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I ZUSAMMENFASSUNG

Die septische Arthritis (SA) ist eine infektidse Erkrankung der Gelenke, die mit einer hohen
Mortalitat assoziiert ist und innerhalb weniger Tage zu irreversiblen Schaden des Bewe-
gungsapparats und somit zur Invaliditat der betroffenen Patienten fihrt. Obwohl die SA welt-
weit zu gesundheitlichen Problemen flihrt, gibt es nur wenige experimentelle Modelle, welche
die Atiopathogenese dieses rheumatologischen Notfalls erkunden. So ist bislang ungeklart,
inwieweit die Synovia und infektionsbedingte, degenerative oder autoimmune Vorschadigun-
gen zum Ausldsen der SA beitragen. Zur Etablierung der SA in vivo wurden Mause mit
Gruppe A Streptokokkus (GAS) — einem wichtigen Ausloser der Erkrankung — intravenos
infiziert. Die Krankheitsaktivitaten der Sepsis und der SA wurden daraufhin fur 14 Tage kli-
nisch beurteilt. Die invasive Infektion mit GAS flihrte zu schweren Krankheitsverlaufen mit
hoher Mortalitat und induzierte fulminante Schwellungen der Gelenke. GAS kolonisierte das
periartikulare Mikromilieu, was mit einer massiven Infiltration durch Immunzellen und Inflam-
mation einherging. Die in vitro Infektion von synovialen Fibroblasten induzierte die Uberex-
pression von inflammatorischen Zytokinen (Tnf, 1/6), Chemokinen (Ccl2, Cxcl2) und Integrin-
Liganden (ICAM-1, VCAM-1). Die chronischen Vorerkrankungen der Gelenke wurden mit
Hilfe von primarer oder sekundarer Arthrose und Kollagen-induzierter Arthritis (collagen-
induced arthritis, CIA) modelliert. Durch intranasale Infektion mit Influenza A Virus (IAV) vor
beziehungsweise nach GAS-Applikation wurde die SA im Kontext von bakto-viralen Ko-
Infektionen analysiert. Die Arthrose hatte im Tiermodell weder einen Einfluss auf die Schwe-
re der SA noch wurde eine Verschlimmerung von degenerativen Knochenerosionen festge-
stellt. Im Gegensatz dazu bedingten sowohl eine IAV-Infektion als auch eine chronisch ent-
zundliche Gelenkerkrankung eine signifikante Exazerbation der GAS-induzierten Sepsis und
SA. Insbesondere die CIA beglinstigte hierbei die unopponierte Dissemination von GAS und
damit eine verschlimmerte Bakteridamie, was ultimativ in der exzessiven Uberproduktion von
inflammatorischen Zytokinen und Eicosanoiden resultierte. Daruber hinaus forderte die CIA
die beschleunigte Destruktion von Knochen, deren Ausmaf® mit dem Umfang der Gelenkent-
zindung korrelierte. Synoviale Fibroblasten aus CIA-Mausen waren mit Immunzellen infil-
triert und GAS induzierte in diesen Zellen den Verlust von ICAM-1* VCAM-1" Sub-
Populationen. Die Exazerbation der SA durch eine vorhergehende |AV-Infektion legt die
Empfehlung nahe, Risikopatienten mit Hilfe der saisonalen Grippeschutzimpfung vor lebens-
bedrohlichen Krankheitsverlaufen zu schitzen. Die hier dargelegten Ergebnisse indizieren
aulRerdem, dass Autoimmunitat ein kritischer Risikofaktor der SA ist und dass insbesondere
Patienten, die an rheumatoider Arthritis (RA) leiden, einer hohen Gefahr ausgesetzt sind,

besonders schwere Verldufe der lebensbedrohlichen Erkrankung zu entwickeln.




Il. ABSTRACT

Septic Arthritis (SA) is an infectious disorder of the joint associated with high mortality and
morbidity. This aggressive disease leads to irreversible damage of the locomotor system
within a few days of its progression causing disability in a considerable amount of patients.
Despite SA being a global health burden, experimental models addressing the etiopathogen-
esis of this rheumatological emergency remain scarce. In particular, it is not defined to what
extent the synovial membrane contributes to the onset of inflammation. Furthermore, the
interdependencies between SA and prior viral infections or preceding degenerative and auto-
immune joint damage are not sufficiently investigated. In order to establish SA in vivo, mice
were intravenously infected with Group A Streptococcus (GAS), which is an important causa-
tive agent of the disease. Subsequently, infected mice were monitored for the disease activi-
ties of sepsis and SA for 14 days. Invasive GAS infection led to fatal disease and compre-
hensively induced the swelling of joints. GAS invaded the periarticular microenvironment
leading to massive infiltration of immune cells which consequently caused inflammation. Up-
on in vitro GAS infection, Fibroblast-like synoviocytes (FLS) upregulated the expression of
inflammatory cytokines (Tnf, 116), chemokines (Ccl2, Cxcl2) and integrin ligands (ICAM-1,
VCAM-1). Chronic joint diseases where elicited using murine models for primary or second-
ary osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA), respectively, prior to GAS infection. In
order to analyze SA in the context of bacto-viral co-infections, mice were intranasally infected
with Influenza A virus (IAV) before and after GAS application, respectively. Interestingly, pre-
ceding OA did not influence on SA severity. In contrast, both IAV infection and inflammatory
joint disease significantly promoted GAS-induced Sepsis and SA. In detail, collagen-induced
arthritis (CIA) — a murine model for RA — facilitated the unopposed dissemination of GAS
leading to exacerbated bacteremia which ultimately caused the excessive release of inflam-
matory cytokines and eicosanoids. Moreover, CIA expedited bone tissue deterioration whose
severity was controlled by the extent of joint inflammation. FLS isolated from CIA mice were
infiltrated by immune cells and GAS induced the loss of ICAM-1" VCAM-1" subpopulations.
Conclusively, the exacerbation of SA due to prior IAV infection suggests the advice for sea-
sonal influenza vaccination in order to circumvent exacerbated SA in high-risk patients. Final-
ly, the results also suggest that autoimmunity is a critical risk factor for SA and especially
patients suffering from RA are in jeopardy to develop severely progressing and life threaten-

ing disease.
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EINLEITUNG

M. EINLEITUNG

3.1 Gruppe A Streptokokkus fiihrt weltweit zu invasiven Infektionen

Streptococcus pyogenes ist ein gram-positives Bakterium, welches auf Grund der serologi-
schen Eigenschaften der mit der Zellwand verankerten Kohlenhydrat-Polymere weitlaufig als
Gruppe A Streptokokkus (GAS) bekannt ist (Lancefield, 1933). GAS ist ein strikt auf den

menschlichen Wirt spezialisiertes Pathogen, welches in der Lage ist, die Nasopharynx und

Inaktivierung der Immunantwort Invasion und Diversion
Antikoérperbindung TNFa
IL-6
Phagozyten
PAMPs
Phagozytose’__________ Extrazellulére
Matrix
MSCRAMMs
NETs /\
Adhasine —> Wirtszellen
Opsonierung \——
Superantigene
Komplement-Deposition T-Lymphozyten
N TNFa
IFNy

Abbildung 1: Virulenzfaktoren erlauben es Gruppe A Streptokokkus (GAS), sich ungehindert im Wirt zu
verbreiten. GAS ist durch die Ausnutzung unterschiedlichster Mechanismen in der Lage, der aktiven Beseitigung
durch das Immunsystems zu entkommen. Mittels Ausbildung einer dichten Hyaloronsaure-Kapsel kdnnen einige
Serotypen oder Stamme die Bindung von Antikérpern auf ihrer Oberflache oder die Deponierung von
Bestandteilen des Komplementsystems verhindern, um dadurch der Osponophagozytierung zu entgehen.
Dariiber hinaus werden Uber das M-Protein Komplementinhibitoren auf der Bakterienoberflache rekrutiert oder
Peptidasen, welche Opsonine oder Chemokine abbauen, sekretiert. Das fiihrt schlieBlich zu einer stark
eingeschrankten Akute-Phase-Reaktion und dammt die Rekrutierung von Immunzellen ein. Selbst bei Kontakt mit
Phagozyten und deren Aktivierung durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) ist GAS fahig, Uber
die Sekretion von pro-apoptotischen Peptiden den programmierten Tod in Zellen des angeborenen
Immunsystems auszulésen oder erhalt mit Hilfe von abgesonderten DNAsen die Fahigkeit, in neutrophilen
extrazelluldren Fallen (NETs) zu persistieren. Des Weiteren ist GAS unter Zuhilfenahme von microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMMSs) oder Adhasinen wie etwa Lipoteichonsaure
beziehungsweise das M-Protein in der Lage, sich an Wirtzellen anzulagern und anschlielRend in das Gewebe
einzudringen. Bei unkontrollierbarer Kolonisierung und Vermehrung in sonst sterilen Kompartimenten des Wirtes
I6st GAS lebensbedrohliche Erkrankungen aus, die durch eine exzessive Aktivierung von Immunzellen
charakterisiert sind. So sezerniert GAS Superantigene wie beispielsweise SpeA, welche bis zu 20 % der
zirkulierenden T-Lymphozyten aktivieren und somit einen tédlichen Zytokinsturm ausldsen.




EINLEITUNG

die Haut zu kolonisieren (Walker et al., 2014). Das B-hamolysierende Bakterium exprimiert
zahlreiche, membranal prasentierte oder sekretierbare Virulenzfaktoren, die es GAS ermdég-
lichen, den Mechanismen der Immunabwehr durch den Wirt zu entgehen (Abbildung 1).
Somit 16st GAS eine groRe Bandbreite verschiedenster, milder Erkrankungen wie Pharyngitis
oder Impetigo contagiosa aus (Cunningham, 2000). Einer der wichtigsten Faktoren, der die
Pathogenitat von GAS bestimmt, ist das M-Protein. Dieser Virulenzfaktor vermittelt im Kon-
zert mit Lipoteichonsaure die Adhasion von GAS an Wirtszellen oder an die extrazellulare
Matrix von Schleimhauten (Cue et al., 2001; Nobbs et al., 2009; Ofek et al., 1982). Des Wei-
teren verhindert das M-Protein durch die Rekrutierung von Faktor H sowie Fibrinogen die
Deponierung von C3b auf der Bakterien-Oberflache, wodurch schlieBlich die Aktivierung der
Komplementkaskade des alternativen Wegs eingeschrankt wird (Berggard et al., 2001;
Ermert et al.,, 2013; Horstmann et al.,, 1992). Im Zusammenspiel mit der Hyaloronsaure-
Kapsel, welche die Bindung von Antikérpern an die Oberflache des Bakteriums verhindert
(Dinkla et al., 2007), vermittelt das M-Protein demnach die Resistenz von GAS gegeniber
der Opsonophagozytose durch Wirtszellen des angeborenen Immunsystems (Dale et al.,
1996; Johnsson et al., 1998; Perez-Casal et al., 1995). Des Weiteren ist das M-Protein hoch
variabel und bedingt damit die enorme serologische Heterogenitat in der GAS-Population
(Gherardi et al., 2018). In diesem Zusammenhang sind zum November 2020 in den Centers
for Disease Control and Prevention mehr als 260 M-Protein-Serotypen bekannt

(ftp.csc.gov/publ/infectious _diseases/biotech/tsemm).

Das Bouquet der Virulenzfaktoren ist neben den Bedingungen in den unterschiedlichen Mik-
romilieus von Wirtsgeweben auch malfgeblich von der genetischen Ausstattung des Seroty-
pen abhangig (Aziz et al., 2010; Walker et al., 2014). So ist in etwa GAS vom M1 Serotypen
mit einem ausgepragten Vermdgen assoziiert, nach Durchbrechen von zellularen Barrieren
des Wirtes invasive Infektionen zu verursachen (Dombek et al., 1999; Holm, 1996; Jadoun et
al., 1998). Besonders virulente M1 Stdmme haben durch den hohen Selektionsdruck in den
sonst sterilen Wirtskompartimenten von infizierten Patienten verfeinerte Strategien entwi-
ckelt, die es dem Pathogen erlauben, sich beispielsweise wahrend einer Bakteriamie unkon-
trolliert zu vermehren (Akesson et al., 1996; Fiebig et al., 2015; Hoe et al., 1999). In diesem
Zusammenhang exprimiert das Bakterium Peptidasen, welche durch die Spaltung von C5a
die Rekrutierung neuer Immunzellen einschranken und gleichzeitig die anti-mikrobielle Ab-
wehr durch reaktive Sauerstoffspezies behindern (Cleary et al.,, 1992; Riedemann et al.,
2003; Terao et al., 2006). Dartber hinaus induziert GAS M1 durch die Absonderung von
Streptolysin O in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen den programmierten Zelltod

durch Apoptose (Timmer et al., 2009), und kann durch die Sekretion von DNAsen sein Uber-
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leben in neutrophilen extrazellularen Fallen gewahrleisten (Cole et al., 2010). Als Folge ist
GAS in der Lage, sich ungehindert im Wirt auszubreiten und durch seine Pathogen-
assoziierten molekularen Muster sowie durch sezernierte Superantigene Immunzellen im
gesamten Organismus zu aktivieren, was ultimativ in einem fatalen Zytokinsturm und septi-
schen Schock resultiert (Cunningham, 2000; Norrby-Teglund et al., 1994; Proft et al., 1999).

Die durch invasive GAS-Infektionen ausgelosten Erkrankungen verlaufen in etwa 8 — 23 %
der Falle innerhalb von sieben Tag todlich (O’Loughlin et al., 2007). Seit den 1980er Jahre
wurde ein bislang unerklarlicher, globaler Anstieg dieser lebensbedrohlichen GAS-
Infektionen in den Industrielandern festgestellt (Kaplan, 1991). Prospektiv ist mit keiner Ver-
besserung dieser besorgniserregenden Situation zu rechnen, zumal bis heute kein sicherer
und kommerziell erhaltlicher Impfstoff gegen GAS existiert (McKenna et al., 2020). Nach
Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation aus dem Jahre 2005 gibt es jahrlich etwa
18,1 Millionen Falle von schweren GAS-Erkrankungen mit Gber 500.000 Toten weltweit
(World Health Organization, 2005). Damit ist GAS auf Platz 9 der meisten durch Infektionser-
reger verursachten Todesfalle (Carapetis et al., 2005). Aus diesem Grund erfordert es drin-
gend neuartige Erkenntnisse aus experimentellen Modellen, welche die Atiopathogenese
von GAS-induzierten und lebensbedrohlichen Erkrankungen wie das toxische Schocksyn-

drom, die nekrotisierende Fasziitis und die septische Arthritis illuminieren.

3.2 Die septische Arthritis ist mit einer hohen Mortalitat und Morbiditit assoziiert

Die septische Arthritis (SA) ist eine aggressive Erkrankung von einem oder mehreren Gelen-
ken und GAS ist mit 8 bis 12 % der verursachten Falle der zweitwichtigste Ausléser dieses
rheumatologischen Notfalls (Goldenberg, 1998; McBride et al., 2020). Der Erreger |6st hier-
bei nach Infektion von exponierten Schleimhauten, offenen Wunden oder der Haut eine Bak-
teriamie aus und gelangt schlieRlich nach Uberwindung der physikalischen Barriere von En-
dothelien in die Synovia (Bremell et al., 1991; Morgan et al., 1996). Die Synovialmembran ist
ein niedrig-zellulares Stratum und es wird vermutet, dass sie auf Grund ihrer stark ausge-
pragten Vaskularisation und einer fehlenden, protektiven Basalplatte anfallig fur Infektionen
durch hamatogene Bakterien ist (Shirtliff & Mader, 2002). Die Kolonisierung der Synovia
durch das Pathogen fiihrt nach Aktivierung von lokalen Makrophagen zu einer akuten, durch
inflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF)a und Interleukin (IL-)6 vermittelten
Entzindungsreaktion (Garcia-Arias et al., 2011), wobei der Beitrag von synovialen Fibroblas-
ten zur Pathologie von SA in diesem Zusammenhang bislang ungeklart ist. Trotz Rekrutie-

rung von neuen Immunzellen an den Infektionsherd kann es zu einer unkontrollierten Ver-
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mehrung des Bakteriums und einer fulminanten und rasch voranschreitenden, chronischen
Inflammation kommen, was in der typischen Symptomatik der SA resultiert (Goldenberg &
Cohen, 1976; Ispahani et al., 1999).

Nach den modifizierten Kriterien von Newman wird eine SA anhand von vier Eigenschaften
diagnostiziert: (i) nach Isolation vom Pathogen aus dem betroffenen Gelenk; (ii) nach Isolati-
on vom Pathogen aus anderen Kompartimenten des Patienten, wobei dieser ein geroétetes,
heilRes, geschwollenes und stark schmerzendes Gelenk prasentiert; (iii) nach Prasentation
der typischen Klinik und einer eingetribten Synovialflissigkeit oder (iv) nach pathologischer
Analyse post mortem (Mathews et al., 2010; Newman, 1976). Demnach ist die Diagnose
nicht immer eindeutig und so werden als Indikatoren flr die invasive Infektion einschlief3lich
der systemischen Entziindung haufig Parameter wie eine hamatogene oder synoviale Leu-
kozytose, ein Anstieg der Serum-Konzentration von C-reaktivem Protein und eine erhéhte

Erythrozytensedimentationsrate zu Rate gezogen (Gupta et al., 2001; Weston et al., 1999).

Die Diagnose der SA indiziert eine unverzigliche Therapie mit intravends verabreichten An-
tibiotika, erfordert jedoch zur vollstandigen Beseitigung der Infektionslast darliber hinaus bei
bis zu 40 % der Patienten einen invasiven Eingriff mitsamt Drainage der Gelenkflussigkeit
und dem Ausschaben von etwaigen, antibiotikaresistenten Biofilmen (Garcia-Arias et al.,
2011; Gupta et al., 2001; Kasper et al., 2014). Auf Grund der nicht immer eindeutigen Identi-
fizierung einer SA-Erkrankung und dem Mangel an spezifischen, biologischen Markern bleibt
in vielen Fallen eine angemessene Therapie aus oder erfolgt verzogert (Mathews et al.,
2010). Die Folge ist eine fortlaufende Entziindung, welche innerhalb von wenigen Tagen
nach dem Eintritt der ersten Symptome in der irreversiblen Erosion der Knochen- und Knor-
pelsubstanz der Gelenke resultiert (Garcia-De La Torre, 2003). So erleiden etwa 30 % der
betroffenen Patienten chronische Schaden am Bewegungsapparat, was ultimativ zu einer
lebenslangen Invaliditat fuhrt (Garcia-Arias et al., 2011). Zwar ist die SA mit einer Inzidenz
von jahrlich vier bis zehn pro 100.000 Patientenjahre eine verhaltnismafig seltene Infekti-
onskrankheit (Geirsson et al., 2007; Kaandorp et al., 1997; Weston et al., 1999), jedoch ist
sie mit einer hohen Mortalitatsrate von etwa 10 % assoziiert, die in den letzten 30 Jahren
epidemiologischer Forschung nicht verringert werde konnte (Abram et al., 2020; Gupta et al.,
2001; Morgan et al., 1996). Bis heute fehlen innovative Interventionsstrategien und spezifi-
sche sowie sensitive diagnostische Werkzeuge, welche eine zielgerichtete Therapie der SA

erlauben.
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3.3 Risikofaktoren der septischen Arthritis

3.3.1 Epidemiologische Studien tUber die septische Arthritis unterliegen Limitationen

Die Wahrscheinlichkeit an einer septischen Arthritis zu erkranken ist in der Bevdlkerung nicht
gleichmaRig verteilt. Epidemiologische Studien weisen in diesem Zusammenhang auf etliche
Risikofaktoren hin, die fir die Entwicklung einer SA pradisponieren. So ist die Inzidenz dieser
lebensbedrohlichen Erkrankung bei sehr jungen Patienten unter zwei Jahren beziehungs-
weise bei Patienten mit einem Alter von Gber 70 Jahren besonders hoch (Elsissy et al., 2020;
Mignemi et al., 2012; Monsalve et al., 2015). Im Falle der erstgenannten Bevdlkerungsgrup-
pe wurde argumentiert, dass der schwergangige Blutfluss in den Kapillaren der Metaphyse
des wachsenden Knochens die Infektion der Gelenke férdert, da die niedrigen Scherkrafte
die Adhasion von Bakterien an das periartikulare Gewebe beginstigen (Paakkoénen, 2017).
In Bezug auf Patienten hohen Alters ist das erhdhte Risiko an einer SA zu erkranken auf die
Immunseneszenz zurlckfihrbar, die eine eingeschrankte Immunabwehr oder eine fehlge-
schaltete Immunregulation verursacht (Boldizsar et al., 2010). Eine Immunschwéache bei-
spielsweise bei Patienten mit Diabetes mellitus oder bei Alkoholikern ist mit einem vermin-
derten Vermdégen assoziiert, Infektionen abzuwehren und demnach ein ausgesprochen wich-
tiger Risikofaktor der SA (Gupta et al., 2001; McBride et al., 2020; Morgan et al., 1996).

Zwar sind epidemiologische Studien hilfreich bei der Identifikation der genannten Risikofakto-
ren, jedoch unterliegen sie auf Grund ihrer fast ausschlielich retrospektiven Datenerfassung
zahlreichen Limitationen. Zum einen werden durch solche Studien die Zusammenhange und
Mechanismen, die der Identifizierung pradisponierender Faktoren zugrunde liegen nicht auf-
geklart. Des Weiteren besteht die Gefahr, dass alternative Rahmenbedingungen, welche
eine SA begulnstigen kdnnen, entweder unterreprasentiert sind beziehungsweise gar nicht

erst erfasst werden.

3.3.2 Chronische Gelenkerkrankungen pradisponieren fir die septische Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) wird als einer der wichtigsten Risikofaktoren der SA deklariert.
Die RA ist eine entzindliche, progressiv verlaufende und chronische Erkrankung der Gelen-
ke mit weitestgehend unbekannter Atiologie, von der schatzungsweise 1 % der gesamten
Weltbevolkerung betroffen sind (Mateen et al., 2016). Die Pathogenese der RA ist durch eine
aberrante Reaktivitat von Lymphozyten und Antikorpern gegen Autoantigene gekennzeichnet
bei der immunregulatorische Mechanismen versagen, was ultimativ in der Erosion von Ge-

lenkstrukturen resultiert (Smolen & Steiner, 2001). Die Behandlung dieser Autoimmuner-
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krankung beinhaltet demnach die Anwendung von immunsupprimierenden Therapeutika:
den niedermolekularen oder biologischen Disease-modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDSs) wie in etwa Methotrexat (MTX) beziehungsweise dem TNFa-Inhibitor Infliximab
(Abbasi et al., 2019; Oh et al., 2017). TNFa ist unerldsslich fir eine kompetente, antibakteri-
elle Abwehr durch das Immunsystem und die Verwendung von anti-TNFa Antikdrpern bei der
Therapie von RA bedingt bekanntermalien ein erhéhtes Risiko an invasiven Infektionen und
damit an der SA zu erkranken (Ali et al., 2013; Galloway et al., 2011).

Jedoch erfolgt die Behandlung mit biologischen DMARDs nicht bei jedem RA-Patienten und
die Anwendung von konventionellen Therapeutika wie MTX ist nicht immer mit einem erhéh-
ten Infektionsrisiko assoziiert (McLean-Tooke et al., 2009). Demzufolge wurde postuliert,
dass nicht allein die Therapie der RA flr die SA pradisponiert, sondern die Autoimmunitat
selbst die Immunabwehr beeintrachtigt (Doran et al., 2002; Myllykangas-Luosujarvi et al.,
1995). Jedoch ist diese Hypothese bislang noch nicht durch experimentelle Modelle gestutzt
und bedarf demnach einer wissenschaftlichen Uberpriifung, zumal auch die Arthrose als Ri-
sikofaktor der SA gehandelt wird (Kaandorp et al., 1995; Mathews et al., 2010; Singh & Yu,
2018). Die Arthrose (osteoarthritis, OA) ist die haufigste Gelenkerkrankung und eine der
Hauptursachen von Invaliditat (Jaeger et al., 2008). Die Atiologie der OA ist oftmals unbe-
kannt und die Pathogenese ist eine Kombination verschiedenster Krankheiten, die in Kumu-
lation zu einem Zusammenbruch des dynamischen Gleichgewichts zwischen Abbau und
Reparatur von artikularem Gewebe fihren (Nuki, 1999). Da die OA eine degenerative Er-
krankung ohne autoimmunen Charakter ist, erfolgt die Therapie im Gegensatz zur RA nicht
mit Immunsuppressiva sondern rein palliativ unter Anwendung nicht-steroidaler Schmerzmit-
tel oder in besonders gravierenden Fallen durch Gelenkersatz (Cibulka et al., 2009; Dziedzic,
2011). Demnach wird hier die Hypothese aufgestellt, dass Gelenkschaden, die entweder
durch eine chronisch entzundliche beziehungsweise degenerative Erkrankung der Gelenke

verursacht werden, fir die SA pradisponieren (Abbildung 2).

3.4 Virusinfektionen sind ein moglicher Risikofaktor der septischen Arthritis

Virusinfektionen sind schon seit mindestens 60 Jahren im Verdacht, das Immunsystem zu
unterdriicken (Denman, 1983; Louria et al., 1959), jedoch wurden sie bislang in keiner Weise
als Risikofaktor der septischen Arthritis berticksichtigt. Dabei sind saisonale Erkrankungen
wie die Grippe, die nahezu ausschlief3lich nach Infektionen durch das Influenza A Virus (IAV)
ausgelost werden, laut statistischer Untersuchungen des Robert Koch-Institut allein in

Deutschland wahrend der Saison 2018/2019 fur 18.000 hospitalisierte Patienten verantwort-
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lich (Buda et al., 2019). Weltweit sind finf bis zehn Prozent der Bevdlkerung wahrend einer
Grippewelle betroffen, die jahrlich etwa 250.000 bis 500.000 Todesopfer fordert (Tjon-Kon-
Fat et al., 2016). IAV wird auf Grund seines segmentierten ssRNA Genoms negativer Polari-
tat dem Phylum der Negarnaviricota zugeordnet (Hutchinson et al., 2010). Das Genom von
RNA-Viren ist oftmals durch eine hohe Mutationsrate gekennzeichnet und im Falle von |IAV
fuhrt das zu Veranderung der Antigenitat der Oberflachenproteine Hamagglutinin und Neu-
ramidase, wodurch neue Varianten oder Stamme mit ausgesprochen hohem endemischen

oder gar pandemischen Potential hervortreten (Neumann et al., 2009).

Das wohl bekannteste Beispiel einer IAV-Pandemie ist die Spanische Grippe des Jahres
1918, die weltweit etwa 50 Millionen Todesfalle hervorrief (Brundage & Shanks, 2007; Chien
et al., 2009). Neueren Modellen zu Folge war die Ursache der besonders fulminanten Krank-
heitsverlaufe in Uber 95 % der Patienten eine sekundare Superinfektion mit Bakterien, die
eine lebensbedrohliche Pneumonie auslosten (Morens et al., 2008). Wahrend einer weiteren
folgenreichen Pandemie aus dem Jahre 2009 wurden 25 bis 30 % der todlich verlaufenden
Falle einer bakteriellen Superinfektion zugeschrieben (Dominguez-Cherit, 2009; Estenssoro
et al., 2010; Shieh et al., 2010), wobei in einigen Regionen GAS der hauptsachliche Verur-

sacher fataler Erkrankungen war (Ampofo et al., 2010). Aktuelleren Studien zu Folge indu-
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Abbildung 2: Welche Faktoren pradisponieren fiir die septische Arthritis? Epidemiologische Studien sind
zwar in der Lage, Zusammenhange zwischen Risikofaktoren und dem Auftreten der septischen Arthritis in
besonders gefahrdeten Patientengruppen aufzuzeigen, jedoch sind experimentelle Modelle fiir die Betrachtung
des Zusammenspiels von unterschiedlichen Krankheitsentitdten erforderlich. So soll durch die hier dargelegten
Experimente geklart werden, ob Gelenkschaden, welche durch chronische Erkrankungen wie die degenerative
Arthrose oder die autoimmune rheumatoide Arthritis tatsadchlich die Schwere und das Auftreten der septischen
Arthritis begtinstigen. Besonders im Falle der rheumatoiden Arthritis ist bislang nicht geklart, ob allein die
Therapie mit Immunsuppressiva das Infektionsrisiko erhoht oder ob die Autoimmunitdt selbst das
Gefahrdungspotential steigert. Des Weiteren gibt es bis heute keine Hinweise ob sich bakto-virale Ko-Infektionen
auf die Inzidenz der septischen Arthritis auswirken beziehungsweise dessen Verlauf verschlimmert.
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ziert AV in der Lunge ein Zytokin-Milieu, welches dem Wirten zwar eine effektive, anti-virale
Immunabwehr erlaubt, Bakterien jedoch nach Infektion der oberen Atemwege ein erleichter-
ten Eintritt in sonst sterile Kompartimente des Wirtes ermdglicht, wodurch invasive Infektio-
nen begunstigt werden (Durbin et al., 2013; Iwasaki & Pillai, 2014; N. Li et al., 2015; Sun &
Metzger, 2008). Trotz zahlreicher Untersuchungen im Kontext von bakto-viralen Ko-
Infektionen ist dennoch bislang ungeklart, inwieweit sich eine IAV-Infektion auf den Verlauf
einer bereits etablierten Bakteridmie, bei der das Bakterium andere Gewebe als die Lunge
infiziert, auswirkt. Aus diesem Grund soll hier die Hypothese Uberprift werden, ob in den
oberen Atemwegen lokalisierte Influenzaviren die durch hamatogenes GAS induzierte SA

verschlimmern (Abbildung 2).

3.5 Die septische Arthritis im Kontext von chronischen Vorerkrankungen der Ge-

lenke und bakto-viralen Ko-Infektionen

In dieser Arbeit wurde GAS flr die Etablierung eines Kleintier-Modells von SA intravends
appliziert. Die Tiere wurden klinisch begutachtet, um die makroskopischen Manifestationen
von Sepsis und SA zu analysieren. Die SA wurde anhand von Schwellungen der Pfoten und
mittels bakteriologischer Untersuchungen an der Synovialflissigkeit von tibiofemoralen Ge-
lenken identifiziert. In einem in vitro Infektionsmodell von synovialen Fibroblasten wurde er-
kundet, inwieweit die Synovia zu den Entzindungsreaktionen wahrend einer SA und demzu-
folge zur Pathogenese der lebensbedrohlichen Erkrankung beitragt. Um den Einfluss von
chronischen Gelenkerkrankungen auf die Inzidenz und die Schwere der SA zu erforschen,
wurden Tiermodelle der Arthrose sowie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt und mit der
GAS-Infektion kombiniert. Die klinischen Untersuchungen wurden durch histologische Analy-
sen, durch die Ermittlung von serologischen Entziindungsparametern sowie durch die Quan-
tifizierung von immunrelevanten Eicosanoiden im Gewebe komplementiert. Des Weiteren
wurden die Auswirkungen der chronischen Vorerkrankungen auf die GAS-induzierten Kno-
chenerosionen mittels mikro-Computertomographie analysiert. Schlielich erfolgte die Etab-
lierung eines Ko-Infektionsmodells in dem die Applikation von GAS mit einer intranasalen
Infektion von 1AV verbunden wurde. Ziel dieser Studie war es, bereits postulierte und darlber

hinaus mdgliche Risikofaktoren der SA zu erkunden und experimentell zu beschreiben.
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Iv. MATERIALIEN UND METHODEN

4.1 Kleintier-Krankheitsmodelle

4.1.1 Versuchstiere

Die Mause vom Stamm C57Bl/6J (B6) wurden urspringlich von Charles River bezogen
(Wilmington, MA, USA). Die Stamme STR/ort, DBA/1J und B10.Q wurden von Harlan Win-
kelmann erworben (Borchen, Deutschland). Fir die Experimente Uber die chronisch entziind-
liche Vorerkrankung der Gelenke wurden die Nachkommen erster Generation (F1) aus der
Verpaarung von weiblichen DBA/1 und mannlichen B10.Q verwendet. Die verschiedenen
Mausstamme wurden kontinuierlich in der zentralen Versuchstierhaltung am Rudolf-Zenker-
Institut fur Experimentelle Chirurgie (IEC) gezlchtet. Die Haltung der Mause erfolgte in ein-
zelbelufteten Kafigen unter spezifisch Pathogen-freien Bedingungen mit einem artifiziellen
und vollautomatisierten Tag-/Nacht-Zyklus von 12 Stunden. Das Umgebungsklima wurde auf
21 + 2 °C reguliert bei einer Luftfeuchtigkeit von 60 £ 10 %. Die Tiere erhielten Trinkwasser
und ssniff R/IM-H Futter ad libitum (sniff Spezialdiaten, Soest, Deutschland). Alle Tierver-
suchsvorhaben, welche den Daten dieser Arbeit zugrunde liegen, wurden gemaf §8 Absatz
1 TierSchG vom Tierschutzdienst des Landesamt flr Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit
und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern gepruft und bewilligt (Aktenzeichen 7221.3-1.1-
063/17 und 7221.3-1-017/19).

4.1.2 Gruppe A Streptokokkus-Infektion

Fir alle bakteriellen Infektionsexperimente wurde der Gruppe A Streptokokkus (GAS) Stamm
AP1 vom M1 Serotyp verwendet. Der Stamm wurde urspringlich vom World Health Orga-
nization Center for Reference and Research on Streptococci (Prag, Tschechische Republik)
bezogen und mit freundlicher Unterstitzung von Dr. Sonja Oehmcke-Hecht aus der Stamm-
sammlung vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene fur diese Arbeit
zur Verfugung gestellt. Auf Grund des Selektionsdrucks wahrend der Infektion in seinem ur-
springlichen, humanen Wirt enthalt das Genom von AP1 inaktivierende Mutationen im covS
Gen, was eine verringerte Repression von Streptokokken-Virulenzfaktoren bewirkt (Fiebig et
al., 2015). Als Resultat wird AP1 mit invasiven Infektionen assoziiert und ist bekanntermafien
hoch virulent in Mausen (Oehmcke et al., 2009, 2013).

Die Bakterien wurden mittels Vereinzelungsausstrich aus dem Bestand auf Columbia Agar
mit 5 % Schafsblut aufgetragen (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) und Gber Nacht
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bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Die Agar-Kultur wurde fir maximal drei
Wochen bei 4 °C gelagert und fur die Vorkultur verwendet, welche durch das Eintragen von
drei Bakterien-Kolonien mittels Impfose in 5 mL Todd-Hewitt-Bouillon angesetzt wurde (THB,
Becton Dickinson). Anschlielend wurde die Suspension etwa 16 h bis zum Erreichen der
stationdren Wachstumsphase im Brutschrank inkubiert. Durch eine 1:20 Verdinnung der
Suspension mit THB wurde die Hauptkultur angesetzt, welche fiir drei bis vier Stunden im
Brutschrank kultiviert wurde. Das Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase
wurde durch Bestimmung einer optischen Dichte bei 600 nm (ODggy) von 0,4 bis 0,6 besta-
tigt. Die Bakterien wurden zweimal mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, Life Technolo-
gies, Carlsbad, CA, USA) gewaschen. Die Suspension wurde dann durch Verdinnung mit
PBS auf eine ODggo von 0,5 + 0,05 eingestellt, was mit (1,0 £ 0,1) « 108 koloniebildenden Ein-
heiten (KBE) je mL korrespondierte. Die tatsachliche Quantifizierung lebender Bakterien er-
folgte am Folgetag nach Ausstrich sequentieller Verdiinnung der Stammsuspension auf Blut-

Agar und Inkubation Uber Nacht im Brutschrank.

Fir die Infektion wurden 100 pL verdinnter Bakteriensuspension — wie bereits beschrieben
(Sakurai et al., 2003) — intravends (i.v.) mit einer 30 G Kanlle in die laterale Schwanzvene
von 20 bis 22 Wochen alten, mannlichen Tieren appliziert, sodass die Dosis 0,5 10° KBE
fur B6, 1,5 « 10° KBE fiir STR/ort oder 2,0 « 10° KBE fiir F1 Mause betrug. Als Applikations-
kontrolle wurde separaten Gruppen von Tieren Uber dieselbe Route PBS verabreicht. Die
Ma&use wurden nach der i.v. Applikation fur bis zu 14 Tage mindestens dreimal taglich begut-
achtet. Mause mit augenscheinlich schweren Krankheitsverldufen wurden an strikt definier-
ten, humanen Endpunkten geopfert (siehe 4.1.6). Am Endpunkt jedes individuellen Infekti-
onsexperiments wurden die Tiere mit 75 mg Ketamin (Pharmanovo, Hannover, Deutschland)
und 5 mg Xyalzin (Bayer, Leverkusen, Deutschland) pro kg Kérpergewicht anasthesiert. An-
schliefend wurde Blut durch kardiale Punktion enthommen und die Tiere wurden durch zer-
vikale Dislokation getotet. Die Blutproben wurden — zusammen mit der Milz und der Halfte
der Leber — zur Bestimmung der bakteriellen Last nach Ausstrich auf Blut-Agar verwendet.
Zur Gewinnung von Plasmaproben wurde das restliche Blut mit EDTA (Serva Electrophore-
sis, Heidelberg, Deutschland) in einer finalen Konzentration von 1 % (w/v) versetzt und bei
1.500 g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Ubrige Halfte der Leber wurde in flissigen Stick-
stoff gegeben und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Zur Bestimmung der
bakteriellen Last in der Synovialflissigkeit wurde an den Tieren posthum eine mediale
Arthrotomie an beiden Kniegelenken durchgefihrt und die Gelenkflussigkeit mittels Impfose
auf Blut-Agar ausgestrichen. Hinter- und Vorderlaufe wurden anschlielRend ektomiert und zur

Fixierung fur nachfolgende histologische Analysen fur maximal zwei Wochen in 4 % Formal-
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dehyd (Formafix, Dusseldorf, Deutschland) asserviert oder in flissigen Stickstoff eingefroren

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewabhrt.

4.1.3 Priméare und sekundare Arthrose

Um die primare Arthrose (osteoarthritis, OA) von Menschen im Kleintierversuch zu modellie-
ren, wurde der Mausstamm STR/ort verwendet. In mannlichen Tieren treten in hoher Inzi-
denz ab einem Alter von etwa 18 Wochen chronisch voranschreitende, degenerative Erosio-
nen an Knie- und Sprunggelenken auf (Mahr et al., 2003; Staines et al., 2017; Walton, 1978),
die in Bezug auf ihre histopathologische Manifestation dem Krankheitsbild im Menschen ah-
neln (Evans et al., 1994; Staines et al., 2016). Da diese Form der Arthrose spontan auftritt,
mussten bis zum Auslosen der GAS-Infektion keine Behandlungen an STR/ort Mausen vor-
genommen werden. Um OA durch chirurgisch eingeleitete Destabilisierung des rechten
tibiofemoralen Gelenks zu induzieren, wurde eine Durchschneidung des vorderen Kreuz-
bands (anterior cruciate ligament transection, ACLT) — nach einem bereits in der Literatur
beschriebenen Protokoll (Kamekura et al., 2005) — durchgefiihrt. Sechs bis acht Wochen alte
mannliche B6 Tiere wurden — wie unter Absatz 4.1.2 beschrieben — mit Ketamin und Xylazin
anasthesiert und auf eine Warmeplatte mit einer konstanten Temperatur von 37 °C gelegt.
Der Eingriff wurde nach Uberpriifung der vollstandigen Narkosetiefe aseptisch unter einem

Stereomikroskop mit 4- bis 16-facher Vergrofierung vorgenommen.

Zunachst wurde der rechte Hinterlauf unter Aufrechterhaltung einer leichten Flexion des
Kniegelenks immobilisiert und das Fell von der Operationsstelle entfernt. Zur Entfernung der
Haut erfolgte ein 1 bis 2 mm grofer, longitudinaler Einschnitt vom proximalen Ende der Tibia
bis zum distalen Ende der Patella (Abbildung 3A). An der medialen Seite der nun sichtbaren
Patella erfolgte im Anschluss die Kapselinzision. Das Gelenk wurde durch Fixierung und
Aufspannen der Patella an einem 4-0 Kunststofffaden freigelegt (Resorba, Nurnberg,
Deutschland) und nach Exzision vom infrapatellaren Fettkérperchen wurde das vordere
Kreuzband sichtbar (Abbildung 3B & C). Mit einer No. 11 Skalpell-Klinge wurde dann das
Kreuzband durchtrennt, ohne dabei den umliegenden Knorpel oder den Knochen zu verseh-
ren. Unter Verwendung von resorbierbaren 6-0 Punktkopf-Nahten (Ethicon, Somerville, NJ,
USA) wurde das Gelenk und die Haut verschlossen. Als Kontrolle wurden an einer separaten
Gruppe von Tieren sham-Operationen durchgefiihrt, bei denen direkt nach der medialen
Arthrotomie das Kniegelenk wieder verschlossen wurde. Die Analgesie wurde den Tieren mit
Hilfe von 1,25 mg/mL Metamizol (Zentiva, Prag, Tschechien) perioperativ am Vortag des

Eingriffs bis drei Tage nach der Operation Uber das Trinkwasser zur Verfligung gestellt. Bis
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zum Auslésen der GAS-Infektion wurden die Tiere fir 14 Wochen bei Standardbedingungen
gehalten und regelmafig begutachtet. Laut Literatur treten innerhalb von acht Wochen nach
Abschluss des Eingriffs durch die erhdhte mechanische Belastung chronisch voranschrei-
tende und sowohl radiologisch als auch histologisch erkennbare Gelenkschaden am Knie auf
(Kamekura et al., 2005; Shen et al., 2011). Auf Grund der kausalen Verknlpfung vom indu-
zierten Trauma und dem Auftreten der degenerativen Gelenkerkrankung ist die chirurgisch
induzierte Gelenkdestabilisierung ein Modell fir die sekundare OA im Menschen (Fang &
Beier 2014).

4.1.4 Kollagen-induzierte Arthritis

Die Kollagen-induzierte Arthritis (collagen-induced arthritis, CIA) wurde in mannlichen DBA/1
x B10.Q (F1) Tieren durch Immunisierung mit bovinem Kollagen Typ Il (Chondrex,
Redmond, WA, USA) ausgelost. F1 Mause exprimieren den H2° Haplotyp vom Haupthisto-
kompatibilitadtskomplex (major histocompatibility complex, MHC) Klasse Il und entwickeln als

Resultat dieser genetischen Ausstattung nach der Immunisierung mit allogenem Kollagen

Abbildung 3: Mikro-operative Durchschneidung des Ligamentum cruciatum anterius. (A) Durch Entfernung der
Haut wird die Patella freigelegt. (B) Nach medialer Arthrotomie wird ein Kunststofffaden unter die Patella gefiihrt.
(C) Die Gelenkkapsel wird nach Aufspannen der Patella freigelegt. Nach Exzision vom infrapatellaren Fettgewebe
ist das vordere Kreuzband sichtbar (Pfeil) und kann durchtrennt werden.
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eine verstarke Autoimmunitat gegen autologes Kollagen, was mit chronischen Entziindungs-
reaktionen in den Gelenken einhergeht (Campbell et al., 2000; Ebbers et al., 2018; Wooley
et al., 1983). Fur die Immunisierung von sechs bis acht Wochen alten Mausen wurde zu-
nachst eine Emulsion bestehend aus Kollagen, das in 0,1 M Essigsaure gelést wurde und
Freund’s Adjuvanz mit inaktiviertem M. tuberculosis (Becton Dickinson) hergestellt. Die
Emulsion wurde subkutan (s.c.) 5 mm distal von der Schwanzbasis appliziert und enthielt je
Bolus 140 ug Kollagen und 280 ug M. tuberculosis. Drei Wochen nach der Primarimmunisie-
rung erfolgte 2 mm distal von der vormaligen Injektionsstelle die erneute s.c. Applikation von
140 ug Kollagen in Freund‘'s Adjuvanz ohne Bakterien. Auf Grund der Nebenwirkungen
durch die Verabreichung von Adjuvanz und der durch die CIA herbeigeflihrten Schmerzen
wurde den Tieren Tramadol (Ratiopharm, Ulm, Deutschland) in einer Konzentration von 1
mg/mL im Trinkwasser zur Verfigung gestellt. Die Tiere wurden nach Sekundarimmunisie-
rung bis zur Infektion mit GAS taglich fir 11 Wochen beobachtet. Die entscheidenden patho-
physiologischen Merkmale von CIA sind synoviale Hyperplasie und die Infiltration von mono-
nukledren Zellen in das artikulare Gewebe, welche auch bei der rheumatoiden Arthritis auf-
treten (Brondello et al., 2019; Y. Li et al., 2019). Aus diesem Grund gilt CIA als wichtiges

Kleintiermodell fir die menschliche Krankheitsentitat (Brand et al., 2007).

4.1.5 Ko-Infektion mit Gruppe A Streptokokkus und Influenza A Virus

Das Influenza A Virus (IAV) A/Bayern/74/2009 (H1N1pdm09) wurde fir diese Arbeit vom
Friedlich-Loffler-Institut fir Tiergesundheit (FLI, Insel Riems, Greifswald) zur Verfligung ge-
stellt. Die Kultivierung und Bestimmung des Virus-Titers erfolgte, wie bereits beschrieben,
durch die Mitarbeiter des FLI (Schultz et al., 2019). Im Detail wurde IAV in Kulturen von Mar-
din-Darby Hunde-Nierenkanalchen-Zellen (Mardin-Darby Canine Kidney Il cells, MDCK II)
vermehrt. Zur Bestimmung der ulturinfektiésen Dosis 50 (KIDsy) wurden serielle 1:10 Ver-
dinnungen der Virussuspension mit Infektionsmedium (minimal-essentielles Medium [MEM];
0,2% bovines Serumalbumin [BSA]; 1 IE/mL Penicillin; 1 pyg/mL Streptomycin; 2 pyg/mL N-
Tosyl-L-Phenylalanin-Chlormethylketon) hergestellt und den MDCK Il in 96-Well-Platten zu-
gesetzt. AnschlieRend wurden die Infektionskulturen fur drei Tage bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert und jedes einzelne Well auf zytopathische Effekte untersucht. Die Virus-Titer-
Bestimmung erfolgte nach der Spearman-Karber-Methode (Karber, 1931; Spearman, 1908).
Die Bestimmung der tatsachlichen Viruskonzentration erfolgte aus den Kulturiberstanden
vom MDCK Il Inokulum unter Bertcksichtigung der Poisson-Verteilung nach folgender For-
mel:
Viruskonzentration [PBE] = KIDsq « 0,69
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Tabelle 1: Zeitlicher Ablauf der Ko-Infektionsversuche.

Zeitpunkt der Behandlung
Gruppe n Tag -2 Tag 0 Tag 2
PBS 3 i.n. PBS i.v. PBS -
GAS 10 - i.v. GAS i.n. PBS
AV 8 i.n. 1AV i.v. PBS -
GAS+IAV 10 - i.v. GAS i.n. 1AV
IAV+GAS 10 i.n. 1AV i.v. GAS -

Fir die Infektionsversuche wurde Infektionsmedium mit einer Viruskonzentration von 6 « 10°
Plaque-bildenden Einheiten (PBE) verwendet. Durch eine 1:1,2 Verdunnung mit PBS wurde
die Viruskonzentration auf 5 « 10° PBE eingestellt und 20 L dieser Suspension den Ver-
suchs suchstieren mittels Pipette tropfchenweise intranasal (i.n.) appliziert, sodass die Infek-
tionsdosis 1 + 10° PBE je Tier betrug. Als Applikationskontrolle wurde PBS i.n. verabreicht.
Durch Verwendung von Volumina in dieser Grélkenordnung wurde gewahrleistet, dass die
gesamte Flussigkeit in die unteren Atemwege aufgenommen wurde. Die zeitliche Abfolge der
Ko-Infektion wurde entsprechend Tabelle 1 gestaltet. Die bakterielle Dosis fur die Infektion
von 20 bis 22 Wochen alten B6 Mausen mit GAS betrug in dieser Versuchsreihe 1 « 10°
KBE. Die Applikation von GAS, die zeitliche Begrenzung der Infektion und die Gewinnung
von murinem Probenmaterial erfolgte wie unter Abschnitt 4.1.2 beschrieben. Die praktischen
Arbeiten an diesem Tiermodell, sowie Teile der Datenanalyse wurden durch den von mir
betreuten Herrn Erik Weipert durchgefiihrt. Einige Ergebnisse aus diesen Versuchen wurden
in seiner Abschlussarbeit (Master of Science) mit dem Titel ,,/n vivo Untersuchungen im Kon-

text von septischer Arthritis“ dokumentiert.

4.1.6 Klinische Beurteilung der Krankheitsaktivitat

Die GAS-vermittelte Sepsis wurde taglich nach der Infektion, abgesehen von einigen Modifi-
kationen, entsprechend eines bereits beschriebenen Systems flir Mause beurteilt (Shrum et
al., 2014). Dieses System nutzt makroskopisch deutlich erkennbare Anzeichen fir eine klini-
sche Belastung der Mause aus, die stellvertretend flr die Krankheitsaktivitat quantifiziert
wurden (Tabelle 2). Der kumulative Wert aus vier verschiedenen Kategorien (Kdrpergewicht,
Erscheinungsbild, Spontanverhalten, Entzindungsanzeichen), mit jeweils maximal 25 Punk-

ten, bezifferte demnach die Schwere der Sepsis. Ein Sepsis Score = 5 wurde als Auftreten

14



MATERIALIEN UND METHODEN

Tabelle 2: Muriner Sepsis Score zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat nach GAS-Infektion.

Kategorie Score  Beschreibung
Relatives 0 keine Reduktion oder Zunahme
Korpergewicht 5 Reduktion um 2 5 %
10 Reduktion um = 10 %
25 Reduktion um = 20 %
AuReres 0 glattes und gléanzendes Fell, saubere Korperoffnungen
Erscheinungsbild 5 Piloerektion, Augentriibung, ungepflegte Kérperéffnungen
10 verklebte Korperéffnungen, hoher Muskeltonus, Augensekret
25 Krampfe, L&hmungen, Tier ist kalt/moribund
Spontanverhalten 0 Tier ist aktiv, zeigt normales Verhalten
eingeschrankte Aktivitat, Motorik und Reaktion auf Stimuli
10 Selbstisolation, Lethargie, Koordinationsstérungen
25 Schmerzlaute bei leichter Beriihrung, Apathie
Entzindung, Atem- 0 keine Auffalligkeiten
frequenz und - 5 Rétungen/Schwelungen an kleinen Korperarealen
qualtitat 10 grofflachige Schwellungen, erschwerte und langsame Atmung
25 offene Wunden, Schnappatmung, schwache Atmung

der Sepsis betrachtet und ein Sepsis Score = 25 wurde als humaner Endpunkt oder septi-
scher Schock definiert bei dem Mause Ubermaliger Belastung ausgesetzt waren und das
Uberleben der Tiere in den folgenden 24 Stunden nicht mehr garantiert werden konnte. Aus
diesem Grund wurden diese Tiere aus dem Experiment genommen und — wie unter 4.1.2
beschrieben — narkotisiert und erlést, was in die statistische Analyse der Uberlebenswahr-

scheinlichkeit eingebracht wurde.

Im Anschluss an die Sekundarimmunisierung (siehe 4.1.4) erfolgte an jedem zweiten Tag die
klinische Beurteilung der CIA-Aktivitdt mit Hilfe eines bereits etablierten Arthritis-Scoring-
Systems (Ebbers et al., 2018). Die Schwere der CIA wurde nach folgendem Schema quanti-
fiziert: es wurde jeweils 1 Punkt bei Rétung bzw. Schwellung an jedem betroffenen Finger
oder jeder betroffene Zehe, 5 Punkte fir jede von Rétungen oder Schwellungen betroffene
Mittelpfote und 5 Punkte fur jeden geschwollenen bzw. gerdteten Bereich um Carpus oder
Tarsus vergeben (Abbildung 4). Fur die klinische Beurteilung der Schwere der septischen
Arthritis (SA) nach Infektion mit GAS wurde nach dem gleichen Schema verfahren. Hierbei
wurden zusatzlich 5 Punkte fur jedes tibiofemorale Gelenk, aus dem 3-hamolysierende Bak-
terien isoliert wurden, vergeben. Das Scoring der SA erfolgte nach dem Auslésen der GAS-
Infektion einmal taglich. Ein Scoring-Wert =2 1 wurde als Auftreten der Erkrankung gewertet

und wurde demnach bei der statistischen Analyse der Inzidenz von SA berucksichtigt.
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4.2 Mikro-computertomographische Knochenmorphometrie

Ektomierte, in Formaldehyd fixierte und anschlie®end fir 30 min in Leitungswasser gewa-
schene Maus-Pfoten und Femora wurden Uber Nacht in 154 mM NaCl inkubiert. Diese L6-
sung diente als Medium fir die anschlieRende Messung am SkyScan 1076 mikro-Computer-
tomographen (Bruker, Antwerpen, Belgien). Die Bildaufnahme erfolgte bei einer Voxelgréfe
von 9 um mit Hilfe einer Strahlungsquelle, die bei 49 kVp und 200 pA betrieben wurde. Die
Rotationsintervalle wurden wahrend der Akquirierung auf 0,6 ° eigengestellt. Durchschnitts-
berechnungen flr drei separate Prifkorper-Projektionen erfolgten bei einem Integrationsin-
tervall von 1700 ms. Die Kalibration der Knochenmineraldichte (bone mineral density, BMD)
erfolgte durch die Bestimmung der Absorptionskoeffizienten analog gemessener Knochen-
phantome mit bekannter BMD von 0,25 und 0,75 g/cm?. Die Verarbeitung der Einzelaufnah-
men zu dreidimensionalen Knochenmodellen wurde nach Literaturvorgaben in der Software-
Pipeline von Bruker durchgefiihrt (Hollinski et al., 2018). Die Réntgenbilder wurden in der
Software NRecon (Version 1.6.9.18) durch Anwendung eines Gauss’schen Filters und der in
Tabelle 3 gelisteten Parameter rekonstruiert. Die rdumliche Ausrichtung der Knochen erfolg-
te in der DataViewer Software (Version 1.5.1.2). Die Selektion der Regions of Interest und

Volumes of Interest wurde in der CTAn Software vorgenommen (Version 1.15.4.0).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung fiir das Scoring der Arthritis-Aktivitat. Die Beurteilung der Entziindungs-
erscheinungen erfolgten an Vorder-(links) und Hinterpfoten (rechts) bei CIA und SA. Fir Schwellungen bzw.
Rétungen der Finger oder Zehen wurde jeweils 1 Scoring-Punkt vergeben. Fir Rétungen oder Schwellungen der
palmaren bzw. plantaren Flachen und der karpal- bzw. tarsal-Bereiche wurden jeweils 5 Scoring-Punkte zuge-
ordnet.
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Tabelle 3: Auflistung der Parameter fir die Rekonstruktion der Rontgen-Projektionen mit NRecon.

Parameter Arbitrarer Wert
Kerndichteglattung 2

Maskierung defekter Pixel <20 %

Reduktion von Ringartefakten 6

Korrektur der Strahlenaufhartung 30 %

Kompensation von Ausrichtungsfehlern empirisch je nach Bildqualitat

Die Festlegung des oberen Referenzniveaus zur Bestimmung der Lange des Femurs erfolg-
te an der Fossa intertrochanterica am Oberschenkelkopf. Die Wachstumsfuge der distalen
Metaphyse wurde als unteres Referenzniveau definiert (Abbildung 5). Die Analyse der mor-
phometrischen Parameter wurde in einem Bereich vorgenommen, der 10 % der Lange des
Femurs entsprach. Die femorale Kortikalis wurde an der Diaphyse und der Epiphyse in der
Nahe des Kniegelenks beurteilt. Der trabekuldre Knochen wurde ebenfalls an der distalen
Epiphyse analysiert. Die Analyse der Parameter fur den kortikalen sowie trabekuldren Kno-
chen der Pfoten erfolgte im Bereich des Tarsus und umfasste im Referenzbereich den Os
cuboideum, die Ossa cuneiforma und den Os naviculare. Die Bestimmung der BMD wurde in
allen genannten Arealen an Femur und Pfote durchgefuhrt. Die vom Entwickler in die CTAn
Software integrierten Algorithmen wurden fur die Berechnung der Knochenmorphometrie-
Daten aus dichotomisierten Projektionen verwendet. Die Dichotomisierung fir das 2D-
Scheiben-Modell zur Ermittlung kortikaler Knochenparameter erfolgte mit einem globalem
Schwellenwert-Bereich von 64 bis 255 beziehungsweise von 75 bis 255 fir das 3D-Modell
zur Bestimmung der Parameter am trabekuldren Knochen. Die drei-dimensionalen Rekon-
struktionen der Rontgenprojektionen wurden abschliefend in der CTVol Software angefertigt
(Version 2.3.1.0).

4.3 Histologie und Immunhistochemie

Die Maus-Pfoten und Kniegelenke wurden durch Inkubation in EDTA-L6sung (Medite, Burg-
dorf, Deutschland) Gber mehrere Wochen vollstandig entkalkt. Die Proben wurden anschlie-
Rend mittels organischer Losungen mit aufsteigendem Kow-Wert dehydriert und in Paraffin
eingebettet. Die Anfertigung von seriellen Gewebeschnitten mit 3 bis 5 um Dicke erfolgte fir
die Pfoten in der Koronal- und flir die Kniegelenke in der Transversalebene mit Hilfe eines

Rotationsmikrotoms (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Fir die nachfolgenden histolo-
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gischen und immunhistochemischen Farbungen wurden die Schnitte in einer Limonen-
Lésung (Carl Roth) entparaffiniert und anschlielend in organischen bzw. wassrigen Ldsun-

gen mit absteigenden Kow-Werten rehydriert.

Fiar die Untersuchung von Immunzell-Infiltraten und Gewebeschaden wurde die Farbung
mittels Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland) und Eosin (Carl Roth) nach einem
Standardprotokoll durchgefuhrt (Cardiff et al., 2014). Zur Beurteilung von Veranderungen von
Knorpelgewebe wurde die Farbung von Proteoglykanen durch Safranin O (Carl Roth) zu-
sammen mit der Farbung durch Fast Green FCF angewendet (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Die Kolonisierung von murinem Gewebe durch GAS wurde mittels Im-
munhistochemie verifiziert. Die Gewebeschnitte wurden dafiir nach Rehydrierung zunachst
in TBS-T (50 mM TRIS-HCI [pH 7,6]; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween; von Carl Roth) aquilibriert.
Endogene Peroxidasen wurden anschlieliend durch 15 min Inkubation in 3 % H,O, inaktiviert
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Nach mehrmaligem Eintauchen in Leitungswas-

ser wurden die Gewebeschnitte flr 3 « 5 min in TBS-T gewaschen. Unspezifische Antikorper-
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Selektion der Referenz- und Analysen-Bereiche am Femur. Der Kno-
chen wurde anhand der proximalen und distalen Referenz normiert, sodass fiir die VOIs immer ein Bereich, wel-
cher 10 % der Gesamtlange des Femurs entsprach, betrachtet wurde. VOI: Volume of Interest
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Bindungsstellen wurden durch eine zweistindige Inkubation mit 5 % Kaninchen-
Normalserum bei Raumtemperatur blockiert (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Nach Waschen
in TBS-T erfolgte die Inkubation mit 0,5 ug/mL polyklonalem Ziege IgG anti-Streptococcus
pyogenes Gruppe A Kohlenhydrat (Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) Gber Nacht
bei 4 °C in einer Feuchtekammer. Als Isotyp-Kontrolle wurde Ziegen IgG (Abcam) in der glei-
chen Konzentration verwendet. Am folgenden Tag erfolgte die Inkubation mit Kaninchen IgG
anti-Ziege IgG Meerrettich-Peroxidase-Konjugat fir 1 h bei Raumtemperatur (Invitrogen). Die
enzymatische Farbreaktion wurde mittels DAB Substrat Kit initiiert (Cell Signaling Technolo-
gy, Danvers, MA, USA) und nach 1 bis 10 min durch Waschen in TBS-T beendet. Die Ge-
genfarbung erfolgte durch Inkubation der Gewebeproben in Hamatoxylin. Die histologischen
Schnitte wurden auf dem Axioplan 2 mikroskopiert und mittels der Axiocam fotografiert (Carl

Zeiss).

4.4 Lipidomics

Die Extraktion und Quantifizierung von Eicosanoiden erfolgte durch Herrn Daniel Schultz an
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Universitat Greifswald im Institut far
Biochemie in der Arbeitsgruppe Metabolomics von Prof. M. Lalk. Das daflir bereitgestellte

Probenmaterial wurde aus den unter Abschnitt 4.1 beschriebenen Tierversuchen generiert.

4.4 1 Eicosanoid-Extraktion

Gefrorene Pfoten und Leber-Proben wurden in flissigen Stickstoff eingetaucht und automati-
siert in einer CP02 cryoPREP pulverisiert (Covaris, Woburn, MA, USA). Das resultierende
Pulver wurde anschlieend fur die spatere Daten-Normalisierung gewogen. Es wurden un-
verzuglich 50 mg Material in eine Losung bestehend aus 500 pL eiskaltem Methanol mit
0,1 % Butylhyrodytoluol, sowie 500 pL eiskaltem Reinstwasser gegeben. Fur die Extraktion
aus dem Leber-Pulver enthielt das Gemisch zudem 30 nM AUDA. Als interner Standard,
bestehend aus deuterierten Referenzverbindungen, wurde jeder Probe 100 pL einer Mixtur
aus 12-HETE-ds, 13-HODE-d,, PGE,-d;, Resolvin D1-ds und AA-dq; beigefugt (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). Fir die Pfoten wurde ein zusatzlicher Lyse-Schritt mittels
Homogenisierung in Lyse-Matrix B fiir 45 s bei 6 m/s im Fastprep™ durchgefiihrt (MP Bio-
medicals, Irvine, CA, USA). Die Leber-Proben wurden in 300 pL einer 10 M Natriumhydroxid-
Lésung fir 30 min bei 60 °C hydrolysiert. Direkt im Anschluss wurde 300 pL einer 1 M Natri-
umacetat-Losung auf Eis zugegeben und der pH-Wert mit einer 10 M Essigsaure-Lésung auf

6 eingestellt. Danach erfolgte die Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) mit
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Hilfe der Bond Elut Certify Il Kartuschen (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Die SPE-
Kartuschen wurden mit 3 mL Methanol konditioniert und dann mit 3 mL einer 0,1 M Natriu-
macetat-Losung mit 5 % Methanol bei einem pH-Wert von 6 aquilibriert. Die Proben wurden
auf die Kartuschen aufgetragen und anschlieliend mit 3 mL einer 50 % Methanol-Lésung
gewaschen. Die Elution der Eicosanoide erfolgte durch Zugabe von 2 mL eines Hexan-

Ethylacetat-Gemischs (3 zu 2 Teilen) mit 0,1 M Essigsaure.

4.4.2 Tandem-Massenspektrometrie

Die Proben-Extrakte wurden unter kontinuierlichem Stickstoff-Strom mittels TurboVap® ge-
trocknet (Biotage, Uppsala, Schweden) und in 70 pL einer 80 % (Leber) beziehungsweise
einer 25 % Acetonitril-Lésung (Pfoten) rekonstituiert. Die Auftrennung der komplexen, biolo-
gischen Proben erfolgte mittels HPLC (1200 Serie, Agilent) auf einer NX-C18 Saule von 100
mm Lange und 2 mm Durchmesser und einer aquivalenten Vorsaule (Phenomenex, Tor-
rance, CA, USA). Das Saulenmaterial der stationdren Phase hatte eine Porengrofie von 3
pm. Die mobile Phase bestand aus Laufmittel A (0,05 % wassrige Essigsaure-Lésung) und
Laufmittel B (Acetonitril) bei einer Flussrate von 0,4 mL/min. Die Eluat-Zusammensetzung
war zu Beginn der Chromatographie 25 % B, wurde innerhalb von 10 min auf 30 % B und
nach 15 min auf 70 % B erhoht. Bis 20 min wurde B auf 100 % gesteigert, was flr 5 min auf-
rechterhalten wurde. Nach einer Laufzeit von insgesamt 31 min wurde das System wieder

auf die Ausgangsbedingungen eingestellt.

Die an die HPLC gekoppelte, dynamische multiple reaction monitoring Trandenmassenspek-
trometrie  (MS/MS-)Analyse wurde auf dem Agilent 6460 Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer mit Elektronenspray-lonisation im Negativmodus realisiert. Die lonen-
quelle wurde mit den in Tabelle 4 aufgelisteten Parameter betrieben. Fir die absolute Quan-
tifizierung wurden fir die MS/MS zertifizierte, externe Standards beziehungsweise die unter
4.4.1 genannten deuterierten, internen Standards genutzt (Quadratische Kalibrationskurve
mit 1/x-Gewichtung). Der Bestimmungsbereich war 0,5 bis 50 ng/mL fur HETEs und EETs;
0,25 bis 50 ng/mL fur Prostaglandine und 5 bis 1000 ng/mL fur Vorlaufer-Verbindungen.
Eicosanoide flr die keine fir Massenspektrometrie zertifizierten, externen Standards erhalt-
lich waren (HEPE, HODE, HDHA) wurden auf die Signalstarke der internen Standards nor-
miert und die Quantitaten in den Abbildungen als arbitrare Einheiten (AU) angegeben. Die
Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis Software und die Agilent Mass Hunter Quantitative
Analysis Software wurden fur die Auswertung der MS/MS-Daten verwendet (Version
B.07.00).
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Tabelle 4: Auflistung der lonenquellen-Parameter fiir die MRM-MS/MS-Analyse von Eicosanoiden.

Parameter Wert
Gas-Temperatur 310 °C
Gas-Flussrate 13 L/min
Zerstauber-Druck 276 kPa
Mantelgas-Temperatur 400 °C
Mantelgas-Flussrate 12 L/min
Kapillar-Spannung 3500 V
Zerstauberdiisen-Spannung 1600 V
Verstarker-Spannung 400 V

4.5 Serologie

Fir die Bestimmung von Maus IgG anti-GAS Titern wurde ein eigens entwickelter Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) verwendet. Zunachst wurden 108 KBE GAS in 1 mL
PBS flr 5 min in einer Bestrahlungskammer (Bio-Rad Laboratories) mit UV-Licht behandelt.
Die vollstandige Inaktivierung der Bakterien wurde durch Ausstrich auf Blut-Agar Uberpruft.
Nach Bestrahlung wurde die Suspension fiir 10 min bei 4000 g zentrifugiert. Das Pellet wur-
de dann in 50 mM Carbonat-Bicarbonat-Puffer bei pH 9,4 aufgenommen und 100 uL der
Suspension mit 10’ UV-inaktivierten Bakterien wurde fiir die Beschichtung auf 96-Well Plat-
ten (Invitrogen) Uber Nacht bei 4 °C eingesetzt. Unspezifische Protein-Bindungsstellen wur-
den nach dreimaligem Waschen mit 200 uL PBS-T (PBS; 0,05 % Tween 20) am Folgetag mit
200 yL 2 % BSA in PBS fur 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Die Plasma-Proben aus den
Tierversuchen wurden 1:800 in Probenpuffer (PBS, 1 % BSA) verdunnt und zu jeweils
100 uL fur 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde 100 pL po-
lyklonales Kaninchen F(ab‘), anti-Maus 1gG Meerrettich-Peroxidase-Konjugat (Bio-Rad) in
einer Konzentration von 0,5 ug/mL eingesetzt. Fir die enzymatische Farbreaktion wurde das
TMB Substrate Kit verwendet (BioLegend, San Diego, CA, USA). 100 pyL Substratldsung
wurde fir 10 min inkubiert mit anschlieRendem Abstoppen der enzymatischen Katalyse
durch Zugabe von 100 uL einer 0,5 M Schwefelsdure-Ldsung. Die Extinktionswerte wurden
durch Messung mit dem automatisierten Platten-Fotometer HT Il ermittelt (Anthos Mikrosys-

teme, Krefeld, Deutschland).
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Zur Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen in Plasma-Proben wurde das LEGENDplex
Mouse Inflammation Panel Kit verwendet (BioLegend), in dem Capture-Beads und Detekti-
onsantikérper zur Immobilisierung sowie Quantifizierung von Interleukin (IL-)1a, IL-13, IL-6,
IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, CCL2, IFNB, IFNy, TNFa und GM-CSF implementiert waren.
Das Protokoll wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgeflihrt. Die Datenakquirie-
rung erfolgte auf dem FACSVerse Durchflusszytometer (Becton Dickinson), welches mit der
FACSSuite Software (Version 1.0.6.5230) betrieben wurde. Die Auswertung der Daten wur-
de in der LEGENDplex Software ausgefuhrt (BioLegend, Version 8.0).

4.6 In vitro-Krankheitsmodelle

4.6.1 Primarkultur und Infektion synovialer Fibroblasten

Die synovialen Fibroblasten (fibroblast-like synoviocytes, FLS) wurden aus den Pfoten von
naiven B6 Mausen oder naiven beziehungsweise mit Rinder-Kollagen Typ Il immunisierten
F1 Mausen isoliert (siehe 4.1.4). Zunachst wurden die Mause narkotisiert und geopfert. Das
Fell wurde dann mit 70 % Ethanol getrankt. Die Hinter- und Vorderlaufe wurden entnommen
und in kaltes FLS-Kultur-Medium Uberfiihrt, bestehend aus Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium (DMEM), 10 % fetales Kalberserum, 5 IE/mL Penicillin, 5 pyg/mL Streptomycin, 2 mM L-
Glutamin, 4500 mg/L D-Glucose (Life Technologies), 10 mM HEPES und 1 mM Natri-
umpyruvat (Pan-Biotech, Aidenbach, Deutschland). Die nachfolgenden Arbeitsschritte wur-
den unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die Haut wurde vollstdndig von den Pfoten
entfernt und die Sehnen der Finger beziehungsweise Zehen wurden durchtrennt. Nach der
Entfernung jeglichen Weichgewebes wurden die Pfoten durch Uberdehnen der Handwurzel-
oder Sprunggelenke von den Réhrenknochen abgetrennt. Im Anschluss wurden die Pfoten
von jedem individuellen Tier jeweils in einer Verdaulésung aus Kollagenase Typ IV (Stemcell
Technologies, Vancouver, Kanada) in FLS-Kultur-Medium ohne Serum bei 37 °C und leichter
Agitation fur 1 h verdaut. Organ-Trimmer wurden Uber einen Filter mit 70 ym MaschengréfRe
entfernt (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) und die Zellen wurden in FLS-Kultur-
Medium aufgenommen, wodurch die enzymatische Reaktion beendet wurde. Nach Ermitt-
lung der Zellzahlen in einem Neubauer-Hamozytometer (Paul Marienfeld, Lauda-
Koénigshofen, Deutschland) wurden etwa 10° FLS in einer T75 Zellkulturflasche eingesat
(TPP, Trasadingen, Schweiz) und bis zur vollstdndigen Konfluenz kultiviert. Im Falle der aus
naiven oder immunisierten F1 Mausen isolierten FLS wurden 10° Zellen fiir die durchflusszy-

tometrische Einzellzell-Analyse verwendet (siehe Absatz 4.6.2).
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Fur die Expansion und das Passagieren der Kulturen wurden die Zellen mit 5 mL warmen
PBS gewaschen und durch Inkubation mit 1 mL einer Trypsin-EDTA-L6sung (Life Technolo-
gies) fur 3 min im Brutschrank abgel6st. Der tryptische Verdau wurde durch Zugabe von
FLS-Kultur-Medium abgestoppt. Die Anreicherung von FLS aus der heterogenen Kultur wur-
de durch Anwendung von CD45 S-pluriBead (pluriSelect, Leipzig, Deutschland) und der da-
mit einhergehenden Depletion von Leukozyten nach dem GréRenausschluss-Prinzip reali-
siert. Die Uberprifung der FLS-Reinheit ist unter Absatz 4.6.2 beschrieben. Die FLS wurden
abermals bis zur vollstandigen Konfluenz expandiert und nach tryptischen Verdau sowie
dreimaligem Waschen mit PBS zu 3 + 10° Zellen in FLS-Infektionsmedium — bestehend aus
oaMEM mit 10 % fetalem Kalberserum — auf 6-Well-Platten ausgesat. Am nachfolgenden Tag
wurden die FLS-Kulturen mit 3 » 10° KBE GAS fiir 4, 6, 8, 12 oder 24 h infiziert. Nicht-
infizierte FLS und FLS, die mit UV-inaktivierten Bakterien (siehe Absatz 4.5) stimuliert wur-
den, dienten als Kontrollen. Fir die nachfolgende Analysen mittels quantitativer Polymerase-
Kettenreaktion (QPCR) wurden die Zellen nach Entfernung des Infektionsmediums mit 700
ML RLT Puffer versetzt (Qiagen, Hilden, Deutschland) und durch Abschaben sowie kraftiges
Schutteln lysiert. Das Lysat und das Infektionsmedium wurden unverzuglich in flussigen
Stickstoff gegeben und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C asserviert. Fur die durch-
flusszytometrische Einzelzell-Analyse wurden die Zellen gewaschen und mittels tryptischen

Verdau von der Zellkulturplatte abgeldst.

4.6.2 Durchflusszytometrische Einzelzell-Analyse

Alle hier genannten Antikérper wurden von BioLegend bezogen. Zur Bestimmung der leuko-
zytaren Zusammensetzung der aus Pfoten von F1 Mausen isolierten, heterogenen Zellgemi-
sche wurde ein Antikdrper-Cocktail aus anti-B220:APC (Klon RA3-6B2), anti-CD3¢:PE/Cy-7
(145-2C11) und anti-CD45:FITC (30-F11) verwendet. Daflir wurden die Zellen zunachst bei
300 g und 4 °C fur 5 min zentrifugiert und anschliellend in autoMACS Running Buffer resus-
pendiert (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland). TruStain FcX (BioLegend) und
fetales Kalberserum wurden zum Blockieren von CD16, CD32 und weiterer, unspezifischer
Antikdrper-Bindungsstellen fur 10 min auf Eis angewendet. AnschlieRend wurde die Zell-
Suspension mit dem Antikérper-Cocktail fliir 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inku-
biert. Durch Zugabe von 1,4 mL Running Buffer wurden die Zellen gewaschen, zentrifugiert
und dann fir die durchflusszytometrische Einzelzell-Analyse in 200 yL Running Buffer re-

suspendiert.

23



MATERIALIEN UND METHODEN

Tabelle 5: Auflistung der Antikorper fir die durchflusszytometrische Einzelzell-Analyse von FLS.

Antikdrper:Fluorophor Klon Zellpopulation

CD45:FITC 30-F11 Hamatopoetische Zellen
CD11b:PE M1/70 Hamatopoetische Zellen
CD31:APC 390 Endothelzellen
CD54(ICAM-1):APC/Fire 750 YN1/1.7.4 FLS

CD90.2:BV605 30-H12 FLS
CD106(VCAM-1):PerCP/Cy5.5 429 FLS

Gr-1:PE/Cy5 RB-8C5 FLS/ Hamatopoetische Zellen

Fiur die Bestimmung der Effizienz der Leukozytendepletion und der Bestimmung der FLS-
Expressionsmuster wurde das in Tabelle 5 aufgelistete Antikdrper-Panel verwendet. Die
Markierung der Oberflachenproteine erfolgte wie oben beschrieben. Zur Diskriminierung von
toten Zellen wurde kurz vor der Messung DAPI in einer finalen Konzentration von 0,1 ug/mL
eingesetzt. Die Einzelzell-Analyse erfolgte am FACS Aria Illu Durchflusszytometer unter
Verwendung der FACSDiva Software Version 8.0.2 (Becton Dickinson). Die Datenauswer-
tung wurde mit der FlowJo Software Version 10.7.1 durchgefihrt (Flowdo, Ashland, OR,
USA). Alle CD31~ CD45™ Zellen wurden als FLS definiert wodurch die Reinheit der Kulturen
Uberprift werden konnte (Abbildung 6). Zur Ermittlung der Expressionsmuster von GAS-
infizierten FLS wurde die in Abbildung 7 dargestellte Strategie fir das hierarchische Gating

eingesetzt.
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Abbildung 6: Dichtediagramme der Expression der Oberflichenmarker CD45 und CD31 durch Zellen aus den
synovialen Isolaten vor (links) und nach (rechts) Depletion der Leukozyten.
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Fir die explorative Beurteilung der Zusammensetzung von FLS aus Sub-Populationen wurde
der in FlowJo integrierte Algorithmus fur maschinelles Lernen und Clusterfindung t-
distributed stochastic neighboor embedding (t1SNE) verwendet. Der exakte tSNE-Algorithmus
wurde nach Downsampling der Rohdaten aus den Einzelproben auf jeweils 5.000 Messer-
eignisse auf einen Datensatz verketteter Einzeldateien angewendet. Die nichtlineare Reduk-
tion der Multi-Dimensionalitat erfolgte in maximal 1.000 lterationen, wurde jedoch unter Ver-
wendung von opt-SNE bei Uberspitzung der Gradienten-Entscheidungen unter Berlicksichti-
gung der Kullback-Leibler-Divergenz friihzeitig abgebrochen (Belkina et al., 2019). Die Ein-
teilung in konkrete FLS-Subpopulationen erfolgte anhand des tSNE-Plots durch beaufsichtig-

tes Clustering.

4.6.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die RNA aus den FLS-Kulturexperimenten wurde unter Verwendung des RNeasy Plus Mini

Kit nach den Angaben des Herstellers isoliert (Qiagen). Die RNA-Qualitat und -Konzentration

250K =
] 105 -El
CD31-, CD45+
4 .
E 03 : 0688
g N
175 = ] ey
8 1 O
s, | FLS
0 i >
s I CD31-, CD4S-
1 99.276
0 50 00 501 200 2501 B A R T 5
K 100K 150K 200K 250K 0 ‘04 10
FSC ¢ : CD31:APC
o @2 o= @z
J488s 4453 325768 51117
0 3
10t < 0
. 3
3 o
W10’ %
& o
= 1
1 Aol
0 :
O |l:|2 3 E
P
E (@]
0 3 = 1 v
EL] a3 o' 4 : ' ‘ @3
o2 59276 . 3586 ERERES : 732
T T T T T T TN T - T
10! 10° 10° 10? 10° 0 10 10°
CD90.2:BV605 ICAM-1:APC-Cy7

Abbildung 7: Strategie fur das hierarchische Gating von synovialen Fibroblasten (FLS). Oben links: Dichtedia-
gramm flr forward scatter (FSC) und sideward scatter (SSC). Oben rechts: Selektion der FLS aus der vitalen
CD317 CD45™ Zellpopulation. Unten links: Expression von CD90.2 und Gr-1 durch FLS. Unten rechts: Expression
von IVAM-1 und VCAM-1 durch FLS.
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Tabelle 6: Temperatur-Sequenz fiir die RT-PCR.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25 °C 37 °C 85°C 4°C
Zeit 10 min 120 min 5 min anhaltend

wurden spektralphotometrisch mit dem NanoDrop ND100 gemessen (Thermo Fisher Scienti-
fic). Fir die Amplifikation und Synthese der cDNA mittels Reverse-Transkriptase-
Polymerase- Kettenreaktion (RT-PCR, Kit von Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
wurden 500 ng RNA eingesetzt. Die enzymatische Reaktion wurde mit den in Tabelle 6 gelis-
teten Parametern auf einem Gradienten-Thermoblock durchgefiihrt (Eppendort, Hamburg,
Germany). Fir die gPCR wurden TagMan Primer-Paare und mit 6-Carboxyfluorescein ge-

koppelte Sonden verwendet (Applied Biosystems).

Folgende Assays wurden flr die revers transkribierte mRNA verwendet: Ccl2 (Assay ID:
MmO00441242_m1), Cxcl2  (Mm00436450_m1), 16 (Mm00446190_m1), 1110
(Mm00439614_m1), Mmpia (Mm00473485 m1), Mmp13  (MmO00439491_m1), Opg
(Tnfrsf11b; MmO01205928_m1), Rankl (Tnfsf11, MmO00441906_m1), Tgfb1
(Mm01178820_m1) und Tnf (MmM00443258_m1) mit Gapdh (Mm05724508 g1) als Refe-
renz-Haushaltsgen. Alle Reaktionen wurden mit Hilfe des TagMan Gene Expression Master
Mix nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt und am Applied Biosystems 7900 Fast
Real-Time PCR System analysiert. Zunachst wurde die Temperatur vollautomatisiert auf
95 °C erhdht und fir 15 min gehalten wodurch die Aktivierung der Tag-Polymerase garantiert
wurde. Im Anschluss erfolgten 45 Amplifikationszyklen mit Aufschmelzen der cDNA durch
15 s Inkubation bei 95 °C und dem Primer-Annealing sowie Elongation der PCR-Produkte
durch 1 min Inkubation bei 60 °C. Die Detektion des Fluoreszenz-Signals erfolgte am Ende
jedes Zyklus. Die Ermittlung der relativen Genexpression erfolgte Uber die Normierung der

Ct-Werte gegen die PBS-Kontrolle und das Referenzgen nach der 2 « (AACt)" Methode.

4.6.4 Quantifizierung sekretierter Zytokine

Die Quantifizierung sekretierter Zytokine aus unverdinntem Infektionsmedium erfolgte an
den Uberstanden der unter Absatz 4.6.1 beschriebenen FLS-Kulturen. Das Chemokin
CXCL2 wurde mittels ELISA nach Herstellerangaben quantifiziert (R&D Systems, Minneapo-
lis, MN, USA). CCL2, IL-6 und TNFa wurden mittels LegenPlex Assay (BioLegend) in Analo-

gie zu den Beschreibungen unter Absatz 4.5 analysiert.
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4.7  Statistik

Die Visualisierung der Daten und die statistische Auswertung erfolgten mit R (Version 3.5.1)
in der R Studio Software (Version 1.2.5033). Die Analyse der Uberlebens- und Inzidenz-
Wahrscheinlichkeiten unterschiedlicher Gruppen erfolgte unter Anwendung des Logrank-
Tests. Der Zusammenhang bivariabler, intervallskalierender Merkmale wurde unter Zuhilfen-
ahme der Pearson Produkt-Moment-Korrelation (R) bewertet. Bei R = 0,6 wurde die Korrela-
tion entsprechend den Empfehlungen aus der Literatur als stark interpretiert (Taylor, 1990).
Die statistische Analyse univariater Stichproben mit mindestens zwei korrespondierenden,
qualitativen Variablen (i.e. Gruppen) erfolgte, mit wenigen Ausnahmen, unter der Annahme
nicht-normalverteilter Datenmengen. Die Mediane wurden in Boxplots dargestellt mit Visuali-
sierung der Interquartilsabstande (IQR) und Whiskers, welche die Bereiche um das 1,5-fache
der IQR anzeigten. Der Vergleich multipler Gruppen erfolgte unter Anwendung des Kruskall-
Wallis Tests kombiniert mit dem post hoc Mann-Whitney U Test fur Einzelvergleiche und
einer p-Wert-Korrektur mit der Bonferroni-Holm-Methode. Fur den Vergleich von Medianen
mit einem nicht-variablen Standardwert wurde der Einstichproben-Wilcoxon-Rangsummen-
Test verwendet. Fur Stichproben geringen Umfangs (n = 3) wurde auf Grund fehlender, kriti-
scher U-Werte der t-Test eingesetzt. Der exakte Fisher-Test wurde zur Uberprifung der Un-
abhangigkeit von m x n Kontingenztafeln verwendet. Die Signifikanzniveaus fur die Ableh-
nung der Nullhypothese wurden in dieser Arbeit fir *p < 0,05; **p < 0,01 und ***p < 0,001
deklariert.
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V. ERGEBNISSE

51 Die Septische Arthritis war mit der Infektion von Gelenken und mit der Infiltrati-

on von periartikularem Gewebe mit neutrophilen Granulozyten assoziiert

Um zu untersuchen, inwieweit Gruppe A Streptokokken (GAS) in der Lage sind, Sepsis zu
induzieren, wurden 20 bis 22 Wochen alte mannliche C57BL/6J Mause (B6) intravends mit
dem Stamm AP1 vom M1 Serotypen infiziert und flir maximal 14 Tage beobachtet
(Abbildung 8A). Das Auftreten und die Schwere der Sepsis wurde in den Tieren durch An-
wendung eines Scoring-Systems fur die Beurteilung von makroskopisch erkennbaren Anzei-
chen klinischer Belastung bewertet (siehe 4.1.6 und Tabelle 2, Materialien und Methoden).
Diesem System entsprechend wurde ein Score von 2 5 als Sepsis-Inzidenz erachtet. Die
Mortalitat wurde anhand von strikt definierten, humanen Endpunkten gedeutet, an denen die
weitere Beobachtung der Tiere, auf Grund einer zu hohen Belastung und der damit einher-
gehenden Gefahr eines tdédlichen Schocks, nicht mehr vertretbar war. In diesem Zusammen-

hang wurden Mause mit einem Sepsis Score von = 25 friihzeitig erldst.

Bei Applikation einer Dosis von 5 « 10° Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) GAS, wurde in-
nerhalb des Beobachtungszeitraums bei tGber 80 % (16/19) der Tiere eine Sepsis identifiziert
(Abbildung 8B, links). Das Krankheitsbild war bei den Tieren durch ein ungepflegtes Er-
scheinungsbild und atypisches Spontanverhalten in Form von Hypomotilitdt oder Apathie in
unterschiedlich starker Auspragung gekennzeichnet. Interessanterweise wurden als Folge
lokaler Entziindungsreaktionen bei etwa 40 % (7/19) der Tiere Rétungen und Schwellungen
an den Pfoten identifiziert, die als Anzeichen einer septischen Arthritis (SA) gewertet wurden
(Abbildung 8B, links & Abbildung 8C). Das Auftreten von Schwellungen ging, im Vergleich
zu Mausen ohne erkennbare Anzeichen einer SA, mit einer signifikanten Reduktion der

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50 % auf unter 20 % einher (Abbildung 8B, rechts).

Bei Applikation einer leicht reduzierten, bakteriellen Dosis von 4 « 10° KBE kam es erstaunli-
cherweise zu einer Reduktion der SA-Inzidenz auf unter 20 % wobei 90 % der Tiere bis zum
Ende der Beobachtungszeit liberlebten (Abbildung A1A). Durch eine weitere Reduktion der
Infektionsdosis auf 1 « 10° KBE GAS waren keine klinische Anzeichen einer Belastung mehr
feststellbar. Bei diesen Tieren wurde keine SA induziert und jedes Einzelne Uberlebte bis
zum Ende der Beobachtungszeit (Abbildung A1A & B). In Abbildung A1C ist gezeigt, dass
Mause, die mit der héchsten Dosis infiziert wurden und bis zum Ende der Beobachtungszeit

Uberlebten, eine Immunantwort gegen das Pathogen in Form von GAS-spezifischen I1gG
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entwickelten. Im Falle der Tiere mit schwerwiegenden Krankheitsverlaufen war die Mortalitat
wohl durch eine ungenligende Beseitigung von GAS bedingt, was zu einer tédlichen Infekti-
on von Blut, Leber und Milz fiUhrte. Zwar war die Anzahl von vitalen Bakterien, die aus diesen
Wirtskompartimenten isoliert wurden, bei Anwendung von 5 + 10° KBE GAS tendenziell am
hdchsten, jedoch erreichte der Anstieg beim Vergleich mit den niedrigeren Dosen auf Grund

der hohen Varianz in der Datenmenge nicht die statistische Signifikanz (Abbildung A1D).
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Abbildung 8: Eine Infektion mit Gruppe A Streptokokken (GAS) fiihrte bei Mausen zu einer aggressiv vo-
ranschreitenden, septischen Arthritis (SA). Die Erkrankung war mit der Kolonisierung von periartikuldrem
Weichgewebe mit Bakterien assoziiert und durch eine damit einhergehende Infiltration von Immunzellen gekenn-
zeichnet. (A) Experimentelles Schema fiir die Infektion von 20 bis 22 Wochen alten mannlichen C57BL/6J Mau-
sen mit 5 + 10° KBE GAS. (B) Links: Kaplan-Meier-Schatzer der Inzidenz-Funktion fur Sepsis und SA infizierter
Tiere (GAS, n = 19) und der nicht-infizierten Kontrollen (PBS, n = 4). Rechts: Uberlebenswahrscheinlichkeit von
Mausen mit Symptomen der SA (n = 7) und Mausen ohne Anzeichen einer SA (n = 12). Weilte und schwarze
Punkte stellen jeweils zensierte Daten dar. (C) Reprasentative Abbildungen einer geschwollenen Pfote (oben) im
Vergleich mit einer gesunden Pfote (unten). (D) Mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbte Gewebe-Schnitte in der
Frontalebene von Pfoten zeigen, dass die mit der Infektion assoziierte Schwellung die Folge von infiltrierenden
Wirtszellen in das subkutane (schwarzer Pfeil) und das periartikulare (weil3e Pfeilspitzen) Weichgewebe war.
Oben: Pfote, betroffen von SA. Unten: gesunde Pfote. B: bone (Knochen), C: cartilage (Knorpel). (E,F) Die Visua-
lisierung vom Gruppe A Streptokokken Antigen mittels Immunhistochemie indizierte die bakterielle Kolonisierung
von Weichgewebe in den Pfoten. (E) Die Areale um die Tarsalgelenke waren mit GAS infiziert. Oben: reprasenta-
tive Abbildung der anti-GAS-Farbung. Unten: reprasentative Abbildung der Isotypkontrolle. (F) Kolonisierende
Bakterien waren im Subkutan-Gewebe von Pfoten mit infiltrierenden, neutrophilen Granulozyten vergesellschaftet
(schwarze Pfeilspitzen). Die Immunzellen wurden anhand ihrer Zellkern-Morphologie mit Hilfe der Hamatoxylin-
Farbung differenziert. Die Abbildungen der histologischen Schnitte sind reprasentativ fur Mause mit makrosko-
pisch erkennbaren Schwellungen (n = 5).
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Zur Charakterisierung der histopathologischen Eigenheiten der SA wurden Dinnschnitte von
geschwollenen Pfoten mittels Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Wie in Abbildung 8D deutlich
zu erkennen ist, waren die makroskopisch auftretenden Entziindungszeichen das Resultat
der massiven Infiltration von subkutanem und periartikularem Weichgewebe durch Wirtszel-
len. Um zu Uberprifen, ob die lokale Inflammation mit einer bakteriellen Kolonisierung der
Gelenkregionen korrespondierte, wurde ein Protokoll zur immunhistochemischen in situ-
Detektion von Gruppe A Kohlenhydraten angewandt. Folglich konnte gezeigt werden, dass
GAS das Mikromilieu um die tarsalen Gelenke infizierte (Abbildung 8F). In Anbetracht des
kurzen Beobachtungszeitraums und dem rapiden Fortschreiten der GAS-induzierten Erkran-
kung wurde vermutet, dass die lokale Infektion zur Rekrutierung von Zellen des angeborenen
Immunsystems fihrte. In diesem Zusammenhang wurde bei der weiteren histologischen
Analyse festgestellt, dass es sich bei den infiltrierenden Wirtszellen um neutrophile Gra-
nulozyten handelte, welche im infizierten Gewebe mit GAS vergesellschaftet waren
(Abbildung 8F). Diese Subpopulation der Leukozyten wurde in der Hamatoxylin-Farbung

anhand ihrer segmentierten Zellkern-Morphologie identifiziert.

Als nachstes wurde mit Hilfe von mikro-computertomographischen (uCT) Morphometrie-
Analysen an Femora und Pfoten untersucht, ob GAS Veranderungen der trabekularen be-
ziehungsweise kortikalen Knochenstruktur induzierte. In Abbildung A2 ist eine Auswahl an
Parametern fiir die quantitative Beurteilung der Morphologie des Knochens dargestellt. Uber-
raschenderweise wurde die Knochenstruktur weder in der femoralen Epiphyse noch im

Tarsus durch die GAS-Infektion beeinflusst.

Zusammengenommen wurde hier ein neu etabliertes Modell fur die GAS-induzierte Sepsis
und SA dargelegt. Dieser Teil der Experimente zeigte, dass sich die SA durch eine ver-
gleichsweise erhdhte Mortalitdt im Zuge eines aggressiv voranschreitenden Krankheitsver-
laufs auszeichnete. Die massive Entziindung im Mikromilieu der Gelenke war das Ergebnis
einer lokalen Infektion sowie der damit einhergehenden Infiltration durch neutrophile Gra-
nulozyten. Die Entziindungsreaktionen waren jedoch nicht stark genug ausgepragt, um pa-

thologische Veranderungen der Knochenstruktur hervorzurufen.

5.2 GAS versursachte die erhohte Produktion von Eicosanoiden in den Pfoten

Um zu Uberprifen, ob Eicosanoide als wesentliche Vermittler der Immunaktivierung wahrend
einer Streptokokken-Infektion agieren, wurden Lipidextrakte aus Pfoten infizierter B6 mittels

Tandem-Massenspektrometrie untersucht. In der Tat fuhrte die GAS-Infektion zu einer er-
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hohten Aktivitat von Cycloxygenasen im Gewebe und folglich zu einer ausgepragten Uber-
produktion der pro-inflammatorischen Prostaglandine (PG)E, und D, (Abbildung 9). Darliber
hinaus induzierte GAS in ahnlicher Manier eine signifikant erhdhte, durch Lipoxygenasen
katalysierte Umsetzung von Arachidonsaure zu 15-Hydroxyeicosatetraensaure (15-HETE).
Zudem wurde festgestellt, dass 5-HETE im Vergleich zur PBS-Kontrolle in tendenziell erhdh-
ten Mengen vorlag, wobei dieser Unterschied jedoch statistisch nicht signifikant war. Ab-
schlielRend wurden signifikant beziehungsweise tendenziell erhéhte Quantitaten von 13-
Hydroxydocosahexaensaure (HDHA) oder 14-HDHA als Folge der GAS-Infektion ermittelt
(Abbildung 9). Diese stabilen Stoffwechselprodukte wurden stellvertretend fur die GAS-
induzierte Uberproduktion der instabilen DHA quantifiziert. Interessanterweise korrespondier-
ten die Ausreilder der hier gezeigten Eicosanoid-Werte mit Proben, die aus Tieren mit Symp-
tomen der septischen Arthritis generiert wurden. Zusammenfassend zeigen die Daten aus
den Lipidomics-Analysen, dass eine GAS-Infektion zur Uberproduktion von Eicosanoiden in

den Pfoten, insbesondere bei Tieren mit SA, fuhrte.

p=0,027
- L il =0,027
1 1.0- p 104 p < 0,001
o
5 2 2 °
g 0 2 = 0,5 1 o o = 151 o
— ° [ < ,
w [ T
in] w (]
© T T
_ E zm -2‘0 - +
* oy S
-2 ole
. -2,5 1
=0,01 oo
1 N pi 1‘0,
o}
_ . 5 5 19
2 0 . L 051 ° <
= m <
=) . = a
[0} < 2
& 5 0,01 t 1,51
5 -1 . oo = -1 .
h=: | . =3 5
- ;
. -0,51
21 .| 201 e
PBS GAS PBS GAS PBS GAS

Abbildung 9: GAS induzierte die Uberproduktion von Eicosanoiden in den Pfoten von infizierten Mausen.
(A) Die Pfoten von C57BL/6J Mausen wurden homogenisiert und die Eicosanoide wurden mittels HPLC-MS/MS
unter Verwendung von dynamic multiple reaction monitoring analysiert. Die Proben von infizierten Tieren (GAS, n
= 13) zeigten signifikant erhdhte Mengen von Prostaglandin (PG)E2, PGD,, 15-Hydroxyeicosatetraensaure (15-
HETE) und 13-Hydroxydocosahexaensaure (13-HDHA) im Vergleich mit Proben aus nicht-infizierten Kontroll-
Tieren (PBS, n = 8). Die weilRen Punkte reprasentieren Pfoten, die Symptome einer septischen Arthritis aufwie-
sen. Ig: dekadischer Logarithmus, AU: arbitrare Einheiten.
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5.3 Synoviale Fibroblasten induzierten nach GAS-Infektion die Uberexpression von

Mediatoren fiir die Rekrutierung und die Retention von Immunzellen

In Anbetracht des Vermdgens von GAS periartikulares Gewebe zu infizieren, wurde als
Nachstes untersucht, inwieweit die Synovialmembran zur Induktion von SA und der damit
einhergehenden Entziindungsreaktionen beitragt. Daflr wurden zunachst synoviale Fib-
roblasten (fibroblast-like synoviocytes, FLS) — welche die dominante Zellpopulation in der
Synovia darstellt — aus B6 Mausen isoliert. Die in vitro GAS-Infektion erfolgte in einer Multip-
lizitdt der Infektion (MOI) von 10 fur 4, 8 oder 12 h (Abbildung 10A). Die Genexpression-
Analyse von FLS, die flr 4 h infiziert wurden, ergab eine 30- beziehungsweise 1.000-fache
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Abbildung 10: Synoviale Fibroblasten (FLS) induzierten nach GAS-Infektion die Uberexpression von
Chemokinen, pro-inflammatorischen Zytokinen und Integrin-Liganden. (A) Experimentelles Design des in
vitro Krankheitsmodells. Die FLS wurden aus den Maus-Pfoten durch den Verdau mit Kollagenase Typ IV isoliert
und nach Expansion mittels Depletion von Leukozyten angereichert. GAS wurde mit einer Multiplizitat der Infekti-
on (MOI) von 10 in die FLS-Kultur eingebracht. DFZ: durchflusszytometrische Einzelzell-Analyse. (B) Die relative
mRNA Expression wurde mittels gqPCR vier Stunden nach Beginn der GAS-Infektion ermittelt. Die Ct-Werte wur-
den tiber die 2 » -(AACt)™" Methode auf nicht-infizierte FLS (PBS) und das Referenzgen Gapdh normiert. Die Bal-
kendiagramme zeigen das arithmetische Mittel und die positive Standardabweichung. Im Graphen sind die Gen-
expressionsniveaus von infizierten Zellen (GAS, n = 4) und von FLS, die mit einer &quivalenten Anzahl UV-
inaktivierter Bakterien stimuliert wurden (UV-GAS, n = 3), dargestellt.(C) Reprasentative Kontur-Graphen der
durchflusszytometrischen Daten aus Kulturen nach 12 stiindiger GAS-Infektion zeigen die Subpopulationen von
CD31~ CD45 FLS. Die Infektion trieb die Anreicherung von ICAM-1" VCAM-1" FLS an. (D) Der relative Anteil von
FLS, die Integrin-Liganden exprimierten, nahm in Folge der GAS-Infektion signifikant zu.
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(Abbildung 10B). Darlber hinaus war die Expression der Gene von den inflammatorischen
Zytokinen /I6 und Tnf — im Vergleich zu nicht-infizierten Kulturen — um das 40- beziehungs-
weise 200-fache erhoht. Die durch UV-inaktivierte Bakterien induzierte Uberexpression von
Ccl2, Cxcl2 und Tnf war vergleichsweise geringer. Des Weiteren erwies sich der Einfluss von
UV-inaktivierten GAS auf die Expression von /6 im Gegensatz zu vitalen Bakterien als ver-
nachlassigbar gering. Die Infektion mit GAS bewirkte zudem einen 3-fachen Anstieg von
Rankl, wobei das Expressionsniveau von Opg, dessen Proteinprodukt der Wirkung von
RANKL entgegenwirkt, nicht verandert wurde. Im Ubrigen induzierte GAS die Uberexpressi-

on des Gens Mmp13, welches flr eine Matrix-Metalloprotease codiert.

Im Anschluss wurde mittels durchflusszytometrischer Einzelzell-Analyse das Vermodgen von
FLS untersucht, auf eine GAS-Infektion mit der Regulierung der Expression von Integrin-
Liganden zu reagieren. In diesem Zusammenhang wurde bei einer 12 h Infektion eine nahe-
zu vollstandige Verschiebung der CD31~ CD45~ FLS-Population zu ICAM-1" VCAM-1* Zellen
beobachtet, so dass Uber 90 % aller analysierter FLS diese Membran-gebundenen Adhasi-
onsproteine im hohen Malle exprimierten (Abbildung 10C & D). Ferner bewirkte eine lan-
gerfristige Infektion von FLS, im Vergleich zur PBS-Kontrolle, eine zeitabhangige Uberpro-
duktion von CCL2, CXCL2, TNF und IL-6, wodurch die Ergebnisse der mRNA-Expression-
Analyse auf Proteinebene bestatigt werden konnten (Abbildung 11). Auf Grund des gerin-
gen Stichprobenumfangs und der hohen Daten-Varianz erreichte die erhdhte Sekretion von
CXCL2 nach 8 h beziehungsweise von |I-6 nach 24 h jedoch nicht die statistische Signifi-

kanz.

Zusammenfassend weisen die Daten der hier dargelegten in vivo Experimente darauf hin,
dass FLS bei der Initiierung und Aufrechterhaltung der GAS-induzierten Entzindung invol-
viert waren. Unter Beriicksichtigung der durch die qPCR-Analyse aufgedeckte Uberexpressi-
on von Rankl bei gleichzeitig unveranderter Expression von Opg legen die Ergebnisse nahe,
dass FLS wahrend einer GAS-Infektion Einfluss auf die Homdéostase des Knochenstoffwech-

sels nehmen konnen.

54 Eine sekundare Arthrose hatte keinen Einfluss auf die Inzidenz der septischen
Arthritis

Um zu untersuchen, ob eine degenerative Vorschadigung von Gelenken in Form einer Arth-
rose (osteoarthritis, OA) die Inzidenz der SA begunstigt beziehungsweise deren Verlauf ver-

schlimmert, wurde bei 6 bis 8 Wochen alten B6 Mausen eine operative Durchtrennung des
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vorderen Kreuzbands (anterior cruciate ligament transection, ACLT) durchgefihrt
(Abbildung 12A). Da erwartet wurde, dass sich die degenerative Krankheit auf Grund einer
verminderten mechanischen Stabilitdt des Knies und in Folge von motorischer Aktivitat all-
mahlich entwickelt, wurden die Tiere nach dem Eingriff zunachst fir 14 Wochen beobachtet.
Um zu bestatigen, dass die chirurgisch induzierte OA zum Zeitpunkt der Infektion tatsachlich
etabliert war und folglich zu quantifizierbaren Veranderungen der Knochenmorphologie fihr-
te, wurde an der Epiphyse der Femora eine pyCT-Analyse durchgefuhrt. In Abbildung 12B ist
anhand einer Auswahl reprasentativer Knochenparameter dargestellt, dass die ACLT — im
Vergleich zu unversehrten Gelenken — eine Reduktion des relativen Knochenvolumens
(BVITV) sowie der Anzahl an Trabekeln (Tb.N) in der Spongiosa induzierte. Des Weiteren
wurde eine Verringerung der Dicke des kortikalen Knochens (Ct.Th) festgestellt. Zwar wurde
aullerdem ein tendenzieller Rickgang der relativen Kortikalflache (Ct.Ar/Tt.Ar) beobachtet,

jedoch erreichte dieser Unterschied nicht die statistische Signifikanz (Abbildung 12B).
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Abbildung 11: Die GAS-Infektion 1dste in FLS die zeitabhingige Uberproduktion sowie Sekretion von
Chemokinen und Zytokinen aus. Die Ergebnisse aus der Analyse von Medium-Uberstéanden GAS-infizierter
FLS (MOI = 10) sind in den Balkendiagrammen als arithmetische Mittel mit positiven Standardabweichungen
visualisiert. Die quantitativen Messungen erfolgten mittels ELISA oder Bead-basierter, durchflusszytometrischer
Multiplex-Bestimmung 8, 12 oder 24 h nach der Infektion. Graue Balken zeigen die Daten aus den uninfizierten
Kontroll-Kulturen (PBS, n = 3) und rote Balken zeigen die Werte aus infizierten Kulturen (GAS, n = 3).
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Nach der GAS-Infektion wurden die Mause fur maximal 14 Tage beobachtet (Abbildung
12A). In diesem Zeitraum wurde die Inzidenz der SA anhand von Schwellungen an den Pfo-
ten beziehungsweise mit Hilfe synovialen Bakterien analysiert. In diesem Zusammenhang
wurde festgestellt, dass nur eines von zehn Tieren mit einer vorhergehenden OA im Verlauf
des Beobachtungszeitraums an SA erkrankte (Abbildung 12C, oben). Die mortalitatsberei-
nigte Inzidenz von SA bei Tieren ohne Vorerkrankung war dagegen mit etwa 40 % (3/10)
tendenziell hdéher, jedoch war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant. Auch beim Ver-
gleich der Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurde zwischen diesen beiden Gruppen kein

signifikanter Unterschied festgestellt, wobei die Mortalitdt in der Gruppe von Tieren ohne
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Abbildung 12: Eine chirurgisch induzierte Arthrose (OA) hatte keinen Einfluss auf die GAS-induzierte
Sepsis und septische Arthritis. (A) Experimentelles Schema. Bei 6 bis 8 Wochen alten mannlichen C57BL/6J
wurde eine chirurgische Durchtrennung des vorderen Kreuzbands vom rechten Knie durchgefiihrt (ACLT). Die
Tiere wurden anschlieRend 14 Wochen sitzen gelassen. Demnach waren die Tiere zum Zeitpunkt der Infektion
mit 5 « 10° KBE GAS 20 bis 22 Wochen alt. (B) Die Etablierung der Arthrose wurde posthum durch Veranderun-
gen der Knochenmorphologie verifiziert. Die Box-Plots zeigen, dass Knie-Gelenke mit durchtrenntem Kreuzband
(ACLT, n = 5) im Vergleich zu unversehrten Knien (Naiv, n = 11) ein verringertes Knochenvolumen (BV/TV) und
eine verringertes Anzahl an Trabekeln (Tb.N) in der Spongiosa des Femurs aufwiesen. Des Weiteren nahm in
der Epiphyse in Folge der OA die Dicke des kortikalen Knochens ab (Ct.Th). Ct.Ar/Tt.Ar: relative Kortikalflache.
(C) Die degenerative Vorerkrankung bedingte nach Infektion keine Verschlimmerung des Krankheitsverlaufs.
Kaplan-Meier-Schatzer der Inzidenz- (oben) und Uberlebenswahrscheinlichkeiten von PBS-Kontrollen (n = 4), von
Tieren mit OA (n = 5) und GAS-infizierten Mausen ohne OA (GAS, n = 10) beziehungsweise mit OA (OA+GAS, n
= 10). (D) Die Krankheitsaktivitdt der Sepsis korrelierte positiv mit Plasma-Konzentrationen von Interleukin (IL-)6,
Interferon (IFN)y und Tumornekrosefaktor (TNF)a. R: Pearson-Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient. Die grau-
en Flachen illustrieren das 95 % Konfidenzintervall der Regression.
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Vorerkrankung (50 %) gegenuber Tieren mit OA (30 %) tendenziell héher war (Abbildung
12C, unten). Die quantitative Analyse von Interleukin (IL-)6, Interferon (IFN)y und Tumornek-
rosefaktor (TNF)a im Blut-Plasma ergab, in Ubereinstimmung mit den klinischen Parametern,
keine Unterschiede zwischen infizierten Tieren mit beziehungsweise ohne OA (Abbildung
12D). Interessanterweise korrelierten die Konzentrationen dieser inflammatorischen Zytokine
stark mit dem Sepsis Score, was als Validierung des angewandten Scoring-Systems und

somit als zusatzlicher Nachweis der Sepsis gewertet wurde.
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Abbildung 13: Die Arthrose und die GAS-Infektion induzierten die Erosion von Knorpel sowie den Abbau
von extrazelluldrer Matrix. Die Proteoglykane wurden mit Hilfe von Safranin O angefarbt (rot). Fast Green (griin)
und Hamatoxylin (blau) dienten als Gegenfarbungen. Die Knorpelstruktur von Knien nicht-behandelter Tiere
(PBS) war intakt. Die induzierte Arthrose (ACLT) Arthrose bedingte den Verlust von Proteoglykanen (schwarze
Pfeilspitzen). Eine GAS-Infektion flihrte zusatzlich zur Erosion der Knorpelstruktur (weille Pfeilspitzen), welche
auch bei infizierten Tieren mit der degenerativen Vorerkrankung auftraten (ACLT+GAS).
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Fir die Beurteilung von Schaden am Knorpelgewebe von tibiofemoralen Gelenken in Folge
von OA oder der GAS-Infektion wurden Gewebe-Schnitte mittels Safranin O gefarbt. Kniege-
lenke aus gesunden Tieren zeichneten sich durch eine glatte Knorpeloberflache mit gleich-
malfiger Farbung der Proteoglykane aus (Abbildung 13, PBS). Veranderungen von intra-
artikularem Gewebe als Konsequenz der chirurgisch induzierten OA manifestierten sich
hauptsachlich durch den Verlust an Safranin O Farbung und folglich durch den Rickgang
von extrazellularer Matrix. In diesen Fallen blieb die Knorpeloberflache jedoch weitestgehend
intakt. In einem besonders gravierenden Fall von SA traten im infizierten Knie enorme Scha-
den in Form eines fast vollstandigen Verlusts von Proteoglykanen auf, was mit ausgepragten
Erosionen an der Knorpeloberflache einherging (Abbildung 13, GAS). Auf Grund der gerin-
gen Inzidenz von SA war dieser Fall jedoch nicht reprasentativ flir die gesamte Gruppe von
Tieren, die mit GAS infiziert wurden. Bei Kombination von OA mit der GAS-Infektion wurden
mikroskopische Schaden am Gewebe wiederum in Form von Knorpelerosionen und anhand
des Ruckgangs von Proteoglykanen festgestellt. Unter Beriicksichtigung der fast ausnahms-
los unauffalligen Klinik der Mause in dieser Gruppe (Abbildung 12C), wurden in Bezug auf
die Schadigung des Knorpels keine quantitativen Unterschiede zu nicht-infizierten bezie-

hungsweise zu infizierten Mausen ohne Vorerkrankung festgestellt.

Zusammenfassend zeigte dieser Teil der Versuche, dass eine milde OA keinen Einfluss auf
die Schwere einer GAS-induzierten Sepsis hatte und dementsprechend das Auftreten einer
SA in Mausen nicht beeinflusste. Des Weiteren wurde demonstriert, dass eine akute Infekti-
on der Gelenke wahrend eines besonders schweren Fall der SA zum Verlust der extrazellu-

laren Matrix flhrte und Erosionen der Knorpeloberflache induzierte.

5.5 GAS induzierte bei Tieren mit einer primaren Arthrose eine lebensbedrohliche

SA ohne die Knochenstruktur zu beeinflussen

Als Nachstes wurde untersucht, ob eine GAS-Infektion bei Mausen mit einer primaren Arth-
rose zu einer SA fuhrt und Erosionen am Knochengewebe induziert. Dafir wurden 20 bis 22
Wochen alte mannliche STR/ort mit 1,5 + 10° KBE GAS infiziert (Abbildung 14A). GAS indu-
zierte innerhalb des Beobachtungszeitraums von 14 Tagen bei Uber 65 % (8/12) der Tiere
eine SA (Abbildung 14B, links). Auch in diesem Modell wurde die SA anhand von Entzln-
dungsreaktionen an den Pfoten und mit Hilfe von bakteriologischen Untersuchungen der
tibiofemoralen Synovialflissigkeit identifiziert. Interessanterweise mussten alle Tiere mit
Symptomen der SA auf Grund einer zu hohen klinischen Belastung innerhalb von ein bis vier

Tagen nach der Infektion geopfert werden. Als Resultat war die Uberlebensrate in der Grup-
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pe mit GAS-infizierten Mausen unter 35 % (4/12, Abbildung 14B, rechts). Bei den Uberle-
benden Tieren wurde an Tag 14 eine kompetente Immunantwort in Form von GAS-
spezifischen Antikérper im Plasma nachgewiesen (Median E4s0nm = 0,234 [IQR 0,154 - 0,328]
bei GAS mit n = 4 gegenuber 0,023 [0,008 - 0,054] bei PBS mit n = 7; p = 0,0061 Mann-
Whitney U Test). Der Schweregrad der Sepsis korrelierte stark positiv mit den Plasma-
Konzentrationen von IL-6, IFNy sowie TNFa, wodurch auch in diesem Maus-Modell ein le-
bensbedrohlicher Krankheitsverlauf mit einer fiir den Organismus schadlichen Uberprodukti-
on von inflammatorischen Zytokinen in Verbindung gebracht werden konnte (Abbildung
14C). Abschlielend wurde mittels uyCT untersucht, ob GAS in diesem Maus-Stamm Veran-
derungen der morphometrischen Parameter in der distalen Epiphyse des Femurs induzierte.
Die Analyse ergab, dass trotz des nachweislich aggressiven Krankheitsverlaufs keine Ver-
anderungen in der Struktur der Kortikalis beziehungsweise der Spongiosa in der Nahe zum
Kniegelenk auftraten (Abbildung 14D).
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Abbildung 14: GAS fiihrte in Tieren mit genetisch bedingter Arthrose zu keinem Knochenverlust. (A) Ex-
perimentelles Schema fur die Infektion von 20 bis 22 Wochen alten mannlichen STR/ort mit 1,5 « 10° KBE GAS (n
= 12) und der korrespondierenden PBS-Kontrolle (n = 7). (B) Kaplan-Meier-Schatzer der SA-Inzidenz (links) und
Uberlebenswahrscheinlichkeit (rechts) zeigen, dass GAS in diesem Mausstamm SA induzierte und zu einer ho-
hen Mortalitatsrate fiihrte. (C) Die Krankheitsaktivitat der Sepsis korrelierte stark mit Entziindungsparametern im
Maus-Plasma. R: Pearson-Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient. Die grauen Flachen illustrieren das 95 %
Konfidenzintervall der Regression. (D) Die reprasentativen Box-Plots zeigen, dass die GAS-Infektion (n = 22) im
Vergleich zur PBS-Kontrolle (n = 14) zu keiner Veranderungen in der kortikalen (links) und trabekularen Kno-
chenmorphologie (rechts) des Femurs in der distalen Epiphyse flihrte. Ct.Ar/Tt.Ar: relative Kortikalflache, SMI:
structure model index.
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Zusammenfassend wurde in diesem Teil der Experimente dargelegt, dass eine GAS-
Infektion bei Tieren mit einer genetisch bedingten Arthrose zu einer hohen Inzidenz von SA
fuhrte, was mit einer hohen Mortalitat einherging. Jedoch wurde im Vergleich zu nicht-

infizierten Tieren keine zusatzliche Schadigung der Knochenstruktur festgestellt.

5.6 Eine chronisch entziindliche Vorerkrankung begiinstigte das Auftreten der sep-

tischen Arthritis und verschlimmerte deren Verlauf

Um zu untersuchen, ob eine chronisch entzindliche Vorerkrankung der Gelenke den Verlauf
einer GAS-induzierten septischen Arthritis beeinflusst, wurde das Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis (collagen-induced arthritis, CIA) eingesetzt. Zum Auslésen der CIA wur-
den sechs bis acht Wochen alte mannliche DBA/1 x B10.Q (F1) Mause durch subkutane
Applikation von Rinder-Kollagen Typ Il in Kombination mit komplettem Freund’'s Adjuvanz
immunisiert. Drei Wochen spater erfolgte die Sekundarimmunisierung mit bovinem Kollagen
und inkomplettem Freund’s Adjuvanz. In den folgenden 11 Wochen Beobachtungszeit bis
zum Auslésen der GAS-Infektion wurde das Auftreten und die Schwere der CIA anhand von
Schwellung sowie Rétungen an den Pfoten begutachtet. In Abbildung 15 ist gezeigt, dass

bei einigen Mausen bereits eine Woche nach der Sekundarimmunisierung Symptome der
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Abbildung 15: Die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) ist eine monophasische Erkrankung. Es wurden ins-
gesamt 16 mannliche DBA/1 x B10.Q in einem Altern von 6 bis 8 Wochen mit Rinder-Kollagen Typ Il immunisiert
und drei Wochen spater wurde die Sekundarimmunisierung durchgefihrt. In den darauffolgenden 77 Tagen vor
der Infektion wurde die Aktivitat der CIA anhand von Schwellungen an den Pfoten beurteilt. Im Streudiagramm
sind die individuellen (graue Punkte) und die arithmetisch gemittelten CIA Scores (weif3e Punkte) dargestellt. Der
lokal gewichtete Regression-Streudiagramm-Glatter (schwarze Linie) mit 95 % Konfidenzintervall (graue Flache)
illustriert den Riickgang der Krankheitsaktivitat der CIA.

39



ERGEBNISSE

CIA beobachtet werden konnten. Die entzlindliche Erkrankung erreichte unter Beruicksichti-
gung der arithmetisch gemittelten CIA-Scores 39 Tage nach der letzten Applikation von Kol-
lagen ihren Héhepunkt. Ab diesem Zeitpunkt nahm die Krankheitsaktivitat merklich ab, was
durch den graduellen Rickgang von Rétungen und Schwellungen der betroffenen Pfoten
gekennzeichnet war (Abbildung 15). Demnach konnte anhand der hier gezeigten Daten die
monophasische Natur der CIA in F1 Mausen bestatigt werden. Durch die Wahl des langen
Beobachtungszeitraums vor der Infektion wurde gewahrleistet, dass die Entziindungszeichen

der CIA nicht die neu auftretenden Schwellungen nach GAS-induzierter SA verunklaren.
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Abbildung 16: Eine vorangehende CIA verschlimmerte die GAS-induzierte Sepsis und septische Arthritis.
(A) Experimentelles Schema: 6 bis 8 Wochen alte mannliche DBA/1 x B10.Q der F1 Generation wurden mit Rin-
der-Kollagen Typ Il in komplettem Freund’s Adjuvanz (1°) immunisiert und drei Wochen spater erneut immunisiert
(2°). Es entwickelte sich daraufhin die CIA, welche fiir 11 Wochen vor Infektion der Tiere mit 2 + 10° KBE GAS
beobachtet wurde. (B) Die Kaplan-Meier-Diagramme der Inzidenz der septischen Arthritis (oben) und der Uberle-
benswahrscheinlichkeit (unten) zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten der SA und die Mortalitats-
rate bei infizierten Tieren mit einer vorangehenden CIA (CIA+GAS, n = 10) - im Vergleich zu Tieren ohne Vorer-
krankung (GAS, n = 10) - signifikant erhoht waren. (C,D) Korrelationsanalyse von Sepsis Scores mit den Plasma-
Konzentrationen von pro-inflammatorischen Zytokinen (C) und Mengen von Eicosanoiden in den Pfoten (D).
CIA+GAS Mause, wiesen eine erhohte Krankheitsaktivitat der Sepsis auf, welche positiv mit Interleukin (IL-)6,
Interferon (IFN)y, Tumornekrosefaktor (TNF)a, 13-Hyrdoxyoctadiensaure (13-HODE), 13-Hydroxydocosa-
hexaensaure (13-HDHA) und 13-Hydroxyoctadecatrien-saure (13-HOTrE) korrelierte. R: Pearson-Produkt-
Moment-Korrelationskoeffizient. Die grauen Flachen illustrieren das 95 % Konfidenzintervall der Regression. (E)
Die Box-Plots stellen die erhdhten Mengen von Leber-Eicosanoiden in CIA+GAS Mausen (rote Boxen, n = 8) im
Vergleich zu den PBS-Kontrollen (graue Boxen, n = 4) dar. *p < 0,05; **p < 0,01; Mann-Whitney U Test.
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Tabelle 7: Bakterielle Belastung in Kniegelenken, Blut, Leber und Milz nach GAS-Infektion (*p < 0,05; **p < 0,01
Einstichproben-Wilcoxoxon-Rangsummen-Test).

Median der bakteriellen Last (IQR) [KBE/mL « 10°]

GAS CIA+GAS p
Knie (links) < 0,005 (0,005 - 0,005) 0,010 (0,005 - 0,52) *0,036
Knie (rechts) < 0,005 (0,005 - 0,005) 0,015 (0,005 - 0,18) 0,058
Blut < 0,001 (0,001 - 0,001) 10 (0,51 - 10) *0,012
Leber < 0,002 (0,002 - 0,002) 532 (38 - 800) **0,0039
Milz < 0,001 (0,001 - 0,001) 194 (2 - 800) **0,0039

Die insgesamt 16 CIA-Tiere wurden vor Beginn der Infektionsexperimente in zwei stratifizier-
te Zufallsstichproben eingeteilt. In Bezug auf die Schwere der Vorerkrankung gab es demzu-
folge keinen Unterschied zwischen Mausen, die infiziert werden sollten (CIA+GAS Gruppe;
n = 10; Median CIA-Score = 1206 [IQR 888 - 1427]) und Mausen, die nicht infiziert werden
sollten (CIA Gruppe; n = 6; 1324 [583 - 1896]; p = 0,91 Mann-Whitney U Test). Die nun 20
bis 22 Wochen alten Tiere wurden mit 2 « 10° KBE GAS infiziert und anschlieRend fiir 14
Tage beobachtet (Abbildung 16A). Bemerkenswerterweise war die Inzidenz der SA bei Tie-
ren mit CIA mit 90 % (9/10) signifikant hoher als bei den infizierten Tieren ohne Vorerkran-
kung, von denen nur 30 % (3/10) Symptome der bakteriellen Arthritis aufwiesen (Abbildung
16B, oben). Die SA wurde anhand von Schwellungen nachgewiesen, die im Falle der CIA-
Mause an den bereits entziindeten Korperregionen auftraten, jedoch nicht ausschlielich auf

diese Bereiche begrenzt waren.

Des Weiteren wurde in Verbindung mit den bakteriologischen Analysen an Ausstrichen der
tibiofemoralen Synovialflissigkeit festgestellt, dass die bakterielle Last im linken Kniegelenk
von Tieren mit der Vorerkrankung signifikant héher war (Tabelle 7). Im Gegensatz dazu er-
reichte die Zunahme an isolierten Bakterien aus dem rechten Kniegelenk nicht die statisti-
sche Signifikanz. Die CIA begulnstigte nicht nur das Auftreten der GAS-induzierten SA, son-
dern fuhrte auch zu einer verschlimmerten Bakteriamie, die durch eine betrachtlich erhéhte
bakterielle Belastung im Blut, in der Leber und in der Milz nachgewiesen wurde (Tabelle 7).
In Folge der exazerbierten Infektion sank die Uberlebenswahrscheinlichkeit in der CIA+GAS
Gruppe im Vergleich zu den infizierten Mausen ohne CIA von 90 % auf 10 % (Abbildung
16B, unten).
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Die aggravierte Sepsis ging auch in diesem Tier-Modell mit erhdhten Konzentrationen der
inflammatorischen Zytokine IL-6, IFNy und TNFa im Plasma einher, was anhand einer star-
ken Korrelation der Zytokin-Werte mit der Krankheitsaktivitat dokumentiert wurde
(Abbildung 16C). Der Vergleich von nicht-infizierten Kontroll-Tieren ohne CIA mit nicht-
infizierten CIA-Mausen ergab, dass die Vorerkrankung selbst keine Erhohung der Zytokin-
Konzentrationen bewirkte (Abbildung 17). Vielmehr begunstigte die CIA eine ubermalige
Reaktion vom Immunsystem auf die GAS- Infektion, was in dem nachweisbaren Zytokin-
sturm resultierte (Abbildung 16C). Die exzessive Produktion von immunmodulatorischen
Mediatoren wurde bei schwer erkrankten Tieren auch in Form von Eicosanoiden in den Pfo-
ten nachgewiesen, die besonders bei infizierten CIA-Tieren in erhdhten Mengen vorlagen
(Abbildung 16D). Tabelle 8 listet die Ergebnisse aus den Korrelationsanalysen der Pfoten-
Eicosanoide mit den Plasma-Konzentrationen von IL-6 auf. Die Daten zeigen einen starken
Zusammenhang des Zytokins mit den Eicosanoiden 13-HOTrE sowie 13-HODE und eine
signifikante Korrelation mit 15-HEPE, TXB,, 13-,14- und 17-HDHA. Diese Ergebnisse indizie-
ren damit eine Wechselwirkung von verschiedenen Indikatoren unterschiedlich stark ausge-
pragter Immunreaktionen wahrend einer Sepsis. In Anbetracht der signifikant erhéhten
Quantitaten von 13-HODE, 13-HDHA, 13-HOTrE und 20-HETE in der Leber von CIA+GAS-
Mausen gegenuber nicht-infizierten Kontrollen (Abbildung 16E) suggerieren die Ergebnisse
aus den Lipidomics-Analysen, dass Eicosanoide in verschiedensten Gewebe-Typen wah-

rend einer verschlimmerten Sepsis gebildet wurden.
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Abbildung 17: Die Infektion von CIA Mausen mit GAS induzierte die exzessive Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen. Eine alleinige CIA bedingte hingegen keine Erh6hung der Basal-Konzentrationen
von Interleukin (IL-)1a, IL-6, Interferon (IFN)y oder Tumornekrosefaktor (TNF)a. Die Zytokine wurden an den
respektiven Endpunkten in Maus-Plasma mittels durchflusszytometrischem Multiplex-Ansatz quantifiziert.
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Tabelle 8: Korrelationsanalyse der Plasmakonzentrationen von IL-6 mit Pfoten-Eicosanoiden. R: Pearson-
Produkt-Moment-Korrelations-koeffizient (**p < 0,01; ***p < 0,001; dick gedruckte Zahlen indizieren eine starke
Korrelation).

Plasma-Konzentration von IL-6
Eicosanoid (Pfote)

R p
13-HOTrE 0,72 **93.+10°
13-HODE 0,63 “x66 e 10°
15-HEPE 0,59 4 5107
TXB, 0,57 #x7 20107
13-HDHA 0,46 **0,0020
14-HDHA 0,49 **0,0010
17-HDHA 0,53 **0,00031

Zusammenfassend wurde im hier dargelegten Krankheitsmodell von CIA und GAS-Infektion
gezeigt, dass die chronisch entzindliche Vorerkrankung zu einer deutlich erhéhten Inzidenz
und Schwere der SA fihrte. Der exazerbierte Krankheitsverlauf der Sepsis war das Resultat
der Kombination der verschiedenen Krankheitsentitaten und ging in Folge einer verschlim-
merten Bakteridmie mit einer exzessiven Uberproduktion von Zytokinen und Eicosanoiden

einher, was ultimativ zu einem signifikanten Anstieg der Mortalitatsrate fuhrte.

5.7 Die Schwere der septischen Arthritis bestimmte den Umfang von Knochen-

destruktionen in Mausen mit einer chronisch entziindlichen Vorerkrankung

Fir die Beurteilung von GAS-induzierten Erosionen am Knochengewebe von F1 Mausen
wurden yCT-Analysen an der Epiphyse sowie der Diaphyse vom Femur und an den Pfoten
durchgefihrt. In Abbildung 18A ist eine reprasentative Auswahl von Knochenparametern fr
die Kortikalis und fir die Spongiosa der femoralen Epiphyse dargestellt. Es ist gezeigt, dass
die CIA oder die GAS-Infektion im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren (PBS) zu einer ten-
denziellen Verringerung der relativen Kortikalflache (Ct.Ar/Tt.Ar) sowie zur Abnahme des
relativen trabekuldren Knochenvolumens (BV/TV) flhrte. Erst bei der Kombination der Vor-
erkrankung mit der GAS-infektion wurden signifikante Unterschiede dieser morphologischen
Knochen-Parameter beim Vergleich mit der PBS- und der GAS-Gruppe festgestellt
(Abbildung 18A). Jedoch wurde bei Gegenuberstellung dieser Variablen zwischen der CIA-

und CIA+GAS-Gruppe kein statistisch nachweisbarer Knochenverlust ermittelt, obwohl die
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Veranderungen der Knochenmorphologie bei infizierten CIA-Tieren tendenziell starker aus-
gepragt waren. Diese Tendenz lie® sich auch bei der Beurteilung weiterer, morphometrischer
Parameter, die in Tabelle 9 aufgelistet sind, erkennen. Im Falle der Spongiosa in der femora-
len Epiphyse waren die schadlichen Veranderungen der Knochenstruktur in der CIA+GAS-
Gruppe am deutlichsten. In diesem Zusammenhang wurde ein signifikanter Anstieg vom SMI
— ein Mal fur die strukturelle Veranderung der Trabekel — festgestellt, was gleichzeitig mit
einer verringerten Anzahl der Trabekel (Tb.N) einherging. Dariber hinaus war die Abnahme
der Dicke des kortikalen Knochens (Ct.Th) bei infizierten CIA-Mausen am markantesten.
Interessanterweise bewirkte die CIA, die GAS-Infektion sowie die Kombination der beiden
Erkrankungen eine Abnahme des polaren Flachentragheitsmoments (MMI) in der Kortikalis.
Diese Variable kennzeichnet die Resistenz des Knochens gegenliber Torsionsbeanspru-
chung. Auch im Falle dieser Kenngrolie der Knochenstabilitat waren die schadlichen Veran-
derungen der femoralen Diaphyse in der CIA+GAS Gruppe am apparentesten (Tabelle 9).
Bei Betrachtung der Knochenstruktur in der Peripherie zu den tarsalen Pfoten-Gelenken
wurde festgestellt, dass die CIA sowohl bei nicht-infizierten als auch bei infizierten Tieren

eine Abnahme der Knochenmineraldichte (BMD) induzierte.

Femorale Epiphyse

Kortikalis Spongiosa
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Abbildung 18: Die ClA-induzierte Entartung der Knochenmorphologie wurde bei Kombination der chro-
nisch entziindlichen Gelenkerkrankung mit einer GAS-Infektion signifikant. (A) Die Knochenmorphometrie
der Femora wurde mit Hilfe von mikro-Computertomographie beurteilt. Die reprasentativen Box-Plots zeigen,
dass die Parameter fiir die Knochenmorphologie der Kortikalis (links) beziehungsweise der Spongiosa (rechts)
hauptsachlich in der CIA+GAS Gruppe verandert wurden. Ct.Ar/Tt.Ar: relative Kortikalflache, BV/TV: relatives
Knochenvolumen. (B) Die reprasentativen, drei-dimensionalen Rekonstruktionen der Bereiche um die Kniegelen-
ke zeigen, dass Knochenerosionen, als Resultat veranderter Knochenmorphologie-Parameter, durch CIA bezie-
hungsweise CIA+GAS induziert wurden.
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Tabelle 9: Auflistung einer Auswahl von Morphometrie-Parametern der Knochen. Die Pfeile kennzeichnen eine
signifikante Abnahme beziehungsweise Zunahme der Variablen im Einzelvergleich. ##p < 0,01 gegeniiber GAS;
%p < 0,05; ***p < 0,001 gegeniiber CIA; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001 gegeniiber CIA+GAS; Mann-Whitney U

Test.
PBS GAS CIA CIA+GAS p
NCT-Parameter Median Median Median Median Kruskal-
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR) Wallis
*52,18 *48,86 46,37 42,51 N2
BV/TV ’ ’ ’ ’
! (50,65 - 52,60) (45,90 - 52,59) (40,97 - 56,05) (36,63 - 46,24) 0,0030
SMI 0,5932 0,7361 1,1564 1,2208 0 0.00038
(0,5034 - 0,8066) (0,5873 - 0,8266) (0,7106 - 1,3238)  (1,0177 - 1,5954)
THN 4,594 4,424 4,407 4,080 J 0.0069
(4,434 - 4,887) (4,070 - 4,754) (3,866 - 5,097) (3,616 - 4,212)
BMD 0,7224 0,7040 0,6826 0,6976 0.32
Femurale (0,7091 - 0,7387)  (0,6936 - 0,7183) (0,6651 - 0,7320)  (0,6819 - 0,7310)
Epiph
PIPRYSE  ctan 91,11 *90,91 90,10 88,37 Voo
Tt.Ar (90,09 - 92,00) (89,90 - 91,24) (88,87 - 91,20) (86,52 - 90,02) ’
MMI 5,725 5,004 4,423 5,354 0.26
(polar) (5,316 - 5,932) (4,656 - 6,152) (4,094 - 5,611) (4,494 - 7,596) ’
ctTn | 0:2494 0,2549 0,2210 0,2051 0,035
(0,2354 - 0,2681)  (0,2131-0,2616) (0,1867 - 0,2587)  (0,1655 - 0,2253)
BMD 0,8403 0,8134 0,8047 0,8158 014
(0,8209 - 0,8532)  (0,8011 - 0,8237) (0,7809 - 0,8252) (0,7713-0,8362)
CtAr/ 57,70 57,82 54,14 54,48 0.41
Tt.Ar (56,77 - 58,76) (56,89 - 58,45) (51,26 - 60,47) (53,54 - 58,87) :
MMI #1588k 7050 0,5877 ' 0,5691 {0,549 J 0.00011
Femurale (POl (0,6544-0,7313)  (0,5671-0,6335) (0,5641-0,5044) (0,4494 - 0,5846)
Diaphyse oo 02663 0,2608 0,2427 0,2386 035
' (0,2600 - 0,2677) (0,2504 - 0,2672) (0,2263 - 0,2728) (0,2261 - 0,2571)
BMD 1,1204 1,097 1,0734 1,0807 0.25
(1,0463 - 1,1286) (1,085 - 1,138) (1,0215-1,1177)  (1,0430 - 1,1173)
CtAr/ 89,09 88,18 87,77 87,82 013
Tt.Ar (87,84 - 89,43) (87,50 - 89,47) (86,54 - 88,34) (86,62 - 88,82) :
MMI 1,739 S+ 593 2,670 ™ 2,608 ™ 0.0031
(polar) (1,665 - 1,875) (1,514 - 1,778) (1,698 - 3,555) (1,793 - 3,291) ’
Tarsus
cin  0:3368 0,3274 0,3055 0,3160 0.084
: (0,3174 - 0,3430)  (0,3093 - 0,3423) (0,2834 - 0,3209) (0,2881 - 0,3467)
$/s $/x
BMD 0,8919 0,8820 0,8083 {4 0,8419 N2 0.0012

(0,8615 - 0,9099)

(0,8563 - 0,9120)

(0,8014 - 0,8438)

(0,8021 - 0,8868)
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Die schadlichen Veranderungen am Knochen, die hier in Form von Parametern der uCT-
Analyse reprasentiert wurden, resultierten in einer aberranten Morphologie des Gewebes.
Die fulminanten und durch die ClA-induzierten Erosionen wurden nach Betrachtung der drei-
dimensionalen Rekonstruktionen der Rontgenprojektionen, besonders bei infizierten Tieren
mit der chronisch entziindlichen Vorerkrankung erkenntlich (Abbildung 18B). Mit Hilfe der
Korrelationsanalyse zwischen den in Tabelle 9 aufgelisteten Variablen und den respektiven
Krankheitsaktivititen wahrend einer autoimmunen beziehungsweise infektidsen Arthritis
wurde festgestellt, dass das Ausmal} der Knochendestruktionen in signifikanter Abhangigkeit
vom makroskopischen Arthritis Score war. Dieser Score bezifferte das Ausmal von CIA-
beziehungsweise SA-induzierten Entziindungen an den Gelenken. In Abbildung 19 ist ein
derartiger Zusammenhang in Form von der reprasentativen, starken Korrelation der Arthritis-
Scores aller individueller Tiere mit dem SMI der Epiphyse des Femurs dargestellt. Es ist ge-
zeigt, dass schwerwiegende Entziindungsreaktionen am tibiofemoralen Gelenk mit einem
osteoporotischen Phanotyp einhergingen und dass diese Korrelation hoch signifikant war. In
Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Korrelationsanalysen zusammengefasst. Die Daten ver-
deutlichen, dass eine schwere Arthritis mit einer umfangreichen Zerstérung der Knochen-

struktur assoziiert war.

Im Ganzen zeigten die hier dargelegten Erkenntnisse aus der morphometrischen Analyse,
dass die chronisch entzindliche Vorerkrankung tendenzielle Veranderungen am Knochen
hervorrief. Bei Kombination der CIA mit einer GAS-induzierten SA wurden die Erosionen am
Knochen signifikant. Zudem wurde dargelegt, dass ein héheres Ausmall von synovialer In-

flammation bei F1 Mausen starker ausgepragte Knochenerosionen bedingte.

Arthritis Score

PBS e CIA
® GAS e CIA+GAS

05 1.0 1,5 2.0
SMI

Abbildung 19: Eine erhdhte Krankheitsaktivitdt der Arthritis in CIA und SA war mit einem osteoporoti-
schen Phanotyp assoziiert. Das Punktdiagramm stellt die starke Korrelation der Arthritis Scores mit dem struc-
ture model index (SMI) der Spongiosa in der Epiphyse des Femurs dar. R: Pearson-Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizient. Die grauen Flachen illustrieren das 95 % Konfidenzintervall der Regression.
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Tabelle 10: Korrelationsanalyse der morphometrischen Knochen-Parameter mit den Arthritis Scores. R: Pear-
son-Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; dick gedruckte Zahlen indizieren
eine starke Korrelation).

Arthritis Score

Lokalisierung Parameter
R p

BV/TV -0,47 ***0,00033

Th.N -0,34 *0,013

BMD -0,32 *0,017
Femorale CLAMTLAr -0,37 *0,005
Epiphyse

MMI(polar) 0,15 0,29

Ct.Th -0,33 *0,016

BMD -0,40 **0,0026

Ct.Ar/Tt.Ar -0,45 ***0,00071
Femorale MMI(polar) -0,21 0,14
Diaphyse Ct.Th -0,60 2.0+ 10°

BMD -0,33 *0,014

Ct.Ar/Tt.Ar -0,32 *0,017

MMI(polar) 0,56 “*5 8.+ 10°
Tarsus

Ct.Th -0,26 *0,50

BMD -0,49 ***0,00012

5.8 Die CIA war durch infiltrierende Leukozyten gekennzeichnet und begiinstigte

eine verstarkte Immunparalyse von FLS nach in vitro GAS-Infektion

Als Nachstes wurde erkundet, ob die zelluldren Bestandteile der entziindeten Synovia bei
den CIA Mausen zu dem Phanomen einer verschlimmerten Sepsis und SA beitrugen. Dafur
wurden, in Anlehnung an die unter Absatz 5.6 beschriebenen Experimente, zunachst sechs
bis acht Wochen alte F1 Mause zweimal im Abstand von drei Wochen mit Kollagen immuni-
siert (Abbildung 20A). Als Kontrolle wurden Tiere verwendet, die nicht immunisiert wurden
(naiv). Die Mause wurden in einem Alter von 20 bis 22 Wochen geopfert und die synovialen
Zellen wurden durch den Verdau von Hinter- sowie Vorderpfoten mittels Kollagenase Typ IV
isoliert.
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Die Immunphanotypisierung der Isolate mittels durchflusszytometrischer Einzelzell-Analyse
ergab, dass die Synovia von Mausen mit CIA sowohl relativ als auch absolut mehr CD45"
Leukozyten enthielt (Abbildung 20B). Es wurde vermutet, dass der Umfang von der Zellin-
filtration in die Synovia mit der Krankheitsaktivitat der entzindlichen Erkrankung assoziiert
war. Tatsachlich ergab die Korrelationsanalyse, dass die absolute Zahl von CD45" Zellen
zum Zeitpunkt der Zell-Isolation in einem starken, positiven Zusammenhang mit der CIA-
Aktivitat stand (Abbildung 20C). Bei Betrachtung der Leukozyten-Subpopulationen wurde
daruber hinaus festgestellt, dass die Anzahl von sowohl CD3™ B220™ myeloiden Zellen als
auch CD3" B220~ T-Lymphozyten stark positiv mit dem CIA-Score korrelierten. Der Zusam-
menhang der Krankheitsaktivitat der CIA mit der absoluten Zahl an ko-isolierten CD3™ B220*
B-Lymphozyten war zwar schwacher, jedoch erreichte die Korrelation auch in diesem Fall die
statistische Signifikanz (p < 0,001; Abbildung 20C). Unter der Berlcksichtigung der Er-
kenntnis, dass die Quantitaten der untersuchten Subpopulationen von Leukozyten in Mausen
ohne Vorerkrankung geringer waren, zeigen die Ergebnisse, dass sich die CIA-Synovia im-

munphanotypisch deutlich von einer gesunden Synovia unterschied.

Abbildung 20 (auf der vorherigen Seite): Die Synovia von Mausen mit Kollagen-induzierter Arthritis war
durch infiltrierende Immunzellen und durch eine verringerte Expression von Integrin-Liganden
gekennzeichnet. Eine in vitro Infektion von synovialen Fibroblasten mit GAS flhrte dartber hinaus zum Verlust
von Subpopulationen, welche die Retention von Immunzellen vermitteln kdnnen. (A) Experimentelles Schema: 6
bis 8 Wochen alte, mannliche DBA/1 x B10.Q Mause wurde mit Rinder-Kollagen Typ Il Priméar- (1°) und
Sekundar-immunisiert (2°) woraufhin sich die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) entwickelte, die Gber 11 Wochen
beobachtet wurde. Nach diesem Zeitraum wurden die Tiere geopfert und die synovialen Zellen wurden durch
Verdau mit Kollagenase Typ IV aus den Pfoten der Tiere isoliert. Nach durchflusszytometrischer Analyse der
Leukozyten aus dem heterogenen Zellgemisch erfolgte die Expansion der FLS mit anschlieRender Depletion der
Leukozyten. Nachdem die Kulturen erneut expandiert wurden erfolgte die in vitro Infektion mit GAS mit einer MOI
von 10 fur 4, 6 oder 8 Stunden. Nach 4 h wurde die RNA isoliert und fur die relative Quantifizierung der mRNA
Expression mittels qPCR verwendet. Nach 6 und 8 h wurde die Einzelzellanalyse mittels Durchflusszytometrie
(DFZ) durchgefiihrt. (B) Die Synovia von CIA Mausen war erheblich mit Leukozyten infiltriert. Die
Streudiagramme zeigen, dass in frisch isolierten, synovialen Zellen die relative sowie absolute Anzahl von
CD45" Zellen im Vergleich zu Zellgemischen aus naiven Tieren signifikant erhdht war. (*p < 0,05 Mann-Whitney
U test) (C) Die Krankheitsaktivitdt der CIA war abhangig von der absoluten Anzahl infiltierender, myeloider und
lymphoider Zellen. Die Punktdiagramme zeigen die CIA Scores sowie die absoluten Quantitaten von Leukozyten
(CD45") und deren Subpoplulationen in synovialen Isolaten aus naiven (n = 6) Mausen bzw. Tieren mit CIA (n =
8). R: Pearson-Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient. Die grauen Flachen illustrieren das 95 % Konfidenzin-
tervall der Regression. (D) Die Expression vom Integrin-Liganden ICAM-1 war auf FLS aus CIA-Mausen signifi-
kant geringer. Die Synovia-Zellen wurden nach Isolation fiir eine Woche in in vitro expandiert und dann durch-
flusszytometrisch analysiert. Das Streudiagramm zeigt die Expression von ICAM-1 der CD31~ CD45" Zellen
anhand vom Median der Fluoreszenz-Intensitat (MFI) (E) Das statistische Modell, ermittelt durch maschinelles
Lernen sowie Data-Mining mit Hilfe des t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE) Algorithmus, indiziert
die Heterogenitat der Expressionsmuster von FLS. Das Modell wurde auf infizierte und nicht-infizierte Zellen aus
naiven (n = 4) beziehungsweise CIA-Mausen (n = 5) acht Stunden nach Beginn der Experimente angewendet.
Links: die beaufsichtigte Abgrenzung der Cluster erfolgte anhand der durch tSNE geformten Daten-Inseln.
Rechts: die Cluster sind distinkte Subpopulationen von FLS, die sich anhand der Expression von Oberflachen-
Proteinen unterschieden. (F,G) Die in vitro Infektion von FLS mit GAS induzierte den Verlust der Cluster 1
(ICAM-1" VCAM-1") und 4 (ICAM-1" VCAM-1" CD90.2"), was in den aus CIA-Mausen abgeleiteten Kulturen
starker ausgepragt war. (F) Die Kreisdiagramme zeigen die Zusammensetzung von infizierten und nicht-
infizierten FLS-Kulturen aus naiven Tieren beziehungsweise Mausen mit CIA. Die Farbkodierung illustriert die
anhand der tSNE-Cluster identifizierten FLS-Subpopulationen. (***p < 0,001 exater Fisher-Test) (G) Die Box-
Plots zeigen die Veranderung des Anteils von Cluster 1 und 4 nach Infektion relativ zur PBS-Kontrolle. (*p < 0,01
Mann-Whitney U Test)
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Um zu untersuchen, ob die CIA auch Veranderungen in der Gen-Expression von FLS indu-
zierte, wurden die synovialen Isolate zunadchst flr eine Woche in Kultur expandiert. Auf
Grund des durch den Verdau bedingten Zellstresses konnten aus den urspringlich 14 Iso-
laten nur 12 Kulturen etabliert werden, die anschlieRend analysiert wurden. In Abbildung
20D ist darstellt, dass FLS aus CIA-Mausen im Vergleich zu den Zellen aus naiven Tieren
signifikant weniger ICAM-1 exprimierten, was darauf hindeutet, dass in Folge der entzlindli-

chen Vorerkrankung die Kompetenz von FLS, Leukozyten zu rekrutieren eingeschrankt war.

Damit vor Beginn der Infektionsexperimente gewahrleistet werden konnte, dass sich die sy-
novialen Zellen aus naiven beziehungsweise CIA-Mausen in Bezug auf den Anteil von Leu-
kozyten nicht unterschieden, wurden die CD45" Zellen aus den Kulturen depletiert
(Abbildung A3). Nach einer abschlieRenden Expansion in Kultur wurden die angereicherten
FLS mit einer MOI von 10 fir vier, sechs oder acht Stunden mit GAS infiziert (Abbildung
20A). Uberraschenderweise ergab die Analyse mittels qPCR vier Stunden nach Beginn des
Experiments, dass die Infektion keinen Einfluss auf die relative mRNA Expression von Ccl2,
Cxcl2, Tnf, 1110, Tgfb1, Rankl und Mmp13 hatte (Abbildung A4). Lediglich die Expression
von /16, Opg und Mmp1a war in den FLS-Kulturen, die aus Tieren mit CIA generiert wurden,
marginal jedoch statistisch signifikant runterreguliert. In diesem Zusammenhang wurde in
Bezug auf die analysierten Gene keinen Unterschied zu der Expression von FLS aus naiven

Tieren festgestellt.

Die durchflusszytometrische Einzelzell-Analyse wurde von infizierten und nicht-infizierten
Kulturen nach sechs beziehungsweise acht Stunden durchgefiihrt. In Abbildung 20E bis G
sind die Ergebnisse aus der Analyse der CD31~ CD45™ Zellen nach acht Stunden mittels ma-
schinellem Lernen unter Verwendung des t-distributed stochastic neighbor embedding
(tSNE) Algorithmus dargestellt. Mit Hilfe dieser Methode wurden sowohl infizierte als auch
nicht-infizierte FLS anhand der von ihnen differenziell exprimierten Oberflachenantigene
CD11b, ICAM-1, VCAM-1 und CD90.2 durch Anwendung von beaufsichtigtem Clustering in
sieben distinkte Subpopulationen eingeteilt (Abbildung 20E). So wurde mit Hilfe der tSNE-
Analyse festgestellt, dass sich die naiven FLS der PBS-Kontrollen in ihrer Zusammenset-
zung nicht von den FLS, die urspringlich aus Mausen mit CIA isoliert wurden, unterschieden
(Abbildung 20F). Interessanterweise induzierte die achtstindige Infektion mit GAS, unab-
hangig von der Vorerkrankung der Donor-Tiere, einen signifikanten Verlust der Subpopulati-
onen aus Cluster 1 und Cluster 4, die als ICAM-1" VCAM-1"" beziehungsweise ICAM-1"
VCAM-1" CD90.2" Zellen identifiziert wurden. In Folge der Infektion wurde beziiglich der

Komposition der FLS-Subpopulationen kein signifikanter Unterschied zwischen den Kulturen
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aus gesunden und CIA-Mausen festgestellt. Jedoch wurde eine tendenzielle Zunahme von
Cluster 3, der durch die Expression von CD11b gekennzeichnet war, in den infizierten FLS
aus ClIA-Mausen beobachtet (Abbildung 20F). Dariber hinaus war der GAS-induzierte Ver-
lust von Cluster 1 und Cluster 4 in den Kulturen aus CIA-Mausen signifikant starker ausge-
pragt, was eine differenzielle Reaktion der FLS auf die Infektion vermuten lie®. Unter An-
wendung von klassischem hierarchischem Gating wurde entsprechend festgestellt, dass die
Verminderung der Expression von sowohl ICAM-1 als auch VCAM-1 nur in den FLS aus CIA

Mausen die statistische Signifikanz erreichte (Abbildung A5).

Zusammengefasst zeigten die hier dargelegten Ergebnisse, dass die Synovia von Tieren mit
CIA massiv mit Leukozyten infiltriert war. Der Umfang der Infiltration von periartikularem Ge-
webe durch myeloide Zellen sowie T- und B-Lymphozyten war dartber hinaus abhangig von
der Schwere der entziindlichen Vorerkrankung. Des Weiteren waren die FLS aus CIA-
Mausen durch eine verhaltnismaRig geringere Expression des Integrin-Liganden ICAM-1
gekennzeichnet. Durch Anwendung von tSNE wurde aufierdem explorativ beurteilt, inwieweit
sich das Bouquet aus FLS-Subpopulationen in Folge der Infektion veranderte. Hierbei wurde
festgestellt, dass GAS — besonders in FLS aus Tieren mit CIA — die Reduktion der Expressi-
on von ICAM-1, VCAM-1 und CD90.2 bewirkte und dariber hinaus die Expression von
CD11b induzierte. Die hier gezeigten Daten deuten an, dass die entzindliche Vorerkrankung
phanotypische Veranderungen in den synovialen Fibroblasten bewirkte, die zu einer ver-

gleichsweise starker ausgepragten Immunparalyse im Verlauf der Infektion mit GAS flihrte.

5.9 Eine vorhergehende Infektion mit Influenza A Virus begiinstigte das Auftreten

der GAS-induzierten septischen Arthritis

Um den Einfluss einer Infektion durch das Influenza A Virus (IAV) auf die Inzidenz und
Schwere der GAS-induzierten SA zu untersuchen, wurden zwei Ko-Infektion-Modelle in B6
Mausen etabliert (Abbildung 21A). Fir das Modell einer viralen Superinfektion wurden 20
bis 22 Wochen alte ménnliche B6 Mause zunéchst mit 1 « 10° KBE GAS intravends und zwei
Tage spater mit 1 « 10° PBE IAV intranasal infiziert (GAS+IAV). Fiir das Modell einer bakteri-
ellen Superinfektion wurde die Reihenfolge der Pathogen-Applikation invertiert, sodass die
Tiere erst mit IAV und dann zwei Tage spater mit GAS infiziert wurden (IAV+GAS). Unter
Berucksichtigung von auftretenden Gelenk-Schwellungen bei Tieren mit einer monokausa-
len, bakteriellen Infektion (GAS) wurde eine Inzidenz der SA von 20 % festgestellt, die inner-

halb von maximal vier Tagen auftrat (Abbildung 21B, links). Erwartungsgemal setzten da-
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gegen in der Gruppe von Tieren, denen |AV appliziert wurde, keine Entziindungszeichen an

den Gliedmalien ein.

Im Falle der viralen Superinfektion in der GAS+IAV Gruppe wurde eine erhdhte Inzidenz der
SA von 40 % festgestellt, jedoch war diese Zunahme im Vergleich zu den Inzidenzen in den
anderen Gruppen nicht statistisch signifikant. Interessanterweise begunstigte eine virale In-
fektion, welche mit einer bakteriellen Superinfektion kombiniert wurde, das beschleunigte
Auftreten der SA. In diesem Zusammenhang wurde die Erkrankung bereits einen Tag nach

der Applikation von GAS in 80 % der Tiere festgestellt. Beim Vergleich der Inzidenz-
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Abbildung 21: Eine Infektion mit Influenza A Virus (IAV) verschlimmerte die GAS-induzierte Sepsis und
septische Arthritis. (A) Experimentelles Schema fiir die Ko-Infektionen von 20 bis 22 Wochen alten mannlichen
C57BL/6J Mausen. Die intravendse Infektion der Tiere mit 1 « 10° KBE GAS erfolgte entweder zwei Tage vor
(oben, GAS+IAV, n = 10) bzw. zwei Tagen nach (unten, IAV+GAS, n = 10) intranasaler Applikation von 1 « 10°
PBE IAV. (B) Kaplan-Meier-Diagramm der Inzidenz-Verteilung der septischen Arthritis (links) und Punktdiagramm
der Krankheitsaktivitdt von SA (rechts). Bei viraler Infektion und bakterieller Superinfektion wurde das Auftreten
der SA begiinstigt. *p < 0,05 Logrank Test beim Vergleich von IAV+GAS zu GAS (n = 10) und *p < 0,01 im
Vergleich zu IAV (n = 8). (C) Kaplan-Meier Schétzer der Uberlenswahrscheinlichkeiten (links) und Punktdiagramm
der Krankheitsaktivitat der Sepsis (rechts). Die Ko-Infektionen fihrten im Vergleich zu den monokausalen zu einer
tendenziellen Abnahme der Uberlebenswahrscheinlichkeit, was mit einer erhéhten Krankheitsaktivat der Sepsis
einherging. (D) Die Menge von Pfoten-Eicosanoiden korrelierten mit der Krankheitsaktivitdt der Sepsis. PG:
Prostaglandin. R: Pearson-Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient. Die grauen Flachen illustrieren das 95 %
Konfidenzintervall der Regression.
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Verteilung mit denen der IAV- beziehungsweise GAS-Gruppe wurden signifikante Unter-
schiede festgestellt (Abbildung 21B, links). Die erhéhte Inzidenz in der IAV+GAS-Gruppe
ging darUber hinaus mit einer Zunahme der Krankheitsaktivitdt der SA gegenuber der GAS-
Gruppe einher (Abbildung 21B, rechts). Die verschlimmerte Erkrankung in der IAV+GAS-
Gruppe spiegelte sich zudem in einer tendenziell verringerten Uberlebenswahrscheinlichkeit
wieder, die jedoch nicht die statistische Signifikanz erreichte (Abbildung 21C, links). Den-
noch war die Krankheitsaktivitat der Sepsis beim Vergleich mit Tieren, die nur mit GAS infi-
ziert wurden, signifikant erhéht (Abbildung 21C, rechts).

Mit Hilfe der Lipidomics-Analysen an Maus-Pfoten wurde eine positive Korrelation der Quan-
titaten der inflammatorischen Eicosanoide PGE, und PGD, mit dem Sepsis Score bestimmt
(Abbildung 21D). Unter Berlcksichtigung des in Folge der Ko-Infektion in der IAV+GAS-
Gruppe verschlimmerten Krankheitsverlaufs wurde vermutet, dass die vorhergehende Virus-
Infektion zu einer Schwachung der Tiere flhrte. Bei der vergleichenden Analyse der auf den
Beginn der jeweiligen Experimente normierten Korpergewichte wurde eine Gewichtsredukti-
on bei Mausen, die mit IAV infiziert wurden, registriert (Abbildung 22A). Zwar unterschied
sich der Verlauf der Kérpergewichte in dieser Gruppe Uber den gesamten Beobachtungszeit-
raum nicht signifikant von den Gewichtsverlaufen der anderen Gruppen (p > 0,05; zweifache

ANOVA mit Messwiederholungen), jedoch zeigen die Daten, dass die virale Infektion die
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Abbildung 22: Eine Infektion mit IAV induzierte in Mausen den Verlust von Korpergewicht und die
Abnahme der Produktion von CCL2. (A) Das Lininendiagramm stellt den Verlauf der Veradnderung des
Korpergewichts relativ zum Beginn der jeweiligen Beobachtungszeitraume dar. (B) Die IAV-Infektion beeinflusste
die Sekretion von CCL2 und damit die Rekrutierung von Monozyten. Der Box-Plot zeigt die Plasma-
Konzentrationen zwei Tage nach Infektion der Tiere mit IAV im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren (PBS).
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Gesundheit der Tiere flir mindestens eine Woche wenigstens leicht beeinflusste. Bei Be-
trachtung der Zytokin-Konzentrationen im Mausplasma zwei Tage nach der Infektion mit IAV
wurde beim Vergleich mit gesunden Kontroll-Mausen eine signifikante Reduktion der Produk-
tion des Monozyten-Chemokins CCL2 festgestellt (Abbildung 22B).

Zusammengefasst zeigen die hier dargelegten Daten, dass eine vorhergehende Infektion mit
IAV die GAS-induzierte Sepsis verschlimmerte und das Auftreten der SA beglnstigte. Das
Virus schien dariber hinaus die Mause im Vorfeld der GAS-Applikation zu schwachen und
die Rekrutierung von Monozyten zu beeinflussen. Demnach war die Immunreaktion in Folge
der vorhergehenden IAV-Infektion beeintrachtigt, so dass die bakterielle Infektion nicht ab-

gewehrt konnte, was ultimativ zu einer hohen Mortalitatsrate fuhrte.
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VL. DISKUSSION

In dieser Studie wurde ein neuartiges Kleintier-Modell der Sepsis nach intravendser Applika-
tion von Gruppe A Streptokokkus etabliert. Die invasive Infektion induzierte eine akute septi-
sche Arthritis in hoher Inzidenz, deren gravierender Verlauf mit einer betrachtlich hohen Mor-
talitat innerhalb weniger Tage assoziiert war. Die SA wurde mit Hilfe von zwei entscheiden-
den diagnostischen Kriterien identifiziert: (i) anhand der direkten Isolation von GAS aus den
Kniegelenken und/oder (ii) mittels makroskopischer Erkennung von Schwellungen an den
Pfoten-Gelenken bei koinzidenter Isolation von GAS aus einem anderen Wirtskompartiment,
beispielsweise der Milz oder der Leber (Mathews et al., 2010; Newman, 1976). In der hier
beschriebenen Studie konnte GAS des Weiteren im periartikularen Weichgewebe des
Tarsus immunhistochemisch nachgewiesen werden. Anhand der histopathologischen Unter-
suchungen wurde aulRerdem demonstriert, dass die bakterielle Kolonisierung mit einer Infilt-
ration von Immunzellen in das Mikromilieu der Gelenke assoziiert war und die dadurch indu-
zierte Entzliindung zu einer Schadigung des Weichgewebes fihrte. Hierbei wurden segment-
kernige neutrophile Granulozyten im entziindeten Gewebe detektiert, die mit GAS vergesell-

schaftet waren.

6.1 Neutrophile sind an der Pathogenese der septischen Arthritis beteiligt

Neutrophile Granulozyten sind fir die Beseitigung von infektidsen Erregern aus dem befalle-
nen Wirtsgewebe indispensabel. Jedoch tragen diese Immunzellen maRgeblich zur Patho-
physiologie der SA bei, wenn es ihnen nicht gelingt die bakterielle Last zu beseitigen (Boff,
Crijns, et al., 2018). Neutrophile stellen die erste Zell-Population, die wahrend einer SA zum
infizierten Gewebe dirigiert wird, dar (von Kockritz-Blickwede et al., 2008). lhre Lebensdauer
ist im Fliel3gleichgewicht zwar limitiert, kann jedoch durch das von aktivierten Makrophagen
produzierte TNFa deutlich verlangert werden, wodurch gleichzeitig der Beginn einer Entzun-
dung im betroffenen Gewebe induziert wird (McCracken & Allen, 2014; Takano et al., 2009).

Die Entfernung von Pathogenen durch Neutrophile wird durch die Phagozytose, die Abson-
derung anti-mikrobieller Peptide und mit Hilfe der Sekretion von reaktiven Sauerstoffspezies
sowie neutrophilen extrazellularen Fallen (neutrophil extracellular traps, NETs) erreicht. Die-
se Mechanismen der angeborenen Immunabwehr fihren jedoch wahrend einer Uberschie-
Renden Entzindungsreaktion zur umfangreichen Schadigung des infizierten Gewebes
(Borregaard et al., 2007; Castanheira & Kubes, 2019; Paiva & Bozza, 2014). So wurde bei-

spielsweise gezeigt, dass die im Verlauf der NETose freigesetzten Histone den Tod von um-
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liegenden Endothelzellen induzieren und bei Infektionen des Blutes zu kritischen Leberscha-
den fuhren (Kolaczkowska et al., 2015; Saffarzadeh et al., 2012).

In einer aktuellen Studie wurde der Einfluss von CXCR2 — ein auf Neutrophilen exprimierter
Chemokin-Rezeptor (J. P. Jacobs et al., 2010) — auf die Pathologie der S. aureus-induzierten
SA untersucht (Boff, Oliveira, et al., 2018). Diese Experimente an Mausen haben demons-
triert, dass die Inhibierung der Chemotaxis von Neutrophilen durch Anwendung eines
CXCR2-Inhibitors mit einer erhdhten bakteriellen Last im Kniegelenk assoziiert war. Gleich-
zeitig konnte gezeigt werden, dass durch die Einschrankung der Rekrutierung von Neutrophi-
len zum Infektionsherd die Bildung von inflammatorischen Zytokinen verringert wurde,
wodurch das Ausmald der artikularen Schaden reduziert wurde (Boff, Oliveira, et al., 2018).
Diese Studie legte somit den Einfluss von Neutrophilen auf die Etablierung einer destruktiven
Immunreaktion dar. Abgesehen von der Verwendung eines anderen Pathogens |osten die
Wissenschaftler die SA im Gegensatz zu den hier gezeigten Experimenten durch intra-
arktikulare Infektion aus. Demnach wurde eine Infektion vom synovialen Gewebe nach einer
Bakteriamie umgangen. Daher wurde der Beitrag der synovialen Zellen zur Gelenkzersto-

rung mit diesen Experimenten nicht adressiert.

6.2 Synoviale Fibroblasten tragen zur Pathogenese der septischen Arthritis bei

Die Synovia wird vornehmlich aus Fibroblasten (FLS) aufgebaut und ist ein wichtiger An-
griffspunkt von Bakterien wahrend einer SA. Der Beitrag von FLS bei der Induktion und der
Aufrechterhaltung schadlicher Entziindungsreaktionen nach einer Infektion ist bislang unbe-
kannt. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass FLS nach in vitro GAS-Infektion die Uberproduk-
tion der Chemokine CCL2 und CXCL2 induzieren. Diese Proteine vermitteln die Rekrutierung
von Monozyten beziehungsweise Neutrophilen zum infizierten Gewebe (Denadai-Souza et
al., 2017; Deshmane et al., 2009). Des Weiteren bewirkte die GAS-Infektion eine inflammato-
rische Reaktion der FLS, welche anhand der Absonderung von TNFa und IL-6 nachgewie-

sen wurde.

Zahlreiche in vivo Studien haben die Relevanz von TNFa bei der Immunabwehr bakterieller
Pathogene demonstriert (Rothe et al., 1993; Takashima et al., 1997; Tite et al., 1991). Die-
ses Zytokin ist dartber hinaus ein entscheidender Faktor bei der Entstehung der Pathologie
wahrend einer SA. In einem Modell der Infektion mit S. aureus wurde diesbeziglich festge-
stellt, dass TNFa---Mé&use im Gegensatz zum Wildtyp resistent gegeniiber der SA waren

(Hultgren et al., 1998). Gleichzeitig wurde in den Knockout-Tieren eine uneingeschrankte
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Verbreitung des Pathogens und damit eine erhdhte Mortalitdt beobachtet. In einer anderen
Studie wurde gezeigt, dass eine Blockade der TNFa-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 die
Entziindung der Gelenke wahrend einer SA abmilderten (Sultana & Bishayi, 2018).

TNFa ist des Weiteren in der Lage, die Expression von IL-6 zu induzieren (Ishimi et al.,
1990). In dem hier prasentierten Modell veranlasste die Stimulation von FLS mit inaktivierten
Bakterien zwar eine Uberexpression von Tnf, jedoch waren lebende Bakterien fir die Induk-
tion von /I6 ndtig. Demnach suggerieren die hier gezeigten Ergebnisse, dass es lebende
Bakterien erfordert, um eine umfangreiche Entzindung auszulésen. IL-6 hat pleiotrope Funk-
tionen wahrend der angeborenen Immunreaktion und reguliert in diesem Zusammenhang
beispielsweise die medullare Granulopoese, die Synthese von Granulozyten-aktivierenden
Chemokinen und die Apoptose von Neutrophilen (Chou et al., 2012; Hunter & Jones, 2015;
F. Liu et al., 1997). Das Zytokin kann im Konzert mit TNFa des Weiteren die Prasentation der
Proteine Interzellulares Adhasionsmolekil 1 (ICAM-1) und Vaskularzellen Adhasionsmolekiil
1 (VCAM-1) induzieren (Q. Chen et al., 2004; Romano et al., 1997; Springer, 1990).

Die durchflusszytometrische Einzellzell-Analyse infizierter FLS ergab eine sieben- bezie-
hungsweise zweifache Uberexpression der Oberflaichenproteine ICAM-1 und VCAM-1.
ICAM-1 ist ein Ligand der Integrin-Komplexe CD11a/CD18 und CD11b/CD18 (Diamond et
al., 1990). VCAM-1 vermittelt die Bindung an Integrin a41 (Garmy-Susini et al., 2005). So-
wohl CD11b/CD18 als auch Integrin a431 werden auf myeloiden Zellen wie beispielsweise
den Neutrophilen exprimiert (Hyun et al., 2019; Kadioglu et al., 2011), die nach Interaktion
mit ICAM-1 oder VCAM-1 das infizierte Gewebe infiltrieren (Springer, 1994; Wiliams &
Luscinskas, 2011). Diese beiden Adhasionsproteine haben weitreichende Implikationen bei
zahlreichen entzundlichen Erkrankungen, in dem sie die Aufrechterhaltung inflammatorischer
Reaktionen unterstlitzen (Henninger et al., 1997; Norris et al., 1992; Poston et al., 1992).
Zusammengenommen weisen infizierte FLS laut den hier gezeigten in vitro Daten immuno-
logisch relevante Eigenschaften auf und induzieren Mediatoren einer kompetenten Entzin-
dungsreaktion. In diesem Zusammenhang sind FLS in der Lage, Zellen des angeborenen
Immunsystems zu rekrutieren und deren Infiltration in den Infektionsherd Uber die Expression
von Integrin-Liganden zu gewahrleisten. Demnach suggerieren die hier gezeigten Resultate,

dass FLS unmittelbar zur Pathogenese der SA beitragen.
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6.3 Synoviale Fibroblasten und infiltrierende Immunzellen orchestrieren die Patho-

genese der septischen Arthritis

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal experimentell demonstriert werden, dass eine chro-
nisch entzundliche Vorerkrankung der Gelenke das Auftreten einer GAS-induzierte SA be-
gunstigt und deren Verlauf verschlimmert. In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde
zwar umfangreich Uber die rheumatoide Arthritis (RA) als wichtiger Risikofaktor diskutiert
(Doran et al., 2002; Gupta, 2003; Weston et al., 1999), jedoch konnte bislang nicht Gberprift
werden, ob eine immunsuppressive Therapie oder die Autoimmunitat selbst fir die SA pra-
disponiert. In der hier vorliegenden Arbeit wurde eindeutig demonstriert, dass immunkompe-
tente Mausen mit der autoimmunen Vorerkrankung signifikant anfalliger gegenliber einer
unopponierten invasiven GAS-Infektion waren. Die Infektion war in diesen Tieren mit einer
exzessiven Uberproduktion von Zytokinen sowie Eicosanoiden verbunden, was ultimativ zu
einer hohen Mortalitatsrate flhrte. Als Tier-Modell der RA wurde die Kollagen-induzierte
(CIA) Arthritis verwendet. Die CIA teilt wichtige pathologische Charakteristika mit der huma-
nen Erkrankung, wie etwa die Infiltration lymphoider sowie myeloider Zellen in das periartiku-
lare Gewebe und die synoviale Hyperplasie (Brand et al., 2007; Bustamante et al., 2017;
Rooney et al., 1988). Im Folgenden wird argumentiert, inwieweit eben diese Eigenschaften
der CIA maldgeblich an der Immunpathologie der hier beschriebenen exazerbierten SA betei-

ligt waren.

Die ClA-assoziierten Immunzell-Infiltrate in den entziindeten Gelenken prasentieren eine
grol’e Bandbreite an hoch exprimierten Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition
Receptors, PRRs), die bei Bindung von bakteriellen Bestandteilen von GAS rapide aktiviert
werden kdnnen (Hafner et al., 2019; Hayashi et al., 2003; Navarini et al., 2009). Die Aktivie-
rung von PRRs fuhrt daraufhin zur Synthese und Absonderung von Entziindungsmediatoren
und bedingt damit eine systemische Aktivierung sowie Rekrutierung von zusatzlichen Im-
munzellen, was zu der Entgleisung der GAS-induzierten Immunreaktion beitragen kann
(Joosten et al., 2008, 2003). Die CIA ist des Weiteren durch eine kontinuierliche Proliferation
und Akkumulation von FLS in den Gelenken charakterisiert (Matsuo et al., 2016; Nasu et al.,
2000). Diese Zellen werden wahrend einer SA ebenfalls aktiviert und tragen zur Rekrutierung
und Emigration weiterer Leukozyten bei. Die hier gezeigten Daten suggerieren, dass im Falle
einer vorhergehenden CIA die FLS im Pannus nach Kontakt mit GAS zum lebensbedrohli-
chen Krankheitsverlauf beitragen. Demnach agieren die FLS im Konzert mit den infiltrieren-
den Immunzellen und vermitteln die schadlichen Entziindungsreaktionen, welche zu einer

ungebremsten Zerstérung des artikuldaren Gewebes flihren.
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Die Ergebnisse aus den in vitro Infektionsversuchen an den aus F1 Tieren gewonnenen FLS
waren jedoch ambivalent. Es wurde bestatigt, dass die frisch isolierte Synovia aus CIA-
Mausen massiv mit Lymphozyten und myeloiden Zellen infiltriert war. Jedoch induzierte die
GAS-Infektion in FLS-Reinkulturen keine Uberexpression von inflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen. Des Weiteren bewirkte GAS hierbei den Verlust der Expression von ICAM-
1 und VCAM-1. Diese widerspruchlichen Ergebnisse sind womdglich auf die langzeitige Kul-
tivierung mit mehrfacher Anwendung der Leukozyten-Depletion zurtickfiihrbar. Der dadurch
bedingte Zellstress war demnach scheinbar fiir den beobachteten Erschopfungsphanotypen
der FLS verantwortlich. Demnach suggerieren die gezeigten Daten, dass das Design dieser
Teilexperimente ungeeignet war. Zukulnftige Versuche mit anschlieRender Multiparameter-
Analyse sollten demnach an frisch isolierten FLS aus infizierten beziehungsweise nicht-

infizierten Mausen mit oder ohne CIA durchgeflhrt werden.

6.4 Osteoklasten und biomechanische Abnutzung als mogliche Ursachen von Kno-

chenerosionen bei einer septischen Arthritis

Es wurde bereits mehrfach postuliert, dass die fulminanten Entziindungsreaktionen wahrend
einer SA die RANKL/RANK/OPG-Achse manipulieren, wodurch die Homdostase von Kno-
chenaufbau und Resorption gestoért wird (Kassem et al., 2016; Leite et al., 2015; Sakurai et
al., 2003). RANKL ist ein Zytokin, das in der Lage, ist die Differenzierung von hamatopoeti-
schen Vorlaufern zu Knochen-resorbierenden Osteoklasten zu steuern (Okamoto &
Takayanagi, 2019). Die Vorlauferzellen exprimieren RANK, welches der einzig bekannte Re-
zeptor fur RANKL auf Zelloberflachen ist (Guerrini & Takayanagi, 2014; Nemeth et al., 2011).
OPG ist ein Decoy-Rezeptor, welcher von stromalen Knochenzellen exprimiert wird und die
Wirkung von RANKL auf die Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie antagonisiert
(Solberg et al., 2014).

Bislang ist weitestgehend unbekannt, welcher Zelltyp der wichtigste Produzent von RANKL
wahrend einer SA ist und damit den Verfall von Knochengewebe vermittelt. In einer in vivo
Studie wurde in diesem Zusammenhang gezeigt, dass Osteoblasten die Expression von
RANKL nach GAS-Infektion induzieren (Okahashi et al., 2003). Interessanterweise demons-
trierte eine aktuelle Arbeit, dass eine Stimulation mit GAS-Antigenen in einer Ko-Kultur aus
Osteoklasten-Vorlaufern und Osteoblasten die Differenzierung zu Knochen-resorbierenden
Zellen inhibierte (Volzke et al., 2020). Somit kann ausgegrenzt werden, dass GAS selbst den
Verlust von Knochengewebe vermitteln kann, sondern die Wirtszellen in Folge der Entzin-

dung als Reaktion auf die Infektion eine unverhéaltnismaRige Osteoklastogenese antreiben.

59



DISKUSSION

Des Weiteren erfordert der direkte Kontakt von GAS mit Knochenzellen eine Infektion vom
Knochengewebe beispielsweise wahrend einer aktiven Osteomyelitis, welche in dem Tier-

modell der hier vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen wurde.

An dieser Stelle sollen FLS als mafligebliche Produzenten von RANKL wahrend einer SA
vorgeschlagen werden. Zum einen zeigten die histologischen Untersuchungen, dass FLS in
direkten Kontakt mit GAS waren und zum anderen induzierte die in vitro Infektion von FLS
mit GAS geringfligig die Uberexpression von Rankl. Des Weiteren wurde in anderen Studien
demonstriert, dass TNFa sowie IL-6 die Expression von RANKL auf FLS auslésen kdnnen
(Choe et al., 2013; Gao et al., 2016; Hashizume et al., 2008). In den hier gezeigten Experi-
menten wurden sowohl TNFa als auch IL-6 in hohen Konzentrationen im Plasma von infizier-
ten CIA-Mausen identifiziert, was gleichzeitig mit einem signifikanten Verlust der Knochen-
masse assoziiert war. Tiere, die nicht an der chronisch entzindlichen Erkrankung litten, wie-
sen weder derart hohe Zytokin-Konzentrationen auf, noch wurde bei ihnen eine Veranderung
der Knochenmorphologie detektiert. Hiermit wird also argumentiert, dass eine iberschiel3en-
de Entziindungsreaktion zu der beschleunigten Erosion des Knochens fihrte. In diesem Zu-
sammenhang wurden in einer vergangen Studie an Mausen, die das humane CD46 expri-
mieren, Knochenerosionen untersucht (Matsui et al., 2016). CD46 ist ein Rezeptor flir das M-
Protein, der die Invasion von Zellen durch GAS beginstigt und demzufolge die damit einher-
gehende Entzindungsreaktion verstarkt (Lovkvist et al., 2008; Matsui et al., 2009). Die
transgenen Mause litten innerhalb von drei Tagen nach der GAS-Infektion an signifikanten
Knochenlasionen (Matsui et al., 2016). Die Knochenmasse von infizierten Wiltyp-Mausen
anderte sich im Vergleich zu gesunden Tieren im gleichen Beobachtungszeitraum jedoch

nicht.

Ein weiteres Argument fir FLS als wichtige RANKL-Produzenten ist die Beobachtung, dass
die Krankheitsaktivitat der Arthritis mit dem Ausmal der Knochendestruktion korrelierte. Der
Arthritis Score beschreibt hierbei die Schwellung von Gelenken, welche im Falle der CIA un-
ter anderem durch die synoviale Hyperplasie und somit durch chronisch aktivierte sowie
UbermaRig proliferierende FLS ausgel6ést wird (F. Li et al., 2014; Mizoguchi et al., 2018;
Turner & Filer, 2015). Jedoch haben etliche Studien gezeigt, dass wahrend einer autoimmu-
nen Arthritis infiltrierende T- und B-Lymphozyten RANKL exprimieren und demnach eine
vermehrte Osteoklastogenese im entziindeten Gelenk unterstiitzen (Meednu et al., 2016;
Takayanagi et al., 2000). Insbesondere in die Synovialmembran einwandernde Ty17-Zellen,
die essentiell fur die Pathogenese der CIA sind, wurden als wichtige RANKL-Produzenten
identifiziert (Deng et al., 2012; Sato et al., 2006). Ty17-Zellen sind durch die Sekretion von
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IL-17 wiederum in der Lage, die RANKL-Expression auf FLS zu stimulieren (Hashizume et
al., 2008; Okamoto & Takayanagi, 2019). In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Synthese
von RANKL durch Zellen im entzindeten Gelenk in situ nicht nachgewiesen. Demnach soll-
ten zukunftige Studien die Mechanismen der RANKL-vermittelten Knochenerosionen und
den Beitrag von FLS beziehungsweise infiltrierenden Immunzellen zur in vivo Osteoklasto-

genese Uberprifen.

In vitro Studien haben mehrfach demonstriert, dass die RANKL-induzierte Differenzierung
von hamatopoetischen Vorlduferzellen aus dem Knochenmark ein mehrstufiger und somit
langerfristiger Prozess mit einer Dauer von mindestens einer Woche ist (Kassem et al.,
2016; Kim et al., 2018). Die in der hier vorliegenden Arbeit beobachteten GAS-induzierten
Knochenerosionen traten bei infizierten CIA-Mausen jedoch schon nach maximal vier Tagen
auf. Zwar kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Osteoklastenvorlaufer ein fortge-
schrittenes Differenzierungsstadium aufweisen und damit eine vergleichsweise schnellere
Osteoklastogenese in vivo ermdglichen, jedoch missen auch andere Ursachen fir den beo-
bachteten Knochenverlust berlicksichtigt werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die SA
in einem besonders schweren Fall, den Verlust von extrazellularer Matrix und eine starke
Erosion der Knorpeloberflache eines infizierten Kniegelenks bewirkte. In diesem Zusammen-
hang wurde in einer in vitro Studie gezeigt, dass GAS in der Lage ist, chondrogene Zellen zu
infiltrieren (Sakurai et al., 2008). Die Infektion dieser Zellen resultierte daraufhin in der Uber-
expression von Metalloproteasen und dem damit verbundenen Abbau kollagener Mat-
rixstrukturen. Des Weiteren wurde in anderen Studien gezeigt, dass eine starke Schadigung
des Knorpels zur Freilegung des subchondralen Knochens fuhrt (Kamekura et al., 2005).
Dadurch kann es zu einer erhdhten mechanischen Belastung kommen, wodurch der Kno-
chen in Folge normaler Bewegungsablaufe innerhalb kirzester Zeit geschadigt wird. Dem-
nach wird hier postuliert, dass die SA-induzierte Dysplasie des Knochens auch durch
RANKL-unabhangige Mechanismen entstehen kann. Demnach sollten kommende Experi-
mente untersuchen, ob eine Infektions-bedingte Knorpelschadigung die Erosion des Kno-

chens begunstigt.

6.5 Die SA induziert die Synthese anti-inflammatorischer Eicosanoide

Eicosanoide sind Lipid-Mediatoren der Immunaktivierung und Resolution (Masoodi et al.,
2010; Serhan, 2014), deren Produktion aus ubiquitaren Vorlaufermolekilen umgehend durch
bakterielle Komponenten induziert werden kann (Von Moltke et al., 2012). Die Kombination

der CIA mit nachfolgender GAS-Infektion flhrte in den hier dargelegten Experimenten zu
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einer Uberproduktion von anti-inflammatorischen Eicosanoiden wie beispielsweise 13-HOTrE
in Pfoten und Leber. Erhdhte Mengen dieses Oxylipins wurden ebenfalls im Serum von Pati-
enten gemessen, die an psoriatischer Arthritis leiden (Coras et al., 2019). 13-HOTTrE ist fur
sein Vermogen bekannt, die durch IL-13 induzierte Expression zahlreicher Metalloproteasen
in humanen Chondrozyten zu unterdriicken und damit die Schadigung von Knorpelgewebe
einzudammen (Schulze-Tanzil et al., 2002). Die aus der Katalyse durch die 15-Lipoxygenase
produzierten Metabolite 13-HODE und 13-HOTrE sind in der Lage, die Ausbildung des
NLRP3 Inflammasom-Komplex zu inhibieren (Kumar et al., 2016). Darliber hinaus wurde
eine erhodhte Synthese von 13-HODE in Sepsis-Patienten gefunden (Hamaguchi et al.,
2019).

Ein weiteres Lipid, das in dieser Arbeit in erhdhten Quantitaten detektiert wurde, ist 20-
HOTE. Dieser Metabolit vermittelt wahrend einer Sepsis die Protektion vor Herzschaden (J.
Chen et al., 2018), indem er die Vasokonstriktion und Vasodilatation indirekt tiber die Pro-
duktion von Stickstoffmonoxid reguliert (Cuez et al., 2010; E. R. Jacobs et al., 2006). Des
Weiteren inhibiert 20-HOTE die Bildung von Prostanoiden wie etwa PGE, (Tunctan et al.,
2013). PGE; induziert die Produktion von RANKL auf ostealen Stromazellen und beeinflusst
demnach die Homdéostase des Knochengewebes (Lisowska et al., 2018; X. H. Liu et al.,,
2005). In Anbetracht der hier dargelegten Resultate ist die mehr als siebenfache Erhdéhung
der Synthese von 20-HOTE in der Leber das Resultat der kombinierten Krankheitsentitaten
der CIA und SA.

Interessanterweise sind alle UbermaRig sekretierten Eicosanoide, die in diesem Modell de-
tektiert wurden, mit Mechanismen assoziiert, die einer Entzindungsreaktion entgegenwirken.
In Anbetracht der schweren Krankheitsverlaufe, konnten die Eicosanoide dem schwerwie-
genden Zytokinsturm jedoch nicht ausreichend entgegenwirken, zumal die unkontrollierte
Dissemination von GAS wohl zur Aufrechterhaltung der lebensbedrohlichen Inflammation
beitrug.

6.6 Die Arbeitshypothese als Grundlage fiir nachfolgende Studien

Abbildung 23 illustriert einen theoretischen Ansatz, mit dessen Hilfe die hier dargelegten
Resultate Uber das Zusammenspiel einer chronisch entziindlichen Gelenkerkrankung mit der
GAS-induzierten SA zumindest in Teilen beleuchtet werden. Die Synovia von gesunden Indi-
viduen ist durch eine diinne Schicht aus FLS aufgebaut, die mit einigen wenigen Makropha-

gen assoziiert sind. Bei Infektion mit GAS kénnen diese Zellen die Expression von Chemoki-
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nen wie CXCL2 oder CCL2 und inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 oder TNFa induzieren.
CXCL2 und CCL2 fuhren zur Aktivierung und Rekrutierung der Zellen des angeborenen Im-
munsystems, die zur Beseitigung der bakteriellen Last beitragen. IL-6 und TNFa unterstiitzen
diese Immunreaktion, kdnnen jedoch auch die Expression von RANKL durch FLS induzieren.
Zwar steuert RANKL die Differenzierung von hamatopoetischen Zellen in knochenresorbie-

rende Osteoklasten, jedoch kann dessen Wirkung nach Bindung an OPG blockiert werden.
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Abbildung 23: Die These als Modell: Die Kollagen-induzierte Arthritis begiinstigt eine verschlimmerte
Sepsis und septische Arthritis nach GAS-Infektion. Die Synovialmembran naiver Gelenke besteht aus einer
diinnschichtigen Organisation von FLS und einiger Makrophagen. Im Falle der CIA kennzeichnen sich die FLS
jedoch durch ein stark erhéhtes Vermogen zur Prolfieration, was zur synovialen Hyperplasie fihrt. Darliber hinaus
wird die chronische Entziindung durch in die Synovialmembran infiltrierende, mononukledre Zellen sekundiert und
aufrechterhalten. Im Vergleich zum gesunden Gelenk kann die entziindete Synovia nach Kontakt mit GAS die
exzessive Sekretion von Zytokinen und Chemokinen begiinstigen. Im Verlauf der SA kénnten dann neu einwan-
dernde, neutrophile Granulozyten und womdéglich auch Monozyten zu der Entziindung und damit zur tédlichen
Entgleisung des Immunsystems beitragen. Obwohl es bislang nicht geklart ist, inwiefern eine CIA die Beeintrach-
tigung der Immunabwehr bedingt, konnte gezeigt werden, dass die entziindliche Vorerkrankung in Verbindung mit
der Infektion einen Zytokin-Sturm begunstigt, der mit einer erhdhten Inzidenz der SA, sowie einer verringerten
Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht. Bestimmte mit Sepsis assoziierte Zytokine - insbesondere IL-6 - sind in
der Lage, die Expression von RANKL auf FLS an der Grenzflache zwischen Synovia und Knochen zu induzieren.
RANKL I6st schlieRlich die Differenzierung von hadmatopoetischen Zellen zu Osteoklasten aus. Die Osteoblasten,
welche neue Knochenmatrix deponieren kénnen, sind in der Lage, die Knochenresorption durch die Sekretion
von OPG einzudammen. OPG ist ein I0sliches Surrogat von RANKL und verhindert bei Bindung an RANK die
Osteoklastogenese. Das Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau wird indes bei einer Gbermafligen RANKL-
Produktion gestort, was ultimativ in der Erosion der Knochensubstanz resuliert.
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Somit bleibt die Homoostase zwischen Knochenabbau und Erosion erhalten, wodurch bei
Tieren ohne Vorerkrankung die Integritat des Knochens trotz SA erhalten bleibt. Die Synovia
von Tieren mit CIA hingegen ist durch eine Hyperplasie der FLS und durch eine Infiltration
von mononukledren Zellen charakterisiert, die durch GAS im Verlauf einer SA aktiviert wer-
den. Das Resultat ist eine exzessive Uberproduktion der Chemokine sowie Zytokine und
fuhrt zu einer lebensbedrohlichen systemischen Entziindung. Diese Entziindung fihrt zu
einer UbermaRigen Produktion von RANKL. Durch die vermehrte Differenzierung von Osteo-
klasten werden die durch die Osteoblasten gesteuerten Mechanismen des Gewebeaufbaus
Uberwaltigt, was ultimativ zu einer Zerstérung der Knochensubstanz flihrt. Des Weiteren flhrt
die entzliindliche Vorerkrankung zur Schadigung des Knorpels, die durch die Infektion des
Gelenks noch verstarkt wird. Die dadurch erhéhte biomechanische Belastung fihrt im Kon-
zert mit den Osteoklasten zu einer schwerwiegenden Dysplasie des subchondralen Kno-

chens.

6.7 Alter und Gelenkersatz als Risikofaktoren fiir die SA bei Patienten mit Arthrose

In Anbetracht der Daten aus den Infektionsmodellen von Tieren mit primarer oder sekunda-
rer Arthrose konnte kein Einfluss der degenerativen Vorerkrankung auf die septische Arthritis
festgestellt werden. So induzierte GAS bei Tieren mit primarer OA keinen Knochenverlust.
Bei Mausen mit sekundarer OA war weder die Inzidenz der SA noch die Schwere der Sepsis
und somit die Uberlebenswahrscheinlichkeit signifikant verandert. Demnach suggerieren die
Resultate aus den hier eingesetzten Modellen, dass eine Gelenkschadigung durch mechani-
sche Uberbelastung oder durch ein genetisch bedingtes Ungleichgewicht der Homdostase
des artikularen Gewebes nicht flr die SA pradisponiert. Dennoch wurde die humane OA in
epidemiologischen Studien als Risikofaktor der SA vorgeschlagen (Dubost et al., 2004;
Singh & Yu, 2018).

Da die priméare Arthrose eine multifaktorielle Atiologie hat und durch Kombination aus unter-
schiedlichen pathologischen Instanzen bedingt ist (D. Chen et al., 2017), kann in diesem
Zusammenhang nicht unterschieden werden, ob die Erosion der Gelenke selbst oder eine
Begleiterscheinung der OA die Inzidenz der SA beguinstigt. So tritt die OA vermehrt bei alten
Menschen auf, sodass nahezu 60 % der Uber 70-jahrigen an der progressiven Erkrankung
leiden (Garstang & Stitik, 2006). Eben diese Bevolkerungsgruppe ist einem hohen Risiko
ausgesetzt, an invasiven Infektionen und somit an der SA zu erkranken (McBride et al.,
2020). Schwere Falle von primarer oder sekundarer OA mussen mit einem Gelenkersatz

behandelt werden. Es wurde wiederrum in einer epidemiologischen Studien gezeigt, dass
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vorhergehende Gelenkoperationen und das Vorhandensein von prosthetischen Gelenken ein

noch grofleres Risiko fir eine SA darstellen als die RA (Kaandorp et al., 1995).

In diesem Zusammenhang wurde mehrfach demonstriert, dass Implantat-Materialien auf
Grund ihrer physikalischen Eigenschaften und deren Interaktion mit dem biologischen Ge-
webe eine attraktive Kolonisierungsgrundlage fur Bakterien darstellt und die Bildung von Bio-
filmen unterstitzt (Arciola et al., 2018). Die Ausbildung von Biofilmen ist eine Strategie der
Pathogene um der Beseitigung durch antimikrobielle Peptide und durch die zelluldare Immun-
abwehr des Wirts zu entgehen (Costerton, 1999; Zimmerli et al., 1984). Demnach werden
chronische Infektionen und somit die Dissemination der Pathogene in das artikulare Gewebe
unterstitzt, was in der Ausbildung einer SA resultiert. Zusammengenommen ist es auf Grund
der verschiedenen Faktoren, die eine OA begleiten kébnnen, ausgenommen schwierig herzu-
leiten, aus welchem Grund diese Form der chronischen Gelenkerkrankung mit einer verhalt-

nismafig hoheren Inzidenz der SA assoziiert ist.

6.8 Influenza A Virus beeinflusst die Imnmunabwehr gegen eine Bakteriamie

Anhand der hier dargelegten Daten wurde zum ersten Mal demonstriert, dass in der Lunge
befindliches IAV die Immunreaktion gegen hdmatogenes GAS beeinflusste. Obwohl die mo-
nokausale Infektion mit IAV nur einen marginalen Verlust des Korpergewichts und eine all-
gemein schwach ausgepragte Klinik induzierte, fihrte sie im Kontext der Ko-Infektion zu ei-
ner signifikanten Verschlimmerung des Krankheitsverlaufs der bakteriellen Sepsis und be-
glnstigte das Auftreten der SA. Die Aktivierung von PRRs wie TLR3 oder TLR7 durch virale
RNA flhrt laut Literatur zu einer Uberproduktion von Typ-I- und Typ-lll-Interferonen (Durbin
et al., 2013; Shahangian et al., 2009). In diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass die
Induktion anti-viraler Zytokine das Immunsystem auf die Abwehr von Viren einstellt, wodurch

es gegenuber einer bakteriellen Infektion anfalliger wird (Siemens et al., 2017).

So wurde in einer Studie dargelegt, dass eine Infektion mit Pneumokokken nach IAV-
Applikation die Expression von Typ-I-Interferonen verstarkte, was in der Suppression der
Synthese von CCL2 und damit in der Einschrankung der Rekrutierung von Monozyten resul-
tierte (Nakamura et al., 2011). In der hier gezeigten Arbeit wurde in Ubereinstimmung mit
dieser Studie eine verringerte Expression von CCL2 in Reaktion auf die IAV Infektion festge-
stellt, obwohl keine Veranderungen in den Konzentrationen von Typ-I-Interferonen detektiert
werden konnte. CCL2 ist entscheidend fiir das Uberleben wahrend einer Sepsis, da es malR-

geblich die Mechanismen der angeborenen Immunabwehr gegen Bakterien steuert (Gomes
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et al., 2013; Winter et al., 2007). Da IAV jedoch mit dieser Achse der Immunreaktion interfe-
riert, legen die Daten in Verbindung mit den Erkenntnissen aus der Literatur nahe, dass die
virale Infektion das Immunsystem kompromittiert. In diesem Zusammenhang wurde in einer
weiteren Studie gezeigt, dass eine Impfung von Mausen mit attenuierten Viren die Tiere ge-
genuber tédlichen Verlaufen nach einer IAV-GAS-Superinfektion schitzten (Chaussee et al.,
2011). Somit ist der Wirt bei unmittelbarer Abwehr des Virus besser auf die Gefahr einer in-

vasiven bakteriellen Infektion eingestellt.

6.9 Limitationen

Trotz der neuartigen Erkenntnisse Uber die Atiopathogenese der SA und dem Zusammen-
spiel dieser Erkrankung mit verschiedenen Risikofaktoren unterliegt diese Studie einigen
Limitationen. In diesem Zusammenhang wurde ein Tier-Modell fiir ein strikt an den Men-
schen angepasstes Pathogen verwendet. So sind zahlreiche, fir die Pathogenitat von GAS
entscheidende Virulenzfaktoren in Bezug auf ihre Aktivitat gegeniiber humanen Zellen und
Proteinen auf den Menschen spezialisiert (Kasper et al., 2014; Reglinski & Sriskandan,
2014). Dennoch war das hier eingesetzte Modell in der Lage, die hamatogene Dissemination
des Pathogens zu reprasentieren, die eine wichtige Voraussetzung fur die Entstehung einer
SA darstellt. Dementsprechend wurde eine bakterielle Belastung in Leber und Milz detektiert.
Daruber hinaus konnten vitale Bakterien auch aus den tibiofemoralen Gelenken isoliert wer-
den. Des Weiteren verursachte GAS in den Mausen die Exazerbation einer bereits beste-
henden Autoimmunitat. Obwohl die CIA 11 Wochen nach Sekundarimmunisierung in Remis-
sion war, zeigten nicht-infizierte CIA-Mause in Femur sowie Tarsus eine eindeutige Kno-
chen-Pathologie, die in GAS-infizierten Tieren mit CIA noch evidenter wurde. Demnach un-
terstitzen diese Daten die aus epidemiologischen Studien an humanen Kohorten abgeleitete

Hypothese, dass eine aktive Autoimmunitat die SA begunstigt.

Eine geringflugige Limitation dieser Studie ist die Wahl einer verhaltnismalig kurzen Be-
obachtungsdauer von 14 Tagen nach der Infektion. Die Tiere, die von SA betroffen waren
mussten sogar innerhalb wenige Tage nach Einsatz der ersten Symptome geopfert werden.
Sowohl im Menschen als auch im Tiermodell wurde gezeigt, dass die SA in einen chroni-
schen Zustand ubergehen kann mitsamt Beteiligung von aktivierten T-Lymphozyten an der
irreversiblen Gelenkdestruktion, die zu Invaliditat in Gberlebenden Individuen fihrt (Corrado
et al., 2016; Garcia-De La Torre, 2003). Demnach war es in den hier beschriebenen Tiermo-
dellen nicht moéglich, jeglichen Einfluss einer adaptiven Immunreaktion auf die Aufrechterhal-

tung der Gelenkentziindung zu untersuchen.
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6.10 Schlussfolgerungen

Anhand der Ergebnisse aus dieser Studie wurde gezeigt, dass eine vorhergehende Infektion
mit IAV zur Verschlimmerung der SA fuhrte. Die hier gezeigten Daten legen nahe, dass eine
Grippeerkrankung zu den Risikofaktoren, die fir eine SA pradisponieren, gezahlt werden
sollte. Deswegen legen die Resultate dieser Arbeit eine Empfehlung fir die Grippeschutz-
impfung zur Pravention der lebensbedrohlichen bakteriellen Arthritis, insbesondere bei Risi-

kogruppen, nahe.

Die hier vorgelegte Arbeit hat gezeigt, dass eine bestehende Autoimmunitat den Verlauf der
Streptokokken-induzierten septischen Arthritis verschlimmert. Demnach suggerieren die Er-
gebnisse, dass Patienten mit rheumatoider Arthritis einem enorm hohen Risiko ausgesetzt
sind, nach Infektion mit gram-positiven Erregern eine besonders gravierende Form der bak-
teriellen Arthritis zu entwickeln. Auf Grund der Natur des Zusammenspiels der beiden Krank-
heitsaktivitaten, die sich durch eine Uberreaktion des Immunsystems gegen das Bakterium
auszeichnet, sollten neue Interventionsstrategien erkundet werden, die darauf abzielen, die

Immunreaktion einzudammen.

In diesem Zusammenhang wurde in einer Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie an Kin-
dern mit SA aus dem Jahre 2003 festgestellt, dass die Verwendung des anti-
inflammatorischem Corticosteroids Dexamethason die klinische Symptomatik der SA amelio-
rierte (Odio et al., 2003). Eine aktuelle Meta-Analyse uber die Verwendung von Corticostero-
iden in der Padiatrie bestatigte den nitzlichen Effekt der Therapie zur Behandlung der bakte-
riellen Arthritis (Qin et al., 2018). Dartber hinaus sind RANKL-Inhibitoren wie Denosumab
auf dem Markt erhaltlich, dessen foérderliche Wirkung bei Erkrankungen des Knochenstoff-
wechsels (e.g. Osteoporose) bereits erwiesen ist (Ackerman, 2008). Um diese Mdglichkeiten
zur Behandlung von SA auszuschopfen, benétigt es zunachst klinische Studien, um die Si-

cherheit und Wirksamkeit der Therapien an Risikopatienten zu tberprifen.
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ERGANZENDE ABBILDUNGEN
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Abbildung A1: Etablierung des Kleintier-Modells fiir Sepsis und septische Arthritis (SA). (A) 20 bis 22
Woche alte, mannliche C57BI/6J wurden mit verschiedenen Dosen von Gruppe A Streptokokkus (GAS) infiziert
und daraufhin fiir bis zu 14 Tage beobachtet. Die Kaplan-Meier-Schatzer der Inzidenz der SA und der Uberle-
bensrate zeigen, dass 5 ¢ 10° koloniebildende Einheiten fiir das Ausldsen von SA in einer hohen Anzahl von Tie-
ren ausreichend waren. Die Mause wurden zum Ende des Beobachtungszeitraums beziehungsweise vorzeitig an
humanen Endpunkten geopfert. (B) Die Box-Plots zeigen die Krankheitsaktivitat der Sepsis nach Applikation
verschiedener, bakterieller Dosen zum jeweiligen Endpunkt. (C) Die Box-Plots stellen die gemessenen Maus anti-
GAS IgG Titer im Plasma von mit 5 « 10° KBE GAS infizierten Tieren dar, die bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraums Uberlebt haben. (D) Sowohl Blut-Proben als auch Homogenisate von Lebern und Milzen wurden zu den
respektiven Endpunkten auf Blut-Agar aufgebracht um die bakterielle Last fir jede applizierte GAS-Dosis zu
Uberprifen.
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Abbildung A2: Eine akute GAS-Infektion hatte keinen Einfluss auf die Knochenstruktur von C57BL/6J
Mausen. Femora und Pfoten wurden mittels mikro-Computertomographie auf Veranderungen der
Knochenmorphologie untersucht. Die Proben wurden an Tag 14 nach PBS-Applikation (n = 11) gewonnen. Die
Proben von infizierten Mausen (GAS) wurden, in Abhangigkeit von der Schwere der Sepsis, an den Endpunkten
der Tage 3 (n =6), 4 (n = 6) oder 14 (n = 19) nach der i.v. Applikation entnommen. Fir den tabekularen Knochen
sind das relative Knochenvolumen (BV/TV), der structure model index (SMI), die Anzahl der Trabekel (Tb.N) und
die Knochenmineraldichte (BMD) dargestellt. Fir den kortikalen Knochen sind die relative Kortikalflache
(Ct.Ar/Tt.Ar), das polare Flachentragheitsmoment (MMI), die Kortikaldicke (Ct.Th) und die BMD gezeigt.
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Abbildung A3: Qualitidtskontrolle der Depletion von Leukozyten aus FLS Kulturen. (A) Der Box-Plot stellt
den Anteil CD45" Zellen an allen lebenden Zellen der heterogenen FLS-Kultur, vor beziehungsweise nach
Zellsortierung nach dem GroéRenausschluss-Prinzip, dar. Zudem ist die statistische Analyse mittels Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Tests flr gepaarte Stichproben gezeigt. (B) Die FLS-Kulturen, welche aus naiven und Mausen
mit Kollagen-induzierter Arthritis (CIA) abgeleitet wurden, unterschieden sich nach der Depletion - in Bezug auf

den Anteil der CD45" an den vitalen Zellen - nicht voneinander.
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Abbildung A4: Die Expression von Zytokin-Genen wurde in FLS aus F1 Mausen nach in vitro Infektion
nicht beeinflusst. Die FLS-Kulturen wurden fiir 4 h mit einer Multiplizitat der Infektion von 10 mit GAS infiziert.
Mittels gPCR wurde nach Normierung auf die PBS-Kontrollen und das Referenzgen Gapdh die relative mRNA
Expression von Chemokinen (Ccl2, Cxcl2), Zytokinen (ll6, Tnf, [110), RANK-Agonisten (Rankl[Tnfsf11],
Opg[Tnfrsf11b]) und Matrixmetalloproteinasen (Mmp1a, Mmp13) analysiert. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte mitsamt positiven Standarabweichungen der infizierten FLS, die urspriinglich aus naiven (n = 3) oder
Mausen mit Kollagen-induzierter Arthritis (CIA, n = 4) isoliert wurden. Die GAS-Infektion induziert in diesem
Modell nur marginale Veranderungen der Expression der hier analysierten Gene ohne einen Unterschied
zwischen FLS aus naiven und CIA Mausen abzubilden. *p < 0,05; Einstichproben-t-Test fiir den Vergleich mit der
PBS-Kontrolle (n = 3 [Naiv], n = 4 [CIA]).
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Abbildung A5: GAS induzierte den Verlust der Expression von Integrin-Liganden durch FLS aus F1
Mausen in vitro. (A) Reprasentative Dichtediagramme illustrieren die deutliche Abhahme der Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 von CD31~ CD45" FLS nach 8 h Infektion mit GAS (MOI = 10). (B) Nur bei FLS aus CIA
Mausen (n = 5) ist die Abhahme der Expression ICAM-1 und VCAM-1 signifikant, zeigt jedoch einen deutlichen
Trend bei FLS aus naiven Tieren (n =4). Die Box-Plots stellen die Expression anhand des Medians der
Fluoreszenz-Intentsitaten (MFI) des Detektionsignals fiir die Integrin-Liganden aus der ICAM-1" VCAM-1" FLS-
Subpopulation dar.
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MATERIALTABELLEN

GERATE UND VORRICHTUNGEN

Hersteller Hauptsitz Produktbezeichnung Produktnummer/Modell
Anthos Mikrosysteme Krefeld, Deutschland Plattenfotometer HT 1l
Applied Biosystems Foster City, CA, USA Fast Real-Time PCR System 7900 HT
FACSAria lllu
Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA Durchflusszytometer
FACSVerse
Binder Tuttlingen, Deutschland CO,-Brutschrank CB 150

Bio-Rad Laboratories

Bruker

Carl Zeiss

Thermo Fisher

Scientific

Zoonlab

Hercules, CA, USA

Antwerpen, Belgien

Oberkochen,Deutschland

Waltham, MA, USA

Castrop-Rauxel, Deutschland

UV-Bestrahlungskammer
Mikro-Computertomograph
Mikro-Fotoapparat
Mikroskop

Rotationsmikrotom

Gradienten-Thermoblock

Kleinnager-Kafig

GS Gene Linker
SkyScan 1076
Axiocam ERc 5s
Axioplan 2

Hyrax M55

Nanodrop ND1000

Typ 2L

Typ 3
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CHEMIKALIEN, PRAPARATE UND LOSUNGEN (TEIL 1)

Hersteller Hauptsitz Produktbezeichnung Produktnummer/Modell
Abcam Cambridge, UK Group A Carsoyerats onody 22919
TaqMan /110 MmO00439614_m1
TaqMan Mmp1a MmO00473485 _m1
TagMan Ccl2 MmO00441242_m1
TagMan Cxcl2 MmO00436450_m1
TagMan Gapdh Mm05724508 g1
gf;ps';i‘:ems Foster City, CA, USA TagqMan /6 MmO00446190_m1
TagMan Mmp13 Mm00439491 _m1
TagMan Opg (Tnfrsf11b) Mm01205928 m1
TaqMan (Tnfsf11) Mm00441906_m1
TagMan Tgfb1 MmO01178820_m1
TagMan Tnf Mm00443258 m1
Bayer Leverkusen, Deutschland  Xylazinhydrochlorid 2 % (w/v) 770-081
Adjuvant Incomplete Freund 263910
giecckti‘r’] r;on Franklin Lakes, NJ, USA gguﬁliztom Todd-Hewitt- - g 549920
M. tuberculosis H37 Ra, desic- 231141

cated
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CHEMIKALIEN, PRAPARATE UND LOSUNGEN (TEIL 2)

Hersteller Hauptsitz Produktbezeichnung Produktnummer/Modell
APC anti-mouse CD31 Antibody (390) 102409
APC anti-mouse/human CD45R/B220 103211
Antibody (RA3-6B2)

i ™ | =

APC/Fire™ 750 anti-mouse CD54 Anti 116125
body (YN1/1.7.4)
Brilliant Violet 605™ anti-mouse CD90.2
Antibody (30-H12) 105343
DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, 422801
Dilactate)
FITC anti-mouse CD45 Antibody (30-F11) 103107

Biolegend San Diego, CA, USA LEGENDplex™ Mouse Inflammation Pan-
ol 740446
PE anti-mouse/human CD11b Antibody
(M1/70) 101207
PE/Cyan|n.e5 anti-mouse Ly-6G/Ly-6C 108409
(Gr-1) Antibody (RB-8C5)
PE/Cyanine7 anti-mouse CD3¢ Antibody
(145-2C11) 100319
PerCP/Cyanine5.5 anti-mouse CD106
Antibody (429) 105715
TMB Substrate Kit 421101
Peroxide Blocking Reagent BUF007B

Bio-Rad

. Hercules, CA, USA . , .
Laboratories Rabbit F(ab’); anti-Mouse IgG-HRP STAR13B

(Human Adsorbed)
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CHEMIKALIEN, PRAPARATE UND LOSUNGEN (TEIL 3)

Hersteller Hauptsitz Produktbezeichnung I\Pnl;;):;:(tnummer/
Albumin Fraktion V 8076.3
Eosin G-Lésung 0,5 % X883.1
Natriumchlorid 601.1
Carl Roth Karlsruhe, Deutschland ~ ROTI Histol (96 - 98 % Limonen) 6640.1
Safranin O T129.1
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 4855.2
Tween 20 91271
Cell  Signaling . . .
Techalsay Danvers, MA, USA SignalStain® DAB Substrate Kit 8059P
Chondrex Redmond, WA, USA Immunization Grade Bovine Type Il Collagen 20021
Ethicon Somerville, NJ, USA Vicryl, 6-0, Nahtmaterial V134H
Normal Rb Serum Control 31884
Invitrogen Carlsbad, CA, USA Rabbit anti-Goat IgG (H+L) Cross-Adsorbed R-21459
Secondary Antibody, HRP, 1 mg
E(I)\/Ithl\ghgv:e%Iucose, pyruvate, no glutamine, 11880-028
. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 14190094
#Zihnologies CoRbetl A Fetal Bovine Serum, qualified, Brazil 10270106
MEM alpha, nucleosides 22571020
Penicillin-Streptomycin (5000 U/mL) 15070-063
Medite Burgdorf, Deutschland USEDECAL 40-3310-00
Merck Darmstadt, Deutschland Mayers Hamalaunlésung 109249
Miltenyi Biotec [B)‘Zﬁsccr:an § Gladbach,  4,toMACS Running Buffer 130-091-221
CHEMIKALIEN, PRAPARATE UND LOSUNGEN (TEIL 4)
Hersteller Hauptsitz Produktbezeichnung ::f“::::e"
PAN-Biotech Aidenbach, Deutschland HEPES Buffer 1M P05-01100
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Pharmanovo

pluriSelect

Qiagen
Ratiopharm
Research and
Diagnostic
Systems

Resorba

Serva Electropho-
resis

Sigma Aldrich

StemCell Technol-
ogies

Thermo Fisher
Scientific

Zentiva

Hannover, Deutschland

Leipzig, Deutschland

Hilden, Deutschland

Ulm, Deutschland

Minneapolis, MN, USA

Nurnberg, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

St. Louis, MO, USA

Vancouver, Kanada

Waltham, MA, USA

Prag, Tschechien

Sodium pyruvate 100 mM
Ketaminhydrochlorid 10 % (w/v)
CDA45 S-pluriBead® anti-ms
S-pluriBead® Maxi Reagent Kit
RNeasy Plus Mini Kit

Tramadol, 100 mg/mL Tropfen

Mouse CXCL2/MIP-2 DuoSet ELISA

Resolon, 4-0, Nahtmaterial

Di-Natrium-EDTA

Bovine Serum Albumin

Collagenase Type IV

Fast Green FCF

Novaminsulfon 500 mg Lichtenst.
(Metamizol)

P04-43100

27015.00.00

29-04500-10

70-50010-12

74134

31467.00.00

DY452-05

88061

39760.01

A9418

7427

BP123-10

324275

XLV



ANHANG

SONSTIGES VERBRAUCHSMATERIAL

. . Produkt-
Hersteller Hauptsitz Produktbezeichnung No./Modell
Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA Columbia Agar mit 5 % Schafsblut 254071
Corning Corning, NY, USA Serologische Pipette, 25 mL 357525
. ' Kremsmiinster, Oster- 6 Well Multiwellplatte 657160
Greiner Bio-One ich
reic EasyStrainer 70 ym 542070
Invitrogen Carlsbad, CA, USA Nunc MaxiSorp™ flat-bottom 44-2404-21
Paul Marienfeld Lauda-Konigshofen, Neubauer-Zahlkammer 640010
Deutschland
Sarstedt NiUmbrecht, Deutschland Cell Scraper 16 cm 83.1832
ssniff Soest, Deutschland ssniff RIM-H V1535-000
Spezialdiaten
Serologische Pipette, 10 mL 94010
Techno Plastic . . Serologische Pipette, 5 mL 94005
Product Trasadingen, Schweiz
roducts Zellkulturflasche T25 90026
Zellkulturflasche T75 90076
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