziell hdher war, als der der nicht-infizierten

Tiere, doch auch hier liel3 sich dieser Trend nicht mit statistischer Signifikanz unter-

mauern.
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Abbildung 6: Die Immunisierung mit Kollagen fiihrte bei allen Versuchstieren zu arthritischen Symptomen
an den Pfoten. (A) Der CIA-Score, beginnend am Tag der Sekundarimmunisierung (Tag 49) bis zum Tag der Op-
ferung (81) der Gruppe G (ClA-Latenzphase), stieg sowohl in der Infektionsgruppe (n=8) als auch in der Kontroll-
gruppe (n=5) an, Verlaufsdiagramm der Mittelwerte mit p>0,99 in der zweiseitige Anova (B) Der Onset der Arthri-
tis Symptome unterschied sich nicht voneinander, Darstellung der Gruppe G (ClA-Latenzphase), Vergleich der
Infektionsgruppe (n=8) mit der Kontrollgruppe (n=5). Die rote Linie stellt den Tag der Sekundarimmunisierung (Tag
49) dar, Punktdiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung, Man-Whitney-U-Test, p=0,163 (C) Darstellung
der maximalen Arthritis-Scores der Gruppe G (ClIA-Latenzphase), Vergleich der Infektionsgruppe (n=8) mit der
Kontrollgruppe (n=5), Punktdiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung, Man-Whitney-U-Test, p=0,605 (D)
Es zeigte sich ein Unterschied zwischen dem kumulativem Arthritisscore der mit C. difficile infizierten Tiere (n=8)
im Vergleich zu den nicht-infizierten Tieren (n=5), der jedoch keine statistische Signifikanz erreichte, Balkendia-
gramm der Mittelwerte mit Standardabweichung zum T-Test-Vergleich der jeweiligen AUC.
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4.4 DIE IMMUNISIERUNG MIT KOLLAGEN FUHRTE ZU EINER ZUNAHME DER ZELLEN IN DEN
INGUINALEN LYMPHKNOTEN

Die eminenteste Fragestellung war, darzustellen, welchen Einfluss einerseits die Im-
munisierung mit Kollagen, andererseits aber auch die Inokulation mit C. difficile auf die
extrahierten Gewebe in Bezug auf die T-Zellen und ihre Aufteilung in Subpopulationen
hatte.

Dafur wurden von den Versuchsmausen post mortem fur die Zellaufarbeitung die in-
guinalen und mesenterialen Lymphknoten ebenso wie der Diunndarm entnommen.
Nach der Isolation der Zellen aus den verschiedenen Geweben erfolgte deren Aufrei-
nigung. In Abbildung 7 sind die Mengen der extrahierten Zellen illustriert. Da kein kli-

nischer Unterschied zwischen CDI- und Kontrollmausen festgestellt wurde, erfolgte der
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Abbildung 7: Die Immunisierung mit Kollagen fiihrte zu einer Zunahme der Lymphozyten in den inguinalen
Lymphknoten. In A-C ist die Anzahl der aus den Lymphknoten gewonnenen Zellen pro ml in den Versuchsgruppen
A (n=11), B (n=12), C (n=12), D (n=12), E (n=12), F (n=12) und G (n=13) dargestellt, Balkendiagramm der Mittel-
werte mit Standardabweichung, Kruskal-Wallis-Test, aufgezeigte Signifikanzen definieren sich mit einem p-Wert
zwischen p=0,01 und p=0,05. (A) Die Zellen aus den inguinalen Lymphknoten (IL) vermehrten sich im zeitlichen
Verlauf, (B) die Zellen der mesenterialen Lymphknoten (ML) waren in den spateren Versuchsgruppen weniger,
jedoch ohne Signifikanz. (C) Die Zellen der Darmmukosa hatten nur einen unwesentlichen, insignifikanten Men-
genzuwachs. (D) Legende zu den in A-C gezeigten Graphen beziiglich der Gruppennamen.
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Vergleich der Zellzahlen nur in zeitlicher Abhangigkeit und nicht abhangig vom C. dif-
ficile Inokulationsstatus. Es zeigte sich, dass die Menge an Zellen in den inguinalen
Lymphknoten ab Opferungstag D (Nach Primarimmunisierung) erst langsam anstieg
und dann ab Gruppe E (Vor Sekundarimmunisierung) auf ahnlich hohem Niveau bis
zur zuletzt geopferten Versuchsgruppe konstant blieb. Mittels Varianzanalyse konnten
dabei vorhandene Signifikanzen zwischen den ersten drei Versuchsgruppen, welche
vor der ersten Immunisierung geopfert wurden und den letzten drei Versuchsgruppen,
bei denen die Versuchstiere eine oder zwei Immunisierungen durchlaufen hatten, be-
rechnet werden. Gegensatzliches zeigte sich in der Zellzahlmenge der mesenterialen
Lymphknoten. Hier konnte eine leichte Abnahme der Lymphozytenzahl nach Gruppe
B (Abklingende Infektion) bis eingeschlossen Gruppe F (Nach Sekundarimmunisie-
rung) dargestellt werden, welche jedoch nicht signifikant war.

Beim Vergleich zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren wurde in den Gruppen
A und B eine C. difficile-induzierte Zunahme der mesenterialen Lymphozyten festge-
stellt, die nicht die statistische Signifikanz erreichte (Anhang Abbildung 1). Bei den aus
der Darmmukosa extrahierten Lymphozyten konnte keine Zellzahlveranderung darge-
stellt werden.

Zusammenfassend fluhrte die Immunisierung mit Kollagen und Adjuvans zu einer in-
guinal-nodalen Leukozytose, was sich mesenterial-nodal und intestinal-mukosal nicht

zeigte.

4.5 UNTERSCHIEDLICHE STRATEGIEN DER EINZELZELLANALYSE VON LEUKOZYTEN AUS
DEN LYMPHKNOTEN UND AUS DEM DARM

Um etwaige Veranderungen der Zusammensetzung der Lymphozyten in Lymphknoten
und Darm zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen mit Hilfe von
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern durchgefiihrt, welche Gber genauere Selektie-
rung der farbstoffmarkierten Zellen eine explizitere Darstellung lieferte, wie sich die
Lymphozytensubpopulationen durch CDI und CIA veranderten. Nach der Aufreinigung
und Anfarbung der extrahierten Zellen wurden fur die durchflusszytometrische Mes-
sung aus jeder Probe insgesamt 1+10° Events aufgenommen. In Abbildung 8 ist
exemplarisch das Gating Schema fur die Zellen der inguinalen und mesenterialen
Lymphknoten dargestellt. Als erstes erfolgte die Abtrennung der eigentlichen Zellen

vom Debris in der GroRenauftragung von FSC-H (forward scatter - Zellgrof3e) gegen
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SSC-H (side-scatter - Zellgranularitat) sowie die Abtrennung von Dubletten. Die leben-
den Leukozyten wurden als CD45+ und ZombieNIR— definiert. Aus diesen wurden
dann die CD127 positiven und Lineage negativen ILC durch Auftrennung gegen
CD127 und Lineage dargestellt. Fur die weitere Aufarbeitung der ILC sei an dieser

Stelle auf die Arbeit von Herrn Lukas Wenzel verwiesen.
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Abbildung 8 Gatingstrategie Lymphknoten. Es ist an einer Versuchsprobe exemplarisch die Strategie fur das
hierarchische Gating der Lymphozyten aus inguinalen und mesenterialen Lymphknoten am Durchflusszytometer
dargestellt. Links oben: Grofienauftragung zur Unterscheidung der Zellen (Cells) vom Debris. Darunter: Darstellung
der Gesamtzellen zum Dubletten Ausschluss (Single Cells). Unten Mitte: Darstellung der Einzelzellen in der Vitali-
tatsfarbung zur Vereinzelung lebender Zellen (LiveLeuko). Aus den Lebendzellen heraus werden rechts unten die
CD4 positiven Zellen dargestellt, unten links die ILC durch Auftragung von CD127 gegen Lineage. Aus den CD4
positiven Zellen (unten rechts) werden im Kasten oben rechts die T-Zell-Populationen definiert. Im Kasten links
oben: Th1-Zellen nach Tbet-Anfarbung, oben rechts: Th2-Tellen nach Auftragung von ST2 gegen GATAS, unten
links: Treg-Zellen nach FoxP3-Anfarbung, unten rechts: Th17-Zellen nach RoRyT-Anfarbung.
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Weiterhin wurden aus den lebenden Leukozyten die CD4-positiven T-Helfer-Zellen
dargestellt. Diese wurden dann in weiteren Vereinzelungsschritten in Th1-Zellen
(Tbet+), Th2-Zellen (GATA3+/ST2%), Treg-Zellen (FoxP3+) und Th17-Zellen
(RoRyT+) aufgetrennt.

In Vergleich dazu kann man in Abbildung 9 sehen, dass das Gating-Schema der Darm-
mukosazellen in anderer Reihenfolge erfolgte. Dabei wurde zuerst zum Ausschluss
von Dubletten nach der ZellgréRe sortiert, daran schloss sich die Abtrennung der CD45

positiven Zellen zur Leukozytenvereinzelung an sowie das Gating der lebenden
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Abbildung 9: Gatingstrategie Darmmukosa. Es ist an einer Versuchsprobe exemplarisch die Strategie fir das
hierarchische Gating der Lymphozyten aus der Darmmukosa am Durchflusszytometer dargestellt. Links oben: Gro-
Renauftragung zum Dublettenausschluss (Singles), rechts daneben: Vereinzelung der Leukozyten durch Auftra-
gung gegen CD45 (CD45+), rechts daneben: Vitalitdtsfarbung zur Darstellung lebender Zellen (LiveLeuko), rechts
daneben: Abscheidung der restlichen Zellen vom Debris (Cells). Aus der reinen Zellpopulation (Cells) erfolgt rechts
mittig die Abtrennung der CD4 positiven Zellen und rechts unten die ILC durch Auftragung von CD127 gegen Line-
age. Aus den CD4 positiven Zellen werden im Kasten links die T-Zell-Populationen aufgetrennt. Im Kasten links
oben: Th1-Zellen nach Tbet-Anfarbung, oben rechts: Th2-Tellen nach Auftragung von ST2 gegen GATAS3, unten
links: Th17-Zellen nach RoRyT-Anfarbung, unten rechts: Treg-Zellen nach FoxP3-Anfarbung.
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Leukozyten, welche sich ZombieNIR positiv darstellten. Erst danach erfolgte die Ab-
scheidung vom Debris zur Zelldarstellung. Im Anschluss wurde, ebenso wie bei den
Lymphknoten, einerseits die Fraktion der ILC (CD127+/Lin-) als auch die Fraktion der
CD4-postiven Zellen einzeln aufgetrennt. Auch hier wurden die CD4-positiven T-Hel-
ferzellen anschlielfend noch nach Th1 (Tbet+), Th2 (GATA3+/ST2t), Th17 (RoRyT+)
und Treg (FoxP3+) aufgetrennt.

4.6 Die CDI FUHRTE zZU EINER TRANSIENTEN ANREICHERUNG VON CD4+ ZELLEN IM
DARM

Die graphische Darstellung der aus der Durchflusszytometrie gewonnenen Daten hin-
sichtlich der CD4-positiven Zellen und der ILCs erfolgte in Abbildung 10. Dabei wurde
jeweils aufgezeigt, wie sich die Zellzahl der definierten Zellpopulationen im zeitlichen

Verlauf darstellte. Wobei der zeitliche Verlauf mit dem starker werdenden Einfluss der
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Abbildung 10: Die CDI fiihrte zu einer transienten Anreicherung von CD4+ Zellen im Darm. Es sind in der
oberen Reihe die CD4-positiven Zellen und in der unteren Reihe die ILC dargestellt. In der linken Spalte jeweils
Zellen der inguinalen Lymphknoten (IL), in der mittleren Spalte Zellen der mesenterialen Lymphknoten (ML), in der
rechten Spalte Zellen der Darmmukosa. Angabe in Prozent jeweils anteilig an CD45+ und lebenden Zellen. Kein
Unterschied zwischen den Zellzahlen der CD4-positiven Zellen der inguinalen und mesenterialen Lymphknoten, in
der Darmmukosa nur vereinzelt. Bei der Menge der ILCs zeigte sich in den inguinalen Lymphknoten eher ein insig-
nifikant gegenlaufiger Verlauf, sowie ein dhnlicher Verlauf bei den Zellen der mesenterialen Lymphknoten und der
Darmmukosa. Mittelwertsdiagramm mit Standardabweichungen, Kruskal-Wallis-Test zum Longitudinalvergleich mit
Post-Hoc-Test nach Dunn, daflr Signifikanzindikator (#,&,$) in der Farbe, in der im Post-Hoc-Test eine Signifikanz
aufgetreten ist. Man-Whitney-U-Test zum Vergleich Infektionsgruppe (n=7-8) gegen Kontroligruppe (n=3-4),
schwarzer Signifikanzindikator (*) bei p<0,05. Auf Abszisse Auftragung der Versuchsgruppen: Subakute Infektion
(A), Abklingende Infektion (B), Rekonvaleszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D), Vor Sekunda-
rimmunisierung (E), Nach Sekundarimmunisierung (F), ClIA-Latenzphase (G).
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CIA assoziiert ist und das Vorhandensein der CDI durch den farblichen Gruppenver-
gleich dargestellt ist. Die den jeweiligen Abbildungen zugrundeliegenden Werte sind
in den Tabellen 7,8 und 9 des Anhangs abgebildet. Es ist dabei sowohl fir Abbildung
10 als auch fur die im nachsten Abschnitt diskutierte Abbildung 11 zu beachten, dass
bei den inguinalen Lymphknoten ein Tier aus der Infektionsgruppe der Gruppe E (Vor
Sekundarimmunisierung) und bei den mesenterialen Lymphknoten ein Tier aus der
Kontrollgruppe der Gruppe B (Abklingende Infektion) aus der Berechnung ausge-
schlossen wurde, da sich bei der Auswertung dieser Werte ein Fehler in der Datenauf-
arbeitung zeigte. Zuerst ist in Abbildung 10 der Verlauf der T-Helferzellen sowie der
ILCs dargestellt. Es erfolgte die gewebespezifische Auftragung der inguinalen und
mesenterialen Lymphknoten sowie der Darmmukosa. Bei den CD4-positiven Zellen
zeigte sich groftenteils ein ahnlicher Verlauf von Zellen, welche eine Infektion mit C.
difficile erfuhren, wie jene, welche nicht infiziert waren. Nur bei den Zellen der Darm-
mukosa differierten diese Werte.

Es liel3 sich darstellen, dass die CD4-positiven Zellen der inguinalen Lymphknoten, im
Gegensatz zu denen der mesenterialen Lymphknoten und der Darmmukosa, sowohl
in der Interventionsgruppe als auch in der Kontrollgruppe einen sinuskurvenféormigen
Verlauf mit initial hoher und zum Ende des Experiments niedriger T-Lymphozytenzahl
hatte, welcher interessanterweise nur in der Infektionsgruppe statistische Signifikanz
erreichte. Bei den Zellen der Darmmukosa zeigten sich in zwei Gruppen (Gruppe B,
Abklingende Infektion und Gruppe D, Vor Sekundarimmunisierung) signifikant mehr
CD4+ Zellen bei den Tieren mit CDI im Vergleich zu den Tieren ohne CDI. Auch lie3
sich weiterhin zeigen, dass, unabhangig von einer CDI, sowohl aus den inguinalen als
auch aus den mesenterialen Lymphknoten mehr CD4-positive Zellen extrahiert werden
konnten als aus der Darmmukosa.

Obwohl sich auch bei den ILCs nur punktuelle Signifikanzen zwischen den Zellen, wel-
che mit C. difficile infiziert waren und jenen, welche nicht infiziert waren, berechnet
lieRen, glich der Verlauf der beiden Versuchsgruppen sich hier nicht so sehr wie bei
den CD4-positiven Zellen. Bei den Zellen der inguinalen Lymphknoten stellte sich initial
ein eher gegenlaufiger Verlauf der ILCs zwischen infizierten und nicht-infizierten Zellen
dar, mit mehr ILCs bei den Kontrolltieren. In den mesenterialen Lymphknoten hatten
die Tiere mit CDI in den Gruppen A (Subakute Infektion) und Gruppe B (Abklingende

Infektion) weniger ILCs als die Tiere ohne CDI. Bei den Zellen der Darmmukosa zeigte
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sich der Unterschied eher als zeitlicher Versatz, bei dem die ILCs der infizierten Tiere
initial langsamer anstiegen als die der nicht infizierten Tiere.

Zusatzlich lief3 sich darstellen, dass, unabhangig von einer Infektion mit C. difficile, aus
der Darmmukosa mehr ILCs extrahiert werden konnten als aus den Lymphknoten.
Daraus lasst sich zusammenfassen, dass es sowohl bei den Lymphknoten der CD4-
positiven Zellen als auch bei den ILCs keine kontinuierlich signifikanten Unterschiede
zwischen den Zellen der mit C. difficile infizierten und nicht infizierten Tiere gab. Es
zeigte sich jedoch, dass die CDI in den Zellen der Darmmukosa initial zu einem tran-
sienten Anstieg der CD4+ Zellen fuhrte. Weiterhin stellte sich einerseits dar, dass die
Anzahl CD4-positiver Zellen in den inguinalen Lymphknoten mit zunehmender CIA ab-
nahm. Und andererseits stellten sich in der Darmmukosa weniger CD4-positive Zellen

und mehr ILCs als in den Lymphknoten dar.

4.7 EINE CDI FUHRTE IN DER DARMMUKOSA ZU EINER TRANSIENTEN ANREICHERUNG DER
TH2-ZELLEN, DIE EINER TRANSIENTEN DEPLETION DER TH1- UND TH17-ZELLEN VO-
RAUSGING

Mit der durchflusszytometrischen Differenzierung wurden nach der Darstellung der
CD4-positiven Zellen diese in die T-Zell-Subpopulationen eingeteilt. Abbildung 11 stellt
die aus den T-Helferzellen aufgetrennten Gruppen einzeln und nach Gewebe unterteilt
dar. Dabei ist, wie in Abbildung 10, der zeitliche Verlauf mit dem starker werdenden
Einfluss der CIA assoziiert und das Vorhandensein der CDI durch den farblichen Grup-
penvergleich dargestellt. Auch hier war ein Unterschied zwischen den Zellen der mit
C. difficile infizierten Tiere und der nicht infizierten Tiere nur punktuell darstellbar. So
zeigte sich bei den inguinalen Lymphknoten ein signifikanter, versuchsgruppenspezi-
fischer Unterschied nur bei den Th1-Zellen in Gruppe A (Subakute Infektion) und
Gruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion).

Bei den mesenterialen Lymphknoten zeigte sich nur ein signifikanter, versuchsgrup-
penspezifischer Unterschied in Gruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion) der Th2-Zel-
len, der sich in den ST2-negativen Th2-Zellen widerspiegelte.

Bei den Zellen der Darmmukosa hingegen stellten sich signifikante Unterschiede in
der Gruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion) der Th1- und Th17-Zellen dar, bei denen
eine geringere Th1- und Th17-Menge bei den Tieren mit CDI im Vergleich zu den Tie-

ren ohne CDI auffiel.
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Abbildung 11: Eine CDI fiihrte in der Darmmukosa zu einer transienten Anreicherung der Th2-Zellen, die
einer transienten Depletion der Th1- und Th17-Zellen vorausging.: Legende auf der ndchsten Seite.
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Weiterhin stellten sich in der Gruppe F (Nach Sekundarimmunisierung) mehr Th17-
und Treg-Zellen bei den infizierten Tieren dar im Gegensatz zu den unifizierten Tieren.
Aulierdem zeigten sich in den friihen Versuchsgruppen A und B mehr Th2- und ST2-
negativen Th2-Zellen bei den Tieren mit CDI im Vergleich zu den Tieren ohne CDI.
Daruber hinaus stellte sich dar, dass in allen T-Zell-Subpopulationen der inguinalen
Lymphknoten die prozentualen Zellzahlen im zeitlichen Verlauf abnahmen, ohne dass
dies die statistische Signifikanz erreichte, wahrend die Zellzahlen der mesenterialen
Lymphknoten meist auf ahnlichem Niveau stagnierten und bei der Darmmukosa ten-
denzlose Schwankungen im zeitlichen Verlauf erkennbar war. Zusatzlich zeigte es
sich, dass die ST2-negativen Zellen in allen Geweben, dadurch dass sie den grofiten
Teil der als GATA3-positiv gegateten Zellen ausmachten, meistens synchron mit den
Th2-Zellen verliefen, unabhangig davon, ob es sich um die Infektionsgruppe oder um
die Kontrollgruppe handelte.

Zusammenfassend stellte sich dar, dass eine Infektion mit C. difficile nur im Einzelnen
signifikante Unterschiede in den Subpopulationen der CD4-Zellen verursachte. Diese
waren vor allem in den aus der Darmmukosa extrahierten Zellen darzustellen, in der
nach CDlI initial die Th2-Zellen transient anstiegen gefolgt von einem transienten Abfall
der Th1- und Th17-Zellen.

4.8 EINE KOLLAGEN-INDUZIERTE ARTHRITIS FUHRTE ZU HISTOLOGISCHEN VERANDERUN-

GEN AM BETROFFENEN GELENK

Zur Untersuchung, welche histologischen Veranderungen eine Kollagen-induzierte
Arthritis verursachen konnte, wurden arthritische Hinterpfoten von Mausen aus ver-
schiedenen Versuchsgruppen einer histologischen Beurteilung unterzogen. Dabei er-

folgte nach der Opferung der Mause zum jeweiligen Versuchszeitpunkt die Entnahme

Legende zu Abbildung 11: Darstellung der Th1-, Th17-, Treg- und Th2-Zellen sowie der aus den Th2-Zellen
gegateten ST2-positiven und ST2-negativen Zellen. In der linken Spalte jeweils Zellen der inguinalen Lymphknoten
(IL), in der mittleren Spalte Zellen der mesenterialen Lymphknoten (ML), in der rechten Spalte Zellen der Darmmu-
kosa. Angabe in Prozent jeweils anteilig an CD45+ und lebenden Zellen. Es zeigten sich nur vereinzelt Signifikan-
zen, die keinem klaren Trend folgen, Mittelwertsdiagramm mit Standardabweichung, Kruskal-Wallis-Test zum Lon-
gitudinalvergleich mit Post-Hoc-Test nach Dunn, dafiir Signifikanzindikator (#,&,$) in der Farbe, in der im Post-Hoc-
Test eine Signifikanz aufgetreten ist. Man-Whitney-U-Test zum Vergleich Infektionsgruppe (n=7-8) gegen Kontroll-
gruppe (n=3-4), schwarzer Signifikanzindikator (*) bei p<0,05. Auf Abszisse Auftragung der Versuchsgruppen: Sub-
akute Infektion (A), Abklingende Infektion (B), Rekonvaleszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D),
Vor Sekundarimmunisierung (E), Nach Sekundarimmunisierung (F), CIA-Latenzphase (G).
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der Pfote, welche anschlieRend entkalkt und fir die histologische Untersuchung mit
Hamatoxilin-Eosin gefarbt wurde. Es wurden dabei nicht die Pfoten aller Versuchstiere
entnommen, daher war eine Quantifizierung der erosiven Prozesse nicht moglich. In
Abbildung 12 ist exemplarisch das histologische Bild einer arthritischen Pfote im Ver-
gleich zu einer asymptomatischen Pfote dargestellt. Erkennbar sind vermehrte Ent-
zundungsinfiltrate und eine Kontinuitatsunterbrechung der Knochenoberflache im Ge-

lenkspalt, die sich an der asymptomatischen Pfote nicht darstellen Iasst.

Abbildung 12: Eine Kollagen-induzierte Arthritis fiihrte zu histologischen Veranderungen am betroffenen
Gelenk. (A) Exemplarische Darstellung der histologischen Aufarbeitung der Hinterlaufe in der Hamatoxilin-Eosin-
Farbung. Hinterlauf ohne Arthritis, Knochen glatt, ohne Erosion (schwarze Pfeile), Hinterlauf einer Kontrollmaus der
Gruppe A (Subakute Infektion) in 1,25-facher VergroRerung (B) und 10-facher Vergréerung. (C) Hinterlauf mit
Arthritis, Knochenoberflache aufgeraut mit Erosionen (weil3e Pfeile), Entziindungsinfiltrate (*), Hinterlauf einer mit
C. difficile infizierten Maus der Gruppe G (ClA-Latenzphase) mit arthritischen Symptomen in 1,25-facher Vergro-
Rerung (D) und 10-facher VergréRerung.
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Eine weitere histologische Untersuchung wurde zur Beurteilung des Einflusses einer
Clostridioides difficile Infektion durchgefihrt. Dabei wurden die Kolons prapariert und
ebenfalls mit Himatoxilin-Eosin gefarbt. Auch hier ist eine Quantifizierung des Entzin-
dungsprozesses nicht moglich, da nicht von allen Tieren das Kolon enthommen wurde.
In Abbildung 13 ist exemplarisch das Kolon einer mit C. difficile infizierten Maus gegen
das einer sham-infizierten Maus dargestellt. In nur wenigen Praparaten konnte die hier

beschriebene Leukozyteninfiltration aufgezeigt werden.

Abbildung 13: Eine C. difficile Inokulation konnte zur Einwanderung von Entziindungszellen in den Darm
fiihren. (A) Exemplarische Darstellung der histologischen Aufarbeitung des Kolons in der Hamatoxilin-Eosin-Far-
bung. Kolon einer mit C. difficile infizierten Maus der Gruppe B (abklingende Infektion) 9 Tage nach Infektion. 10-
fach VergroRerung (B) und 20-fach Vergrofierung. Mit Verdickung des Darmes und Auftreten von Entziindungsin-
filtraten (*). (C) Kolon einer Kontrolimaus der Gruppe A (Subakute Infektion) 2 Tage nach sham-Infektion. 5-fach
VergréRerung (D) und 10-fach VergréRerung.
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V. DISKUSSION

Die rheumatoide Arthritis ist eine Volkskrankheit immunologischer Genese, deren Pa-
thophysiologie bis heute nicht vollstandig geklart ist. Die Mukosa-Gelenk-Achse ist da-
bei in den letzten Jahren vermehrt in den Fokus der Forschung gerlckt. Dabei bezie-
hen sich viele Studien explizit auf die Relevanz der Darm-Gelenk-Achse.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstandnis der Pathophy-
siologie der rheumatoiden Arthritis zu leisten. Dazu wurde fur die durchgefihrte Studie
das Modell der Kollagen-induzierten Arthritis gewahlt. Es ist das am haufigsten ge-
nutzte Modell fir die rheumatoide Arthritis, mit dem in vivo die Auswirkungen der Arth-
ritis am Organismus dargestellt werden kénnen und aus dessen Pathophysiologie Pa-
rallelen zur rheumatoiden Arthritis gezogen werden kénnen (Brand et al., 2007). Zur
Durchflihrung der Experimente wurden mannliche DBAxB10Q Mause der F1-Genera-
tion genutzt, fur welche beschrieben ist, dass diese eine Kollagen-induzierte-Arthritis
entwickeln kénnen (Lubcke et al., 2019). Explizit wurde zur Untersuchung der Darm-
Gelenk-Achse der Einfluss einer Clostridioides difficile Infektion in Kombination mit ei-
ner Kollagen-induzierten Arthritis auf das Immunsystem der Maus untersucht. Dabei
stand besonders das adaptive Immunsystem mit den unterschiedlichen T-Zell-Popu-
lationen im Fokus der Betrachtung. Da in einer Veroéffentlichung der Arbeitsgruppe Kii-
nische Immunologie bereits nachgewiesen werden konnte, dass eine CDI die Symp-
tome einer CIA linderte (Schmidt et al., 2020), wurde das gleiche Erregermodell mit
dem C. difficile Stamm VPI| 10463 auch in der vorliegenden Arbeit genutzt um die dort
dargestellten Ergebnisse hier zu reproduzieren und weiterfihrend zu untersuchen.
Es stellte sich in dieser Arbeit jedoch Uberraschenderweise heraus, dass die subklini-
sche CDI nur punktuell Einfluss auf die T-Zell-Subpopulationen der Maus hatte. Dies
zeigte sich auch unabhangig von einer sich anschliellfenden CIA. Zur Investigation,
welche Ursache diesem unterschiedlichen Ergebnis zugrunde liegt, missen mehrere
Faktoren diskutiert werden.
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5.1 EINE INFEKTION DER VERSUCHSTIERE MIT C. DIFFICILE KONNTE NICHT BEI ALLEN

INOKULIERTEN TIEREN BESTATIGT WERDEN

Die Kontrolle einer erfolgreichen Infektion mit Clostridioides difficile lasst sich im Klini-
schen Gebrauch uber die Faktoren der Abnahme des Korpergewichtes und des Auf-
tretens von Diarrhden, welche miteinander korrelieren kdnnen, bestatigen. Da jedoch
im Laufe der Tierhaltung jeweils mehrere Tiere in einem Kafig untergebracht waren,
konnte den Tiere zur Infektionskontrolle somit nur spezifisch der potentielle Gewichts-
verlust, nicht jedoch Diarrhoen als Zeichen der CDI zugeordnet werden. Da die Ge-
wichtsabnahme der Infektionsgruppe jedoch nicht signifikant groRer war als die der
Kontrollgruppe, musste davon ausgegangen werden, dass nicht jedes mit C. difficile
inokulierte Tier letztendlich infiziert war. Dem koénnen unterschiedliche Ausléser zu-
grunde gelegen haben.

Obwohl neuere Daten zeigen, dass C. difficile unter Umstanden besser mit Sauer-
stoffexposition umgehen kann, als es von einem obligaten Anaerobier erwartet ist
(Morvan et al., 2021), ist zu erwahnen, dass, obwohl schnell und prazise gearbeitet
wurde, eine gewisse Zeit zwischen der Entnahme der C. difficile aus der Anaeroben-
kammer und der oralen Inokulation verstrich, wodurch die Bakterien flr undefinierte
Zeit sauerstoffhaltiger Luft ausgesetzt waren, was die Vitalitat beeinflussen konnte.
Weiterhin wurden fur die Infektion der Tiere eigens C. difficile kultiviert, deren Vitalitat
anschlielend gegengepruft wurde. Bei den in die Versuchstiere eingebrachten Bakte-
rien handelte es sich um vegetative Zellen. In naturlicher Umgebung geschieht eine
Infektion mit C. difficile jedoch Uber die Aufnahme der Sporen, die erst im Darm wieder
auskeimen (Howerton et al., 2011; Koenigsknecht et al., 2015). Und obwohl die Infek-
tion von Versuchsmausen mit vegetativen Formen von C. difficile schon mehrmals er-
folgreich durchgefuhrt wurde, konnte auch dieser Umstand eine Limitation des Ver-
suchs zu Folge haben (Reeves et al., 2011).

AuRerdem zeigte die Arbeitsgruppe um Castro-Cérdova (2020), dass der C. difficile
Stamm VPI 10463 nach einer Behandlung mit einem Antibiotika-Cocktail gefolgt von
einer Clindamycin-Injektion eine schlechtere Suszeptibilitat zeigt als nach einer zehn-
tagigen Cefoperazon-Therapie. Obwohl das hier angewandte antibiotische Regime zur
Erh6hung der Empfanglichkeit des Organismus mit C. difficile bereits in vorausgehen-
den Studien erfolgreich war, kann diskutiert werden, ob eine Erweiterung des antibio-

tischen Wash-Out-Protokolls zur Suszeptibilitatserhohung sinnvoll ware.
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Ein alternativer Ansatz, eine CDI zu initiieren, stellt die Infektion mit Helicobacter he-
paticus dar. Dieser ahmt das Konzept einer entziindlichen Darmerkrankung im Sinne
der Erschaffung eines inflammatorischen Milieus nach und kreiert damit eine antibio-
tika-unabhangige Methode, einen murinen Organismus anfallig fur C. difficile zu ma-
chen (Barron et al., 2022). Auch damit kann sich zur experimentellen Induktion der CDI
auseinandergesetzt werden.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Gewebeinfiltration von Neutrophilen in den
Darm von Mausen, welche mit C. difficile Sporen inokuliert wurden, innerhalb von 24-
48 Stunden nach dem Infektionsereignis nachweisbar war (Jarchum et al., 2012). Bei
der anschlielRenden histologischen Aufarbeitung der Kolons konnte in der vorliegen-
den Arbeit nur in Einzelfallen ein histopathologisches Korrelat im Sinne einer Leuko-
zyteninfiltration in den betroffenen Geweben dargestellt werden. Dies kann einerseits
die klinische Hypothese, dass die Inokulation mit C. difficile bei vielen Interventionstie-
ren nicht zu einer CDI gefuhrt habe, stitzen. Andererseits kann es auch darauf hin-
deuten, dass die Entzindungsreaktion bereits wieder rekonvaleszent war und damit
histopathologische Merkmale noch teilweise vorhanden, aber bereits am Abklingen
waren. Die Aussage aus der Anzahl der Zellen, welchen aus den mesenterialen
Lymphknoten gewonnen wurden, konnten diese These jedoch auch nur unmalfigeblich
bestatigen. Denn obwonhl die Zahl der mit C. difficile infizierten Zellen aus den mesen-
terialen Lymphknoten gering hoher als die der nicht infizierten Tiere war, erreichte die-
ser Aspekt keine statistische Signifikanz. Es ist daher zu Uberlegen, ob in anschliel3en-
den Experimenten die Infektionskontrolle auf eine vorhandene CDI schon wahrend des
Versuchs Uber einen Toxinnachweis aus dem Stuhl einzeln gehaltener Mause oder
Uber neuere alternative Moglichkeiten, wie beispielsweise eine Serumkontrolle von An-
tikorper-sezernierender Zellen (ASC), durchgefuhrt werden kann (Haddad et al.,
2021).

5.2 BEI ALLEN VERSUCHSTIEREN KONNTE EINE KOLLAGEN-INDUZIERTE ARTHRITIS AUS

GELOST WERDEN

Zu Beginn der Experimente sollte die These verfolgt werden, nach der eine klinische
CDI die Schwere der arthritischen Symptome linderte. Da jedoch in der vorliegenden
Arbeit der Status einer klinisch symptomatischen CDI nicht erreicht wurde, kbnnen die

Ergebnisse dieser Studie nicht direkt mit denen von Schmidt (2020) korreliert werden.
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Es wurden daher mittels zytometrischer Daten versucht, das von Schmidt untersuchte
Phanomen zu erklaren. Dies geschah, indem analysiert wurde, welchen Einfluss eine
subklinische CDI auf Symptomschwere der CIA hatte. Das Auftreten einer Kollagen-
induzierten Arthritis wurde tUber den CIA-Score gemessen. In dieser Messung konnte
fur alle Tiere der mit C. difficile inokulierten Gruppe ebenso wie fur alle Tiere der Kon-
trollgruppe das Vorhandensein der Arthritis definiert werden. Es ergab sich damit eine
Inzidenz von 100% fur beide Gruppen und somit kein versuchsgruppenspezifischer
Unterschied. Zur genaueren Analyse dieses Faktes wurde anschlieend der maximal
aufgetretene Arthritisscore zur Beurteilung der Schwere der Symptome sowie der erste
Tag, an dem Symptome der Arthritis diagnostiziert werden konnten, und der kumula-
tive Arthritisscore miteinander verglichen. Aber auch hier mussten wir feststellen, dass
die Inokulation mit C. difficile weder einen signifikant protektiven noch aggravierenden
Effekt auf die klinische Symptomatik der CIA hatte.

Es ist dabei jedoch zu erwahnen, dass bei den genutzten DBAxXxB10Q Mausen bei ei-
nigen Tieren im Versuchsablauf auch ohne sekundare Immunisierung mit Kollagen,
eine spontane Arthritis nach alleiniger Primarimmunisierung aufgetreten ist. Es han-
delte sich dabei um insgesamt vier der 49 Mause, die die primare Immunisierung
durchlaufen haben, aber noch vor der sekundaren Immunisierung standen. Damit
ergibt sich eine Rate von 12,25% der Tiere, bei denen bei der CIA eine verfrihte Arth-
ritis auftrat. Obwohl das spontane Auftreten arthritischer Symptome ohne das Verfah-
ren der Kollageninduktion bereits mehrmalig und bei verschiedenen Mausstammen
nachgewiesen werden konnte (Hang et al., 1982; Holmdahl et al., 1992; Sakaguchi et
al., 2003), lasst sich in der Literatur zu einem verfriihten Ausbruch arthritischer Symp-
tome nach Primarimmunisierung, jedoch vor Sekundarimmunisierung keine aussage-
kraftige Studie finden. Es konnte jedoch fur DBAxB10Q Tiere bei fruheren Experimen-
ten der Arbeitsgruppe klinische Immunologie bei einzelnen Mausen bereits ein solch
verfrihtes Einsetzen beobachtet werden. Daher muss Uberlegt werden, ob die in allen
Versuchstieren ausgeloste Arthritis wirklich auf die Immunisierung mit Kollagen Typ I
zurlckzufuhren ist oder ob der verwendete Mausstamm DBAxB10Q die Eigenheit in-
nehat, spontane Arthritiden auch ohne Interventionen oder verfrihte arthritische Symp-
tome ohne sekundare Immunisierung auslésen zu kénnen und inwiefern dieser Stamm
damit fUr ein Vergleichsmodell geeignet ist.

Den Anstieg der Zellzahlen aus den inguinalen Lymphknoten werteten wir als lokale

Lymphadenopathie, fur die bewiesen ist, dass sie mit einer arthritischen Symptomatik
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der Gelenken einhergeht (Rodriguez-Palmero et al., 1999; Wooley & Whalen, 1991).
Dies ist mit den klinischen Entziindungszeichen, die an den Gelenken der Versuchs-
tiere darstellbar waren, vereinbar.

Die histologischen Praparate, welche von den Hinterlaufen der arthritischen Mause in
diesem Versuch angefertigt wurden, unterstreichen die Ursache dieser Lymphadeno-
pathie der Pfoten-drainierenden Lymphknoten. Sie weisen ahnliche Entztiindungspa-
thologien auf wie die bereits 1986 von Holmdahl beschrieben Symptomen der Kol-
lagen-induzierten Arthritis; eine lokale Entzindungsform mit Einwanderung mononuk-
learer Zellen in das artikulare Gewebe, synoviale Hyperplasie sowie Lyse von Knorpel

und Knochen.

Als Limitation im Scoring der Arthritis Symptomatik muss an dieser Stelle jedoch wei-
terhin eine potentielle Fehlerquelle dieser Arbeit angesprochen werden. Wie eingangs
bereits erwahnt, wurden die Experimente zu dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Lu-
kas Wenzel durchgeflihrt. Dadurch drangt es sich naturgegeben auf, dass es sowohl
in der Aufarbeitung der Proben, welche anschlieRend diskutiert werden, als auch in
der subjektiven Bewertung der arthritischen Symptome eine interpersonelle Varianz

vorhanden war, die mathematisch nicht eliminiert werden konnte.

5.3 EINE KOLLAGEN-INDUZIERTE ARTHRITIS MODULIERTE DIE IMMUNLANDSCHAFT BEI
DBAXxB10Q MAUSEN

Neben den klinischen Veranderungen, die eine CDI auf die Symptomatik der CIA hatte,
interessierten wir uns auch fur die immunologischen Aspekte, welche durch den Ein-
griff in das Mikrobiom der Versuchstiere moduliert wurden. Daher schloss sich nach
der Opferung der Versuchstiere die Entnahme der inguinalen und mesenterialen
Lymphknoten ebenso wie des Dinndarms der Tiere an. Damit erfolgte die Untersu-
chung, inwiefern die subakute CDI und die CIA die T-Zell-Populationen innerhalb des
murinen Immunsystems beeinflussten.

Als allumfassender Aspekt lield sich auch bei der Auswertung der einzelnen Lympho-
zytenpopulationen darstellen, dass bei den ILCs und den CD4-positiven Zellen und
deren Unterpopulationen Th1, Th17, Treg und Th2 (ST2+) nur punktuell Unterschiede
zwischen den Zellen der Tiere, die mit C. difficile infiziert waren und denen, die es nicht

waren, darstellbar waren. Dies korreliert mit der zuvor postulierten Behauptung, die
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Inokulation mit C. difficile sei ineffektiv gewesen und es zeige sich kein Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen bei den arthritischen Symptomen. Stattdessen zeigte
sich eher ein Effekt, den die zunehmende CIA mit zeitlichem Verlauf auf die unter-
schiedlichen Zellpopulationen hatte.

Als Vertreter der adaptiven Immunantwort reagieren die T-Helferzellen, die CD4-pos-
tiven Zellen, als spezifisches Abwehrsystem. Spannenderweise konnte bei diesen in
den inguinalen Lymphknoten ein Abfall der Zellzahlen Uber den zeitlichen Verlauf des
Experimentes dargestellt werden. Dies wirde verwundern, da doch gezeigt werden
konnte, dass CD4-positiven T-Zellen bei CIA-Mausen in der Milz und den Lymphkno-
ten akkumulieren (Vita et al., 2021). Betrachtet man parallel dazu jedoch die Gesamt-
zellzahlen der aus den inguinalen Lymphknoten gewonnenen Zellen, die einen Anstieg
im zeitlichen Verlauf zeigen, |asst sich Uberlegen, ob die relative Abnahme der CD4-
positiven T-Zellen der inguinalen Lymphknoten eher auf den absoluten Zellzuwachs
zuruckzufihren war und man hier von einem Verdinnungseffekt durch die gleichzei-
tige die Zunahme anderer Zellen, welche eine Immunantwort bieten, sprechen konnte.
Bei den Zellen der Darmmukosa stellte sich eine transiente Anreicherung der CD4+-
Zellen nach CDI dar. Dies war nicht verwunderlich, da auch eine subklinische CDI
entzindlich auf den Darm wirkt und somit eine T-lymphozytare Antwort mit sich zieht
(Vargas et al., 2017).

Als Konterpart der adaptiven Immunantwort wurden neben den CD4-positiven T-Zellen
auch die angeborenen lymphatischen Zellen (ILC) als Vertreter der angeborenen Im-
munantwort dargestellt. Die Rolle derer ist noch Gegenstand aktueller Forschung. Im
Jahr 2013 definierten Spits et al. die Klassifikation der ILC. Die Arbeitsgruppe um Ryu
zeigte 2023, dass die angeborenen lymphatischen Zellen die Funktionen der Th1, Th2
und Th17 Zellen der erworbenen Immunabwehr in der angeborenen Immunabwehr
spiegeln und als gewebestandige Zellen vor allem in mukosalem Gewebe ihrer Auf-
gabe, der frihen Immunantwort, nachkommen. Dies unterstreicht den in dieser Arbeit
dargestellten Gradienten, nach dem die prozentual meisten ILC in der Darmmukosa
auftraten, gefolgt von den mesenterialen Lymphknoten wobei die inguinalen Lymph-

knoten dahinter mengenmaRig zurlckblieben.

In der weiterfUhrenden Auftrennung der T-Zell-Populationen stellte sich der zeitliche

Verlauf der einzelnen Populationen grotenteils synchron zu dem der CD4-Zellen dar.
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Entsprechend des Th1-Th2-Paradigmas, das besagt, dass Th1-Zellen und Th2-Zellen
eine gegensatzliche Regulierungsfunktion haben, war erwartet, dass die Menge an
Th2-Zellen in einer autoimmunen Entzindungsreaktion ricklaufig ware, wenn eine in-
flammatorische Reaktion auftrate, dies konnte auch fur die rheumatoide Arthritis be-
reits gezeigt werden (Pandey et al., 2016). Dementsprechend konnte bereits friher
dargestellt werden, dass ein Anstieg der proinflammatorischen Th1-Zellen und Th17-
Zellen zur Pathogenese der rheumatoiden Arthritis am Modell der Kollagen-induzierten
Arthritis beitragen kann (Bedoya et al., 2013; Tang et al., 2021).

Auch wenn nicht explizit dargestellt werden konnte, dass die Immunisierung mit Kol-
lagen einen Einfluss auf die Zellen der adaptiven Immunantwort hatte, bei dem sich
die Zellen der infizierten Tiere von denen der nicht-infizierten Tiere unterschied, wur-
den dennoch andere Effekte aufgezeigt, die einen Unterschied zwischen Tieren mit
CDI und ohne CDI ausmachten.

So wurde in der hier vorliegenden Arbeit als hervortretender Effekt in der Darmmukosa
eine an die Inokulation mit C. difficile anschlie®ende transiente Depletion von Th1- und
Th17 Zellen dargestellt, welche sich an eine transiente Anreicherung von Th2 Zellen
anschloss. Dies spricht flr eine Th2-dominierte Antwort auf die subklinische CDI. Da
Th2-Zellen mit einer antientzindlichen Immunantwort einhergehen, konnte dies eine
Erklarung der Ergebnisse liefern, die die Arbeitsgruppe um Schmidt (2020) darstellte.
Es bliebe dahingehend zu untersuchen, ob eine intestinale Th2-Polarisierung bei un-
terschiedlich starken Auspragungen der CDI ebenso unterschiedlich stark auftrate.
Da der Anstieg der Th2-Zellen in der Darmmukosa der mit C. difficile infizierten Tiere
nur transient war und von einem ebenso transienten Abfall der proinflammatorischen
Th1- und Th17-Zellen gefolgt wurde, ist zu Uberlegen, ob dieser Verlauf mit dem Th1-
Th2-Paradigma in Einklang steht, da der Anstieg der Th1- und Th2-Zellen nicht zum
gleichen Zeitpunkt geschah und damit die gegensatzliche Polarisierung dieser Zellpo-
pulationen bekraftigt (Mills et al., 2000). Alternativ lasst sich jedoch auch spekulieren,
ob die nur milde Auspragung der Verlaufe von Th1-, Th2- und Th17-Zellen eher der
nur subklinischen CDI folgt oder hingegen der von Rogozynski und Dixon (2024) pos-
tulierten Behauptung, dass das Th1-Th2-Paradigma zu starr gedacht sei und die Kom-

plexitat und Fluiditat des Th1-Th2-Systems nicht miteinberechne.

Weiterhin erfolgte die Darstellung der Treg-Zellen. Diese agieren als Entzindungsin-

hibitor und regulieren die Immuntoleranz indem sie Uberschiellende Reaktionen, wie
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die Aktivierung der proinflammatorischen Th1- und Th17-Zellen, verhindern (Fletcher
et al., 2009; Koch et al., 2012). In der hier vorliegenden Arbeit wurde in den inguinalen
Lymphknoten ein prozentualer Abfall der Treg-Population im zeitlichen Verlauf darge-
stellt. Dabei fand man diesen sowohl bei der Infektionsgruppe als auch bei der Kon-
trollgruppe. Dieser abfallende Verlauf steht mit den Arbeiten von Kawashiri et al.
(2011) und Samson et al. (2012) in Einklang. Es muss jedoch erwahnt werden, dass
die Literatur sich hierbei uneins ist. So sprechen beispielsweise van Amelsfort et al.
(2004) und Han et al. (2008) von einem Anstieg der Treg Zellen bei Mausen mit rheu-
matoider Arthritis im Vergleich zu Kontrolltieren. Liu et al. (2005) wiederum stellten dar,
dass sich die Anzahl der Treg-Zellen bei rheumatoider Arthritis nicht verandere. Es ist
daher schwierig, den hier dargestellten Trend in der aktuellen wissenschaftlichen Dis-
kussion zu verordnen.

In der weiteren Betrachtung der Th2-Population fallt auf, dass der Verlauf der einzel-
nen Th2-Zellen dem der ST2-negativen Th2-Zellen ahnelt. ST2, der IL-33-Rezeptor,
ist bei Tumorerkrankungen und nicht-allergischen Entzindungen relevant, wird aber
vor allem bei allergischen Reaktionen ausgebildet. So ware es nicht verwunderlich,
dass die Anzahl an ST2-positiven Th2-Zellen bei der Aufarbeitung der Lymphknoten
und Darmmukosa arthritischer Mause nur eine untergeordnete Rolle spielt (Calise et
al., 2021; Cayrol & Girard, 2022). Auch die Tatsache, dass kein Unterschied zwischen
den ST2-positiven Zellen der mit C. difficile infizierten und den nicht infizierten Mausen
darstellbar war, wurde dieser These folgen. Man konnte jedoch auch gegensatzlich
argumentieren, dass IL-33 als Alarmzytokin erst bei Gewebeverletzung und Entzin-
dung freigesetzt wird, welches als Rickkopplungsmechanismus die Immunzellen dazu
veranlasste, den Rezeptor ST2 auszubilden (Cayrol & Girard, 2018). In dem Fall ware
es interessant, den Verlauf der ST2-positiven Th2-Zellen nach der Ausbildung arthriti-

scher Symptome zu verfolgen.

In Conclusio lasst sich darlegen, dass in der vorliegenden Arbeit weder symptomatisch
noch nodal-immunologisch ein Unterschied zwischen einer durchgemachten Infektion
mit Clostridioides difficile und einer sham-Infektion aufgezeigt werden konnten, wenn
es sich bei der C. difficile Infektion um eine subklinische Auspragungsform handelte.
Nur in der Darmmukosa zeigte sich eine milde Th2-dominierte Reaktion auf die Infek-

tion mit C. difficile, die von einer transienten Th1/Th17-Antwort abgelost wurde.
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FUr den Grund der insuffizienten CDI wurden unter anderem Fehler bei der Bakteri-
eninokulation als auch Ursachen diskutiert, die der CDI oder den Versuchstieren eigen
sind. Die isolierte lymphozytare Antwort der Darmmukosa auf die CDI wurde im Kon-
text des Th1-Th2-Paradigmas betrachtet. Auch Limitationen wurden besprochen, wel-
che das statistische Outcome des Experimentes unterminierten. Dazu zahlte, neben
den bereits diskutierten, auch eine eventuell zu geringe Stichprobenanzahl, wobei hier
im Falle weiterer Untersuchungen aus ethischen Gesichtspunkten zuerst andere Limi-
tationsfaktoren ausgeschlossen werden sollten wie beispielsweise eine Prufung der
Infektiositat von C. difficile in verschiedenen Wachstums- und Uberdauerungsformen.
Ein weiterer Punkt, der erneuter Reevaluation bedarf, sind Faktoren, die beiden Ver-
suchsgruppen gemein ist, wie beispielsweise die orale und intraperitoneale Behand-
lung mit Antibiotika oder die Induktion der Kollagen-induzierten-Arthritis mittels

Freunds Adjuvans und Kollagen Typ Il.
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6.1 TABELLEN

ANHANG TABELLE 1: VERBRAUCHSMATERIALIEN

Produktbezeichnung
Injekt solo Einmaalspritzen, 5 ml

Omnifix-F Spritze 1 ml

Hersteller
B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

Produktnummer

REF 4606051V

REF 9161406V

Microlance 3 25G 1* Becton, Dickinson and Company REF 300400
Microlance 3 27G 1/2¢ Becton, Dickinson and Company REF 300635
Deckglaser 24 x 50 mm Carl Roth 1871.2
Objekttrager Carl Roth PC68.1
Einbettkassette Standard Kabe Labortechnik GmbH REF 053749
MACS SmartStrainers 70um Miltenyi Biotec 130-110-916
FACS-Reaktionsgefal3, 5 mi Sarstedt AG & Co. KG REF 55.1579
Sterilisatonsfilter, Filtrapur S 0,2 Sarstedt AG & Co. KG 83.1826.001
pm

Greiner Falcon Tube 16 C 15 ml  Sigma Aldrich T1943 SIGMA
Greiner Falcon Tube 16 C 50 ml  Sigma-Aldrich T2318 SIGMA
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ANHANG TABELLE 2: CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Produktbezeichnung Hersteller Produktnummer

L-Cystein-Hydrochlorid, 98 %, wasserfrei  Acros Organics 434851000

Metronidazol B. Braun Melsungen AG PZN 05543515

Rompun 2 % (Xylacin) Bayer AG 82826107

BV786 Mouse Anti-Mouse RORyt (Q31- BD Biosciences 564723

378)

PerCP Rat Anti-Mouse CD4 (RM4-5) BD Biosciences 561090

Adjuvant Incomplete Freund Becton, Dickinson and 233910
Company

M. tuberculosis des. H37 Ra 100mg Becton, Dickinson and 231141
Company

Alexa Fluor® 647 anti-mouse FOXP3 Anti- BiolLegend 126407

body (MF-14)

Brilliant Violet 421™ anti-GATA3 Antibody BioLegend 653813
(16E10A23)
Brilliant Violet 605™ anti-mouse CD45 An- BiolLegend 103139

tibody (30-F11)

FITC anti-mouse Lineage Cocktail with Iso- BioLegend 133301
type Ctrl
PE anti-mouse CD127 (IL-7Ra) Antibody BiolLegend 135009
(A7R34)
PE/Cyanine7 anti-mouse IL-33Ra (ST2) BiolLegend 146609

Antibody (DIH4)

PE/Dazzle™ 594  anti-T-bet  Anti- BiolLegend 644827
body (4B10)

True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer BioLegend 424401
Set
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TruStain FcX™ (anti-mouse CD16/32) An-
tibody (93)

Zombie NIRT™ Fixable Viability Kit
Eosin G-Lésung 0,5 %
Kanadabalsam

Kanamycinsulfat

Natriumchlorid

ROTI Histol (96 - 98 % Limonen)
1-Propanolol >99,5%

Bovines Typ 2 Kollagen

Percoll density gradient media
L-Glutamin 200 mM

Trypanblau

Colistiflex 1 mio. |.E

Ultracomp eBeads™ Kompensations-Be-

ads

Ketamin Graeub 100 mg/ml

UseDecal, EDTA-L6sung
di-Natriumhydrogenphosphat
Glycerol 85%

HEPES, Free Acid, Molecular Biology
Grade

Kaliumdihydrogenphosphat
Mayers Hamalaunlésung

Natriumhydrogencarbonat

BioLegend

BioLegend
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Chondrex
GE Healthcare
Gibco™
Gibco™
InfectoPharm

Invitrogen™

Livisto

Medite
Merck
Merck

Merck

Merck
Merck

Merck

101319

423105
X883.2
8016.2
T832.1
3957.1
6640.1
9169.1
CHX-20021
17089101
25030081
15250-061
PZN 11511790
01-2222-41
Lot 2462645

Zulassungs Nr.
400042.00.00

403310-00
106586
1.04094.1000

391340-25GM

104873
1.09249.0500

106329
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autoMACS Running Buffer
Clinda-saar 600 mg
Vanco-saar 500 mg

Agar Technical

Brain Heart Infusion

Yeast Extract

FBS Good

HEPES Buffer 1M

Penicillin-Streptomycin, 10.000 U/ml Peni-

cillin, 10 mg/ml Streptomycin

RPMI 1640

Sodium pyruvate 100 mM

Gentamicin 40 mg/ml

Tramadol 100 mg/ml Tropfen
EDTA-Dinatrium

Collagenase Type IV 100U/ml
Phosphate Buffered Saline (PBS) Packs

Ethanol 96 % (v/v), mit Methylethylketon

vergallt

Formafix 4%

Miltenyi Biotec
MiP

MiP

Oxoid

Oxoid

Oxoid

PAN Biotech
PAN Biotech

PAN Biotech

PAN Biotech

PAN Biotech
Ratiopharm
Ratiopharm

Serva

StemCell Technologies
Thermo SCIENTIFIC

UMR Zentralapotheke

Grimm med. Logistics

130-091-221

PZN-03796519

PZN-03796531

LP0012

CM1135

LP0021

P40-37500

P05-01100

P06-07100

P04-18525

P04-43100

PZN 03928174

31467.00.00

11280

100-0680

REF 28374

F10010G
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ANHANG TABELLE 3: LOSUNGEN UND MEDIEN

Name Menge Bestandteil

BHIS-Medium 37 g/l BHI (Brain-Heart-Infusion Broth)
5 gl Hefeextrakt
15¢g /I Agar (nur fur Festmedien)

Auf 1 | mit A. dest auffiillen und bei 121°C fir 20 min autoklavieren. Das (Fest-)Medium auf
etwa 60°C abkuihlen lassen und 0.1 % L-Cystein-HCI hinzugeben (10%)

L-Cystein-HCI L-Cystein-HCI 5¢
A. dest ad 50 ml

Steril filtrieren und bei 4 °C lagern

10xPBS NaCl 80g
KCI 0.2g
Na;HPO4*2 H.O 17.79g
KH.PO, 24 g
A. dest ad 1000 ml
RPMI-Volimedium FCS inaktiv 10% 50ml

Penicillin-Strepto- 1% 5ml

mycin

Glutamin 2mM
HEPES 10mM
Pyruvat 1mM
RPMI 500 ml
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HEPES-Bicarbonat-Puffer HEPES 1,199
NaHCO; 1,05¢g
HCI Nach Bedarf

In A.dest |6sen, mit HCI auf pH 7,2 einstellen, auf 50ml mit A.dest auffillen, steril filtrieren

10x HBSS [-] Ca*'/Mg>* NaCl 8,009
KCI 0,409
D-Glucose 1,00g
NaHCO; 0,35¢g

NazHPO4 2 Hzo 0,06g
KH,PO, 0,069

In 100ml A.dest aufldsen

DTT-L6sung 10x HBSS [-] 5ml
Ca?**/Mg**

10x HEPES-Bicar- 5ml

bonat-Puffer
FCS 5ml
Dithiothreitol 1TmM 7-8mg

Mit A.dest auf 50ml auffillen

EDTA-L6sung 10x HBSS [[] 5ml
Ca**/Mg**
Na,EDTA 1,3mM 24mg

Mit A.dest auf 50ml aufflillen
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Verdau-Losung Kollagenase IV 100 U/ml 31mg
FCS 5ml
MgCl, 0,5M 100ul
CacCl, 0,5M 100yl

Mit RPMI-Nicht-Vollimedium auf 50ml auffullen

1x Percoll-L6sung Percoll 9 Teile
10x PBS 1 Teil

Daraus erfolgt die Herstellung von 44% und 67% Percoll durch Verdinnung mit RPMI-Me-

dium
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ANHANG TABELLE 4: GENUTZTE GERATE

Produktbezeichnung
Feeding Needle 20G
Neubauer-Zahlkammer
Axiocam 208c color
Axioskop 40

Hyrax M55 Mikrotom
Cytec Aurora

DS-C Spectrophotometer

miniMACS Anaerobic Work-

station

autoMACS® Pro

Class Il Biosafety Cabinets
IVC-Kéafig 2L

Vent Il THF3365

Hersteller

Fine Science Tools
Paul Marienfeld
Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG
Cytek® Biosciences
DeNovix

don whitley scientific

Miltenyi Biotec
Nuaire
Zoonlab

Ehret

Verwendungszweck
Schlindelung
Zellzahlung
Mikro-Fotoapparat
Mikroskop
Rotationsmikrotom
Durchflusszytometer
OD-Messung

Anaerobier Box

Zellsortierung
Sterilbank
Kleinnager-Kafig

BelUftungsanlage Kleintier-

kafig
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ANHANG TABELLE 5: SOFTWAREPROGRAMME

Produktbezeichnung Hersteller Verwendungszweck

FlowdJo Version 10.10 FlowJo LLC Auswertung Durchflusszyto-

metrischer Daten

ZEN Version 3.8 Carl Zeiss AG Anfertigung histologischer
Bilder

Mendeley, Version 2.99.0 Mendeley Ltd. Zitierprogramm

(2023)

GraphPad Prism, Version GraphPad Software, Inc Abbildungen und Statistik
8.0.2 (263)

SPSS, Version 29.0.2.0 IBM Statistik

Microsoft Excel Version 2016  Microsoft Corporation Datenarchivierung
Microsoft Power Point Version Microsoft Corporation Abbildungen

2016

Microsoft Word Version 2016  Microsoft Corporation Dissertationsschrift
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ANHANG TABELLE 6: FARBEPROTOKOLL FUR DIE HE-FARBUNG

Reaktionsschritt

1.

10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

Entparaffinieren
Entparaffinieren
Wassern
Wassern
Wassern
Wassern
Wassern
Wassern
Wassern
Kernfarbung
Blauen
Wassern
Plasmafarbung
Plasmafarbung
Entwassern
Entwassern
Entwassern
Entwassern
Entwassern
Entwassern
Entwassern

Eindecken

D = Darme, P = Pfoten

Reagenz
Roti-Histol
Roti-Histol
Propanolol
Propanolol
96% EtOH
80% EtOH
70% EtOH
Aquadest
Aquadest
Hamalaun
Flielendes Leitungswasser
Aquadest
Eosin
Aquadest
70% EtOH + NH3
80% EtOH
956% EtOH
Propanolol
Propanolol
Roti-Histol
Roti-Histol

Kanadabalsam

Inkubationszeit
10 min

10min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

70s (D)/25s (P)
25 min

5 min

80s (D)/60s (P)
3 x Eintauchen
3 x Eintauchen
5 min

5 min

5 min

5 min

5 min

Uber Nacht

Uber Nacht
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ANHANG TABELLE 7: STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ZELLEN DER INGUINALEN LYMPH-

KNOTEN?
L Gruppe A B C D E F G Interaktion Post-Hoc
Anteil (%) Name  subakute infektion Infektion K 1 Nach Primar- vor Sekundar- Nach Sekundar- ClA-Latenzphase
CD45+/ Live der Infektion i i i i ung

Test Man-Whitney-U ~ Man-Whitney-U ~ Man-Whitney-U  Man-Whitney-U ~ Man-Whitney-U ~ Man-Whitney-U ~ Man-Whitney-U  Kruskal-Wallis Dunn

cb4 p-Wert 1,00 0,73 0,61 0,50 071 0,61 0,24 p(CDI)=<0,001 sig.
p-Wert plKtr)=0,007 nicht sig
Thl p-Wert 0,029 0,40 0,042 0,09 057 0,67 0,66 p(CDI)=0,34 nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,042 nicht sig
Thi7 p-Wert 045 0,67 0,73 073 071 0,61 0,61 p(CDI)=0,006 nicht sig.

p-Wert plKtr)=0,44 nicht s|

Treg  p-Wert 071 0,61 0,80 050 026 0,73 0,38 p(CDI)=0,005 sig.

p-Wert plKtr)=0,005 sig.

Th2 p-Wert 035 0,40 0,87 050 026 1,00 0,56 p(CDI}=0,004 sig.
p-Wert plKtr)=0,09 nicht sig.
Th2ST2+  p-Wert 085 0,61 0,50 1,00 0,85 0,80 0,31 p(CDI)=0,040 nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,46 nicht sig.

Th25T2- p-Wert 0,26 0,40 0,87 039 019 0,87 0,56 p(CDI}=0,003
p-Wert plKtr)=0,09 nicht sig.
ILc p-Wert 0293 0,13 0,027 067 045 0,007 0,24 p(CDI)=031 nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,030 Sig. C&F: p=0,027

ANHANG TABELLE 8: STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ZELLEN DER MESENTERIALEN

LYMPHKNOTEN?
ML Gruppe A B C D E F G Interaktion  Post-Hoc
| Anteil (%) Name  Subakute Infektion B Infek Nach Primar- Vor Sekunds Nach ClA-L
€D45+/ Live der Infek } islerung £
Test Man-Whitney-U  Man-Whitney-U  Man-Whitney-U  Man-Whitney-U  Man-Whitney-U  Man-Whitney-U  Man-Whitney-U  Kruskal-Wallis Dunn

| cD4 p-Wert 0,85 1 0,06 0,73 087 013 0,77 p(CDI)=0,25  nicht sig.
p-Wert p(Ktr)=0,09  nicht sig.

| Thi p-Wert 045 054 0,87 0,50 0,40 0,13 0,14 p(CDI)=0,27  nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,14 nicht sig.

I Th1? p-Wert 0,71 068 0,73 1,00 040 0,06 031 p(CDI)=0,09  nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,81 nicht sig.

| Treg p-Wert 078 1,00 0,13 017 050 0,40 0,46 p(CDI)=0,20  nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,052 nicht sig.

| Th2 p-Wert 0,26 0,54 0,017 0,87 1,00 0,67 0,34 plCDI)=0,15  nicht sig.
p-Wert pl(Ktr)=0,86 nicht sig.

i Th25T2+ p-Wert 1,00 0,22 1,00 0,40 0,73 0,06 0,77 plCDI)=0,78  nicht sig.
p-Wert pKtr)=0,19  nicht sig.

| Th25T2- p-Wert 0,26 0,68 0,017 1,00 093 073 0,19 p(CDI)=0,10  nichtsig.
p-Wert p(Ktr)=0,81 nicht sig.

| ILc p-Wert 0,014 0,04 0,73 1,00 0,61 093 0,88 p(CDI)=0,10  nicht sig.
p-Wert plKtr)=0,48 nicht sig.

ANHANG TABELLE 9: STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ZELLEN DER DARMMUKOSAZ-3

Darm
Anteil (%)
CD45+/ Live

cDa

Treg
Th2
Th2 5T2+
Thz 5T2-

ILc

Gruppe
Name

Test
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert
p-Wert

A

Subakute Infektion Abklingende Infektion

Man-Whitney-U
0,257

0,776

0,705

0,218

0,155

0448

0,155

045

B c
Rekonvaleszenz
der Infektion
Man-Whitney-U  Man-Whitney-U
0,042 0,062
0,074 0,027
0,349 0,007
0308 0,269
0,017 0,396
0,234 0,062
0,017 0,396
0,062 0,174

D

Nach Primir-

3

G

ClA-L

Interaktion

Vor

Mach Selounds

Man-Whitney-U  Man-Whitney-U

0,027

0,396

0,734

0,734

0,495

0,671

0,444

1

0,126

0,396

0,671

0,865

0,106

0,396

0,308

0,51

Man-Whitney-U

0,089

0,349

0,027

0,007

0,495

0,174

0,55

0,395

Man-Whitney-U Kruskal-Wallis

0,464

0,661

0,608

0,38

0,509

0,241

0,304

0,306

p(CDIj=0,003
p{Kir)=0,048
plCDI)=0,048
plker)=0,61
plCDIj=0,010
plker)=0,13
pICDI)=0,06
plKtr)=0,020
pICDI)=0,06
plKir)=0,89
plCDI)=0,16
plKer)=0,30
pICDI)=0,051
plKir)=0,66
piCDI)=0,002
piKir)=0,44

Post-Hoc

Dunn

e
B

nicht si
nicht sig.

Einzelsignifikanz

nicht sij
sig.
nicht sigh

C&G: p=0,025

nicht si

|— sig.

F&G: p= 0,018

| sig.

B&C: p= 0,037

nicht sig.
nicht sig.
nicht sig.

2 In Spalte A-G ist der Vergleich C. difficile — Kontrollgruppe (p-Wert) dargestellt
3 Bei Th2 in der C. difficile Gruppe zeigte der Post-Hoc-Test nach Dunn eine Signifikanz auf, obwohl im Kruskal-
Wallis-Test p>0,05 war
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6.2 ABBILDUNGEN

1%107
ns ns ns Hl Kontrolle

8x106- ' Bl C.difficile

6%106—

4%106-

Zellen/ml (ML)

2x10°%+

0 -

Anhang Abbildung 1: Nicht-infizierte Tiere wiesen insignifikant weniger Zellen in den mesenterialen Lymph-
knoten in den Gruppen A und B auf. Es ist die Anzahl der aus den mesenterialen Lymphknoten gewonnenen
Zellen pro ml im Unterschied zwischen den Tieren der C. difficile Gruppe und der Kontrollgruppe dargestellt. In
Gruppe A und B wiesen die Lymphknoten der infizierten Tiere (na=7, ns=8) insignifikant mehr Zellen als die Lymph-
knoten der sham-infizierten Tiere (n=4) auf, pa=0,257, ps=0,865, pc=0,089, gruppiertes Balkendiagramm mit Stan-
dardabweichungen, Man-Whitney-U-Test. Auf Abszisse Auftragung der Versuchsgruppen: Subakute Infektion (A),
Abklingende Infektion (B), Rekonvaleszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D), Vor Sekundarimmu-
nisierung (E), Nach Sekundarimmunisierung (F), CIA-Latenzphase (G).
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XI.

THESEN

Die Infektion von DBAXxB10Q Mé&usen mit 105 KBE des Clostridioides difficile
Stamm VPI 10463 fuhrte zu keinem Gewichtsverlust.

Die Immunisierung mit Kollagen und inaktiviertem Freund Adjuvans nach Appli-
kation von Kollagen aktiviertem Freund Adjuvans flhrte bei allen DBAxB10Q

Mausen zu arthritischen Symptomen an den Pfoten.

Eine vorausgehende subakute Infektion mit C. difficile Stamm VPI 10563 fluhrte

zu keiner Veranderung der Inzidenz und Symptomschwere der Arthritis.

Eine klinische Arthritis fuhrte zu histologischen Veranderungen am betroffenen
Gelenk.

Bereits die Primarimmunisierung mit Kollagen und aktiviertem Freund Adjuvans

fuhrt bei DBAXB10Q Mausen zu einer Hyperplasie der inguinalen Lymphknoten.

Es lassen sich mehr ILCs aus der Darmmukosa als aus den inguinalen oder

mesenterialen Lymphknoten extrahieren.

Die Clostridioides difficile Infektion fuhrte zu einer transienten Anreicherung von

CD4+ Zellen in der Darmmukosa.

Eine Clostridioides difficile Infektion fUhrte zu einer transienten Anreicherung
der Th2-Zellen, die einer transienten Depletion der Th1- und Th17-Zellen in der

Darmmukosa vorausging.
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