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HINWEIS

Die Daten dieser Dissertation wurden in Zusammenarbeit mit meiner Kollegin, Frau Stefanie
Brigitte Amann-Stegbauer, erhoben. Eingereicht wurde ihre Dissertationsschrift unter dem
Titel:

Kombinierter Einfluss von subakuter, Antibiotika-assoziierter Clostridioi-

des difficile Infektion und Kollagen-induzierter Arthritis auf die adaptive

Immunantwort der Maus
Der Fokus ihrer Arbeit lag dabei auf der Rolle der T-Helfer Zellen bei einer Kollagen-induzier-
ten Arthritis nach vorangegangener Clostridioides difficile-Infektion. Aufgrund der gemeinsa-
men Durchflhrung der Experimente kann es bei Darstellung und Interpretationen der Daten

zu Uberschneidungen kommen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die rheumatoide Arthritis (RA) gehért mit einer Inzidenz von bis zu 1% weltweit zu den hau-
figsten Autoimmunerkrankungen. Sie ist gekennzeichnet durch chronisch-entziindliche Pro-
zesse in den Gelenken, welche sich auch systemisch an weiteren Organen manifestieren kon-
nen. Die genauen Pathomechanismen sind unklar, wobei sowohl Umweltfaktoren als auch
genetische Pradispositionen als mogliche Ausldser diskutiert werden. Ein diskutierter Faktor
ist die sogenannte Darm-Gelenk-Achse, bei der Veranderung des intestinalen Mikrobioms,
beispielsweise durch Infektionen der Schleimhaute, immunologische Veranderungen bewir-
ken, die zu Autoimmunreaktionen flihren kénnen. In vorherigen Studien wurde deshalb der
Einfluss einer Infektion mit dem Bakterium Clostridioides difficile (CDI) auf die Entwicklung
einer Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) Uberprift. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
deuteten darauf hin, dass eine CDI einen potenziell schiitzenden Effekt auf die Manifestation
einer CIA zeigte, indem sie immunologische Mechanismen modulierte. Das Ziel der vorliegen-
den Studie war es, diese immunologischen Prozesse, insbesondere Modulationen verschie-
dener Zellpopulationen im zeitlichen Verlauf detaillierter zu analysieren, um somit ein besseres
Verstandnis Uber den Einfluss von aberranten Veranderungen des Darmmikrobioms auf die
Auspragung einer chronisch-entziindlichen Gelenkerkrankung zu gewinnen. Zur Analyse die-
ser Zielstellung erfolgte die Untersuchung und der Vergleich von C. difficile-infizierten mit nicht-
infizierten Mausen und anschlieRender Immunisierung mit bovinem Kollagen Typ Il. Nach Er-
reichen des jeweiligen Endpunktes wurden den Mausen inguinale und mesenteriale Lymph-
knoten, sowie der Dinndarm entnommen. Anschliefend wurden die aus dem Gewebe extra-
hierten Zellen mittels durchflusszytometrischer Einzelzell-Analyse charakterisiert mit dem Fo-
kus auf innate lymphoid cells (ILC). Im Gegensatz zur Literatur konnte kein signifikanter Ge-
wichtsverlust infolge der Infektion beschrieben werden, sodass von einer subakuten Infektion
ausgegangen wurde. Daran anknlpfend konnte nach subakuter CDI keine Reduktion der CIA-
Inzidenz beobachtet werden. In Bezug auf das Immunsystem zeigte sich, dass die Immunisie-
rung zu einer lokalen Ansammlung von Leukozyten in den inguinalen Lymphknoten im Sinne
einer Lymphadenopathie flihrte und gleichzeitig mit einem reduzierten prozentualen Anteil der
CD4+Zellen einherging. Ebenso lief3 sich beobachten, dass die Immunisierung eine Verande-
rung der Zusammensetzung einzelner ILC-Subpopulationen zur Folge hatte. Dies prasentierte
sich in einer ILC1-dominierten Immunantwort mit einer Akkumulation dieser innerhalb der
Dunndarmmukosa infizierter Tiere. Ebenfalls zeigte sich, dass Infektionstiere mit einer be-
schleunigten ILC2-Antwort auf die Sekundarimmunisierung reagierten. Die Ergebnisse dieser
Studie verdeutlichen, dass eine subakute CDI keinen Einfluss auf die Manifestation einer Arth-
ritis hatte. Dennoch zeigte die Immunisierung mit Kollagen eine Modifizierung des angebore-

nen Immunsystems.
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VL. EINLEITUNG

6.1 ALLGEMEINES ZUR RHEUMATOIDEN ARTHRITIS

6.1.1 EPIDEMIOLOGIE UND SOZIOOKONOMISCHE BELASTUNG

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA) handelt es sich, mit einer weltweiten Pravalenz von 0,5 bis
1 %, um eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen [1,2]. Sie ist primar durch eine chro-
nisch-entziindliche Destruktion der Gelenke charakterisiert, kann jedoch auch extraartikulare
Manifestationen aufweisen, wie beispielsweise an Herz, Lunge, Gastrointestinaltrakt, Nieren,
Augen, Blutgefallen und dem Nervensystem. In 25% der Falle treten Rheumaknoten auf, die
sich als etwa 5 mm grof3e subkutane Knoten darstellen. [3,4]. Die Erkrankung kann zu einer
hohen Einschrankung der Betroffenen fihren und mit einer reduzierten Lebensqualitat einher-
gehen. Auch die Belastung des Gesundheitssystems mit direkten Kosten von ber 4000 € pro
Patient im Jahr und noch héheren indirekten Kosten, wie zum Beispiel Produktivitatseinbufl’en
durch Arbeitsausfalle, ist erheblich [5,6]. Zu Beginn berichten betroffene Personen meist von
einer Morgensteifigkeit der Gelenke in Begleitung von Abgeschlagenheit, subfebrilen Tempe-
raturen, Gewichtsverlust, sowie Rétungen und Schwellungen in den betroffenen Gelenken.
Klinisch manifestieren sich diese bevorzugt symmetrisch an den Metacarpophalangeal (MCP)-
bzw. Metatarsophalangeal- (MTP) und den proximalen Interphalangealgelenken (PIP) der
Hande und FiRe, sowie am Hand-, Ellenbogen- und Schultergelenk der oberen Extremitat,

und auch an Knoéchel, Knie- und Huftgelenk der unteren Extremitat [2,7].

6.1.2 PATHOPHYSIOLOGIE

Die Atiologie der RA wird als multifaktoriell angesehen und charakterisiert sich durch eine fehl-
geleitete Immunreaktion. Eine zentrale Rolle spielt dabei die Entziindung der Synovialmemb-
ran, mit einer Hyperplasie von Synovialzellen und im Verlauf einsetzender Infiltration von Im-
munzellen, wie B- und T-Lymphozyten, mit der Ausbildung von Keimzentren [8]. In der Ver-
gangenheit wurden autoreaktive T-Zellen identifiziert, die mit der Sezernierung von proin-
flammatorischen Botenstoffen wie Interferon-y (IFN-y) oder auch Tumornekrosefaktor-a (TNF-
a) eine lokale Entziindungsreaktion in der Synovia induzieren kénnen [9]. Infolgedessen
kommt es zu einer lokalen Fibroblasten-Aktivierung, die mit einer Umstrukturierung der Gewe-
bearchitektur und der Bildung von Pannusgewebe einhergeht [10-12]. Die Synovitis flhrt im

weiteren Krankheitsverlauf zu einer Zerstérung des Knorpels und einer damit verbundenen
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Gelenkspaltverengung, welche auf die unkontrollierte Proliferation des Pannus und einer ein-

setzenden Knochenerosion zurlickzufihren ist [13].

6.1.3 DIAGNOSE UND THERAPIE

Die Diagnostik der RA erfolgt aus der Zusammenschau von kérperlichen Symptomen und kli-
nischen Untersuchungen. Von zentraler Bedeutung sind hierbei die typischen Pradilektions-
stellen der Schwellungen und Rétungen wie oben bereits beschrieben. Dartber hinaus kbnnen
unspezifische Entziindungszeichen wie die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) oder auch C-
reaktives Protein (CRP) bestimmt werden [14]. Eine besondere Rolle im Diagnostikprozess
spielen spezifische Laborparameter wie Rheumafaktoren (RF) oder Antikdrper gegen citrulli-
nierte Proteine, ACPAs (anti citrullinated peptide antibodies), welche schon mehrere Jahre vor
Manifestation der Erkrankung auftreten kdnnen [2]. Bei Rheumafaktoren handelt es sich meist
um Immunglobuline M (IgM), welche sich gegen das Fc-Fragment von menschlichem Immun-
globulin G (IgG) richtet. Sie besitzen eine Sensitivitat von 64-86 % und eine Spezifitdt von 84-
90 %, jedoch kénnen diese auch in 10-30 % der Falle bei gesunden oder anderen Erkrankun-
gen des rheumatischen Formenkreises auftreten [15,16]. Die ACPAs hingegen besitzen mit
62-76 % eine geringere Sensitivitat, dafur aber eine hdhere Spezifitat von Gber 95 % [16,17].
ACPAs richten sich gegen citrullinierte Proteine, die durch eine posttranslationale Modifikation
entstehen. Diese Modifikation kennzeichnet sich durch die Umwandlung der Aminosaure Argi-
nin zu Citrullin an bestimmten Stellen innerhalb des Proteins und wird durch das Enzym Pep-
tidyl-Arginin-Deiminase (PAD) katalysiert. Dabei stehen Veranderungen in der Zusammenset-
zung des Mikrobioms zunehmend unter Verdacht sich an diesen Prozessen zu beteiligen und
somit einen Einfluss auf die Entwicklung einer Arthritis zu nehmen [18]. Mit dem Nachweis von
Autoantikdrpern bezeichnet man die RA als eine seropositive RA, welche auch mit einem ag-
gressiveren und schwereren Verlauf einhergeht, bzw. bei Fehlen als seronegative RA [2]. Zur
Diagnosestellung kann man sich auch an den Klassifikationskriterien des ,American College
of Rheumatology“ (ACR) und der ,European League Against Rheumatism” (EULAR) bedie-
nen. Hierbei werden Anzahl der geschwollenen bzw. schmerzhaften Gelenke, der Nachweis
von spezifischen Antikdrpern, wie RF und ACPAs in der Serologie, unspezifische Entzin-
dungsparameter, beispielsweise CRP und BSG, sowie die Dauer der Symptome mit einem
Punktwert versehen. Die Diagnose der RA kann gestellt werden, wenn mindestens ein Punkt-
wert von 6 erreicht wurde, eine bestatigte Synovitis in mindestens einem Gelenk nachgewie-

sen wurde und keine Differentialdiagnose vorliegt, die die Synovitis anderweitig erklart [16,19].

Fir den Verlauf der Erkrankung ist eine friihe Diagnosestellung unerlasslich. Die Therapie

beruht auf dem Konzept ,hit hard and early”. Grund daflr ist, dass man bei der Behandlung
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von RA von einem kurzen therapeutischen Fenster, von etwa 3-6 Monaten nach dem Auftreten
der ersten Symptome, spricht [20,21]. Die Akuttherapie dient zur Reduktion von Schmerzen
und der Immunreaktion, woflr nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR) und Glucocorticoide
zum Einsatz kommen [22]. Ziel der Therapie ist eine moglichst effiziente Reduktion der Ent-
zundungsreaktion, um somit die Progression der Gewebezerstérung zu unterbinden [22,23].
Es sollte zeitnah nach Diagnosestellung mit einer Basistherapie zur Remissionsinduktion be-
gonnen werden. In der Praxis haben sich dafur sogenannte ,disease modifying anti-rheumatic
drugs” (DMARDs) etabliert. Das bekannteste Praparat ist dabei Methotrexat, welches als Fol-
saureantagonist die DNA-Synthese stort und somit eine immunsupprimierende Wirkung her-
beiflihrt [24]. Weitere Vertreter der DMARDs sind zum Beispiel Leflunomid und Sulfasalzin
[25,26]. Zur Erhéhung der Remissionsrate kann gegebenenfalls die Kombination mit Glucocor-
ticoiden erwagt werden [27]. Eine weitere Therapiemdoglichkeit bieten die sogenannten ,Biolo-
gicals*, auch bDMARDs genannt, wie zum Beispiel Adalimumab, als TNF-a-Inhibitor oder auch
Rituximab, als CD20-Inhibitor [28,29]. Einen neuen Ansatz bilden die Januskinase (JAK)-Inhi-
bitoren, welche durch Unterbindung spezifischer Signalwege die Bildung proinflammatorischer
Zytokine reduzieren [30,31]. Als Vertreter sind hier Tofacitinib und Baricitinib bespielhaft zu

nennen [32].

6.2 RISIKOFAKTOREN VON RHEUMATOIDER ARTHRITIS UND DIE ROLLE DES MIKROBIOMS

6.2.1 GENETISCHE PRADISPOSITIONEN

Fir eine adaquate und zielgerichtete Therapie ist die Erforschung der Pathomechanismen von
zentraler Bedeutung. Dabei konnten bereits diverse Risikofaktoren detektiert werden, die mit
der Entstehung einer RA in Zusammenhang stehen [33]. Die Wahrscheinlichkeit an einer RA
zu erkranken, ist bei Frauen im Verhaltnis von 3:1 hoher als bei Mannern. Hierbei manifestiert
sich die Erkrankung bei Frauen meist zwischen dem 55. und 64. Lebensjahr, wohingegen
Manner erst zwischen dem 65. und 75. Lebensjahr erkranken [2,14]. Zu den bedeutendsten
genetischen Markern, die mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fir eine RA einhergehen, zah-
len die HLA-II-Allele (Humane Leukozyten Antigen) [34,35]. Diese Allele, insbesondere der
HLA-DRB1-Subtyp, kodieren eine Aminosauresequenz fur das sogenannte ,shared epitope*
(SE). Dabei haben Studien gezeigt, dass mit steigender Anzahl dieser Allele, sowohl das Ri-
siko fur eine RA, als auch fir einen schweren Verlauf der Erkrankung zunimmt. Man spricht
hier von einem Allel-Dosis-Effekt [35-39].
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6.2.2 UMWELTFAKTOREN

Ein Grofteil der Risikofaktoren lasst sich jedoch auf beeinflussbare, umweltbedingte Faktoren,
wie Lebensstil, Ernahrung und Infektionen zurtickflihren. So verdoppelt Rauchen das Risiko
zu erkranken und steht dabei vor allem im Zusammenhang mit einer ACPA-positiven RA [40—
43]. Ein erhéhter Body-Mass-Index (BMI) von tiber 30 kg/m? und ein erhéhter Huftumfang wur-
den ebenfalls mit einem gesteigerten Risiko fur die Entwicklung einer RA in Verbindung ge-
bracht [44,45]. Bei der Beleuchtung der Risikofaktoren riickt auch das Mikrobiom immer mehr

in den Fokus, sich an der Pathogenese zu beteiligen [2].

6.2.2.1 DAS MIKROBIOM IM ALLGEMEINEN

Unter dem Mikrobiom wird die Gemeinschaft unterschiedlicher Mikroorganismen, wie Bakte-
rien, Pilzen, Viren und verschiedensten Mikroben, zusammengefasst, die den menschlichen
Korper besiedeln. Diese Mikroorgansimen finden sich vor allem auf der Haut und diversen
Schleimhauten und sind an verschiedensten physiologischen Prozessen, einschliellich der
Abwehr pathogener Erreger sowie als wichtiger Faktor in der Modulation des Immunsystems,
beteiligt [46]. Hierbei wird vermutet, dass Veranderungen in der physiologischen Zusammen-
setzung des Mikrobioms eine Fehlregulation des Immunsystems begunstigen und einen Ver-
lust der Selbsttoleranz férdern kdnnen [46,47]. Ein Beispiel fir die Einflussnahme eines ver-
anderten Mikrobioms auf die Manifestation einer RA ist das gehaufte Auftreten von Parodon-
titis bei Arthritis-Patienten. Durch eine Dysbiose der Mundflora kann es zu einer Infektion mit
Porphyromonas gingivalis kommen, welcher als ein Erreger der chronisch-entziindlichen Pa-
rodontitis betrachtet wird. P. gingivalis ist in der Lage mit Hilfe einer PAD eine Citrullinierung
zu katalysieren [48]. Durch die Bildung dieser Neoantigene kann es zu Aktivierung von Lym-
phozyten kommen, welche zur Produktion von ACPAs flihren kann, was den Verlust von To-
leranzmechanismen im Korper aufzeigt. Dieser Mechanismus wird auch als molekulares Mi-
mikry bezeichnet [11,48-51].

6.2.2.2 DAS DARMMIKROBIOM UND CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE

Der Grofdteil der Mikroorganismen lebt in unserem Darm [52]. Eine Stérung der physiologi-
schen Flora, etwa durch den Ubermafigen Einsatz von Antibiotika, kann zum Verlust der
Schutzfunktion gegenuber opportunistischen Erregern fuhren und deren Ausbreitung im Darm
ermaoglichen. Als Beispiel dieser opportunistischen Pathogene ist das obligat anaerobe, gram-

positive Bakterium C. difficile zu nennen, dem haufigsten Erreger fur nosokomiale Diarrhoen
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[63-55]. Die Kolonisation des Menschen erfolgt fakal-oral durch die Aufnahme von Sporen,
jedoch muss nicht zwangslaufig eine Infektion auftreten, da in bis zu 3-5 % der gesunden
Erwachsenen eine asymptomatische Besiedlung nachgewiesen werden konnte [56-58]. Diese
Kolonisation kann im hospitalisierten Umfeld auf bis zu 30% steigen [59]. Wenn es zu einer
symptomatischen Manifestation der Besiedlung kommt spricht man von einer CDI. Die Fahig-
keit des Sporenbildens ermdglicht dem Bakterium das ubiquitare Vorkommen, sodass bereits
der Nachweis aus dem Gastrointestinaltrakt des Menschen, medizinischen Versorgungsein-
richtungen, aber auch in verschiedensten Lebensmitteln erfolgte [57,60]. Die Sporen ermdgli-
chen die Resistenz gegeniiber unterschiedlichen Umwelteinflissen, wie der Uberdauerung
aerober Bedingungen durch ihre Aerotoleranz oder auch die Unempfindlichkeit gegenlber
herkémmlichen Desinfektionsmitteln [61]. Die Klinik einer CDI gestaltet sich vielfaltig, von einer
leichten bis moderaten Diarrhoe, die sich selbstlimitieren kann, bis hin zu schwersten Verlau-
fen mit Komplikationen. Die Leitsymptome einer Infektion sind Diarrhoen, Fieber, abdominelle
Schmerzen, sowie eine Leukozytose (> 15000/ul) [62]. Die Definition des Robert-Koch-Instituts
spricht von = drei wassrigen Stuhlgangen mit charakteristischem fauligen Geruch pro Tag [63].
Im Extremfall kann es zur Ausbildung einer pseudomembrandsen Kolitis und toxischem Meg-
akolon kommen, welche bei einem fulminanten Verlauf mit Entwicklung einer Sepsis und/oder
Multiorganversagen einhergehen kann [58,62]. Die Mortalitat einer Infektion unterliegt starken
Schwankungen und hangt vom Risikoprofil des Patienten sowie der Toxizitat des C. difficile-

Stammes ab, kann jedoch bis zu etwa 20 % betragen [55,64—66].

Die Pathogenese der CDI wird durch die zwei Toxine, Enterotoxin A (TcdA) und Zytotoxin B
(TcdB) vermittelt. Man vermutet, dass beide Toxine im Synergismus miteinander fungieren.
Dabei werden im Darm die Toxine von C. difficile freigesetzt und von Darmzellen aufgenom-
men [67—70]. Im Inneren der Zelle kommt es nun zur Inaktivierung der Rho GTPase, welche
fur die Stabilitat des Aktin-Zytoskeletts und der Regulation des Zellzyklus verantwortlich ist.
Aufgrund der Inaktivierung kommt es zu einer Barrierestérung der Epithelzellen, welche mit
der Abgabe von Wasser in das Darmlumen einhergeht und somit die Durchfalle bedingt. Es
kommt im Zuge der Toxin-Freisetzung auch zu einer Anreicherung von Immunzellen mit Se-
zernierung von pro-inflammatorischen Zytokinen, was zusatzlich zum Untergang der Darmzel-
len beitragt . Studien konnten belegen, dass TcdB maRgeblich flur die Virulenz verantwortlich
ist [67,69].

Der bedeutendste Risikofaktor fiir die Entwicklung einer CDI ist die Ubermafige Antibiotika-
therapie, wobei etwa 50-70 % der Antibiotika-assoziierten Kolitiden auf eine Infektion mit C.
difficile zuruckzufuhren ist [72,73]. Die verschiedenen Antibiotikapraparate unterscheiden sich

allerdings in ihrem Risiko eine CDI zu begunstigen, wobei das Risiko bei der Verwendung von
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Cephalosporinen (2. Generation oder spater), Carbapenemen und Clindamycin am grof3ten ist
[74,75]. Weitere Medikamentengruppen, die das Risiko erhéhen sind Protonenpumpeninhibi-
toren (PPI) und Histamin-2-Rezeptorantagonisten. Durch ihre Hemmung der Magensaurepro-
duktion kommt es zu einem erhéhten pH-Wert im Magen und folglich wird den Sporen die
Magenpassage vereinfacht [76,77]. Auch die in der Akuttherapie der RA eingesetzte Gruppe
der NSAR steigern die Wahrscheinlichkeit einer CDI durch ihren stérenden Einfluss auf die
Darmbarrierefunktion und auf die immunologische Abwehrreaktion [22,78]. In vorangegange-
nen Studien wurde beobachtet, dass eine, durch Methotrexat oder Ciclosporin vermittelte RA-
Therapie ausgeloste Immunsuppression, eine Reduktion der Bakterienvielfalt des Mikrobioms
mit Verlust der Abwehrmechanismen gegen eine C. difficile-Kolonisation zur Folge hatte. Da-
raus ersichtlich wird die erhdhte Pradisposition dieser Patienten fiir die Entwicklung einer CDI
und Anstieg des Risikos fur schwere Verlaufe [79,80]. Weitere Risikofaktoren sind das Alter,
Aufenthalte in Krankenh&usern oder Pflegeeinrichtungen, schwere Grunderkrankungen oder
auch chronisch-entziindliche Darmerkrankungen in der Anamnese. Bezogen auf das Alter,
erhoht sich das Risiko an einer Infektion zu erkranken um das 10-fache ab einem Alter >65
Jahre [55,57,62,81].

Aufgrund der vielfaltigen klinischen Manifestationen der CDI, ist eine prazise Diagnosesiche-
rung essenziell. Ein Erregernachweis sollte erfolgen, wenn der Verdacht auf ein nosokomiale
Durchfallerkrankung mit persistierender Symptomatik besteht. Dies umfasst Patienten, bei de-
nen eine Antibiotikatherapie in den letzten 60 Tagen durchgeflihrt wurde oder sie sich anam-
nestisch einer Risikogruppe zuordnen lassen, wie etwa Immunsuppression oder ein erhdhtes
Lebensalter [63]. Fur den mikrobiologischen Nachweis stehen mehrere Methoden zur Verfi-
gung. Als Goldstandard wird der Zellzytotoxizitatsneutralisationstest oder auch die kulturelle
Anzucht aus Stuhlproben aufgefiihrt. Beide Nachweisverfahren weisen eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat auf, sind jedoch mit einem hohen Zeitaufwand verbunden [82]. In der Routine-
diagnostik haben sich zeitlich weniger aufwandige Testmethoden etabliert, wie Enzymimmu-
noassays (EIA) zum Nachweis der Glutamat-Dehydrogenase oder auch die DNA-Amplifikation
(PCR) zum Nachweis von Toxin-Genen, welche eine hohe Sensitivitat aufweisen. Fir die Be-
statigung nutzt man ein Verfahren mit hoher Spezifitat, beispielsweise ein EIA zum Nachweis
von Toxin A und B [73].

Die Erstmalinahmen zur Behandlung einer Infektion beinhalten eine supportive Therapie mit
der Substitution von Flissigkeit und das Absetzen einer laufenden Antibiotikatherapie bei Ver-
dacht auf eine CDI [83]. Laut AWMF- Leitlinie ist die initiale medikamentdse Therapie mit Fida-

xomicin per oral oder auch Vancomycin per oral durchzufuhren. Bei schweren Komplikationen,
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wie toxischem Megakolon oder Darmwandperforationen, ist eine chirurgische Intervention er-
forderlich [66,84]. Im Falle von multiplen Rezidiven kann eine fakale Mikrobiota-Transplanta-
tion (FMT) durchgefuhrt werden. Hierbei wird Stuhl eines gesunden Spenders gesammelt und
aufgearbeitet und im Anschluss in den Empfanger uberfuhrt. Das Ziel ist es mit diesem Mikro-
biomtransfer die dysbiotische Darmflora wieder aufzubauen und eine erneute Fehlbesiedlung
mit C. difficile zu verhindern [68,85].

Bei der Untersuchung des mdglichen Einflusses einer CDI auf die Entwicklung einer RA wur-
den in einer noch nicht publizierten Proteinsequenzanalyse der Universitat Rostock Gemein-
samkeiten zwischen C. difficile und P. gingivalis in ihrem aktiven Zentrum der PAD nachge-
wiesen. Diese Erkenntnis lasst die Vermutung zu, dass C. difficile sich am molekularem Mi-
mikry beteiligen und somit zur Pathogenese der RA beitragen kann. Des Weiteren wird der
allgemeinen Integritat und Zusammensetzung des Darmmikrobioms in Hinblick auf die Entste-
hung der RA eine bedeutende Rolle zugeschrieben [86,87]. Eine Dysbiose des Darms, bei-
spielsweise durch Medikamente, wie Antibiotika, fehlerhafte Ernahrung oder auch anderen
Umwelteinfliissen, kann die Barrierefunktion einschranken [88]. Somit wird Pathogenen die
Translokation in das Darmgewebe und den Blutkreislauf ermdéglicht. Dies kann zu einer Dys-
regulation des Immunsystems aufgrund einer Uberaktivierung im Gewebe filhren oder auch
die Einwanderung von autoreaktiven Zellen in die Gelenke begtinstigen [89]. Darliber hinaus
ist das Mikrobiom mafigeblich an der Entwicklung und Homéostase des angeborenen und
adaptiven Immunsystems im Darm beteiligt. Bei einer Dysbiose kann es daher zu einer ver-
mehrten Bildung von proinflammatorischen T-Zellen wie auch autoreaktiven B-Zellen kommen
[87,90,91]. So zeigte sich in Studien, dass ein natirlicher Kommensale der Darmflora, wie
Faecalibacterium prausnitzii als wesentlicher Faktor des Gleichgewichtes zwischen Th17- und
Treg-Zellen identifiziert wurde. RA Patienten prasentieren eine reduzierte Anzahl an F. praus-
nitzii, welche mit einer Imbalance dieses Verhaltnisses einherging, charakterisiert durch Zu-
nahme von Th17-Zellen und Abnahme von Treg-Zellen, mit einer gesteigerten Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine, wie IL-17 und IL-22, wodurch Immunregulation und Selbstto-

leranz verloren gehen kénnen [89,92].

6.3 DAS GLEICHGEWICHT VON ILCS BEI VERANDERUNGEN DES MIKROBIOMS UND CHRONISCH-
ENTZUNDLICHEN ERKRANKUNGEN

Bei dem Immunsystem des Menschen handelt es sich um ein hochkomplexes Netzwerk aus

verschiedensten Komponenten. Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin den Kérper vor
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Erkrankungen zu schitzen, indem es das Eindringen und die Ausbreitung mdglicher pathoge-
ner Erreger verhindert [93]. Neben dieser Aufgabe unterliegt das Immunsystem einem dyna-
mischen Gleichgewicht. Eine reduzierte Aktivitat kann die Entstehung von malignen Erkran-
kungen, wie etwa Malignomen, beglinstigen, wéahrend eine Uberaktivierung die Entwicklung
von Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise RA, fordern kann. Das Immunsystem wird
dabei in zwei Hauptbereiche aufgeteilt: das angeborene und das adaptive (erworbene) Im-
munsystem. Zusatzlich kdnnen jeweils beide Systeme in eine zelluldre und humorale (I6sliche)
Komponente unterteilt werden. Das angeborene Immunsystem liefert eine schnelle aber eher
unspezifische Immunantwort, wohingegen das adaptive System zeitlich verzogert reagiert,
aber eine spezifischere Abwehr bietet [94,95]. Das angeborene Immunsystem setzt sich auf
zellularer Ebene aus Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophilen Granulozyten, aber auch
den innate lymphoid cells (ILCs) zusammen. Auf der humoralen Seite stehen Elemente wie
das Komplementsystem oder auch das C-reaktive Protein. Das adaptive Immunsystem be-
steht zum einen aus T- und B-Lymphozyten und zum anderen aus Iéslichen Immunfaktoren,
den Antikorpern [96,97].

Die Aufgaben der ILCs sind die Vermittlung zwischen angeborenem und adaptivem Immun-
system, die Gewebehombostase aufrechtzuerhalten und die Immunitat gegentiber Krankheits-
erregern zu unterstiitzen. Demzufolge sind sie insbesondere in Geweben mit hoher Exposition
gegenuber Umweltfaktoren lokalisiert, wie beispielsweise in der Lunge oder in der Mukosa des
Gastrointestinaltrakts [98,99]. ILCs ahneln in ihrer Morphologie den Lymphozyten des adapti-
ven Immunsystems, jedoch verfligen sie nicht Uber ,rearranged antigen-specific receptors®,
welche bei B- und T-Zellen fiir die Heterogenitat der Rezeptoren fiir die spezifische Erkennung
von Antigenen verantwortlich ist [96,99]. Dabei kénnen die ILCs nochmals in zwei Gruppen
unterteilt werden: die zytotoxischen Natirlichen-Killerzellen und die nicht-zytotoxischen ILC1,
ILC2 und ILC3 [100]. Die nicht zytotoxischen ILCs charakterisieren sich durch die Oberfla-
chenexpression von CD127 (auch bekannt als IL-7-Rezeptor-a) [100,101]. ILC1 zeichnen sich
durch die Expression des Transkriptionsfaktors T-bet aus und ahneln somit den Th1-Zellen.
Sie sezernieren vor allem IFN-y und unterstitzen somit die antimikrobielle Abwehr. ILC2 ah-
neln den Th2-Zellen und exprimieren den Transkriptionsfaktor GATA3. Sie sind bei der para-
sitdren Abwehr und bei Allergien mittels Freisetzung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 beteiligt.
ILC3 charakterisieren sich Uber die Expression von RORyt, ahnlich zu den Th17-Zellen. Sie
besitzen die Fahigkeit IL-17 und IL-22 zu sezernieren und die Moéglichkeit, genauso wie ILC2,
mittels MHC Il Antigene anderen Immunzellen zu prasentieren. Somit beteiligen sie sich an
der Abwehr extrazellularer Erreger [98,100].

In Bezug auf das Mikrobiom besteht die Vermutung, dass die ILCs an der Homdostase

der mikrobiellen Besiedlung mitwirken. In vorangegangen Studien wurde beobachtet, dass
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eine Depletion der ILCs mit einer Veranderung der physiologischen Darmflora einherging
[102]. Ebenfalls sind sie an der initialen Abwehr von pathogegen Erregern durch die schnelle
Freisetzung verschiedener Zytokine und der Regulierung weiterer Immunzellen beteiligt [103].
So zeigte sich bei einer CDI, dass es in der Frihphase der Infektion zu einer Akkumulation
von ILC1 und ILC3 in der Mukosa kam, die mit einer Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
einherging. Anschlie3end spielten ILC3 eine Rolle bei verschiedenen Reparaturmechanismen
der mukosalen Barriere [104].

Auch in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen scheinen sie involviert zu sein.
So zeigte sich bei Patienten mit RA ein Anstieg von ILC1 und ILC3 in Lymphknoten. Eine
Subpopulation von ILC3 wurde zusatzlich in der Synovia erkrankter Patienten nachgewiesen,
was darauf hindeutet, dass sie mithilfe der Zytokine IL-17 und IL-22 eine &hnliche Funktion in
der Entwicklung der RA haben kdnnten, wie Th17-Zellen. Beim Erreichen einer Remission der
RA konnten vermehrt ILC2 im Blut detektiert werden, welche nachweislich mit IL-13 zu einer
Hemmung der ILC1-Produktion flihrte und somit antiinflammatorisch auf die Synovia wirkte
[97,105]. Die genauen Mechanismen der ILCs in Bezug auf die Entwicklung von Autoimmunitat
und wie sie dabei das adaptive Immunsystem beeinflussen, sind noch ungeklart und derzeit

Gegenstand aktueller Forschung.

6.4 ZIELSETZUNG DER STUDIE

Die RA wird durch Veranderungen des Mikrobioms beeinflusst. Forschungen der klinischen
Immunologie ergaben, dass eine vorangegangene CDI mit einer Abnahme der CIA-Inzidenz
und der Polarisation von T-Zell-Populationen assoziiert war [106]. Diese Erkenntnisse lassen
Rickschlisse darauf zu, dass das intestinale Mikrobiom bei der Modulation des Immunsys-
tems von Bedeutung ist und ein Einfluss auf die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen,
wie der RA, denkbar ist. Ebenfalls zeigten andere Studien Veranderungen in der ILC-Zusam-
mensetzung, von denen bekannt ist, dass sie — dhnlich zu den T-Helferzellen — Einfluss auf

die Pathomechanismen der RA nehmen kdnnen [97].

Ziel dieser Studie war es deshalb ein umfangreiches Verstandnis Uber den Einfluss einer Ver-
anderung der physiologischen Zusammensetzung der Darmflora auf die Entwicklung einer
Arthritis zu erlangen. Durch die detaillierte Untersuchung verschiedener Populationen des Im-
munsystems sollten mogliche Modulationen der ILC-Zusammensetzung detektiert werden. Die
Untersuchung dieser Veranderungen kann Einblicke in das Zusammenwirken unterschiedli-
cher Krankheitsentitaten zulassen und kann gegebenenfalls dazu dienen, verschiedene Sub-

typen der RA zu identifizieren. So kénnten Erkenntnisse aus der Beziehung der Darm-Gelenk-
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Achse dieser Arbeit zukinftig, in Kombination mit klinischen Studien an Menschen, bei der
Pravention von RA durch Adressierung von neuen Risikofaktoren oder auch bei der Identifi-

zierung von auslosenden Agenzien an der Entwicklung neuer, innovativer Therapiemoglich-
keiten beitragen.
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VIL. METHODEN

71 VERSUCHSTIERE UND TIERHALTUNG

Bei denen in dieser Studie verwendeten Mausen handelt es sich um Nachkommen der ersten
Generation (F1) des Mausstamms DBA/1J x B10.Q. Die Zuchtung der Tiere erfolgte im Rudolf-
Zenker-Institut fur Experimentelle Chirurgie unter einer spezifischen Pathogen-freien (SPF)
Umgebung. Ab einem Alter von mind. 8 Wochen bis maximal 12 Wochen erfolgte die Einfiih-
rung in die Versuchsreihe. Einige Tage vor Versuchsbeginn wurden die Tiere in die infektiolo-
gische Haltung im Institut fir medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene tGberfiuhrt. Dort
wurde den Tieren mehrere Tage Zeit gegeben, sich an die Umgebung zu gewodhnen. Die Hal-
tung erfolgte in einzeln bellifteten Kafigen mit maximal 5 Tieren. Die Mause erhielten Nestbau-
materialien sowie Rickzugsmoglichkeiten. Die Haltung erfolgte in einer klimatisierten Umge-
bung mit konstanten Temperaturen zwischen 22-24 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 37 £ 5
% sowie einem kunstlichen Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12 Stunden. An jedem zweiten
Tag wurde das Trinkwasser gewechselt und, je nach Verschmutzungsgrad, mindestens einmal
die Woche der Stall gereinigt und mit neuem Streu versorgt. Die Ernahrung erfolgte ad libitum
mittels Leitungswasser und Standardfutter. Einmal am Tag wurde das Gewicht der Tiere er-
mittelt, sowie ein Scoring auf Arthritis durchgefihrt. Alle Tierversuchsvorhaben, auf denen
diese Arbeit aufbaut, wurden gemalf §8 Absatz 1 TierSchG vom Tierschutzdienst des Landes-
amtes fUr Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern ge-
prift und bewilligt (Aktenzeichen 7221.3-1-016/19).

7.2 CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE ANZUCHT UND AUFBEREITUNG

Fir die Studie wurde der C. difficile Stamm VPl 10463 verwendet. Die Kultivierung der C.
difficile erfolgte unter streng anaeroben Bedingungen (80 % N2, 10 % COzund 10 % H.). Fur
die Anzucht wurden 24-30 Stunden vor geplanter Infektion der Tiere, die zuvor bei -80°C ge-
lagerten Glycerol Stammsuspension aufgetaut und in der anaeroben Arbeitsstation auf Brain-
Heart-Infusion (BHIS) Agarplatten, welche zusatzlich mit 0,1 % L-Cystein sowie 5 g/L Hefeex-
trakt angereichert wurde, ausgesat. Nach 24 Stunden wurde eine einzelne Kolonie geerntet
und in BHIS-Flissigmedium, ebenfalls mit 0,1% L-Cystein und 5 g/L Hefeextrakt supplemen-
tiert, fir weitere 16 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde am Tag der Infektion aus der Vor-
kultur eine neue Kultur erstellt und bis zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert, welche

in der Regel nach 3 Stunden erreicht war. Folgend wurde die Kultur auf eine optische Dichte
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bei 600 nm (OD) von 0,5 eingestellt, was dann einer Bakterienkonzentration von 1,5*10® Ko-
loniebildende Einheiten (KBE) pro mL entsprach. Diese wurde mit BHIS-Flissigmedium ver-
dinnt, bis man die gewiinschte 1*10° KBE in einem Volumen von 200 pl erhielt. Fiir die Be-
stimmung der genauen Bakterienzahl wurde parallel eine Verdiinnungsreihe der zuvor einge-
stellten OD auf den BHIS-Agarplatten angelegt und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Die Ko-
lonien wurden am né&chsten Tag gezahlt und so die tatsachliche bakterielle Dosis bestimmt,
welche der Maus appliziert wurde. Der Transport und die Applikation erfolgten mdglichst zigig,
um eine Verminderung der Vitalitdt der Bakterien durch den Kontakt mit Sauerstoff zu verhin-
dern.

Die Glycerol Stammsuspension wurde in freundlicher Zusammenarbeit mit Frau Dr. Katharina
Ekat und Yvonne Humboldt erstellt. Daflir wurde aus der Stammbhaltung der Mikrobiologie C.
difficile aufgetaut und fiir etwa 24 Stunden kultiviert. Anschlieend erfolgte noch die Uberfiih-
rung in eine Flussigkultur, aus welcher dann die Stammsuspensionen mit einem finalen Anteil

von 20 % Glycerol bei -80 °C eingefroren wurden.

7.3 ANTIBIOSE

Da fur die Entwicklung einer CDI eine Dysbiose der natirlichen Darmflora erforderlich war,
wurde sieben Tage vor der geplanten Infektion eine Antibiotikabehandlung nach dem Protokoll
von Chen et al. durchgefuhrt [107]. Diese Vorbehandlung fuhrte zu einer Zerstérung des phy-
siologischen Mikrobioms und ermdglichte die Fehlbesiedlung durch C. difficile. Dafur wurde zu
Beginn drei Tage lang ein Antibiotikagemisch Uber das Trinkwasser verabreicht. Die Konzent-
rationen der einzelnen Antibiotika und der daraus folgenden Tagesdosis wurde anhand des
durchschnittlichen Gewichtes (30 g je Maus) und dem zu erwartenden Tagesbedarf an Trink-
wasser (3 mL) berechnet (siehe Tabelle 1). Nach der dreitagigen Behandlung wurde den Mau-
sen zwei Tage lang normales Leitungswasser zur Verfiigung gestellt. Am Tag vor der geplan-
ten Infektion mit C. difficile wurde den Tieren mittels einer Nadel 0,3 mg in einem Volumen von
100 pL Clindamycin (Dosis/ Maus: 10 mg/kg), intraperitoneal in den rechten unteren Quadran-

ten des Abdomens appliziert.
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Tabelle 1: Verwendete Antibiotika zur Vorbehandlung

Antibiotikum Konzentration im Trinkwasser Erforderliche Tagesdosis
Colistin 850 U/mL 4,2 mg/kg

Gentamicin 0,035 mg/mL 3,5 mg/kg

Kanamycin 0,4 mg/mL 40 mg/kg

Metronidazol 0,215 mg/mL 21,5 mg/kg

Vancomycin 0,045 mg/mL 4,5 mg/kg

74 INFEKTION IM CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE

Einen Tag nach der Clindamycin-Applikation erhielten die Mause entweder 10° KBE des zuvor
kultivierten C. difficile-Stammes oder nur das zur Verdinnung verwendete BHIS-Flissigme-
dium als Kontrolle. Der Stichprobenumfang belief sich in der Infektionstiergruppe auf n = 7-9
Tiere und in der Kontrollgruppe auf n = 3-5 Tiere. Die Mause wurden im Zwangsgriff fixiert

Abbildung 1: Inokulation der Mause. Dargestellt wird hier die Prozedur der Inokulation der Mause mit C.difficile
bzw. BHIS-Fliissigmedium. Die Maus befindet sich im Zwangsgriff zur Fixierung und Uberstreckung des Kopfes.
Unter leichten Drehbewegungen wurde die Schlundsonde iiber den Osophagus vorgeschoben. AnschlieRend er-
folgte die Applikation von 200 L des Bakterium- bzw. Kontrollmediums.
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und die Schlundsonde wurde seitlich an der Zunge vorbei tber die Speiserdhre eingefiihrt und
abschlieltend die Flissigkeit appliziert (Abbildung 1). Wahrend des Vorganges wurde die
Maus stetig beobachtet, um die Applikation zum Beispiel bei Anzeichen einer Flussigkeitsas-
piration sofort abbrechen zu kénnen. Im Anschluss an die Prozedur wurden die Arbeitsflachen
mit einem sporiziden Desinfektionsmittel wie Dismozon® plus gereinigt, um so auch die Gefahr
einer Kontamination der Kontrollgruppen mit den Sporen der Bakterien mdglichst gering zu

halten.

7.5 MONITORING UND BEHANDLUNG KLINISCHER CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE-INFEKTIONEN

Ab dem Tag nach der Infektion wurden die Mause mindestens einmal am Tag auf Gewichts-
verlust, Durchfall, Allgemeinzustand und Spontanverhalten Gberprift. Um den Gewichtsverlust
zu bewerten, wurde als Ausgangswert das Gewicht am Tag der Infektion genommen. Eben-
falls wurde das Gewicht als Anhaltspunkt fir die Infektion herangezogen, da bei mehreren
Tieren in einem Kafig Durchfall nicht zweifelsfrei nur einem Tier zugeordnet werden konnte.

Im Vorfeld der Versuche wurden Indikatoren definiert, die das Ausmalf3 der Belastung der Tiere
wahrend der Versuche einschatzen sollten (siehe Tabelle 2). Fir jedes Bewertungskriterium
(I-1V) wurden maximal 25 Punkte vergeben. Der Gesamtbelastungsgrad und die daraus resul-
tierenden Malinahmen ergaben sich aus der Addition der einzelnen Kriterien. Bei Auftreten
von Gewichtsverlust Gber 5 % und dem Nachweis von Durchfall im Kafig wurde den Tieren
125 mg Metamizol auf 100 ml Trinkwasser ad libitum zur Verfigung gestellt. Das sollte die
Schmerzen und mogliche Bauchkrampfe verringern. Bei einem Belastungsscore von Gber 25
wurde der Versuch abgebrochen und die Mause friihzeitig durch die finale Narkose euthana-

siert.

7.6 INDUKTION DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS

Fir die Entwicklung Arthritis-ahnlicher Symptome wurden die F1 Mause des DBA/1J x B10.Q-
Mausstammes verwendet, da sie den H2qg-Haplotyp den Major Histocompatibility Complex
(MHC) Klasse Il tragen. Dies ermdglicht es nach des Immunisierung mit bovinem Kollagen
eine Immunreaktion gegen autologes (koérpereigenes) Kollagen auszulésen [108,109]. Die In-
duktion der Arthritis erfolgte durch Immunisierung an Versuchstag 28 und drei Wochen spater,
an Tag 49, durch wiederholte Immunisierung. Dafiir wurde bovines Kollagen Typ Il verwendet,

welches zuvor in 0,1 M Essigsaure fir etwa 12 Stunden unter sanftem Rihren bei etwa 4 °C
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Tabelle 2: Score zur Einschatzung der Belastung der Mause im Versuch

Beobachtung Punktewertung
| Kérpergewicht bezogen auf Ausgangsgewicht

- unbeeinflusst oder Anstieg 0

- Gewichtsreduktion > 5 % 5

- Gewichtsreduktion > 10 % 10

- Gewichtsreduktion > 20 % 25

Il Allgemeinzustand

- Fell glatt, glanzend; Koérperodffnungen sauber 0

- Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Kérperdffnungen, Augen triib 5

- verklebte oder feuchte Korperoffnungen, anormale Haltung, Augen triib; hoher Mus- 10
keltonus

- Krampfe, Lahmungen; Tier fihlt sich kalt an, moribund 25
lll Spontanverhalten

- normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, Neugier, Sozi- 0
alkontakte)

- ungewohnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder Hyperkinetik 5

- Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereotypien; Ko- 10
ordinationsstérungen

- Schmerzlaute beim Ergreifen; Selbstamputation (Autoaggression) 25
IV Versuchsspezifische Kriterien

- keine Auffalligkeiten 0

- Durchfall mit Gewichtsverlust bis <10% 5

- Durchfall mit Gewichtsverlust zwischen 10% und <20% 10

- Durchfall mit Gewichtsverlust >20% 25

- Offene Wunden im Bereich der Gelenke oder Pfoten 25
Bewertung, MaRnahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine Belastung 0
Belastungsgrad 1 = geringe Belastung; sorgfaltig weiter beobachten (Verkiirzung der 5
Beobachtungsintervalle)

Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; sorgfaltig weiter beobachten bei 10-20
verklrzten Beobachtungsintervallen, Versuchsleiter in Kenntnis setzen

Belastungsgrad 3 = hochgradige Belastung; Versuch abbrechen 25 oder héher

geldst wurde. Fir die Primarimmunisierung wurde eine Emulsion aus Kollagen und komplet-

tem Freund’s Adjuvans (CFA) bzw. fir den Boost eine Emulsion aus inkomplettem Freund’s

Adjuvans (IFA) und dem Kollagen hergestellt. Fir die Mischung der Emulsion wurde Kollagen

und die jeweilige Adjuvans im Verhaltnis 1:1 in jeweils eine Spritze aufgezogen und Uber eine
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Mischkammer miteinander verbunden. Nachdem die Stabilitat der Emulsion Gberprift wurde,
erfolgte die Fixierung der Tiere fur die Injektion in einem sogenannten Restrainer. Ziel war es,
durch die Fixierung einen optimalen Zugang zur Schwanzbasis zu erhalten. Appliziert wurde
den Tieren 140 uyL der Emulsion subkutan an die Schwanzbasis, welche insgesamt 140 ug
des Kollagens enthielten. Fir den Boost erfolgte die Injektion etwa 1cm distaler der ersten
Applikationsstelle mit dem gleichen Volumen und somit auch der identischen Menge Kollagen
(Abbildung 2).

7.7 MONITORING UND BEHANDLUNG DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS

Nach der Immunisierung wurden die Tiere jeden Tag auf das Auftreten von arthritischen Ver-
anderungen, wie beispielsweise Rétungen und Schwellungen, untersucht. Das Auftreten die-
ser typischen Beschwerden ist jedoch erst nach dem Boost zu erwarten. Fur das Monitoring
wurde ein Scoring-System verwendet (Abbildung 3), bei diesem Schema wurden alle vier

lvb C

Abbildung 2: Durchfiihrung der Primar- bzw. Sekundarimmunisierung. Zu Beginn wurde die Maus in den Res-
trainer eingefiihrt (A) und anschlieBend fixiert (B). Uber eine Kaniile, welche parallel zur Schwanzvene Richtung
Schwanzbasis eingefiihrt wurde (C), applizierten wir 140 ug bovines Kollagen Typ II, welches entweder mit CFA
(Primarimmunisierung) bzw. IFA (Sekundarimmunisierung) versetzt war.
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Extremitaten berucksichtigt. Fur jeden betroffenen Finger bzw. fur jede betroffene Zehe wurde
ein Punkt vergeben. Dabei ist zu beachten, dass Mause an den Vorderlaufen nur vier Finger
besitzen, an den Hinterlaufen jedoch flnf Finger. Fur eine betroffene Hand- bzw. FulRwurzel
wurden 5 Punkte vergeben, fur ein betroffenes Hand- bzw. Sprunggelenk ebenfalls 5 Punkte.
Die einzelnen Punkte wurden addiert, sodass ein maximaler Arthritis Score von 58 Punkten
erreicht werden konnte. Des Weiteren wurde den Tieren nach der Immunisierung Tramadol
mit der Konzentration von 1 mg/mL Uber das Trinkwasser beigesetzt, da ab diesem Zeitpunkt
aufgrund der Arthritis und auch der Applikation von CFA bzw. IFA mit Schmerzen zu rechnen

war.

7.8 ANASTHESIE DER TIERE

Die Tiere wurden am jeweils flr sie vorgesehenen Versuchsende mit 0,75 mg Ketamin mit

0,05 mg Xylazin pro 10 g Kérpergewicht narkotisiert. Dafiir wurden die Mause wieder mit dem

A

je betroffene Finger 1

Punkt (max. 4 Punkte) je betroffene Zehe 1

Punkt (max. 5 Punkte) <

betroffene Mittelhand
5 Punkte

betroffener Mittelfu® <
5 Punkte

C (

betroffenes Hand-
bzw. Sprunggelenk
5 Punkte

Abbildung 3: Scoring-System der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA). Hier dargestellt sind ein Vorderlauf (A),
ein Hinterlauf (B) und ein Sprung- bzw. Handgelenk (C) der Maus. Punkte gab es fir das Auftreten von Rétungen
und Schwellungen an den eingezeichneten Arealen. Pro betroffene Finger gab es 1 Punkt, pro betroffene Hand-
bzw. FuRwurzel gab es 5 Punkte und pro betroffenes Hand- bzw. Sprunggelenk wurden 5 Punkte vergeben, sodass
man in Summe aller vier Extremitaten auf einen Maximalscore von 58 Punkten kam.
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Zwangsgriff fixiert um das Gemisch intraperitoneal applizieren zu kénnen. Die Narkosetiefe
wurde Uberprift, indem mit einer Pinzette die Reflexe der Schwanzspitze getestet wurden.
Nachdem die Reflexe erloschen waren, wurden die Tiere final mit einer zervikalen Dislokation
geopfert. Diese Prozedur wurde auch durchgefiihrt, wenn ein Tier friihzeitig aus dem Versuch
genommen werden mussten, beispielsweise aufgrund von zu hohem Gewichtsverlust oder

auch einer zu hohen korperlichen Belastung durch die Immunisierung.

7.9 AUFARBEITUNG UND ANALYSE DER ENTNOMMENEN ORGANE

Nach der zervikalen Dislokation erfolgte die Entnahme der inguinalen und der mesenterialen
Lymphknoten. Fir die Entnahme der mesenterialen Lymphknoten wurde sich an dem Protokoll
von Qiu et al. orientiert [110]. Im Anschluss wurde den Tieren der Dinndarm und bei ausge-

wahlten Tieren fur die histologische Aufarbeitung auch der Dickdarm entnommen.

Nach Entnahme der Lymphknoten wurden diese bis zur weiteren Aufarbeitung jeweils in einem
Tube mit Running Buffer (RB) auf Eis gelagert. Zur weiteren Untersuchung wurden die Lymph-
knoten durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 70 um vereinzelt und anschlieRend die
Zellen bei 400 g fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen bis zur

gemeinsamen Farbung mit den Zellen der Dinndarmmukosa auf Eis gelagert.

Nach der Entnahme des Dinndarms wurde darauf geachtet, diesen konstant mit PBS feucht
zu halten. Das restliche anhaftende mesenteriale Fett wurde entfernt und mit einer Pinzette
der restliche Stuhl und Mucus vorsichtig aus dem Darm gedriickt. AnschlieRend wurde er der
Lange nach aufgeschnitten, in 2—3 cm grof3e Stiicke unterteilt und bis zur endglltigen Aufar-
beitung in RPMI-Volimedium (siehe Anhang) auf Eis gelagert. Die darauffolgenden Schritte
orientierten sich an dem Protokoll von Qiu et al. [110]. Zur weiteren Aufreinigung wurden die
Darme mit RPMI ohne Zusatze gewaschen. Danach wurden die Darme in mehreren aufeinan-
derfolgen Inkubationsstufen bei konstanten 37 °C und unter mechanischer Durchmischung
(230 rpm) verdaut. Zu Beginn wurde die DTT-Lésung den Proben beigegeben und fiir 20 min
inkubiert. Der Uberstand wurde tiber einem 70 um Filter in ein Tube Uberfiihrt und zentrifugiert.
Anschliefend wurde der Schritt wiederholt. Im nachsten Schritt wurden die Darme fur 30 min
mit einer EDTA-L&sung inkubiert und anschlieRend der Uberstand verworfen. Dieser Schritt
wurde ebenfalls wiederholt. Im letzten Schritt der Verdauung wurden die Darme mit einer Kol-
lagenase-Losung flr 45 min inkubiert. Danach wurden die Darme mit der Verdau-Lésung Uber
einem 70 um Sieb vereinzelt und mit den Zellen aus den Uberstanden der DTT-Lésung zu-

sammengefuhrt. Die Zellen wurden zentrifugiert und in 44 % Percoll-Losung resuspendiert und
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Tabelle 3: Inhaltsstoffe der verschiedenen Lésungen

DTT-L6sung (50 mL) EDTA-L6sung (50 mL) Kollagenase-Lésung (25 mL)
Reagenz Menge Reagenz Menge Reagenz Menge
10x HBSS [-] Ca**/Mg** 5mL 10x HBSS [-] Ca**/Mg** 5 mL Kollagenase IV (100 U/mL) 15 mg
10x HEPES-Bicarbonat-Puffer 5 mL Na,EDTA 24 mg FCS 2,5mL
FCS 5mL Aqua dest. 45 mL 0,5 M MgCl, 50 pL
Dithiothreitol (DTT) 7-8 mg 0,5 M CacCl, 50 pL
Aqua dest. 35mL RPMI-1640 22,4 mL

im Anschluss mit einer 67 % Percoll-Losung unterschichtet. Die Gradientensuspension wurde
bei Raumtemperatur fur 20 min bei 1600 g ungebremst zentrifugiert. Ziel war es, eine Inter-
phase zwischen den Gradienten zu erzeugen, in welcher sich die Leukozyten akkumulierten.
Nach dem Zentrifugieren wurden die Zellen vorsichtig aus der Interphase abpipettiert, mit aus-
reichend RPMI gewaschen und anschliefend erneut zentrifugiert. Das entstandene Pelett
wurde in RB resuspendiert. Zuletzt wurde in den jeweiligen Proben der Lymphknoten und

Dunndarmmukosa mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt.

710 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE EINZELZELL-ANALYSE

Zur genauen ldentifizierung der einzelnen Zellpopulationen wurden die Zellen unter der Ver-
wendung von Antikérpern markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dafiir wurden
500.000 der zuvor gezahlten Zellen in 1 mL PBS Uberfihrt. Initial wurden die Zellen mit dem
Lebend/ Tod Farbstoff ZombieNIR fir 15 min auf Eis inkubiert. Da die Qualitat der Antikorper
bei direkter Einwirkung von Licht abnimmt, wurden alle Inkubationsschritte im Dunkel vorge-
nommen. Die Zellen wurden nach der Inkubation, zentrifugiert und wieder in Running Buffer
resuspendiert. Anschlielend wurden eine Fc-Blockierung zur Unterdriickung unspezifischer
Antikdrper-Bindung mit einem Gemisch aus 1 pl TrueStrain FcX und 5 pl fetales Kalberserum
(FCS) vorgenommen. Dafir wurden sie mit dem TrueStrain-FCS-Gemisch fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte die Markierung der Oberflachen-Antigene mit einem
Gemisch aus den in Tabelle 4 beschriebenen Antikdrpern flir 20 min bei Raumtemperatur. Die
Zellen wurden erneut in Running Buffer aufgenommen und zentrifugiert. Im Anschluss wurden
die Zellen mit dem True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set behandelt. Zuerst wurden sie
bei Raumtemperatur fir 45 min im Transcription Factor Fix inkubiert, anschlieRend in Perm
Buffer resuspendiert und zentrifugiert. Darauf folgte, wie bereits bei der Markierung der Ober-

flachenantigene, eine Blockierung der Fc-Rezeptoren fir 20 min. Danach wurden die Zellen
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Tabelle 4: Antikorper fiir Durchflusszytometrie

Oberflachen Antikorper Intrazelluldre Antikorper
Antikorper Fluorophor Menge Antikorper Fluorophor Menge
CD4 PerCP 1L FoxP3 Alexa Fluor 647 1,5 uL
CD45 Brilliant Violet 605 2,5uL  GATA3 Brilliant Violet 421 2,5 pL
CD127 PE 5uL RoRyT Brilliant Violet 786 0,5 pL
Lin FITC 10pL  T-bet PE/Dazzle 594 3,8 L
ST2 PE-Cy7 0,6 L

fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit den in Tabelle 4 gelisteten Intrazellularen Antikérpern
der Transkriptionsfaktoren inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen zuerst mit Perm Buffer
gewaschen und zentrifugiert, im Anschluss nochmal mit RB gewaschen und zentrifugiert und
dann fur die durchflusszytometrische Einzelzell-Analyse in 250 yL Running Buffer resuspen-

diert. Gemessen wurden sie am Cytek Aurora.

7.11 HISTOLOGISCHE AUFARBEITUNG

Histologisch untersucht wurden zum einen die Pfoten der Tiere, zum anderen das Colon. Die
Pfoten wurden fir maximal zwei Wochen in 4 % Formaldehyd fixiert und anschliefend Utber
mehrere Wochen mit UseDecal, einer EDTA-L6sung, entkalkt. Nach vollstandiger Entkalkung
wurden die Proben fur 30 min unter laufendem Leitungswasser gespult und folgend in 70 %
Ethanol zur Dehydratation vor der Einbettung in Paraffin inkubiert.

Die Dickdarme wurden nach einem Protokoll von C. Moolenbeek & E. J. Ruitenberg zu einer
sogenannten Swiss Roll prapariert [111]. Daflir wurde der Darm der Lange nach aufgeschnit-
ten und restlicher Stuhl entfernt. AnschlieRend wurde der Darm, mit der Schleimhaut nach
aulien zeigend, der Lange nach auf ein Holzstdbchen aufgewickelt und danach ebenfalls fur
maximal zwei Wochen in 4 % Formaldehyd fixiert. Der Vorteil dieser Methode ist, dass man in
einem Praparat den Darm Uber seine vollstandige Lange einsehen kann.

Die Lagerung aller Proben in Histokassetten erfolgte in 70 % Ethanol zur Dehydratation vor
der Einbettung in Paraffin. Die Einbettung erfolgte mit freundlicher Unterstitzung durch Daniel
Wolter (Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie).

Im Anschluss wurden serielle Gewebeschnitte der Pfoten in Transversalebene und Darm-
schnitte mit einer Dicke von etwa 5 ym angefertigt. Zur besseren Darstellung wurde eine Ha-

matoxylin und Eosin (H&E) Farbung (siehe Anhang) angefertigt. Die Prozedur war bei beiden
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Praparaten nahezu identisch. Unterschiede lagen in der Inkubationszeit von Hdmalaun und

Eosin.

7.12 STATISTISCHE ANALYSE

Die Daten wurden mittels des Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberprift. Um statisti-
sche Unterschiede zwischen zwei Gruppen zu ermitteln, wurde je nach Vorliegen einer Nor-
malverteilung entweder t-Tests oder Mann-Whitney U Tests verwendet. Bei Vergleichen zwi-
schen den einzelnen Gruppen wurden entweder einfaktorielle Varianzanalysen (ANOVA) oder
Kruskal-Wallis-Tests mit anschlieenden post-hoc Tests (Tukey's multiple comparison bzw.
Dunn's multiple comparison) durchgefiihrt. Die Gewichtsverlaufe der Tiere wurden in Bezug
auf den Unterschied zwischen Infektion und Kontrolle und Uber die Zeit mit einer zweifaktori-
ellen Varianzanalyse untersucht, gefolgt von Sidak’s multiple comparisons zur p-Wert Korrek-
tur. FUr die Inzidenz wurde eine umgekehrte Kaplan-Meier-Kurve zu Hilfe genommen und
mittels Log-Rank (Mantel-Cox)-Test verglichen. Fur die Darstellung der Daten wurde bei pa-
rametrischen Daten als Lageparameter der Mittelwert und als Varianzmalf} der Standardfehler
des Mittelwertes angegeben und bei nichtparametrischen Daten der Median und der Interquar-
tilsabstand. P-Werte wurden als signifikant definiert, wenn sie unter 0,05 lagen. Dargestellt

wurden die Signifikanzen folgendermalien:

*p=0,01-0,05
** p=0,001 - 0,01
*** = 0,0001 - 0,001
%k 1 20,0001
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VIll. ERGEBNISSE

8.1 UBERBLICK UBER DEN STUDIENAUFBAU UND EINTEILUNG DER VERSUCHSGRUPPEN

Um zu untersuchen, wie sich eine CDI auf das Immunzellgleichgewicht und die
Entwicklungsstufen einer CIA auswirkt, wurden Tiere nach Infektion zu unterschiedlichen
Zeitpunkten geopfert. Der vollstandige Ablauf der Studie ist in Abbildung 4 dargestellt. Beide
Gruppen erhielten zu Beginn eine dreitdgige Vorbehandlung mit einem Antibiotikagemisch,
eine darauffolgende zweitagige Auswaschphase mit Trinkwasser und einer anschlieRenden
intraperitonealen Applikation von Clindamycin. Darauf folgte die Verabreichung der C. difficile-
Bakterien bzw. des BHIS-Flussigmediums. Um die verschiedenen Entwicklungsstadien der
CIA zu untersuchen, wurde eine zweimalige Immunisierung mit zeitlichem Abstand durchge-
fuhrt. Dieser Versuchsaufbau diente nicht nur dazu etwaige Veranderungen der manifesten
Arthritis zu zeigen, sondern auch Hinweise auf die Entstehung praklinischer Autoimmunitaten
zu liefern. Als Versuchstag 0 wurde der Beginn der Verabreichung der Antibiotika Gber das
Trinkwasser definiert. Insgesamt gab es sieben Versuchsgruppen mit insgesamt 93 Tieren
(siehe Tabelle 5). Vier Tiere wurden entweder vorzeitig, aufgrund zu hoher Belastung (siehe

Tabelle 2), geopfert oder verstarben vor ihren individuellen Endzeitpunkten.

Inokulation mit
10° KBE C.diff. bzw. BHIS-
Flissigmedium

Antibiotikum Prim&rimmunisierung Sekundarimmunisierung
intraperitoneal mit Kollagen mit Kollagen
Antibiotikum
im Trinkwasser
— : —t——t : : —t —t ; ——+—> Tage (d)
peatdxB10Q O 3 6 7 9 16 23 28 30 48 49 51 81
Gruppe A: Gruppe B: Gruppe C: Gruppe D: Gruppe E: Gruppe F: Gruppe G:

subakute Infektion Abklingende Infektion  Rekonvalesenz Nach Vor Sekundér- Nach Sekundar- ClA-Latenzphase
der Infektion Prim@rimmunisierung immunisierung  immunisierung

Abbildung 4: Zeitlicher Aufbau und Interventionen des Experimentes. Anhand dieses Zeitstrahls werden hier
zum einen die Interventionen, welche an den Tieren durchgefiihrt wurden (oberhalb des Zeitstrahls) und zum an-
deren die Endpunkte der einzelnen Versuchsgruppen (unterhalb des Zeitstrahls) dargestellt. Begonnen hat der
Versuch mit der dreitdgigen Antibiotika-Behandlung Gber das Trinkwasser mit anschlieBendem Washout mit nor-
malem Trinkwasser fir weitere zwei Tage. An Tag 6 wurde die intraperitoneale Applikation von Clindamycin durch-
gefuhrt. An Tag 7 erfolgte dann die Applikation von C. difficile bzw. BHIS-Flissigmedium, wodurch die Tiere in eine
Infektions- bzw. Kontrollgruppe unterteilt wurden. Die Primarimmunisierung wurde an Tag 28 mit einer Mischung
aus Kollagen und CFA vorgenommen, wahrend an Tag 49 die Sekundarimmunisierung (Boostimmunisierung) mit
einer Mischung aus Kollagen und IFA stattfand. Die finalen Endpunkte waren je nach Gruppe an Tag 9, 16, 23, 30,
48, 51 oder 81.
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Tabelle 5: Ubersicht Versuchstiergruppen

Anzahl (n) Endzeitpunkt Anzahl Immu-
Gruppenbezeichnung Abkiirzung .
Infiziert / Kontrolle (Tage) nisierung (n)
Subakute Infektion Gruppe A 714 9 0
Abklingende Infektion Gruppe B 8/4 16 0
Rekonvaleszenz der Infektion Gruppe C 8/4 23 0
Nach Primarimmunisierung Gruppe D 8/4 30 1
Vor Sekundarimmunisierung Gruppe E 8/4 48 1
Nach Sekundarimmunisierung  Gruppe F 8/4 51 2
CIA-Latenzphase Gruppe G 8/5 81 2

Gruppe A (subakute Infektion) wurde zwei Tage nach der Inokulation geopfert. An Tag 16, dies
entsprach neun Tage nach Infektion, wurde Gruppe B (abklingende Infektion) geopfert. Die
Opferung von Gruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion) erfolgte an Tag 23, 16 Tage nach
Applikation der Bakterien. Die ersten drei Gruppen spiegelten nur den Einfluss der Infektion
wider. An Tag 28 erfolgte die erste Immunisierung mit einer Kombination aus bovinem Kol-
lagen Typ Il und CFA. AnschlieRend erreichte Gruppe D (nach Primarimmunisierung) den
Endzeitpunkt an Tag 30, zwei Tage nach der Primarimmunisierung. An Tag 48, einen Tag vor
der Sekundarimmunisierung wurde Gruppe E (vor Sekundarimmunisierung) geopfert. Diese
zwei Gruppen zeigten den Einfluss der Primarimmunisierung auf die ILCs, da sie kurz nach
der Primar- und unmittelbar vor der Sekundarimmunisierung ihren Endzeitpunt erreichten. Die
zweite Immunisierung wurde an Tag 49, also drei Wochen nach der Primarimmunisierung vor-
genommen. Die Opferung von Gruppe F (nach Sekundarimmunisierung) erfolgte an Tag 51,
zwei Tage nach der Sekundarimmunisierung. Zuletzt wurde Gruppe G (CIA-Latenzphase) mit
einem Abstand von 32 Tagen zur Sekundarimmunisierung geopfert. Dieser Abstand zur zwei-
ten Immunisierung ermdoglichte die Manifestation klinischer CIA-Symptome in den Mausen.
Die letzten beiden Gruppen verdeutlichten somit die Wirkungen einer zweiten Immunisierung
bzw. einer manifesten Arthritis auf die ILCs. Nach Erreichen des Endzeitpunktes wurden den

Mausen inguinale und mesenteriale Lymphknoten, sowie der Dinndarm entnommen.

8.2 DIE INOKULATION MIT C. DIFFICILE VPI 10463 FUHRTE ZU EINER SUBAKUTEN INFEKTION

Um die Infektion quantifizieren zu kénnen, wurde das Gewicht am Tag der Infektion/Applikation

als Ausgangswert (100 %) definiert. Erreichte eine Maus einen Gewichtsverlust von 5 % wurde
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sie als klinisch krank gewertet, da die Diarrhoe als Merkmal nicht zweifelsfrei einem Tier zu-
geordnet werden konnte. Der grof3te Gewichtsverlust beider Gruppen war in den ersten beiden
Tagen nach der Inokulation zu beobachten, wobei der Verlust bei den erkrankten Tieren mit
1,6 % (% 0,56) zu den Kontrolltieren mit 0,72 % (x 0,52) tendenziell, jedoch nicht signifikant,
héher war (Abbildung 5A). Die Untersuchung des Gewichtsverlaufes zwischen den beiden
Gruppen zu den jeweiligen Versuchstagen ergab keine signifikanten Unterschiede, jedoch
deutete sich an Tag 8 eine tendenziell starkere Abnahme des Gewichtes in der Infektions-
gruppe an. Ebenfalls war ein Trend der maximal gemessenen Gewichtsverluste erkennbar.
Daflr wurde die Differenz zwischen dem Ausgangswert an Tag sieben und dem héchst ge-
messenen prozentualen Gewichtsverlust in den ersten zwei Tagen bei Gruppe A beziehungs-
weise ersten sieben Tagen bei Gruppe B-G gebildet. Dort konnte ein durchschnittlicher maxi-
maler Gewichtsverlust von 4,00 % ( 0,62) nach der Infektion und bei der Kontrolle 3,20 % (+
0,80) beobachtet werden. Der dabei hochste gemessene Einzelwert lag bei 19,81 % (CDI)
bzw. 13,42 % (Kontrolle) (Abbildung 5B). Ebenso erreichte die infizierte Gruppe ihr Aus-
gangsgewicht im Mittel erst wieder an Versuchstag 11, wohingegen die Kontrollgruppe sich

bereits einen Tag friher, erholte.
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Abbildung 5: Die Inokulation von C. difficile VPI 10463 fiihrte zu einer subakuten Infektion. Dargestellt ist der
prozentuale Verlauf des Ausgansgewichtes der Infektions- bzw. Kontrollgruppe in den ersten sieben Tagen nach
der Inokulation mit C. difficile bzw. BHIS-Flissigmedium. Hier dargestellt sind nur die Gruppen B-G, da Gruppe A
bereits zwei Tage nach Infektion bzw. Applikation seinen Endpunkt erreicht hat. Zweifaktorielle Varianzanalyse (2-
Way-ANOVA), p=0,21, Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (A). Dargestellt wird die Differenz in Prozent
zwischen dem Ausgangswert an Tag 7 sowie das geringst gemessene Gewicht in den ersten sieben Tagen bei
Gruppe B-G bzw. zwei Tagen bei Gruppe A. t-Test, p=0,44, Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (B).
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Neben der Ermittlung der Gewichte wurde bei einzelnen Tieren das Colon entnommen, um
somit die Auswirkungen einer CDI exemplarisch darzustellen. Dafir wurde das Gewebe his-
topathologisch aufgearbeitet. In den mithilfe einer H&E-Farbung praparierten Dickdarmen
konnten vereinzelte Entziindungsinfiltrate nach der Infektion aufgezeigt werden (Abbildung
6).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Infektion mit dem Bakterium C. difficile in
unserem Modell zu keinem signifikanten Gewichtsverlust fuhrte. Da die Aufarbeitung der Dick-
darme nur selektiv erfolgte, lieBen sich dariber auch keine exakten Rickschlisse Uber die

Auswirkungen der CDI auf das Colon treffen.

Abbildung 6: C. difficile fiihrte zu einer entziindlichen Veranderung des Colons. Mikroskopische Darstellung
des Einflusses einer C. difficile-Infektion auf das Colon. Colon einer infizierten Maus der Gruppe B (9 Tage nach
der Inokulation mit C. difficile), dargestellt mithilfe einer Hamatoxylin-Eosin-(H&E)-Farbung. Mit dem Stern markiert
sind das Auftreten von Entziindungsinfiltraten, sowie eine Verdickung der Darmschichten. 10-fache VergréRerung
(A) und 20-fache VergréRerung (B). Colon einer Maus der Kontrollgruppe A (2 Tage nach der Inokulation mit BHIS-
Flissigmedium). 5-fach VergroRerung (C) und 10-fach VergroRerung (D).
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8.3 EINE CDI FUHRTE ZU EINEM TENDENZIELL FRUHEREN EINSETZEN DER CIA

Die Tiere wurden nach der ersten Immunisierung taglich gewogen (nicht dargestellt) und in-
spiziert, um mdgliche Belastungen und zu erwartende Symptome der CIA, wie Rétungen und
Schwellungen, zu erkennen. Diese sind in Abbildung 7 exemplarisch zu sehen. Da die Symp-
tome erst mit einer zeitlichen Latenz nach der Sekundarimmunisierung zu erwarten waren,
wurde hier nur die Gruppe G in einem Zeitraum von 32 Tagen auf statistische Unterschiede
beziglich des Auftrittszeitpunktes und des Auspragungsumfanges analysiert. Die Inzidenz
wurde anhand einer umgekehrten Kaplan-Meier-Kurve dargestellt und statistisch mittels Log-
Rank-Test analysiert. Es konnte kein signifikanter Unterschied im zeitlichen Auftreten der CIA
zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden. Bei den infizierten Tieren manifestierten sich
erste Symptome bereits einige Tage friher (Median = Tag 56) im Vergleich zu den Kontrolltie-
ren (Median = Tag 62) (Abbildung 8A). Dabei ist zu erwadhnen, dass bereits ein Tier der In-
fektionsgruppe zum Zeitpunkt der Sekundarimmunisierung erste Symptome einer CIA aufwies.
Im Laufe des Versuchszeitraumes wiesen alle Tiere in beiden Gruppen Symptome einer CIA
auf. Um die maximale Auspragung der CIA der beiden Gruppen zu vergleichen, wurden die
jeweils héchst gemessenen Scores aller Tiere zusammengetragen und mit Hilfe eines Mann-

Whitney U Testes auf statistische Signifikanz tGberprift. Der Unterschied lag deutlich oberhalb

Abbildung 7: CIA fiihrte zu R6tungen und Schwellungen der betroffenen Gelenke. Ansicht einer Maus von
ventral und Darstellung der Pfoten von medial. Zu sehen sind die typischen Symptome der Kollagen-induzierten
Arthritis, Schwellungen und Rétungen der betroffenen Gelenke. Hier am Beispiel der Hinterlaufe zu sehen. Rechter
Hinterlauf: ohne Symptomatik, linker Hinterlauf: Zehen, Mittelfu® sowie Sprunggelenk sind deutlich gerétet und
geschwollen. Der CIA-Score ware in diesem Beispiel Hinterlauf links: 15 Punkte (A). Darstellung des linken Hinter-
laufes von dorsal. Deutliche zu sehen sind Schwellung und Rétungen der Zehen und des MittelfuRes. Das Sprung-
gelenk ist hier nicht einsehbar (B).
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des Signifikanzniveaus (Abbildung 8B). Bei den Scores, die pro Tag erhoben wurden, zeigte
sich in der Darstellung der Mittelwerte ein tendenziell héherer durchschnittlicher Score bei den
C. difficile-Tieren in den ersten drei Wochen nach der Sekundarimmunisierung im Vergleich

zur Kontrollgruppe. In der letzten Woche vor dem finalen Endpunkt naherten sich die Mittel-
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Abbildung 8: CDI verursachte eine tendenziell friiher auftretende und schwerer verlaufende CIA. Dargestellt
wird die Inzidenz der C. difficile- (n = 8 Tiere) und der Kontrollgruppe (n = 5 Tiere) mit einer umgekehrten Kaplan-
Meier-Kurve. Zu beachten ist, dass es bei einem Tier der C. difficile-Gruppe zum Auftreten von Arthritis-Symptomen
vor dem Tag 49 kam und somit die Kurve mit einem Wert oberhalb von 0 auf der Ordinate beginnt. Log-Rank
(Mantel-Cox) -Test, p = 0,73, Prozentwerte ohne Standardfehler (A). Vergleich des am hochsten gemessenen
Scores der Arthritis zwischen der C. difficile- bzw. Kontroligruppe. Mann-Whitney U Test, p = 0,63, Median mit dem
Interquartilsabstand (B). Darstellung des Verlaufes des CIA-Scores der C. difficile- bzw. Kontrollgruppe nach der
Sekundarimmunisierung an Tag 49. Wie bereits beschrieben ist zu beachten ist, dass es bei einem Tier der C.
difficile-Gruppe zum Auftreten von Spontanarthritis an Tag 49 kam. Zweifaktorielle Varianzanalyse (2-Way-A-
NOVA), p >0,99, Mittelwerte ohne Standardfehler des Mittelwertes (C). Vergleich der kumulativen CIA-Scores zwi-
schen den beiden Gruppen. Scores wurden mit Hilfe einer Area Under the Curve (AUC) bestimmt. t-Test, p = 0,056,
Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (D).
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werte wieder an und auch die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte keine Signifikanz. Betrach-
tet man den gesamten Zeitraum betrug der im Mittel erhobene Score der CDI-Gruppe 12,68
(x 0,67) und der der Kontrollgruppe 9,42 (£ 0,81) und zeigte aber im statistischen Vergleich
kein signifikantes Niveau, jedoch eine deutliche Tendenz (p = 0,054) (Abbildung 8C). Die
kumulativen CIA-Scores, welche die Auspragung der Symptomatik Uber den vollstandigen
Versuchszeitraum widerspiegelten, wurden mit Hilfe der Area Under the Curve (AUC)-Me-
thode ermittelt. Hierbei wurde ersichtlich, dass bei den infizierten Tieren die CIA mit einem
kumulativen Score von 409,1 (£ 37,66, SE) tendenziell starker ausgepragt war gegenuber der
Kontrollgruppe mit einem Score von 301,9 (+ 32,55, SE). Der Vergleich zwischen den beiden
Gruppen blieb mit einem p = 0,056 jedoch knapp oberhalb des Signifikanzniveaus (Abbildung
8D).

Abbildung 9: Die CIA fiihrte in den Pfoten zu entziindlichen Infiltraten und Abrasionen am artikuldaren Ge-
lenkknorpel. Mikroskopische Darstellung des Einflusses der CIA auf die Pfote einer Maus mithilfe einer Hamato-
xilin-Eosin-Farbung. Maus der Kontrollgruppe ohne Arthritis, mit den schwarzen Pfeilen ist die intakte und glatte
Gelenkflache markiert. 1,25-fache VergroRerung (A) und 10-fache VergroRerung (B). Pfote einer Maus, welche
makroskopisch Symptome der CIA gezeigt hat. Mit den Sternen sind Leukozyten-Infiltrate gekennzeichnet und die
weilen Pfeile zeigen auf eine aufgeraute und teilweise degenerativ veranderte Knorpeloberflache. 1,25-fache Ver-
groéRerung (C) und 10-fache VergroRerung (D).
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Um den Einfluss der CIA auf die Gelenke detaillierter darzustellen, wurde, wie bereits bei den
Dickdarmen, vereinzelt eine histologische Untersuchung durchgefihrt: Daflir wurde aus der
infizierten Gruppe G (ClA-Latenzphase) mit makroskopischen CIA-Symptomen eine Pfote mit
einer Pfote eines Tieres ohne CIA-Auffalligkeiten der Gruppe A (Subakute Infektion) vergli-
chen. Die histologischen Schnitte des Kontrolltieres zeigten eine glatte Gelenkoberflache mit
intaktem Gelenkknorpel (Abbildung 9A & B), wohingegen bei dem Tier mit der CIA in der
Vorgeschichte ein deutlich degenerativ verandertes Gelenk erkennbar war. Dies zeigte sich in
einer Destruktion des Gelenkknorpels und einer daraus resultierenden aufgerauten Gelenk-
oberflache. Darlber hinaus prasentierte sich eine Einwanderung von Leukozyten und darauf-

folgenden Knochen- bzw. Knorpelresorption (Abbildung 9C & D).

Zusammenfassend wurde beleuchtet, dass eine C. difficile-Infektion in Bezug auf die Auspra-
gung der CIA-Symptomatik keine signifikanten Unterschiede gegenuber der Kontrollgruppe
aufwies. Es zeigte sich lediglich eine Tendenz mit einem verfrihten Auftreten der Symptomatik

bei den infizierten Tieren.

8.4 DIE KOLLAGEN TYP lI-IMMUNISIERUNG GING MIT EINER ERHOHTEN ZELLZAHL IN DEN INGU-
INALEN LYMPHKNOTEN EINHER

Der zweite Teil dieser Studie beinhaltete die Untersuchung des Immunsystems. Dabei wurde
analysiert, ob die CDI eine Veranderung der Zusammensetzung von Leukozyten, mit dem Fo-
kus auf ILCs, in Organen induzierte. Die dabei untersuchten Organe waren inguinale und
mesenteriale Lymphknoten, sowie der Dinndarm. Nachdem die Tiere ihren jeweils vorgese-
henen Endpunkt, in Tabelle 5 dargestellt, erreicht hatten, erhielten sie die finale Anasthesie
mit anschlielender zervikaler Dislokation. Die Organe wurden, wie im Methodenteil erlautert,
aufgearbeitet. Da bereits zuvor gezeigt werden konnte, dass sich bezlglich des Infektionssta-
tus kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen ergab, wurde sich hier fir eine gemein-
same Darstellung (Abbildung 10) der absoluten Zellzahlen entschieden. Folglich wurden
hauptsachlich Veranderungen in Folge der Immunisierungen und CIA, unabhangig von der
CDl, illustriert. Bezlglich der Nomenklatur ist noch zu erwahnen, dass es sich bei den Zellen
des Dunndarms um eine Kombination aus den intraepithelialen Leukozyten und Leukozyten
der Lamina propria handelte, die im Folgenden als Leukozyten der Dinndarmmukosa (DL)

zusammengefasst wurden.

Beim Vergleich der Zellzahlen zu den verschiedenen Opferungszeitpunkten waren insbeson-

dere die inguinalen Leukozyten auffallig. So zeigte sich initial nach der Primarimmunisierung
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(Gruppe D) ein tendenziell leichter Anstieg der Zellzahl, wobei diese im zeitlichen Verlauf wei-
ter anstiegen. Gruppe E (vor Sekundarimmunisierung), Gruppe F (nach Sekundarimmunisie-
rung) und Gruppe G (CIA-Latenzphase) wiesen beim Vergleich mit den friiheren Zeitpunkten
ein signifikant und gleichbleibend hohes Plateauniveau der Zellzahlen auf (Abbildung 10A).
Bei den mesenterialen Leukozyten konnte zu Beginn eine leichte Steigerung der Zellularitat
beobachtet werden, die dann im Verlauf aber wieder abnahm (Abbildung 10B). Bei der Dinn-
darmmukosa konnten lediglich Anzeichen einer Zellzunahme ab Gruppe C Uber den Beobach-

tungszeitraum festgestellt werden (Abbildung 10C). Mesenteriale Leukozyten und Leukozy-

ten der Dinndarmmukosa erreichten bei der Verlaufsanalyse nicht das Signifikanzniveau.

In der Zusammenschau dieser Beobachtungen wurde ersichtlich, dass die Immunisierung mit
Kollagen Typ Il nach einer zeitlichen Verzégerung zur Primarimmunisierung bzw. ab der Se-

kundarimmunisierung zu einem signifikanten Zellanstieg in inguinalen Lymphknoten fuhrte.
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Abbildung 10: Eine Applikation von Kollagen Typ Il fiihrte bei inguinalen Lymphknoten zu einem Anstieg
der Zellzahlen. Dargestellt sind die absoluten lebenden Leukozyten nach der Aufarbeitung der einzelnen Organe
(inguinale Lymphknoten (A), mesenteriale Lymphknoten (B) und Dinndarmmukosa (C)) bevor die Einzelfarbungen
angefertigt wurden. Firr eine bessere Ubersicht wurden zur Darstellung der Signifikanzen verschiedene Indikatoren
verwendet (#, & und $). Kruskal Wallis Test mit multipler Vergleichsanalyse, Balkendiagramm mit Interquartilsab-
stand. Versuchsgruppen auf der Abszisse dargestellt: Subakute Infektion (A), Abklingende Infektion (B), Rekonva-
leszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D), Vor Sekundarimmunisierung (E), Nach Sekundarimmu-
nisierung (F), CIA-Latenzphase (G).
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8.5 REDUKTION DES PROZENTUALEN ANTEILS CD4+ ZELLEN IN INGUINALEN LYMPHKNOTEN IM
ZUGE DER IMMUNISIERUNG MIT BOVINEM KOLLAGEN TYP Il

Zur genauen Differenzierung der einzelnen Zelllinien wurden die Organe mithilfe von Durch-
flusszytometrie analysiert. In Abbildung 11 ist exemplarisch dargestellt wie die Gating-
Hirachie in den Lymphknoten aufgebaut war. Die Leukozyten wurden anhand ihrer
Streueigenschaften als forward scatter low (FSClo) und sideward scatter low (SSClo)
charakterisisiert. Die ILCs wurden als Lin- (fehlende Expression der Lineage-Marker CD3g,
GR-1, CD11b, CD45R und Ter-119) und CD127+ definiert. Die T-Helferzellen wurden als
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Abbildung 11: Gating-Hierarchie der Lymphknoten. Dargestellt sind hier die einzelnen Schritte fur die Identifi-
zierung von Leukozyten aus inguinalen und mesenterialen Lymphknoten. Oben links: Gber ein Dichtediagramm fur
forward scatter (ZellgroRe) und sideward scatter (Granularitat) der Ausschluss des Debris von den Zellen (Cells).
Oben Mitte: Dubletten-Ausschluss (Single-Cells). Oben rechts: Gating der lebenden Leukozyten mittels einer Vita-
litatsfarbung. Aus den lebenden Leukozyten heraus wurde dann zum einen unten rechts die CD4+ T-Zellen und
zum anderen unten mittig die Innate lymphoid Cells (ILC) mittels der Maker lineage- und CD127+ isoliert. Unten
links: in der Box sind die Einzelfarbungen der einzelnen Subpopulation der ILCs dargestellt. Oben links: ILC1 nach
Markierung von T-bet. Oben rechts: ILC2 lber die Markierung von GATA3 und Unterteilung in ST2+ bzw. ST2-
Subpopulation. Unten links: ILC3 uber die Markierung von RoRyT. Unten rechts: FoxP3+ILC uber die Markierung
von FoxP3.
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CD4+ klassifiziert. Bei der DUunndarmmukosa wurde eine leicht veranderte Gatingstrategie, die
in Abbildung 12 dargestellt ist, verwendet. In den nachfolgenden Abbildungen, die zur
statistischen Darstellung der einzelnen Subpopulationen dienen sollen, ist sowohl die zeitliche
Entwicklung Uber den kompletten Beobachtunsgzeitraum, sowie mdgliche Unterschiede

zwischen der CDI-Gruppe und der Kontrolle illustriert.

In Abbildung 13 ist erkennbar, dass der Anteil der CD4+ Zellen ab Gruppe B (Rekonvalezenz
der Infektion) tendenziell und ab Gruppe E (vor Sekundarimmunisierung) bis Gruppe G (CIA-

Latenzphase) signifikant abnahm. Interessanterweise war diese Abnahme nur bei infizierten
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Abbildung 12: Gating-Hierarchie der Diinndarmmukosa. Dargestellt sind hier die einzelnen Schritte fur die Iden-
tifizierung von Leukozyten aus der Dinndarmmukosa. Oben links: Dubletten Ausschluss (Single Cells). Oben links
mittig: Anfarbung der Leukozyten (CD45+) mittels CD45. Oben rechts mittig: Vitalitatsfarbung (Live) zur Lebend/Tod
Unterscheidung. Oben rechts: mittels Dichtediagramm fur forward scatter (ZellgroRe) und sideward scatter (Gra-
nularitat) der Ausschluss des Debris. Aus den Cells heraus wurde dann zum einen unten rechts die CD4+T-Zellen
und unten mittig die Innate lymphoid Cells (ILC) mittels der Maker lineage- und CD127+ isoliert. Unten links: in der
Box sind die Einzelfarbungen der einzelnen Subpopulation der ILCs dargestellt. Oben links: ILC1 nach Markierung
von T-bet. Oben rechts: ILC2 Uber die Markierung von GATA3 und Unterteilung in ST2+ bzw. ST2- Subpopulation.
Unten links: ILC3 Uber die Markierung von RoRyT. Unten rechts: FoxP3+ILC tber die Markierung von FoxP3.
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Tieren signifikant, was suggeriert, dass die Infektion einen Einfluss auf
immunisierungsinduzierte Veranderungen der inguninalen Immunlandschaft hatte. Um
differenzieren zu kénnen, ob es sich dabei nur um eine relative Reduktion, im Zuge einer
Verdinnung durch andere nicht gemessen Leukozyten oder es sich doch um eine absolute
Abnahme handelte, wurde die absolute CD4+Zellzahl bestimmt. Daflir wurde der prozentuale
Anteil der CD4+Zellen mit der absoluten Zellzahl der inguinalen Lymphknoten verrechnet.
Erwartungsgemal zeigte sich dort, dass die CD4+Zellen mit einer Primarimmunsierung und
in Zusammenhang mit der oben festgestellten Lymphadenopathie anstiegen (Anhang Abbil-
dung 1). In der Dinndarmmukosa war in den Gruppen B (abklingende Infektion) und Gruppe
D (nach Primarimmunisierung) ein hoéherer Anteil an CD4+Zellen in der CDI-Gruppe

gegenuber der Kontrolle erkennbar (Abbildung 13).

Im Rahmen der CDI beobachtete man, dass in den inguinalen Lymphknoten in Gruppe C
(Rekonvalezenz der Infektion) weniger Zellen nach der Infektion gegenuber der Kontrolle
nachweisbar waren. In Gruppe F (nach Sekundarimmunisierung) waren mehr Zellen in der
Infektionsgruppe gegenuber der Kontrolle vorhanden. Dies konnte auch in einem signifikanten

Abfall der Zellzahl von Gruppe C zu Gruppe G in der Kontrolle beobachtet werden. In den
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Abbildung 13: Abfall der inguinalen CD4+Zellen im Zuge der Immunisierung. Dargestellt sind in der oberen Reihe
die CD4+Zellen und in der Reihe darunter die ILCs. Aufgeteilt in 3 Spalten: inguinale Lymphknoten (IL), mesenteriale
Lymphknoten (ML) und Leukozyten der Diinndarmmukosa (DL). Die Zellen sind prozentual im Verhaltnis zu den le-
benden Leukozyten (CD45+ und ZombieNir-) aufgetragen. Kruskal-Wallis-Test mit Post-Hoc-Test nach Dunn fur die
zeitliche Verlaufsanalyse. Bei signifikantem Post-Hoc Signifikanzindikatoren &, # und $ in den Farben der Gruppen.
Mann-Whitney U Test fiir den Vergleich zwischen C. difficile-Gruppe zu Kontrollgruppe. Bei signifikantem Vergleich *
als Signifikanzindikator. Median mit Interquartilsabstand. Versuchsgruppen auf der Abszisse dargestellt: Subakute
Infektion (A), Abklingende Infektion (B), Rekonvaleszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D), Vor Se-
kundarimmunisierung (E), Nach Sekundarimmunisierung (F), CIA-Latenzphase (G).
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mesenteriale Lymphknoten der Gruppe A (subakute Infektion) und Gruppe B (abklingende
Infektion) waren weniger ILCs im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen worden. Der weitere
Verlauf zeigte jedoch keine weiteren Auffalligkeiten und verlief annahernd gleich. In der
Dunndarmmukosa kam es im Verlauf nach der Sekundarimmunsierung (Gruppe F) zu einem
Anstieg des Anteils der ILCs gegenlber den Infektionsgruppen A (subakute Infektion) und B
(abklingende Infektion). Erkennbar war auch die bevorzugte Lokalisation von ILCs in Umwelt
exponierten Geweben wie der Mukosa, da dort ein groRRerer Anteil dieser gegenlber den

Lymphknoten verzeichnet wurde.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es bei den CD4+Zellen in den inguinalen Lymph-
knoten im Rahmen der Immunisierung lediglich zu einer relativen Reduktion der Zellen kam,
wahrscheinlich ausgeldst durch die Einwanderung oder Proliferation anderer Zellen, die hier
aber nicht naher untersucht wurden. Im Darm kam es zu einer Akkumulation von ILCs nach
der Immunisierung, was einen Hinweis auf den Einfluss einer Darm-Gelenk-Achse bieten

konnte.

8.6 DIE IMMUNISIERUNG FUHRTE IN DER INFEKTIONSGRUPPE ZUR AKKUMULATION VON ILC1 IN
DER DUNNDARMMUKOSA

Um die ILC-Subpopulationen und deren Zusammensetzung in Folge der CDI und CIA zu un-
tersuchen, wurden konjugierte Antikdrper gegen intrazelluléare Transkriptionsfaktoren einge-
setzt. Da diese Arbeit auf die Darstellung der ILCs beschrankt ist, verweise ich nochmals auf
die Arbeit meiner Kollegin Stefanie Brigitte Amann-Stegbauer, die sich mit den Veranderun-
gen der T-Helfer-Zellen detaillierter beschaftigte. In Abbildung 14 wurde die Entwicklung der
einzelnen ILC-Subpopulationen tber die Zeit, sowie auch signifikante Unterschiede zwischen
einer CDI und der Kontrolle abgebildet.

ILC1 wurden als T-bet+ definiert. In den inguinalen Lymphknoten wurde ein erhéhter Anteil an
ILC1 in der Infektionsgruppe E (vor Sekundarimmunisierung) im Vergleich mit der entspre-
chenden Kontrolle identifiziert. In den mesenterialen Lymphknoten war ein annahrend gleicher
Verlauf dieser Population zu sehen. Simultan zu den inguinalen Lymphknoten war im Dunn-
darm bei der Kontrollgruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion) anteilig mehr ILC1 nachweisbar
als in der Gruppe nach Infektion. Auch war nach der Immunisierung ab der Gruppe E (vor
Sekundarimmunisierung) bis in Gruppe G (CIA-Latenzphase) eine Anreicherung von ILC1 in

der Mukosa der C. difficile-infizierten Tiere beobachtet worden.
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Bei der ILC3-Subpopulation, welche durch die Expression von RORyt definiert wurde, zeigten
sich ahnliche Entwicklungen wie bereits bei den ILC1. Ahnlich zu ILC1 zeigte sich auch hier in
Gruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion) ein vermehrter Nachweis von ILC3 im Dinndarm
der Kontrolle gegentiber der CDI-Gruppe. Aufierdem konnte beobachtet werden, dass unmit-
telbar nach der Sekundarimmunisierung (Gruppe F) mehr ILC3 bei infizierten Tieren vorhan-
den war als in den Kontrollm&usen. In den inguinalen Lymphknoten zeigte sich in der Infekti-
onsgruppe F (nach Sekundarimmunisierung) eine Zunahme des prozentualen Anteils und in

Gruppe G (ClA-Latenzphase) wieder eine geringere Zellzahl gegenuber der Kontrolle.

Bei Betrachtung der FoxP3+ILC zeigten sich vereinzelte Signifikanzen zwischen Infektions-
und Kontrollgruppe. In den mesenterialen Lymphknoten konnte man im zeitlichen Verlauf ei-
nen Anstieg der Population in Folge der Immunisierung in Gruppe G (CIA-Latenzphase) er-
kennen. In den beiden anderen Organen waren die Zellniveaus uber den Beobachtungszeit-

raum annahrend gleich.
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Abbildung 14: Anstieg ILC1 im Darm nach der Immunisierung. Dargestellt sind in der oberen Reihe die ILC1,
in der mittleren Reihe die ILC3 und in der unteren Reihe die FoxP3+ILCs. Aufgeteilt in 3 Spalten: inguinale Lymph-
knoten (IL), mesenteriale Lympknoten (ML) und Leukozyten den Diinndarmmukosa (DL). Die Zellen sind prozen-
tual im Verhaltnis zu den lebenden Leukozyten (CD45+ und ZombieNir-) aufgetragen. Kruskal-Wallis-Test mit Post-
Hoc-Test nach Dunn fiir die zeitliche Verlaufsanalyse. Bei signifikantem Post-Hoc Signifikanzindikatoren # und $
in den Farben der Gruppen. Mann-Whitney U Test fiir den Vergleich zwischen C. difficile-Gruppe zu Kontrollgruppe.
Bei signifikantem Vergleich * als Signifikanzindikator. Median mit Interquartilsabstand. Versuchsgruppen auf der
Abszisse dargestellt: Subakute 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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Wenn man die Ergebnisse zusammenfast, |asst sich die Aussage treffen, dass die Immunisie-

rung mit Kollagen zu einer Akkumulation von ILC1 im Darm der Infektionstiere fihrte.

8.7 DIE INFEKTION BEGUNSTIGTE EINEN SCHNELLEREN ANSTIEG DER ILC2 IMm DARM NACH DER
IMMUNISIERUNG

Die ILC2-Population lie3 sich tber die Expression des Transkriptionsfaktors GATA3 bestim-
men. Sie wurde zusatzlich Gber das Oberflachenantigen ST2 in zwei Subpopulationen unter-
teilt: ST2+ILC2 und ST2-ILC2 (Abbildung 15).

Bei den infizierten Tieren beobachtete man bei den ILC2 und den beiden Subpopulationen im

Dinndarm nach der Durchfihrung der Sekundarimmunisierung eine vermehrte Ansammlung
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Abbildung 15: Infektion begiinstigte schnelleren Anstieg der ILC2 nach Sekundarmmunisierung. Dargestellt
sind in der oberen Reihe die ILC2, in der mittleren Reihe die ST2+ILC2-Subpopulation und in der unteren Reihe
die ST2-ILC2-Subpopulation. Aufgeteilt in 3 Spalten: inguinale Lymphknoten (IL), mesenteriale Lymphknoten (ML)
und Leukozyten den Diinndarmmukosa (DL). Die Zellen sind prozentual im Verhaltnis zu den lebenden Leukozyten
(CD45+ und ZombieNir-) aufgetragen. Kruskal-Wallis-Test mit Post-Hoc-Test nach Dunn fiir die zeitliche Verlaufsa-
nalyse. Bei signifikantem Post-Hoc wurde der Signifikanzindikatoren # in der Farbe der Gruppe verwendet. Mann-
Whitney-U-Test fir den Vergleich zwischen C. difficile-Gruppe zu Kontrollgruppe. Bei signifikantem Vergleich */ **
als Signifikanzindikator. Median mit Interquartilsabstand. Versuchsgruppen auf der Abszisse dargestellt: Subakute
Infektion (A), Abklingende Infektion (B), Rekonvaleszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D), Vor
Sekundarimmunisierung (E), Nach Sekundarimmunisierung (F), ClA-Latenzphase (G).
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in Gruppe F (nach Sekundarimmunisierung) gegentber friiheren Gruppen, die anschliefend
wieder einen tendenziellen Abfall in der CIA-Latenzphase (Gruppe G) verzeichneten. Zudem
wies die Infektionsgruppe F gegenuber der Kontrollgruppe in allen drei untersuchten Popula-
tionen mehr Zellen auf.

Weitere Unterschiede zwischen den Gruppen der CDI und Kontrolle, welche einen Einfluss
von C. difficile detaillierter darlegten, lieRen sich nur begrenzt darstellen. So zeigte sich in den
mesenterialen Lymphknoten, dass die ST2+ILC2-Population, ahnlich zur Dinndarmmukosa,
sowohl eine Akkumulation in der CDI-Gruppe F (nach Sekundarimmunisierung) gegeniber
friheren Gruppen aufwies als auch ein héherer prozentualer Anteil in der Infektionsgruppe
gegenuber der Kontrollgruppe vorhanden war. Bei den ILC2 und ST2-ILC2 waren lediglich
signifikant mehr Zellen in der Gruppe C (Rekonvaleszenz der Infektion) nach der Infektion im
Vergleich zu Kontrolle zu finden. Auch Iasst sich zusammenfassend sagen, dass die ST2-

ILC2-Population in den Organen den hdchsten Anteil an der Gesamtheit der ILC2 hatte.

In der Gesamtschau konnte beobachtet werden, dass die Infektion mit C. difficile einen be-
schleunigten Anstieg in den ILC2 mit seinen zwei Subpopulationen in der Diinndarmmukosa

forderte.
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IX. DISKUSSION

Die rheumatoide Arthritis zahlt zu den haufigsten Autoimmunerkrankungen weltweit, jedoch
sind die genauen Pathomechanismen, die zu einem Ausbruch fuhren, noch weitestgehend
ungeklart. In den letzten Jahren konnten verschiedene Risikofaktoren identifiziert werden. Da-
bei rickte auch der Darm immer mehr in den Fokus. So gibt es Hinweise, dass Veranderungen
im Mikrobiom einen pradisponierenden Faktor auf die Entwicklung einer Arthritis haben kénn-

ten, was man als Darm-Gelenk-Achse zusammenfasst [87].

Die vorliegende Studie befasste sich mit der Untersuchung, wie sich eine Stérung der Darm-
flora durch eine antibiotikaassoziierte Dysbiose und anschlieRender Fehlbesiedlung mit C. dif-
ficile auf die Entwicklung einer CIA auswirkte. In vorherigen Studien des Institutes fur klinische
Immunologie der Universitat Rostock ergab sich, dass eine CDI mit dem Stamm VPI 10463 zu
einer Abnahme der Inzidenz der CIA und zu einer vermehrten Expression von GATA3 und
FoxP3 fiihrte [106]. Diese Ergebnisse basierten jedoch auf bulk-Genexpressionsanalysen von
Lymphknoten mittels Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) und demnach wurden keine Einzel-
zell-Analysen durchgefihrt. Schlussfolgernd konnte diese Studie das tatsachliche Ausmal der
Polarisierungseinflisse durch CDI nur abschatzen. Um diese Ergebnisse zu reproduzieren
und detailliertere Einzelzell-Analysen durchfiihren zu kénnen, wurde auf denselben Bakterien-
und Mausstamm zurlickgegriffen. Initial wurden klinischen Manifestationen der CDI (Durchfall,
Gewichtsverlust) und CIA (Rétungen, Schwellungen der Pfoten) dokumentiert und verglichen.
AnschlieRend wurde zur genauen Differenzierung der immunologischen Veranderungen mit-
tels Durchflusszytometrie ILC1, ILC2, ILC3 und FoxP3+ILC des angeborenen Immunsystems,

sowie CD4+Zellen des adaptiven Immunsystems detektiert und analysiert.

Die Ergebnisse zeigten im Gegensatz zu vorherigen Studien, dass der Bakterienstamm nicht
in der Lage war eine klinische Infektion auszulésen, sondern lediglich eine subakute Infektion
nachgewiesen werden konnte. Diese subakute Infektion flihrte zu einer tendenziell ausgeprag-
teren Manifestation der CIA. Im angeborenen Immunsystem kam es nur zu vereinzelten Un-
terschieden zwischen den beiden Gruppen, jedoch zeigte sich, dass es im Rahmen der Immu-
nisierung zu einer Akkumulation von ILCs und verschiedenen Subpopulationen im Dinndarm

kam.
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9.1 DIE INOKULATION MIT C. DIFFICILE VPI10463 ZEIGTE AUSPRAGUNGEN EINER SUBAKUTEN
INFEKTION OHNE SIGNIFIKANTEM GEWICHTSVERLUST

Zu Beginn der Studie wurde die Hypothese Uberpruft, ob eine Infektion mit C. difficile VPI
10463 induziert werden konnte und es zur klinischen Manifestation einer Colitis kam. Um die
Infektion zu verifizieren, wurde als Malk der Gewichtsverlust gewahlt, da eine zweifelsfreie Zu-
ordnung der Symptome, wie Durchfall, zu einzelnen Individuen in Folge der gemeinschaftli-

chen Kafighaltung nicht méglich war.

In beiden Gruppen, unabhangig vom Infektionsstatus, kam es zur tendenziellen Reduktion des
Gewichtes. Dabei zeigten die infizierten Tiere eine Neigung zu schnelleren und ausgepragte-
ren Verlusten gegenuber den Kontrollen, die aber oberhalb des Signifikanzniveaus blieben.
Ebenfalls war der maximal gemessene Gewichtsverlust bei den Infektionstieren tendenziell
héher gegenuber den Kontrolltieren. Der durchschnittliche Gewichtsverlust lag unterhalb von

5 %, weshalb man hier von keiner klinischen, sondern einer subakuten Infektion ausging.

Unsere Ergebnisse bezliglich der schwankenden Gewichtsverluste bzw. des subakuten Infek-
tionsstatus werden durch die Untersuchungen von Reeves et al. unterstitzt [112]. Aus diesen
Daten ging hervor, dass bei Verwendung der gleichen Antibiotikatherapie es in einigen Tieren
ebenfalls zu keiner klinischen Auspragung der CDI kam. Jedoch konnte bei Tieren nach In-
okulation, ohne klinische Manifestation einer Infektion, dennoch vermehrte Infiltrate gegentber
der Kontrolle im Darm histologisch nachgewiesen werden. Sie stellten dabei die Hypothese
auf, dass der Ausbruch einer Infektion von einem Gleichgewicht abhangig war: Dieses Gleich-
gewicht beruht auf der einen Seite auf der Mdglichkeit von C. difficile zu kolonisieren, Toxine
zu produzieren und somit die Tiere erkranken zu lassen. Auf der anderen Seite das Bestreben
des Mikrobioms nach einer Antibiotikatherapie zu seiner urspriinglichen Zusammensetzung
zurtickzukehren. Dabei wirkt sich eine schnellere Rickbildung der physiologischen Flora pro-
tektiv auf die Entstehung einer CDI aus. Interessanterweise ist dabei nicht die Gesamtmasse
des Mikrobioms fiir den Schutz verantwortlich, sondern die strukturelle Zusammensetzung der
nach Antibiotikatherapie noch vorhanden Mikroorganismen des Darms. Sie zeigten zusatzlich,
dass die Resistenz gegentber einer Kolonisation bei der Gabe von Cefoperazone nicht vor-
handen war [112]. Auch wenn in vorherigen Studien bereits bewiesen wurde, dass eine Dys-
biose durch die verwendete Antibiotikatherapie induziert werden konnte, so wurde ebenfalls
beschrieben, dass die Zusammensetzung des Antibiotikagemisches im Trinkwasser das Trink-
verhalten der Tiere verandert hat. So zeigte die Untersuchung von Goulding et al., dass die
Kombination von Ampicillin, Neomycin, Metronidazol und Vancomycin im Vergleich zu der al-

leinigen Kombination von Enrofloxacin und Ampicillin zu einer signifikant geringeren Aufnahme
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von Trinkwasser flhrte und auch die Depletion des Mikrobioms einen langeren Zeitraum er-
forderte [113]. Metronidazol und Vancomycin wurden auch in unserer Studie verwendet und
kénnten somit ein auslésender Faktor fur eine inadaquate Aufnahme des Trinkwasser-Antibi-
otika-Gemisches gewesen sein. Diese genannten Faktoren kénnten ursachlich gewesen sein,
dass die Dysbiose des Darms nicht ausreichend war, um eine klinische CDI hervorzurufen.
Dennoch beobachteten wir in der Infektionsgruppe Tendenzen zu héheren Gewichtsverlusten,
was auf das Vorliegen einer subakuten Infektion hindeutete.

Zu diskutieren ware, ob man in Zukunft auf die ebenfalls etablierte Monotherapie mit Cefope-
razone umsteigt, die sich zuverlassig in der Steigerung der Empfanglichkeit des Mikrobioms
fur eine CDI zeigte [114]. Da fur die histologische Darstellung nur vereinzelt Dickdarme aufge-

arbeitet wurden, lieBen diese auch keine quantitative Analyse zu.

Kritisch zu betrachten sind im folgenden weitere Aspekte, die Einfluss auf die Ergebnisse ge-
nommen haben kdnnten. In den Kontrolltieren zeigten sich ebenfalls Tendenzen eines Ge-
wichtsverlustes nach Medium-Applikation. Ursachlich dafiir konnte die Kombination aus anti-
biotikaassoziierter Dysbiose und mit L-Cystein versetztem BHIS-Medium gewesen sein. Letz-
teres diente zuvor als Nahrmedium flr die Bakterien und konnte jetzt in der Darmflora mithilfe
seiner wachstumsférdernden Eigenschaften die Fehlbesiedlung durch verschiedene Bakterien
begunstigt haben, die mit einem Gewichtsverlust einhergegangen sein kénnten. Schmidt et al.
beobachtete bei der Untersuchung von Veranderungen in der Zusammensetzung des Mikro-
bioms, dass es auch nach der Antibiotikatherapie und der alleinigen Applikation von Medium
zu einem Anstieg des prozentualen Anteils von Clostridiaceae kam [106]. Die Anzucht der
Bakterien erfolgte erst unmittelbar vor der Inokulation. Dafiir wurden diese in die logarithmi-
sche Wachstumsphase gebracht und anschlieend eine KBE von 10° in die Tiere Uberfiihrt.
Die Zeit bis zur Applikation und der Transport der Bakterien bis zu den Tieren, kénnten die
Vitalitat der obligat anaeroben Organismen negativ beeinflusst haben, da sich eine vollstan-
dige Isolation von der Umgebungsluft bis zur Inokulation nicht vermieden lie. Um die erfor-
derliche KBE zu Uberprufen, wurde von jeder Probe vor Applikation eine Verdinnungsreihe
auf BHIS-Agar angelegt und erst 24 h nach Inokulation kontrolliert. Dabei entsprachen die

Auszahlungen der Kolonien immer der erforderlichen KBE von 10°.

AbschlieRend lasst sich somit die erste Hypothese verwerfen, denn eine Inokulation mit C.
difficile VP1 10463 in den DBA/1J x B10.Q. Mausen nicht zu einer klinisch manifesten Colitis

mit signifikantem Gewichtsverlust fUhrte.
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9.2 ANHALTSPUNKTE FUR EINE FRUHERE MANIFESTATION MIT EXAZERBIERTER SYMPTOMATIK
DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN ARTHRITIS NACH EINER SUBAKUTEN C. DIFFICILE- INFEKTION

Um die arthritischen Symptomatiken bei den Tieren zu induzieren, erhielten sie drei Wochen
nach der Infektion bzw. Medium-Applikation zwei Immunsierungen. Dafiir wurde ihnen im Ab-
stand von drei Wochen 140 ug bovines Kollagen Typ Il subkutan an die Schwanzbasis verab-
reicht. Versuche, die im Vorfeld durch die Arbeitsgruppe vorgenommen wurden, zeigten dabei,
dass es nach Infektion mit C. difficile zu einer Abnahme der ClA-Inzidenz, sowie einer Reduk-

tion der kumulativen Arthritis-Scores kam [106].

In unseren Versuchen konnte man jedoch nur Tendenzen erkennen, die auf eine gegenteilige
Annahme hindeuteten. So zeigte sich, dass die Beschwerden in der C. difficile-Gruppe einige
Tage fruher auftraten, und der durchschnittlich erhobene Score pro Tag im Mittel héher ge-
genuber der Kontrolle war. Daraus ergab sich ebenso eine deutliche Tendenz (p = 0,056) in
einem erhdhten kumulativen Score der Infektionsgruppe. In beiden Gruppen, unabhangig von
ihrem Infektionsstatus, traten im Laufe des Beobachtungszeitraums Symptome einer CIA auf,
somit lag die Inzidenz bei 100 %. Die Manifestation der CIA nach der Immunisierung zeigte
sich nicht nur makroskopisch in Form von klinischen Merkmalen an den Pfoten, sondern
konnte auch durch den histopathologische Nachweis von Abrasionen der Gelenkknorpel, De-

struktion des Knochens, sowie lymphozytaren Infiltraten nachgewiesen werden.

Unsere Daten legen dar, dass der protektive Effekt einer klinischen CDI bei einer lediglich
subakuten Infektion nicht hervorgerufen werden kann. Im Gegenteil zeigten sich Hinweise,
dass durch die subakute Infektion ein verfrihtes Auftreten der CIA mit einer exazerbierten
Symptomatik einhergehen kénnte. Dies wirft die Spekulation darlber auf, ob die Infektionsin-
tensitat und die Krankheitsmanifestation eine negative Korrelation aufweisen und somit die
mildere subakute Infektion die Pathogenese der CIA férdert, wohingegen eine klinische Infek-

tion mit signifikantem Gewichtsverlust einen schiitzenden Faktor hat.

Als mogliche Fehlerquellen sind hier zu nennen, dass es zum Auftreten von spontanen Arthri-
tis-Zeichen vor der Sekundarimmunisierung bei 4 von 49 insgesamt immunisierten Tieren kam.
Dies entspricht einer Rate von knapp 8 %. Im Normalfall ist mit dem Manifestieren der Symp-
tome erst drei Wochen nach der ersten Immunisierung zu rechnen [108]. Ursachlich daftr
koénnte das Alter der Mause gewesen sein, da mit steigendem Alter auch die Inzidenzrate flr
die Arthritis zunimmt [115,116]. Daruber hinaus ist die Tatsache nicht zu vernachlassigen,
dass wie bereits erwahnt, die Versuche in Zusammenarbeit mit Frau Amann-Stegbauer durch-

gefuhrt wurden, weshalb es bei der Bewertung zu interpersonellen Abweichungen kommen
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konnte, da die Einschatzung von Rétungen und Schwellungen eine subjektive Entscheidung

war.

Schlussfolgernd muss auch die zweite Hypothese, dass eine subakute Infektion ebenfalls ei-
nen protektiven Effekt auf die Entwicklung einer CIA hat, abgelehnt werden, da eine subakute
CDI zu einer verfrihten Inzidenz und héheren kumulativen Arthritis-Scores neigte. Die dritte
Hypothese, dass die CIA sich auch in histologischen Veranderungen manifestiert, konnte be-

statigt werden.

9.3 DIE KOLLAGEN TYP II-IMMUNISIERUNG INDUZIERTE EINEN ANSTIEG DER ABSOLUTEN ZELL-
ZAHL, DER JEDOCH MIT EINER PROZENTUALEN ABNAHME DER CD4+ZELLEN EINHERGING

Um ein besseres Verstandnis fir die zeitlichen Zusammenhange der immunologischen Vor-
gange bei einer vorangegangen CDI und folgender CIA zu bekommen, wurden die Tiere zu
unterschiedlichen Zeitpunkten geopfert und ihnen inguinale und mesenteriale Lymphknoten,
sowie der Dunndarm entnommen. Durch die Aufarbeitung der Organe wurden die absoluten
Zellzahlen bestimmt und durch Einzelzell-Analyse verschiedene immunologische Subpopula-

tionen charakterisiert.

Bei der absoluten Leukozytenzahl prasentierte sich in den inguinalen Lymphknoten mit einer
Latenz von 20 Tagen zu der Primarimmunisierung ein signifikanter Anstieg im Sinne einer
Lymphadenopathie. Die inguinalen Lymphknoten stellen vor allem das lymphatische Draina-
gegebiet der Hinterlaufe dar [117]. In einer Untersuchung von Dahdah et al. konnte im Zusam-
menhang mit der Immunisierung mittels Kollagen immunhistochemisch die Bildung von Keim-
zentren in inguinalen Lymphknoten nachgewiesen werden [118]. Keimzentren dienen der
Proliferation von B-Zellen und der Bildung von hochaffinen Antikérpern durch somatische Hy-
permutation. Dabei ist auch die Bildung autoreaktiver B-Zellen mdglich, welche einen Einfluss
auf die Entwicklung von Autoimmunitaten haben kénnen [119].

Des Weiteren zeigte sich eine Abnahme des prozentualen Anteils CD4+ Zellen an den leben-
den Leukozyten im Rahmen der Immunisierung in der Infektionsgruppe. CD4+ Zellen kénnen
in weitere Subpopulationen wie Th1- oder Th2-Zellen unterschieden werden. lhre Aufgabe ist
es mithilfe von Zytokinen immunologische Prozesse in Gang zu setzen, um beispielsweise
Makrophagen anzulocken oder auch B-Zellen bei der Differenzierung zu untersttitzen [120].
Bei der Untersuchung der absoluten CD4+Zellen zeigte sich jedoch, dass diese in den ingui-
nalen Lymphknoten anstiegen und man bei der beobachteten Abnahme lediglich von einer

Verdiinnung sprechen kann, die durch die Zunahme anderer Zellreihen, welche nicht naher
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identifiziert wurden, zustande kam. In Studien wurde postuliert, dass es nach einer Immunisie-
rung mit Kollagen Typ Il auch zu einem deutlichen Anstieg von B-Zellen und CD8+Zellen in
inguinalen Lymphknoten kam [118]. B-Zellen sind in der Lage, sich sowohl an der Bildung und
Sezernierung von pathologischen Antikdrpern zu beteiligen als auch T-Zellen mittels Antigen-
prasentation Uber MHC Il zu aktivieren [121]. Die Depletion von B-Zellen in Studien flhrte zu
einer verzdgerten Manifestation der CIA und unterstreicht somit ihr Rolle in der Pathogenese
der Erkrankung [122]. CD8+Zellen, auch zytotoxische T-Zellen genannt, sind in der Lage Uber
die Freisetzung von Zytokinen die Apoptose einzuleiten. In Bezug auf die RA, zeigte sich ein
Nachweis der CD8+Zellen auch im Bereich der Synovia mit Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine [123,124].

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie ein lymphoproliferatives Verhalten in-
folge der Immunisierung mit bovinem Kollagen in den inguinalen Lymphknoten dargestellt wer-
den, womit die Hypothese 4 bestatigt werden konnte. Dabei kam es zu einer signifikanten
Zunahme der absoluten CD4+Zellzahl in den inguinalen Lymphknoten. Hypothese 5 wird somit
als belegt angesehen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Immunisierung die fokale Akkumu-
lation und Aktivierung verschiedener Immunzellpopulation in lymphatischen Organen begiins-

tigt.

94 ERHOHTE ILC-POPULATIONEN IN DARM UND DRAINIERENDEN LYMPHKNOTEN INFIZIERTER
TIERE NACH DER IMMUNISIERUNG MIT KOLLAGEN TYP Il

In der vorherigen Studie von Schmidt et al. wurde unter Verwendung einer PCR die Genex-
pressionsniveaus spezifischer Transkriptionsfaktoren in inguinalen und mesenterialen Lymph-
knoten untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass es im Zuge der klinischen CDI zu einer
Hochregulation der Expression von Transkriptionsfaktoren GATA3 und FoxP3 in mesenteria-
len Lymphknoten gegenulber der Kontrolle kam [106]. In der von uns durchgefuhrten Einzelzell-
Analyse wurden zunachst punktuelle Signifikanzen ausfindig gemacht, welche Hinweise auf
Veranderungen der ILCs im Rahmen der Infektion lieferten. Die Immunisierung flhrte dartber
hinaus noch zu Signifikanzen im zeitlichen Verlauf, welche sich in einer Zunahme diverser ILC-

Populationen im Dinndarm der Infektionsgruppe manifestierte.

Die ILCs sind vor allem in Geweben mit hoher Exposition gegeniber Umweltfaktoren lokali-
siert, wie beispielsweise der Mukosa des Darms. Sie spielen eine tragende Rolle bei der Auf-
rechterhaltung der Barrierefunktion und der Immunabwehr gegeniiber pathogenen Erregern
[98,99]. Eine Studie von Abt et al. beschrieb, dass ILC1 und ILC3 fir die initiale Immunreaktion
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gegen C. difficile verantwortlich waren. Eine wesentliche Rolle spielte dabei die ILC1-vermit-
telte IFN-y-Freisetzung [125]. Dieses Phanomen konnte in unseren Untersuchungen nicht be-
obachtet werden, vielmehr stellte sich im Zuge der Rekonvaleszenz der Infektion weniger ILC1
und ILC3 im Vergleich zur Kontrolle in der Dinndarmmukosa dar. Auch bei ILC2 konnte in der
initialen Phase unmittelbar nach der Infektion kein Anstieg des prozentualen Anteils detektiert
werden. Die Aktivierung von ILC1 und ILC3 erfolgt durch die Freisetzung verschiedener Zyto-
kine wie IL-12 oder IL-18 [125]. ILC2 hingegen kann Uber IL-33 induziert werden, welches bei
Gewebeschadigungen freigesetzt werden kann [126]. Dabei zeigte sich bereits in vorherigen
Studien, dass eine mildere Form der CDI mit abgeschwachter klinischer Auspragung zu gerin-
geren Gewebeschadigungen fuhrte [112]. Der Vergleich von Zytokin-Spiegeln in Seren von
CDI-Patienten, wies niedrigere Werte bei einer milden Infektion gegentber einer moderaten
auf [127]. Die subakute Infektion kénnte aufgrund ihrer geringeren Aggressivitat auf den Darm
fur die fehlende initiale Aktivierung unmittelbar nach der Inokulation der ILCs gegentber der
Kontrolle verantwortlich gewesen sein. Da es sich bei den Untersuchungen um Seren von
Menschen handelte ist eine exakte Ubertragung auf die Maus nicht méglich, jedoch kénnte in
Zusammenschau mit den Ergebnissen dieser vorliegenden Arbeit ein Hinweis auf mdgliche
Parallelen vorliegen. Zur genauen Verifizierung dieser Vermutung bedarf es noch weitere Un-
tersuchungen bezlglich der Zytokin-Spiegel bei einer CDI in der Maus.

In der abklingenden Infektion konnte bei ST2+ILC2 des Dinndarms beobachtet werden, dass
in der Infektionsgruppe der prozentuale Anteil tendenziell héher ausfiel als in der Kontroll-
gruppe. Da der héchste Gewichtsverlust bei Tieren erst an Tag 9, also 2 Tage nach der Infek-
tion auftrat, konnte dies eine Erklarung flir den spateren Anstieg von ST2+ILC2 bedeuten.
Frisbee et al. beschrieb, dass ILC2 ebenfalls eine essenzielle Rolle bei der Abwehr von C.
difficile spielte. Die Induktion der ILC2 erfolgt dabei Giber das bereits beschriebene IL-33, wel-
ches an den ST-Rezeptor der ILC2 binden kann. Gleichzeitig erlduterte diese Studie auch,
dass die Behandlung von Mausen mit IL-33 zu einer Reduktion von ILC1 und ILC3 flhrte.
Dieser Zusammenhang koénnte als Erklarung fir den zeitlich verzégerten Abfall von ILC1 und
ILC3 in der Rekonvaleszenz der Infektion gegenlber der Kontrolle dienen, aufgrund der ILC2
ausgeldsten Immunantwort bei infizierten Mausen [128]. Zusatzlich wurden in den mesenteri-
alen Lymphknoten, welche das Drainagegebiet des Darmes bilden, ein Anstieg von ILC2 in
der Infektionsgruppe nach Rekonvaleszenz gegenilber der Kontrolle beobachtet [129]. Die
vorliegenden Ergebnisse stehen im Einklang mit denen von Schmidt et al. postulierten Er-
kenntnissen. Diese beschrieben ebenfalls, dass nach spontaner Ausheilung einer CDI eine
transient gesteigerte Expression von GATAS3 in mesenterialen Lymphknoten zu finden war und
stellten die Theorie auf, dass die Infektion zu einer Th2-dominierten Reaktion flhrte. In Ver-
bindung mit unseren Beobachtungen kdnnte es auch auf eine ILC2-dominierte Immunantwort

hinweisen.
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Besonders auffallig war jedoch, dass es durch die Immunisierung zu veranderter ILC-Zusam-
mensetzung, insbesondere in der Dunndarmmukosa, kam. Hierbei zeigten vor allem die ILC1
der Infektionsgruppe eine Akkumulation im Darm. Diese war gekennzeichnet durch den signi-
fikanten Anstieg, der mit einer zeitlichen Latenz zur Primarimmunisierung auftrat und eine an-
haltend hohe Zellzahl im Vergleich zu friiheren Gruppen aufwies. Vorherige Studien beobach-
teten, dass ILC1 mit der Freisetzung von IFN-y verbunden war und dies bei RA-Patienten
vermehrt in der Synovia nachgewiesen werden konnte [105]. Bei ILC3 zeigte sich ein signifi-
kant erhdhter Anteil nach der Sekundarimmunisierung bei C. difficile-infizierten Tiere gegen-
Uber der Kontrolle. Takaki-Kuwahara et al. postulierten in ihren Untersuchungen, dass es im
Rahmen der CIA zu einer Anreicherung von ILC3 in inflammatorischen Gelenken der Mause
kam und diese mit erhdhten Zytokin-Spiegeln von IL-17A und IL-22 einhergingen [130]. Das
ILC3-Gegenstuck des adaptiven Immunsystems, Th17, zeigte ebenso in Studien seinen for-
dernden Einfluss auf die Pathogenese der RA durch Freisetzung von proinflammatorischen IL-
17. Dabei korrelierte die Hohe des Serumspiegels mit der Krankheitsaktivitat [131]. ILCs koénn-
ten moéglicherweise aus dem Darm in die Gelenke Uber das Blutgefalisystem migrieren, Hin-
weis dafir ist die Zirkulation von ILC3 in Spondyloarthritis (SpA)-Patienten [132]. Zusatzlich
zeigte sich zum gleichen Zeitpunkt, also unmittelbar nach der Sekundarimmunisierung, ein
héherer Anteil von ILC3 in der Infektionsgruppe gegentiber der Kontrolle in inguinalen Lymph-
knoten. Ahnliche Tendenzen waren bei ILC1 ebenfalls in inguinalen Lymphknoten detektiert
worden. Rodriguez-Carrio et al. gelang der erfolgreiche Nachweis von ILC1 und ILC3 in
Lymphknoten bei RA-Patienten. Sie stellten die Theorie auf, dass die Arthritis eine Verande-
rung in der ILC-Zusammensetzung hin zu einem proinflammatorischen Profil bewirkte [133].
Die von den ILC sezernierten Zytokine kénnen im weiteren Verlauf zur Aktivierung der ent-
sprechenden Gegenstlicke der Th-Populationen beitragen [132].

Bei den ILC2 und seinen Subpopulationen lasst sich ein leicht verzégerter Anstieg in der In-
fektionsgruppe nach Sekundarimmunisierung beobachten, der anschliel’end wieder tendenzi-
ell abnimmt. Zusatzlich konnte ein deutlich signifikant héherer Anteil in den Infektionstieren
gegenuber der Kontrolle unmittelbar nach der Boostimmunisierung detektiert werden. Omata
et al. beschrieb, dass eine reduzierte ILC2-Population in Mausen mit einer Exazerbation der
CIA-Symptomatik einherging [134]. Diese Erkenntnisse, sowie der zusatzliche Nachweis von
erhéhten ILC2 im Blut von RA-Patienten in Remission, charakterisierten ILC2 als die Gegen-
spieler zu ILC1 in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der chronisch-entziindlichen Pro-
zesse in Gelenken von RA-Patienten. lhnen wurde Uber die Freisetzung von IL-4 und IL-13
und die daraus resultierende hemmende Wirkung auf die TNF-a-Produktion, ein protektiver
Faktor zugeschrieben [105,134]. Omata et al. postulierte ebenfalls, dass ILC2 nach der Appli-

kation von Kollagen Typ Il im zeitlichen Verlauf anstieg [134]. In Bezug auf unsere Ergebnisse
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zeigt sich ahnliches, wobei sich durch den signifikanten Unterschied zwischen der Infektions-
gruppe und Kontrolle unmittelbar nach Sekundarimmunisierung der Eindruck ergibt, dass C.
difficile eine beschleunigte Immunantwort auf die Immunisierung lieferte. Ein interessanter An-
satz fur weitere Untersuchungen ware daher, ob bei Verlangerung des Beobachtungszeitrau-
mes die infizierten Tiere im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen friher die Remission der CIA
erreichen wirden. Der beobachtete tendenzielle Abfall in der Infektionsgruppe zwischen den
beiden letzten Gruppen (Gruppe F und G) kdnnte ein Hinweis auf die Fahigkeit der Plastizitat
der ILCs zurtickzuflhren sein [135]. ILC2 kann sich unter dem Einfluss von IL-1B in IFN-y
produzierende ILC1 umwandeln [136]. Eine vermehrte Ausschuttung von IL-13 konnte bereits
bei Seren von RA-Patienten gezeigt werden [137].

Zuletzt bleibt die Frage offen, warum die beschriebenen Veranderungen der ILC-Zusammen-
setzung Uberwiegend in der Infektionsgruppe auftrat. So ware es moglich, dass die subakute
CDI einen immunmodulatorischen Effekt auf die Dinndarmmukosa hatte, der die Ausbildung
von Autoimmunitat durch den Verlust von Toleranz beschleunigen konnte. Dies kdnnte auch
eine Erklarung fir das beobachtete tendenziell friihere und schwerere Auftreten der CIA in

unseren Versuchen bieten.

Zu den hier untersuchten FoxP3+ILC lasst sich bisher keine genaue Aussage in Bezug auf
ihre potentielle Funktion beschreiben, da sie in der Literatur noch nicht detaillierter beschrieben
wurden. Wahrend FoxP3 bei den T-Zellen flr regulatorische T-Zellen (Treg) charakteristisch
ist, fehlt diese Expression bei dem Gegenspieler ILCreg. Diese weisen stadtessen eine hohe

Expression von ID3+ und Sox4+ auf [138].

Bei ganzheitlicher Betrachtung der Ergebnisse, kann die sechste Hypothese, welche besagt,
dass es im Rahmen einer subakuten CDI zu einer ILC2-dominierte Antwort kam, nur bedingt
bestatigen werden, da es sich lediglich um Tendenzen handelte. Die siebte Hypothese, dass
die Immunisierung zu einer ILC1 Akkumulation in den Dinndarmen der infizierten Tiere flhrte,
kann ebenfalls als belegt angesehen werden. Abschlieliend wurde beobachtet, dass eine CDI
einen schnelleren Anstieg der ILC2 im Darm beginstige und somit konnte die achte Hypothese

ebenfalls bestatigt werden.
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X. FAzIT

ReslUmierend lasst sich sagen, dass sich eine Infektion mit C. difficile nicht klinisch manifes-
tierte, jedoch beobachteten wir bei der immunologischen Untersuchung Tendenzen einer ILC2
verantwortlichen Immunantwort in den Dinndarmen. Hierbei fiel auf, dass bei einer subklini-
schen CDI eine tendenziell frihere und schwerere Manifestation einer CIA bei infizierten Tie-
ren auftrat. Diese kennzeichnete sich durch eine ILC1-dominierende Immunantwort im Dinn-
darm bei der Infektionsgruppe nach stattgehabter Immunisierung. Zusatzlich zeigte sich nach
erfolgter CDI ein beschleunigter Anstieg der ILC2 im Darm gegenuber nicht infizierten Tieren.
Schlussfolgernd sind Zusammenhange mit Verschiebungen der ILC-Zusammensetzung mog-
lich, jedoch erfordern diese Hintergriinde weiterfihrende detailliertere Untersuchungen. Ein
Ansatz dafur kénnte die zukunftige Analyse von Zytokin-Spiegeln sein, um somit modulatori-
sche Einflisse dieser auf die ILCs oder von den ILCs selbst ausgehend, adressieren zu kén-
nen. Eine Verlangerung des Beobachtungszeitraumes kdnnte ebenfalls Erkenntnisse dartber
liefern, ob der CDI-induzierte Anstieg der ILC2 zu einer vorgezogenen Remission flihren kann.
Auch konnte der Nachweis von C. difficile-spezifischen Toxinen im Stuhl erfolgen, um die In-
fektion besser quantifizieren zu kénnen. Es wurden verschiedene Limitationen aufgezeigt, die

Einfluss auf die Ergebnisse genommen haben kdnnten.

Mithilfe unserer Untersuchungen machten wir auf verschiedene Modulationen in immunologi-
schen Prozessen bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen aufmerksam, dabei ins-
besondere im Darm. Auslésender Faktor kdnnte hierbei die veranderte Zusammensetzung des
Mikrobioms gewesen sein. Es bedarf jedoch weiterer Forschungen, um unsere Ergebnisse

weiter zu stitzen.
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Eine Inokulation mit C. difficile VPl 10463 fihrt in den DBA/1J x B10.Q. Mausen zur

klinischen Manifestation einer Colitis mit einem signifikanten Gewichtsverlust.

Eine subakute C. difficile Infektion zeigt einen protektiven Effekt auf den Krankheits-

verlauf einer Kollagen-induzierten Arthritis.

Die klinische Manifestation zeigt auch histologische Veranderungen in den Pfoten der

Tiere.

Eine Immunisierung mit Kollagen Typ Il induziert eine lymphoproliferative Reaktion in

inguinalen Lymphknoten.

Die Immunisierung fuhrt zu einer Zunahme der absoluten CD4+Zellen in den inguina-

len Lymphknoten.

Die subakute Infektion zeigt Tendenzen einer ILC2-dominierten Immunantwort.

Im Zuge der Immunisierung zeigt sich eine Zunahme von ILC1 in der Dinndarmmu-

kosa von zuvor infizierten Mausen.

C. difficile begulnstigt einen schnelleren ILC2-Anstieg nach der Sekundarimmunisie-

rung.
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XVI. ANHANG

16.1 DESKRIPTIVE STATISTIK

Anhang Tabelle 1: Deskriptive Statistik der inguinale Lymphknoten

" Grupps A: Gruppe B: Gruppe C: Gruppe D: Gruppe E: Gruppe F: Gruppe G:

Einzelsignii
Antoil (%) Infektion Infektion Nach Nach ClA-Latenzphase Interaktion nzelsignifikanz
CDA4S+/ Live Median (10R) p Median (IOR) p Median (1GR) » Modian (1QR) » Median (1QR) p Median (1OR) » Median (1QR) » » ASE: p=0,02
Caifficie 40,20 (35,00-45,70) 43,35 (36,58-47,00) 40,50 (34,6542,45) 31,15 (28,63-35,18) 22,90 (19,60-32,60) 22,20 (14,83-25,85) 27,85 (26,90-31,73) <0,0001 ASF: p=0,004
cD4 1,00 077 065 0,57 0,79 068 028
Kontrolle 41,20 (28,4345.35) 44,25 (42,38-45,75) 41,05 (34,58-48.48) 26,90 (23,58-38,03) 2275 (19,43-23.83) 24,80 (16,25-34.03) 27,00 (14,65-28.60) 0,007 BAE: p=0.004
C difficile 2,71 (1,10-3,58) 2,01 (1,45-2,57) 1,34 (1,16-1,81) 2,44 (1,55-3,67) 1,52 (1,32:2,67) 2,73 (2,02-3,33) 1,74 (0,78-2,90) 031 \ BA&F: p=0,001
e 097 015 0,03 o7 053 0,004 028
Konrole 2,10 (1,55-3.26) 3,62 (1.56-3,79) 4,55 (2,364,94) 2,57 (1,24-3,18) 1,36 (0.90-2.06) 073 (0.20-1,35) 2.41(1,92347) 0,03 88G: p=0.03
Cadificle 0,30 (0.21-0,67) 0,24 (0,21-0,56) 0,27 (0,180,34) 0,49 (0,29-0,55) 0,32 (0,24-0,89) 0,25 (0,17-0,30) 0,17 (0,13047) 0.13 \ CAE: p=0.04
(] 0r9 007 0,04 030 004 007 100
Kontrolie 0,46 (0,31-0,59) 0,70 (0,34-0,96) 0,42 (0,33-0,56) 0,35 (0,15-0,52) 0,13 (0,08-0,24) 0,07 (0,04-0,19) 0,29 (0,11-040) 0,01 CAF: p=0,01
Cadifficle 0,14 (0,05.0,15) 0,06 (0,04-0,20 0,06 (0.03.0,10) 0,06 (0,04-0,10) 0,06 (0,05-0,08) 0,07 (9,04-0,11) 0,04 (0,010,08) 026 CaF: pe0,03
ines 028 091 012 078 0,66 003 0,08
Konrole 0,15 (0,08-0,29) 0,08 (0,05-0,11) 0,24 (0,100,39) 0,10(0,02:0,28) 0,12(0,04-0,22) 0,02 (0,00-0,05) 0,11 (0,060,22) 0,09 BA&F: p= 0,04
Caifficle 0,13 (0.04-0.20) 0.21(0,17-0,28) 0,14 (0.090.21) 0,08 (0,07-0,17) 0.15(0.1-021) 0,20 (8,11-0,31) 0,13 (0,000.28) 032
FoxPI4ILC 007 080 012 068 013 002 (5
Konrole 028 (0,17-071) 0,27 (0.08-0,35) 0,24 (0.17-0,38) 0,14 (0,06-0,23) 0,11 (0,04-0,12) 0,02 (0,00-0,10) 0,17 0,120.20) 002
Caificie 0,04 (0.01-0.09) 0.10(0.02:0,20) 0,03 (0.020.06) 007 (0.03:0,17) 0,08 (0.02:0,14) 0,05 (0.01-0,08) 0,04 0,03-0.07) 066
ez 039 097 081 060 025 024 0,18
Konrolle 0,07 (0,04-0,14) 0,08 (0,02:0,18 0,04 (0,02:0,08) 0,10 (0,04-0,15) 0,04 (0,01:0,07) 0,02 (0,00-0,04) 0,00 (0,00-0,08) 020
dificie 0,00 (0.00-0,00) 0,00 (0.00-0,00) ! ) 000,01 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00)
ST241LC2 056 093 o7 068 o078 0,004
Kontrolle 0,00 (0,00-0,00) 0,00 {0,00-0,00) 0,01 (0.000,02) 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,000,00) 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00)
dificle 0,04 (0.01-0,08) 0,00 {0.02-0,20) 0,03 (0.020.05) 0,06 (0,03-0,15) 0,07 (0.01-0.14) 0,04 (0.01-0,07) 0,03 (0,020.06)
sT21LC2 039 084 054 060 021 035
olle 0,07 (0.03-0,14) 0,08(0.02:0,17) 0,02 (0.010,04) 0,10 (0,04-0,14) 0,04 (0,01-0,06) 0,02 (0.00-0,04) 0,00 (0,000,08)

Anhang Tabelle 2: Deskriptive Statistik der mesenteriale Lymphknoten

Gruppe A: Gruppe B: Gruppe C: Gruppe D: Gruppe E: Gruppe F: Gruppe G:
ML rupee ruee rueee rueee e rueee reee Interaktion Einzelsignifikanz
Antell (%) Subklinische Infektion Infoktion Nach cladL
CD45H Live Median (1QR) » Madian (1QR) 3 Modan (10R) p Median (10R) » Median (1QR) » Madian (1QR) o Median (1QR) » »
Caificlo 38,30 (24,80-41,30) 36,55 (31,4542,60) 36,90 (34,43-37.30) 37,15 (33,26.38,05) 37,00 (35,35-38,10) 33,85 (32,33-39.38) 25,10 (22.73.35,65) 025
co4 083 1,00 0,07 078 001 015 0,81
Kontrolla 35,40 (32,53-40,68) 38,60 (31,40-39,80) 34,25 (26,13-35.55) 36,60 (28,60-41,00) 37,25 (33,7542,33) 39,00 (34,48-42,93) 26,90 (21,95-30,00) 000
Caificie 0,64 (0,52-1,03) 0,69 (0.57-0,74) 0,93 0.71-1,16) 0,66 (0.57-1,17) 0,87 0.71-1,33) 1,19 (0.63-1.28) 1.00(0.79-1,17) 0.10
e 0.01 0.04 081 1.00 0,68 087 0,94
Kontrolle 1,25 (1,08-1,47) 0,92 (0.90-1,21) 0.92(0.79-1,14) 0,76 (0.43-1,33) 1.11(0.82:0.71) 1.03(0.68-1.29) 1,00 (0.66-1,19) 048
C.difficile 0,23 (0,14-0,24) 0,21 (0,13-0,25) 0,28 (0,18-0,29) 0,21 (0,14-0,26) 0,27 (0,17-0,31) 0,23 (0,18-0,40) 0,26 (0,24-0,34) 023
et 007 0.06 0.36 081 0,30 1.00 1.00
Kontrolla 0,41 (0,24-0,45) 0,33 (0.25-0.47) 0,20 (0,26-0,35) 0,23 (0,13-0,37) 0,20 (0,19-0,23) 0.26(0,17:0,32) 0,32 (0,160,34) 025
Caficie 0,06 (0,05-0,13) 0,10 (0.07-0,18) 0,13 (0,05-0,16) 0,08 (0,07-0,10) 0,13 (0,08-0,21) 0.11(0,04-027) 0.20/(0,10-0.28)
iLes 033 012 0z 040 038 043
Kontrolla 0,10 (0,09-0,15) 0,17 (0,15-0,17) 0,16 (0,12-0.22) 0,05 (0,03-0.25) 0,13 (0,08-0,24) 0.17(0,13-0,20) 0.18(0,16-0.28)
Caifficie 0,01 (0,01-0,02) 0,02 (0,02:0,03) 0,03 (0,02:0,06) 0,01 (0,00-0,02) 0,03 (0,02:0,04) 0,03(0,01-0,05) 0,04 (0,02-0,07)
FoxPIILC 0,009 063 0.36 021 0,66 067
Kontrolla 0,09 (0,04-0,12) 0,05 (0.01-0.10) 0,05 (0,03-0.06) 0,06 (0.01-0.08) 0,04 (0.02-0.05) 0.04(0.02.0.08) 003 (0.01-0.07)
Caffcie 0,08 (0.04-0,12) 0,06 (0.02-0.08) 0,09 (0.04-0,11) 0,13 (0.07-0.23) 0,09 (0.06-0,19) 0.11(0.09-0.29) 0.0 (0.07-0,17) 0.10
ez 031 096 0,03 021 0,90 055 050
Kontrolle 0,05 (0,03-0,06) 0,04 (0,01-0,16) 0,03 (0,02.0,03) 0,00 (0,04-0,10) 0,10 (0,08.0,12) 0.10(0,05-0,15) 0,10 (0.07-0,30) 004
Caificie 0,02 (0,00-0,02) 0,00 (0,00-0,01) 0,01(0,00-0,02) 0,02 (0,01-0,03) 0,03(0,01-0,04) 0,04(0,03.0,05) 0,02 (0.02-0,04) 0,002 BAF: p=0,002
sTzLC2 041 066 085 0s2 0,58 0,03 038
Kontrolla 0,00 (0,00-0.01) 0,00 (0.00-0.01) 0.01(0,00-0.02) 0,03 (0.01-0.05) 0,02 (0.01-0,04) 0,02(0,01-0,03) 0.04 (0.02-0.07) 0.06 CAF: p=0.04
Caificie 0,06 (0,03-0,1) 0,05 (0.01-0.08) 0,07 (0,03-0,09) 0,11 (0.04-0.20) 0,06 (0.05-0,15) 0,08(0.06:0.21) 0.06 (0.05-0,14) 037
sT2ILC2 025 1.00 0.02 016 0.4 085 0.5
Kontrole 0,04 (0.02:0.04) 0,03 (0.00-0,15) 0,02 (0,00-0,02) 0,04 (0,03-0.06) 0,08 (0,06-0,09) 0,08 (0.03-0.13) 0.06 (0.04-0.24) 0.04

Anhang Tabelle 3: Deskriptive Statistik der Dinndarmmukosa

oL Gruppe A: Gruppe B: Gruppe C: Gruppe D: Gruppe E: Gruppe F: Gruppe G:

Interaktion Einzelsignifikanz
Antail (%) Infektion Infektion Infektion  Nach Nach CIA-L
CD45+ Live Median (1QR) P Modian (IGR) » Median (IGR) 3 Madian (IOR) » Median (IQR) P Madian (1QR) » Madian (IQR) ) » ABC: p= 0,02
C.difficile 7,96 (6,75-13,30) 7,73 (5,308, 477 (3.026.16) 7,54 (7,13-8,03) 533 (4,826.71) 641 (4,37-7,15) 5,56 (5,18-6,47) | 0,003 | C8D: p=0.05
cp4 032 0,08 007 0,03 015 011 052
Kontrolle 7,25(3,00-10,39) 457 (3,16.5,73) 7.13(6,2411,72) 6,42 (3,69.7,17) 415 (2.43.5,52) 4,27 (2.365,19) 6,04 (5,64.-6,86) 0,05 ABF: p=0,01
Cadifficle 3,77 (1.26-6.53) 4,00 (3,15-5,65) 6,93 (5.78-7,67) 5,45 (2,38-8,63) 7,75 (6,67-8,59) 8,49 (7,52-10,56) 7,83 (5,81-10,55) | 0,002 | BaF: p=0,03
nwe 053 0,07 021 1,00 068 043
Kontrolle 4,42 (2,39-12.32) 6,31 (5.40-0,62) 9,34 (6,06-10.86) 5,36 (3.79-6.85) 8,85 (6,49-11.48) 6,82 (3.40-9,82) 7.27 (5.11-7.85) ABE: p=0,002
Cadifficle 0,76 (0,23-1,15) 1,28 (0.79-1,64) 2,05 (1,85-:2.47) 2,05 (0.91-2.69) 317 (2,64-4,04) 3,73 (3404,17) 2,08 (2.34-4,65) ASF: p=0,0002
et 032 021 0,03 0,68 057 068
Kontrolle 1,02 (0,65-2,00) 2,10 (1,38-2,13) 3,45 (2,384,10) 2,00(1,72:2.92) 2,70 (1,82:3,90) 2,52 (1,00-4,48) 2,63(2,12:3,30) ABG: p=0,004
Cadfficie 0,76 (0,57-2.45) 1,14 (0,69-4,28) 1,62 (1,331,85) 1,88 (0,75-5,02) 3,66 (1,44-6,29) 4,59 (3,11-5,90) 4,32 (2.767,08) 0,007 BAE: p=0,05
wes 023 011 0,03 0,68 093 0,02 072
Kontrolle 1,82 (1,37.5,04) 464 (2,17.8,51) 3,75 (3,404,54) 2,34 (1,88.3,11) 424 (2.494.77) 1,94 (0,56-2,34) 520 (2,53-5,70) 015 BAF: p=0,01
Caaifficle 0,05 (0,00-0,11) 0,09 (0,03.0,15) 0,04 (0,03-0,05) 0,08 (0,01:0.21) 0,07 (0,05-0,15) 0,21(0,05:0,43) 0,04 (0,03-0,20) 049
FoxP3+LC 007 068 0,08 0,31 084 0,46 0,40
Kontrolle 0,19 (0,13-0,23) 0,11 (0,03-0,33) 0,24 (0,06-0,45) 0,22 (0.06-0,49) 0,09 (0,02-0,33) 0,13 (0,00-0,41) 0,17 (0.05-0,39)
Caificle 0,16 (0,07-0.24) 0,25 (0,19.0,40) 0,27 (0,16.0,58) 0,54 (0,124,10) 0,57 (0,22:0,03) 0,68 (0,65-0,78) 0,47 (0,29-0,48)
ez 0,97 078 0.81 1,00 0,96 0,004 0,80
Kontrolle 0,15 (0,08-0.28) 0,32 (0.08-0,50) 027 (0,14-0.39) 0,57 (0,34-0.70) 0,50 (0,35-0.87) 0,22 (0,09-0,38) 0,48 (0.31-0,50) 0.06
C.dificle 0,04 (0,03-0,06) 0,10 (0,05-0,14) 0,06 (0,04-0,10) 0,17 (0,02.0,34) 0,13 (0,07-0,21) 0,21 (0,17-0,26) 0,12 (0,07-0,19) 0,00 ABF: p=0,01
ST24ILC2 061 030 0,08 08¢ 0,87 0,004 030
Kontrolle 0,08 (0,01-0.15) 0,07 (0.05-0,08) 0,11(0,08-0.19) 0,13(0,07-0.16) 0,13 (0,10-0.18) 0,04 (0,01-0,08) 0,16 (0.13-0.22) 0,02 ASF: p=0,003
Cdifficie 0,1 (0,04-0,18) 0,13 (0,11-0,28) 021 (0,12-047) 0,36 (0,00-0,50) 0,42 (0,16-0.76) 0,48 (0,43-0,50) 0,28 (0.21-0,40) 0,02 F&G: p= 0,02
sT2iLC2 075 078 030 084 097 0,008 097
Kontrolle 0,08 (0,08-0,14) 0,25 (0,04-0,52) 0,15 (0,05-0.22) 0,41(0,27-0,69) 0,33 (0,24-0,75) 0,20 (0,07-0,33) 0,30 (0,18-0,39) 0,10 ABF: =001
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16.2 ABBILDUNGEN
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Anhang Abbildung 1: Eine Inmunisierung mit Kollagen Typ Il fiihrte bei inguinalen Lymphknoten zu einem
Anstieg der absoluten CD4+Zellzahl. Dargestellt sind die absoluten CD4+Lymphozyten nach der Aufarbeitung
in den inguinalen Lymphknoten. Dafiir wurde der prozentuale Anteil der CD4+Population aus der Durchflusszyto-
metrie mit der absoluten Zellzahl verrechnet. Firr eine bessere Ubersicht wurden zur Darstellung der Signifikanzen
verschiedene Indikatoren verwendet (#, &, $ und §). Kruskal-Wallis Test mit multipler Vergleichsanalyse, Balkendi-
agramm mit Interquartilsabstand. Versuchsgruppen auf der Abszisse dargestellt: Subakute Infektion (A), Abklin-

gende Infektion (B), Rekonvaleszenz der Infektion (C), Nach Primarimmunisierung (D), Vor Sekundarimmunisie-
rung (E), Nach Sekundarimmunisierung (F), ClA-Latenzphase (G).
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16.3 METHODEN

Anhang Tabelle 4: RPMI-Vollme-

dium
Reagenz Menge
FCS inaktiv 50ml
Penicillin-Streptomycin ~ 5ml
Glutamin 2mM
HEPES 10mM
Pyruvat 1mM
RPMI 500 ml
Anhang Tabelle 5: Protokoll H&E Farbung
Schritt Reagenz Zeit
1. Roti-Histol 10 min
2. Roti-Histol 10 min
3. Propanol 5 min
4. Propanol 5 min
5. 96 % Ethanol 5 min
6. 80 % Ethanol 5 min
7. 70 % Ethanol 5 min
8. Aquadest 5 min
9. Aquadest 5 min
10. Hamalaun 70 s (Darm) / 30 s (Pfote)
11. Spulen unter flieRendem 30 min
Leitungswasser
12. Aquadest 5 min
13. Eosin 80 s (Darm) / 40 s (Pfote)
14. Aquadest 3x eintauchen
15. 70 % Ethanol + 1 Tropfen 5 min
NH
16. 80 % Ethanol 5 min
17. 96 % Ethanol 5 min
18. Propanol 5 min
19. Propanol 5 min
20. Roti-Histol 5 min
21. Roti-Histol Uber Nacht
22. Eindecken mit Kanadabal- Uber Nacht

sam verdunnt mit Xylol
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16.4 MATERIALIEN

16.4.1 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Produktbezeichnung

Hersteller

Produktnummer

Injekt solo Einmalspritzen, 5 ml

Omnifix-F Spritze 1 ml

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

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
Feeding Needle 20G Fine Science Tools 18060-20
Zellkultur Multiwellplatte, 6 well Greiner 657160
Einbettkassette Standard Kabe Labortechnik GmbH REF 053749
MACS SmartStrainers 70pym Miltenyi Biotec 130-110-916
Neubauer-Zahlkammer Paul Marienfeld 640010
FACS-Reaktionsgefal3, 5 ml Sarstedt AG & Co. KG REF 55.1579
Sterilisatonsfilter, Filtrapur S 0,2 ym Sarstedt AG & Co. KG 83.1826.001
Greiner Falcon Tube 16 C 15 ml Sigma Aldrich T1943 SIGMA
Greiner Falcon Tube 16 C 50 ml Sigma-Aldrich T2318 SIGMA
Reaktionsgefallen mit verschiedenen Volumina Laborbestand

16.4.2 CHEMIKALIEN
Produktbezeichnung Hersteller Produktnummer
L-Cystein-Hydrochlorid, 98 %, wasserfrei Acros Organics 434851000

Metronidazol

Rompun 2 % (Xylacin)

BV786 Mouse Anti-Mouse RORyt (Q31-378)
PerCP Rat Anti-Mouse CD4 (RM4-5)

Adjuvant Incomplete Freund

B. Braun Melsungen AG
Bayer AG
BD Biosciences

BD Biosciences

PZN 05543515

82826107

564723

561090

Becton, Dickinson and Company 233910
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M. tuberculosis des. H37 Ra 100mg

Alexa Fluor® 647 anti-mouse FOXP3 Antibody (MF-

14)
Alexa Fluor® 647 anti-mouse IL-4 Antibody

Brilliant Violet 421™ anti-GATA3 Antibody
(16E10A23)

Brilliant Violet 605™ anti-mouse CD45 Antibody (30-

F11)
FITC anti-mouse Lineage Cocktail with Isotype Ctrl
PE anti-mouse CD127 (IL-7Ra) Antibody (A7R34)

PE/Cyanine7 anti-mouse IL-33Ra (ST2) Antibody
(DIH4)

PE/Dazzle™ 594 anti-T-bet Antibody (4B10)
Recombinant Human TGF-f1
Recombinant Mouse IL-12 (p70)

True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set

TruStain FcX™ (anti-mouse CD16/32) Antibody (93)

Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD28 Antibody
Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD3¢ Antibody
Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse IFN-y Antibody
Zombie NIR™ Fixable Viability Kit

1-Propanolol >99,5%

Eosin G-Losung 0,5 %

Kanadabalsam

Kanamycinsulfat

ROTI Histol (96 - 98 % Limonen)

Bovines Typ 2 Kollagen

Percoll density gradient media

L-Glutamin 200 mM

Trypanblau

Formafix 4%

Colistiflex 1 mio. I.LE

Ultracomp eBeads™ Kompensations-Beads

Becton, Dickinson and Company 231141

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend
BioLegend

BioLegend

BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Chondrex

GE Healthcare
Gibco™
Gibco™
Grimm med. Logistics
InfectoPharm

Invitrogen™

126407

504112

653813

103139

133301

135009

146609

644827

781802

577002

424401

101319

102116

100340

505834

423105

9169.1

X883.2

8016.2

T832.1

6640.1

CHX-20021

17089101

25030081

15250-061

F10010G

PZN 11511790

01-2222-41
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Lot 2462645
Ketamin Graeub 100 mg/ml Livisto 400042.00.00
UseDecal, EDTA-LAsung Medite 403310-00
Glycerol 85% Merck 1.04094.1000
Mayers Hamalaunlésung Merck 1.09249.0500
CD4 (L3T4) MicroBeads Miltenyi Biotec 130-117-043
Mouse IL-2 IS Miltenyi Biotec 130-120-662
Mouse IL-23 Miltenyi Biotec 130-096-676
Mouse IL-4 Miltenyi Biotec 130-094-061
Mouse IL-6 Miltenyi Biotec 130-094-065
autoMACS Running Buffer Miltenyi Biotec 130-091-221

Clinda-saar 600 mg MIP Pharma GmbH PZN-03796519

Vanco-saar 500 mg MIP Pharma GmbH PZN-03796531

Agar Technical Oxoid LP0012
Brain Heart Infusion Oxoid CM1135
Yeast Extract Oxoid LP0021

FBS Good PAN Biotech P40-37500
HEPES Buffer 1M PAN Biotech P05-01100
Penicillin-Streptomycin, 10.000 U/ml Penicillin, 10 PAN Biotech P06-07100
mg/ml Streptomycin

RPMI 1640 PAN Biotech P04-18525
Sodium pyruvate 100 mM PAN Biotech P04-43100
Gentamicin 40 mg/ml Ratiopharm PZN 03928174
Tramadol 100 mg/ml Tropfen Ratiopharm 31467.00.00
Collagenase Type IV 100U/ml StemCell Technologies 100-0680
Phosphate Buffered Saline Packs Thermo SCIENTIFIC REF 28374

Ethanol 96 % (v/v), mit Methylethylketon vergallt UMR Zentralapotheke
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16.4.3 VERSUCHSTIERE

Mausstamm Geschlecht Alter zu Beginn Anzahl (n)
F1 (DBA/1J x B10.Q) Mannlich 8-12 Wochen 93

16.4.4 GERATE
Produktbezeichnung Hersteller Verwendungszweck
Axiocam 208c color Carl Zeiss AG Mikro-Fotoapparat
Axioskop 40 Carl Zeiss AG Mikroskop
Hyrax M55 Mikrotom Carl Zeiss AG Rotationsmikrotom

Cytec Aurora
DS-C Spectrophotometer
miniMACS Anaerobic Workstation

Vent Il THF3365

Cytek® Biosciences
DeNovix
don whitley scientific

Ehret

Durchflusszytometer
OD-Messung
Anaerobier Box

Beliiftungsanlage Kleintierkafig

autoMACS® Pro Miltenyi Biotec Zellsortierung
Class Il Biosafety Cabinets Nuaire Sterilbank
IVC-Kafig 2L Zoonlab Kleinnager-Kafig
16.4.5 SOFTWARE
Produktbezeichnung Hersteller Verwendungszweck
ZEN Version 3.8 Carl Zeiss AG Anfertigung histologischer Bilder

Zotero

FlowJo Version 10.10

GraphPad Prism 10
Microsoft Excel Version 2021
Microsoft Power Point Version 2021

Microsoft Word Version 2021

Corporation for Digital Scholarship

FlowdJo, LLC

GraphPad Software, Inc
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation

Microsoft Corporation

Zitierprogramm

Auswertung Durchflusszytometri-
scher Daten

Abbildungen und Statistik
Datenarchivierung
Abbildungen

Dissertationsschrift
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16.5 HERSTELLERVERZEICHNIS

Firmenname

Hauptsitz

Acros Organics

B. Braun Melsungen AG
Bayer AG

BD Biosciences
Becton Dickinson and Company
BioLegend

Carl Roth

Carl Zeiss AG
Chondrex

Cytek® Biosciences
DeNovix

don whitley scientific
Ehret

Fine Science Tools
GE Healthcare
Gibco™

Greiner

Grimm med. Logistics
InfectoPharm
Invitrogen™

Kabe Labortechnik GmbH
Livisto

Medite

Merck

Miltenyi Biotec

MIP Pharma GmbH
Nuaire

Oxoid

PAN Biotech

Paul Marienfeld
Ratiopharm

Sarstedt AG & Co. KG
Sigma Aldrich

Geel, Belgien

Melsungen, Deutschland
Leverkusen, Deutschland
Franklin Lakes, New Jersey, USA
Franklin Lakes, New Jersey, USA
San Diego, Kalifornien, USA
Karlsruhe, Deutschland
Oberkochen, Deutschland
Woodinville, Washington, USA
Fremont, Kalifornien, USA
Wilmington, Delaware, USA
Bingley, Vereinigtes Kénigreich
Freiburg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland (EU-Biro)
Chicago, lllinois, USA

Waltham, Massachusetts, USA
Kremsmiinster, Osterreich
Torgelow, Deutschland
Heppenheim, Deutschland
Waltham, Massachusetts, USA
Nimbrecht, Deutschland
Senden-Bdsensell, Deutschland
Burgdorf, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Bergisch Gladbach, Deutschland
Blieskastel, Deutschland
Plymouth, Minnesota, USA
Basingstoke, Vereinigtes Kdnigreich
Aidenbach, Deutschland
Lauda-Konigshofen, Deutschland
Ulm, Deutschland

Nimbrecht, Deutschland

St. Louis, Missouri, USA
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StemCell Technologies Vancouver, Kanada

Thermo SCIENTIFIC Waltham, Massachusetts, USA
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