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l. EINLEITUNG

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine weltweit vorkommende Autoimmunerkrankung. Sie ist in
allen Bevodlkerungsgruppen verteilt und fiihrt zu einer massiven Beeintrdchtigung der
Betroffenen. Neben den typischen Symptomen einer Arthritis wie Gelenkssteifigkeit und
-schwellungen, beinhaltet das Krankheitsbild der RA auch extraartikuldre Manifestationen mit
Einflissen auf das Herz-Kreislauf-System, die Lunge, die Haut und die Augen. Auch tumordse
Entartungen kdnnen die Folge einer Erkrankung mit RA sein.

Die Atiologie der RA ist auch heutzutage noch Gegenstand intensiver Forschung. Da die RA ein
multifaktorielles Krankheitsgeschehen ist, gibt es nicht einen einzigen Ausldser, sondern viele
kleine Faktoren, die in ihrer Gesamtheit schlussendlich zur Auspragung des Krankheitsbildes
fihren. Genetik, Umwelteinfliisse oder auch das Geschlecht und das Alter tragen hierzu bei.
Die bei der RA entstehenden Autoantikdrper, die zur Diagnostik und Prognose des
Krankheitsverlaufs verwendet werden, sind nicht gegen ein einzelnes Antigen gerichtet,
sondern gegen vielerlei unterschiedliche Proteine. Der Rheumafaktor (RF), ein Antikorper, der
gegen den Fc-Teil von IgM und IgG-Antikorpern gerichtet ist, und die anti-citrullinierte Peptid
Antikorper (ACPAs), spielen hier die Hauptrollen. Es gibt jedoch auch eine Vielzahl von
Antikorpern gegen andere Proteine, wie zum Beispiel Kollagen, die auf die
Krankheitsentwicklung und -auspragung einen Einfluss haben.

Therapeutisch werden bei der rheumatoiden Arthritis sogenannte ,Disease modifying anti-
rheumatic-Drugs”, DMARDs, angewendet. Wie der Name bereits verrat, kdnnen diese die
Krankheit nur ,,modifizieren®, aber nicht ihre Ursache bekdampfen oder sie dauerhaft heilen.
Trotz vieler Bemihungen gibt es immer noch Patienten, die nicht oder nur schlecht auf
Therapieversuche ansprechen.

Aus diesem Grund wird weiterhin intensiv nach neuen Therapiemethoden fiir die RA gesucht.
Ein Augenmerk wird hierbei auch auf Peptide als Therapeutika gesetzt. Bei manchen
Autoimmunerkrankungen, vor allem allergischen Erkrankungen, werden diese bereits
erfolgreich eingesetzt. Das Wirkprinzip basiert hierbei auf einer Induktion einer Anergie. Dies
bedeutet, dass die bei der Autoimmunerkrankung vorherrschende fehlgeleitete
Immunantwort normalisiert wird. Insofern kann die Induktion einer Anergie mittels Peptiden

eine ursachliche Behandlung von Autoimmunerkrankungen bedeuten.
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Daneben besitzen Peptide einige Vorteile gegeniiber Proteinen und monoklonalen
Antikorpern als Therapeutika. Dies sind unter anderem ihre gute Vertraglichkeit und die
geringeren Herstellungskosten.

Zur Untersuchung neuer Therapieansatze eignen sich insbesondere bei komplexen
Erkrankungen wie der RA vor allem Tierversuche. Es existiert bis dato kein Tiermodell, das die
RA in all ihren Facetten abbilden kann, doch es gibt unterschiedliche Modelle, die jeweils
einzelne Aspekte der Pathophysiologie nachstellen. In der Literatur stark vertreten ist das
Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) in der Maus. Vorherrschende Autoantikorper
sind hier allerdings im Gegensatz zur humanen RA, anti-Kollagen-Antikérper, die dort nur bei
einem Teil der Patienten eine Rolle spielen.

Ziel dieser Arbeit ist es, ein Mausmodell der RA zu testen und zu etablieren, welches durch die
Auspragung verschiedener Antikorper, wie zum Beispiel auch ACPAs (Anti-citrullinierte Peptid
Antikorper), eine Immunantwort dhnlich der im Menschen vorweist. Gleichzeitig soll die
Moglichkeit der Schmerzmittelapplikation im Tiermodell gegeben sein — sowohl im Sinne des
Tierwohls, als auch zur Anndherung an die Situation im Menschen.

Ein weiteres Ziel ist dann, im etablierten Krankheitsmodell, verschiedene Peptide zu testen,
die eventuell geeignet sind, die Arthritis-Symptome zu verbessern. Diese Peptide sollen im
Sinne einer Antigen-spezifischen Therapie die Immunantwort regulieren und im besten Fall

wieder normalisieren.
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. LITERATURUBERSICHT

1. Rheumatoide Arthritis beim Menschen

1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren

Rheumatoide  Arthritis (RA) ist eine der am haufigsten vorkommenden
Autoimmunerkrankungen beim Menschen. Die Verbreitung dieser Erkrankung ist
populationsabhangig. So wird fir die meisten Populationen Europas und Nordamerikas eine
Pravalenz zwischen 0,5% und 1% der Gesamtbevolkerung geschéatzt. Dagegen stehen Lander
wie China oder Japan, in denen mit 0,2 - 0,3% ein recht niedriges Vorkommen der RA
verzeichnet ist. Andererseits gibt es aber auch Populationen, wie zum Beispiel die der
amerikanischen Ureinwohner, bei denen eine deutlich héhere Pravalenz von finf bis fast
sieben Prozent vorherrscht (SILMAN & PEARSON, 2002; FERUCCI et al., 2005).

Die Lebenserwartung von RA-Patienten ist gegenlber der Gesamtpopulation verringert. So
sterben diese 3-10 Jahre friher als der Durchschnitt der generellen Population, abhédngig vom
Schweregrad und Lebensalter in dem die Erkrankung zuerst aufgetreten ist (ALAMANOS &
DROSOS, 2005).

Die RA ist ein multifaktorielles Krankheitsgeschehen. Verschiedene Faktoren wie Genetik,
Alter und Geschlecht, aber auch Umwelteinfliisse wie das Rauchen oder ein niedriger
soziobkonomischer Status kénnen im Zusammenspiel zur Entwicklung einer RA fihren

(ALAMANOS & DROSOS, 2005) (vgl. Abbildung 1).

1.1.1.  Risikofaktor Genetik
Mehrere epidemiologische Studien in verschiedenen Landern berichten von einer familidaren
Haufung von RA-Fillen. Zwillingsstudien bestatigen einen genetischen Zusammenhang der
Entwicklung von RA (SILMAN et al., 1993; MACGREGOR et al., 2000). Die Erblichkeit schwankt
von 20% fiir seronegative (kein Rheumatoider Faktor, RF) bis zu 40-65% bei seropositiver (mit

Bildung von RF) Erkrankung (FRISELL et al., 2016).
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Abbildung 1, Risikofaktoren der RA
Ein Zusammenspiel aus genetischen Faktoren, Umwelteinfliissen, Alter und Geschlecht fiihrt letztendlich zur
Entstehung einer rheumatoiden Arthritis

Es sind bereits (iber 100 Gen-Loci identifiziert worden, die auf die eine oder andere Weise
Einfluss auf die Entwicklung und Auspragung der RA haben kénnen (SMOLEN et al., 2016). Der
wichtigste genetische Faktor ist dabei vermutlich das sogenannte Shared Epitope (SE)
(GREGERSEN et al., 1987). Als SE wird eine Reihe von Allelen innerhalb des Gens fiir den Major
Histocompatibility Complex (MHC) bezeichnet, welche zufolge haben, dass in der
Peptidbindungstasche dieses Komplexes strukturelle Ahnlichkeiten zu finden sind
(RAYCHAUDHURI et al., 2012; DEANE et al., 2017). Diese als HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04 und
HLA-DRB1*10 benannten Allele (HLA steht fir Human Leucocyte Antigen; diese Bezeichnung
wird beim Menschen synonymhaft fiir den MHC verwendet) bedingen - nach Translation in
Proteine - Ahnlichkeiten in der Aminosiure-Sequenz der Antigen-Bindungstasche, welche die
Bindung von citrullinierten Peptiden und Proteinen erméglichen. Die Prasentation von an den
MHC-II-Rezeptor von Antigen-prasentierenden Zellen gebundenen citrullinierten Peptiden an
T-Zellen fuhrt wiederum zu einer Protein-spezifischen T-Zell-Antwort, in deren Folge auch B-
Zellen aktiviert werden und die fir die Entwicklung von RA mitverantwortlichen anti-
citrullinierte Peptid Antikorper (ACPAs) gebildet werden (KURKO et al., 2013) (vgl. Abbildung
2).
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Abbildung 2, Shared Epitop Hypothese

A Verschiedene Allele (HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04, HLA-DRB*10) innerhalb des Gens (rot) fir den MHC-
Komplex.

B Nach Translation in Proteinen fiihren diese zu einer Expression von MHC-II-Molekiilen, welche strukturelle
Ahnlichkeiten in der Bindungstasche haben, die eine Bindung von citrullinierten Peptiden/Proteinen
ermoglichen.

C Spezifische T-Zellen binden an das citrullinierte Protein in der Bindungstasche des MHC-Il und werden
hierdurch aktiviert.

D Es kommt auRerdem zu einer Aktivierung von B-Zellen, die sich zu Plasmazellen differenzieren und anti-
citrullinierte Peptid-Antikdrper (ACPAs) ausschitten

Fortschritte in der Genom-Sequenzierung konnten neben dem SE weitere genetische
Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer RA definieren. PTPN22 (Protein tyrosin phosphatase
non-receptor type 22) zum Beispiel ist ein negativer Regulator fiir die T- und
B-Zell-Aktivierung. Ein Polymorphismus in dem Gen, das dieses Enzym codiert, fihrt zu einer
Verschlechterung der negativen Riickkopplung auf diese Zellen und damit zu einer niedrigeren
Schwelle fiur die T- und B-Zell Aktivierung (RIECK et al., 2007; ZHANG et al., 2011). Gleichzeitig
wird durch das dysfunktionale PTPN22 die Funktion von regulatorischen T-Zellen gestort
(VANG et al., 2013).

Neben diesem konnten mittels Meta-Analysen Zusammenhange von genetischen Variationen
von entziindlichen Faktoren wie CTLA4, STAT4, verschiedenen Interleukinen und einigen
anderen zur Entwicklung von rheumatoider Arthritis hergestellt werden (CHATZIKYRIAKIDOU
et al.,, 2013).
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1.1.2. Risikofaktor Umwelteinflisse
Neben der Genetik spielen auch duRRere Einflisse eine Rolle in der Pathogenese der RA.
Rauchen, Infektionen aber auch die Ernahrung und der sozio6konomische Status kénnen eine
Entstehung von RA begiinstigen (s. Abbildung 1).
Das Rauchen kann zum Beispiel eine Ursache fiir vermehrte Produktion von ACPAs sein,
insbesondere in Verbindung mit dem Allel HLA-DR1. In Verbindung mit HLA-DR4 erhéht das
Rauchen das Risiko, an RA zu erkranken. Der zugrunde liegende Mechanismus ist eine durch
die Umwelt-Stressfaktoren induzierte post-translationale Modifizierung von mukosalen
Proteinen durch das Enzym Peptidyl Arginin Deaminase (PAD) (MCINNES & SCHETT, 2011).
Das PAD fuihrt zu einer Desaminierung der Aminosdure Arginin zu Citrullin. Durch das Rauchen
wird die Expression von PAD in der Lunge erhoht, was zu einem erhdhten Vorkommen an
citrullinierten  Peptiden in  Bronchoalveolar-Lavage-Zellen von Rauchern fihrt
(MAKRYGIANNAKIS et al., 2008). Diese durch die Citrullinierung ,fremd” gewordenen
Peptide/Proteine werden von Antigen-prasentierenden Zellen erkannt und das Immunsystem
reagiert mit der Ausbildung von Antikorpern (ACPAs) gegen diese Proteine.
Bestimmte Infektionen kénnen ebenfalls mitverantwortlich fir den Ausbruch der RA sein.
Epstein-Barr-Virus, Parvoviren, Cytomegalovirus, aber auch Borrelien und Escherichia coli
werden eine Verbindung zu RA zugeschrieben (ALAMANOS & DROSOS, 2005; MCINNES &
SCHETT, 2011). Die Mechanismen davon sind noch nicht eindeutig geklart, eine Rolle wird der
Entwicklung von Immunkomplexen durch die (teilweise persistierenden) Infektionen
zugeschrieben (BALANDRAUD et al., 2004). Auch eine dysfunktionale Toll-like Rezeptor (TLR)-
vermittelte Immunantwort kann an der Verbindung von Infektionen und RA beteiligt sein
(ARLEEVSKAYA et al., 2020). Ein besonderes Augenmerk wird in dieser Hinsicht auch auf
Infektionen mit Porphyromonas gingivalis gerichtet. P. gingivalis exprimiert PAD und ist somit
direkt an der Citrullinierung von Peptiden beteiligt. Versuche mit Mdusen konnten zeigen, dass
eine orale Infektion mit P.gingivalis die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) verschlimmert und
die Expression von citrullinierten Peptiden im Synovium erhoht (JUNG et al., 2017). Andere
Mechanismen wie die Induktion von NETose, Osteoklastenentwicklung und einer
proinflammatorischen Th17-Zell Antwort sind ebenfalls an der Rolle von P. gingivalis in der
Entstehung und Progression der RA beteiligt (PERRICONE et al., 2019).
Neben pathogenen Mikroorganismen kann auch die Gesamtheit der Mikroorganismen im

Korper — das sogenannte Mikrobiom - insbesondere bei Autoimmunerkrankungen wie der RA
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Auswirkungen auf Erkrankungen haben (KISHIKAWA et al., 2020). So konnte gezeigt werden,
dass es nennenswerte Unterschiede im Darm- und Mund-Mikrobiom zwischen RA-Patienten
und Kontroll-Personen gibt (ZHANG et al., 2015). AuRerdem haben RA-Patienten offenbar eine
geringere Diversitdt an Mikroorganismen (ZHONG et al., 2018) und ein geringeres Vorkommen
von Bacteroides spp. und Bifidobacterium spp. (VAAHTOVUO et al., 2008). Das Mikrobiom wird
beeinflusst durch die Erndhrung, sodass es sich lohnen kann, sowohl bei der Entstehung als
auch bei der Therapie der RA einen Blick auf diese zu werfen (SINGH et al., 2017). Manche
Lebensmittel haben einen pro- oder anti-inflammatorischen Einfluss durch die entstehenden
Metaboliten beim mikrobiellen Abbau (CORAS et al., 2020). In epidemiologischen Studien
konnte gezeigt werden, dass RA-Patienten im Gegensatz zu Gesunden weniger Obst, Gemiise
und Vollkornprodukte, dafiir aber mehr zugesetzte Zucker und gesattigte Fettsauren
konsumierten (BERUBE et al.,, 2017; BAREBRING et al., 2018; COMEE et al., 2019). Die
sogenannte ,Kreta-Didt“, oder auch , Mittelmeerkiiche” (Mediterranean Diet, MedDiet), die
aus der regelmaligen Aufnahme von frischem Gemiise und Obst, Niissen, Samen und der eher
geringen Aufnahme an rotem Fleisch, StiRigkeiten und Milchprodukten besteht, ist assoziiert
mit einer Schmerzreduktion und besseren physischen Funktion in RA-Patienten (JOHANSSON
et al., 2018)

Zuletzt ist auch ein niedriger sozio6konomischer Status als Umweltfaktor mit der Entwicklung
der RA assoziiert und geht oft mit einer schlechteren Prognose einher (ALAMANQOS & DROSOS,
2005). Der Grund hierfir liegt einerseits darin, dass Personen aus einem sozial schwachen
Hintergrund haufiger rauchen, weniger Zugang zu hochwertigen Lebensmitteln haben und
damit eher eine Mangelerndhrung bestimmter Mikrondhrstoffe entwickeln und ofter an
chronischen Krankheiten, wie Asthma oder Diabetes leiden. Dies sind Faktoren, die bei der
Entstehung von RA eine Rolle spielen kdnnen. Andererseits haben RA-Patienten mit niedrigem
soziobkonomischem Status eher eine spdtere Diagnosestellung, begrenzten Zugang zu
arztlicher Versorgung und kdnnen sich im schlimmsten Fall die oft teuren Medikamente nicht

leisten, insbesondere wenn sie keine Krankenversicherung haben (VERSTAPPEN, 2017).
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1.1.3. Risikofaktoren Alter und Geschlecht
Nach Genetik und Umweltfaktoren sind auch Alter und Geschlecht Risikofaktoren fir die
Entstehung einer RA. Die meisten epidemiologischen Studien beschreiben eine Haufung von
Krankheitsausbriichen um das 50. Lebensjahr herum. Frauen sind zudem bis zu viermal
anfalliger fur RA, als Manner (LINOS et al., 1980; SYMMONS et al., 1994; ALAMANOS &
DROSOS, 2005).
Der Verdacht liegt nahe, dass die Pradisposition fiir RA in Frauen durch die
Geschlechtshormone vermittelt ist. Ostrogen und Prolaktin gelten als proinflammatorische
Hormone, wahrend Androgene wie Testosteron eher anti-inflammatorisch wirken (CUTOLO
et al., 2002). So erklart sich auch, dass eine friihe Entwicklung der Monatsblutung und
unregelmaRige Monatszyklen (welche meist ein Symptom von starker Hormonproduktion
sind) mit einem erhohten Risiko fir die Entwicklung von RA assoziiert sind (KARLSON et al.,
2004; OLIVER & SILMAN, 2009). Eine Schwangerschaft scheint dagegen einen gewissen
therapeutischen Effekt auf eine bestehende RA zu haben, sodass es zu einer Verbesserung der
Symptome, oder in einzelnen Fallen sogar zu einer Remission kommt. Allerdings wird dieser
Effekt nach der Geburt wieder aufgehoben, und es kommt in der postpartalen Phase sogar zu
vermehrtem Wiederaufflammen der RA (INCE-ASKAN & DOLHAIN, 2015).
Das Stillen, insbesondere Gber ldngere Zeit (KARLSON et al., 2004; PIKWER et al., 2009) und
die Nutzung von oralen Kontrazeptiva (HAZES et al., 1990; BRENNAN et al., 1997) sollen
ebenfalls einen protektiven Effekt auf die Entstehung einer RA haben. Hier gibt es jedoch auch
gegenteilige Meinungen, die den Nutzen von oralen Kontrazeptiva als Schutz gegen RA
anzweifeln (DEL JUNCO et al., 1985; HANNAFORD et al., 1990).
Ostrogen scheint auch nicht der einzige Einflussfaktor zu sein, der Frauen anfilliger fiir RA
macht. Die Gabe von exogenem Ostrogen als therapeutischem Ansatz fiir post-menopausale
Frauen konnte das Risiko, an RA zu erkranken, oder den Schweregrad einer bestehenden RA
nicht signifikant beeinflussen (KARLSON et al., 2004; WALITT et al., 2008). Es bleibt also
weiterhin unklar, inwiefern der weibliche Zyklus und die zugehorigen Hormone Einfluss auf
die Entwicklung und die Auspragung von rheumatoider Arthritis nehmen.
Die Geschlechterpradisposition bei Frauen nimmt mit zunehmendem Alter der Arthritis-
Patienten ab und tendiert dann zu einer fast 1:1-Rate (YAZICI & PAGET, 2000). Warum sich die
RA grofltenteils in Patienten ab dem 50. Lebensjahr zeigt und die Pravalenz mit

fortschreitendem Alter zunimmt, ist nicht abschlieend geklart. Bei Frauen spielt vermutlich
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das Einsetzen der Menopause und die damit verbundene Anderung der Hormonspiegel eine
Rolle in der Entwicklung der RA (WLUKA et al., 2000). Die Zunahme an Arthritis-Fallen mit
steigendem Alter konnte ein Symptom der sogenannten Immunoseneszenz sein. Das
Immunsystem unterliegt im Alter einem Wandel. Die Involution des Thymus, Defekte bei der
Apoptose oder Zytokin-Imbalanzen sind die Folge dieses Wandels, der es anfallig fur

Autoimmunkrankheiten macht (YAZICI & PAGET, 2000).

1.2. Pathologie und Pathophysiologie der RA
Im Vordergrund der Pathologie der RA steht die Entziindung von Gelenken, die mit Schmerzen
und Bewegungseinschrankungen verbunden ist. Es gibt aber auch einige extraartikuldre
Manifestationen der Krankheit, insbesondere im kardiovaskuldren System, in der Lunge und
im Nervensystem (Abbildung 3). Serologisch zeichnet sich die RA durch die Entwicklung von
Autoantikdrpern gegen verschiedene Proteine aus, die sowohl als diagnostisches, als auch als

prognostisches Mittel verwendet werden.
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Abbildung 3, Pathologie der Rheumatoiden Arthritis

Neben den Gelenken sind durch die RA auch Herz-Kreislauf-System, Atmungs- und Verdauungstrakt, das
Nervensystem, die Augen und die Haut betroffen und Tumore kénnen entstehen. NW=Nebenwirkung von
Medikamenten; ILD=Interstitielle Lungenerkrankung; KCS=Keratokonjunktivitis sicca; PUK=periphere ulzerative
Keratitis
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1.2.1. Gelenksentzindung
Die Gelenksentziindung in der RA fangt als eine bilateral symmetrische Erkrankung der Hand-
und Fullgelenke an. Schmerzen, Schwellungen und Morgensteifigkeit der Gelenke sind ein
typisches Symptom (ALETAHA & SMOLEN, 2018). Neben den Gelenken der Extremitdten
konnen auch Gelenke der Halswirbelsdule, insbesondere die Gelenke zwischen
Hinterhauptbein und erstem Halswirbel sowie zwischen erstem und zweitem Halswirbel von
der RA betroffen sein (KIM et al., 2015).
Durch das Ubergreifen der Entziindung an der synovialen Membran auf angrenzende
Strukturen kommt es zu Schwachen und nachfolgenden Rupturen von Biandern und Sehnen
(HASELWOOD & CASTLES, 1977; KIM & JUNG, 2007). Die oft beobachtete Deformation von
rheumatoiden Gelenken (wie z.B. die Schwanenhals-Deformation an den Fingern), ist eine
Folge von Kontraktionen einzelner Muskeln, Sehnenschwachen und Zerstérung von Knochen-
und Knorpelstrukturen (SHARIF et al., 2018). Insbesondere bei Beteiligung der Halswirbelsaule
kdnnen auch neurologische Symptome auftreten, da Subluxationen, Erosionen und Pannus-
Entstehung das Riickenmark einengen kénnen (MUKERJI & TODD, 2011).
Die pathophysiologischen Mechanismen der Gelenksentziindung in der RA sind Gegenstand
aktueller Forschung, viele kleinere und gréRere Faktoren spielen hier eine Rolle. Wichtig fur
die Initiierung der RA-assoziierten Synovitis scheinen dendritische Zellen zu sein (RODRIGUEZ-
FERNANDEZ, 2013). Wenn diese aktiviert werden, schiitten sie eine Reihe von
proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin(IL)-1, IL-6, IL-23, Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-
a)) aus, die dann wiederum die Differenzierung von T-Zellen anstoRen (MCINNES & SCHETT,
2011). Hierdurch entstehen auch Th-17 Zellen, welche durch die Produktion von IL-17 und IFN-
vy Makrophagen, Chondrozyten und Fibroblasten aktivieren und zur Sekretion von weiteren
Zytokinen stimulieren kénnen. Die Folge sind die vermehrte Produktion von Interleukinen,
Prostaglandin E2, Metalloproteinasen und RANKL (Rezeptor Aktivator des Nuklear Faktors kB
Ligand)(SATO et al., 2006; LUNDY et al., 2007; ALETAHA & SMOLEN, 2018) (Abbildung 4).
Infolge der Entziindung vermehren sich auch synoviale Fibroblasten GbermaRig und nehmen
einen aggressiven Phdnotyp an, der die Entziindung durch die Ausschiittung von
inflammatorischen Zytokinen (Matrix-Metallo-Proteinasen(MMP), RANKL) weiter befeuert
(SMOLEN et al., 2016). Der Gelenksknorpel wird im Laufe der Erkrankung immer mehr
abgebaut, da viele Chondrozyten Zytokin-vermittelt apoptotisch werden und die

Knorpelmatrix aufgrund von MMP, die von den synovialen Fibroblasten synthetisiert werden,
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ihre Integritat verliert. Andere synoviale Zytokine, vor allem Makrophagen Kolonie-
stimulierender Faktor und RANKL, sind fir die Osteoklasten-Differenzierung verantwortlich.
Diese differenzierten Osteoklasten zerstéren dann mineralisierten Knorpel und
subchondralen Knochen und die entstehenden Krater werden mit Entziindungsgewebe gefiillt
(Abbildung 4). Der erodierte Knochen von RA-Patienten zeigt wenig bis gar keine
Reparaturmechanismen, vermutlich, da einige Zytokin-induzierte Mediatoren die
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Chondroblasten und Osteoblasten

verhindern (MCINNES & SCHETT, 2011).
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Abbildung 4 Pathophysnologle der Gelenksentzundung in der RA
Die Prasentation von bestimmten Antigenen an naive T-Zellen Giber den MHC-Rezeptor auf dendritischen Zellen
flhrt zu einer antigen-spezifischen Immunantwort, in deren Folge T-Zellen differenzieren und B-Zellen und
Makrophagen aktivieren. Aktivierte Makrophagen schiitten Zytokine aus, die wiederum Chondrozyten aktivieren
und Uber MMP-Freisetzung Knorpel abbauen. Uber RANKL-aktivierung durch Fibroblasten differenzieren
Makrophagen zu Osteoklasten und zerstéren Knochen. Zu Plasmazellen differenzierte B-Zellen schiitten
Antikorper (z.B.: auch ACPAs) aus und es kommt zur vermehrten Bildung von Immunkomplexen, welche ebenfalls
Makrophagen aktivieren.
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1.2.2. Auspragungen der RA in verschiedenen Organsystemen

In ungefahr 40% der Patienten mit RA gibt es auRer der Gelenksentziindung noch zusatzliche
extraartikulare Manifestationen der Krankheit. Das Herz-Kreislauf-System kann dabei ebenso
betroffen sein wie die Lunge, die Haut, die Augen, das Gehirn oder der Gastrointestinaltrakt
(COJOCARU et al., 2010; MARCUCCI et al., 2018) (Abbildung 3).

Kardiovaskuldre Erkrankungen (cardiovascular disease, CVD) sind die haufigste Todesursache
in RA-Patienten. Im Vergleich zur generellen Population haben RA-Patienten ein doppelt so
hohes Risiko fiir Myokardinfarkte und ein um 50% erhohtes Risiko, an einer kardiovaskularen
Erkrankung zu sterben (MARADIT-KREMERS et al., 2005; CHOY et al., 2014). Hierfiir gibt es
verschiedene Erklarungsansatze. RA und CVD teilen sich viele Risikofaktoren wie Diabetes,
Rauchen oder auch genetische Faktoren wie das HLA-DRB1*04-Allel (SE) die zur Dysfunktion
des Endotheliums fiihren kénnen (FIGUS et al., 2021). Die in der Pathogenese der RA
vorherrschenden Zytokine (TNF-a, IL-17, IL-6) tragen auch zur Aktivierung von Endothelzellen
bei und initiieren den atherosklerotischen Prozess (FRAGOULIS et al., 2020) Zudem ist das bei
der RA vorherrschende generalisierte Entziindungsgeschehen mitverantwortlich fir die
infolge von der Ablagerung von Immunkomplexen entstehende Vaskulitis (hierzu tragt
beispielsweise auch der RF bei) (KISHORE et al., 2017).

Der Atmungstrakt ist bei 30-40% der RA-Patienten in Mitleidenschaft gezogen, teilweise
auBern sich pulmonare Symptome bereits vor den Gelenkssymptomen (ALUNNO et al., 2017).
Die Pathophysiologie von Lungenerkrankungen in der RA ist noch nicht vollstandig erforscht,
es wird aber ein Zusammenhang mit genetischer Pradisposition, Rauchen, chronischer
Immunaktivierung, Infektionen und Toxizitat der zur Therapie eingesetzten DMARDs vermutet
(SHAW et al., 2015; FARQUHAR et al., 2019). Am haufigsten bei RA-Patienten ist die
interstitielle Lungenerkrankung (interstitial lung disease, ILD), wobei hier zwischen primarer
ILD (durch die RA verursacht) und sekundaren Formen (die durch Nebenwirkungen von
DMARDs, Infektionen oder Neoplasien zustande kommen) unterschieden wird (KELLY et al.,
2016). Auch die oberen Atemwege kénnen von RA betroffen sein, so gibt es Evidenz zur
Beteiligung des Kehlkopfes bei RA. Das Cricoarytenoid-Gelenk kann genauso wie andere
synoviale Gelenke arthritisch werden und infolgedessen Erosionen des Gelenkknorpels oder
sogar Subluxation des Gelenkes aufweisen, was wiederum zu Dysphagie, Dyspnoe oder sogar

zu akuter respiratorischer Insuffizienz flihren kann (FERACO et al., 2009; ALUNNO et al., 2017).
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Solche Beeintrachtigungen von kleinen Gelenken durch die RA kommen auch im oberen
Verdauungstrakt vor. Das Kiefergelenk ist hierbei ebenso ein Angriffspunkt wie das
Atlantoaxialgelenk, bei dessen Subluxation es zu einer Nervenkompression und
darauffolgender Dysphagie kommen kann (GOW & GIBSON, 1977; EKBERG et al., 1987;
GILHEANEY et al., 2017).

Auch die Leber kann durch die RA in Mitleidenschaft gezogen werden, was durch erhdhte
Leberfunktionswerte in teilweise bis zu 50% der RA-Patienten gezeigt wird (MALNICK et al.,
2008). Meist sind gastrointestinale Beschwerden in RA-Patienten jedoch nicht direkt auf die
Krankheit zurickzufihren, sondern eher Nebenwirkungen von Medikamenten, die zur
Therapie der Erkrankung eingesetzt werden (WEST, 1997; CRAIG & CAPPELLI, 2018).

Wie bereits oben beschrieben kann die RA auch Gelenke der Wirbelsdule betreffen, wobei
insbesondere das Atlantoaxial-Gelenk haufig betroffen ist (YURUBE et al., 2012). Die RA fiihrt
zur Zerstérung der Knochen, Schwache des Ligamentum transversum und Instabilitat
zwischen den Wirbeln. Die darauf folgende Subluxation des Gelenkes fiihrt zu einer zervikalen
Myelopathie aufgrund der Kompression des Riickenmarks (ZHANG & POPE, 2015). Eine solche
kann sowohl symptomfrei sein, als auch Symptome wie Kopfschmerzen, Schwindel,
Ldahmungen oder visuelle, sensorische oder propriozeptive Defizite haben (ULUTATAR et al.,
2019). Wenn der Hirnstamm komprimiert wird, liegt die Sterberate bei 50% innerhalb eines
Jahres (ZHANG & POPE, 2015).

Gegenstand intensiver Forschung zu neurologischen Symptomen ist auch die Beteiligung von
RA an der Alzheimer Erkrankung. Es gibt Studien, die die Rolle von chronischen Entziindungen
bei der Entwicklung von mikrovaskularen Hirnschdden und Demenz diskutieren (MASON et
al.,, 2018). Auch ist auffallig, dass Alzheimer Patienten ebenso erhdhte Serum-Level von
proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-1, IL-6) wie RA-Patienten vorweisen
(SWARDFAGER et al., 2010).

Weitere extraartikuldre Manifestationen der RA sind die Beteiligung der Haut und der Augen.
Typisch fir die RA sind sogenannte Rheumakndétchen unter der Haut. Diese 2 — 5cm grofRen
Knotchen entstehen meist an Korperoberflachen, die Druck oder wiederholten Traumata
ausgesetzt sind. Sie sind im Allgemeinen fest, nicht schmerzhaft und unter der Haut beweglich.
Typische Stellen sind das Olekranon oder die dorsale Handflache, aber auch die Achilles-Sehne
oder die Stimmbander kénnen betroffen sein. Die Pravalenz von Rheumaknodtchen bei RA-

Patienten betragt zwischen 10 und 30 % (TILSTRA & LIENESCH, 2015). Radiologisch sind
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Rheumaknotchen strahlendurchlassig, histologisch bestehen sie aus einer zentralen Nekrose,
die von Makrophagen abgegrenzt wird, welche wiederum von Granulationsgewebe, das
Lymphozyten und Histiozyten enthdlt, umschlossen ist (HEDFORS et al., 1983). Die
Pathogenese der Rheumaknotchen ist nicht genau geklart, es wird jedoch vermutet, dass der
Rheumafaktor eine Rolle spielt, dessen Anhdufung im Gewebe bei Vaskulitis oder
GefaRtraumata eine Entzlindungsreaktion mit Aktivierung des Immunsystems auslost, die in
der Folge zur Fibrinablagerung und Nekrose durch zytolytische und enzymatische Degradation
fihrt (ZIFF, 1990). Neben der Haut kdnnen Rheumakndtchen auch in der Lunge und im Herzen
vorkommen, diese sind jedoch trotz ihrer Haufigkeit von bis zu 30% in Autopsiebefunden,
selten klinisch auffallig. Die groBte Aufgabe besteht hier meist darin, Rheumaknotchen in der
Lunge von Infektionen und Neoplasien zu unterscheiden (TILSTRA & LIENESCH, 2015).

An den Augen entwickeln zwischen 15 und 65% der RA-Patienten eine Keratokonjunktivitis
sicca (KCS). Diese — teilweise auch als sekundares Sjogren Syndrom benannte — Entziindung
der Hornhaut und Konjunktiven entsteht durch eine zu geringe Bildung von Tranenflussigkeit
durch die Tranendrisen (ARTIFONI et al.,, 2014). Brennende Augen, Lichtempfindlichkeit,
Juckreiz und schlechte Sicht sind die Folge (UHLIG et al., 1999). Unbehandelt kann die KCS zu
einer perforierenden Keratitis und kornealen Ulzera filhren (ARTIFONI et al., 2014). Zu den
selteneren okularen Symptomen der RA zdhlen die Episkleritis, Skleritis und periphere
ulzerative Keratitis (PUK) mit einer Pravalenz von 3-6 % in RA-Patienten. Insbesondere
nekrotisierende Skleritis und PUK kdnnen die okuldre Prognose verschlechtern und fiihren zu
erhohter Mortalitat, da sie mit systemischer Vaskulitis assoziiert sind (ARTIFONI et al., 2014).
Neoplasien sind ebenfalls Begleiterscheinungen der RA. Das Risiko fiir die Entwicklung von
Lymphomen und Lungenkrebs ist in Patienten mit RA im Vergleich zur normalen Bevdlkerung
erhoht. Andere Tumore haben dagegen kein erhohtes Vorkommen in der RA (SMITTEN et al.,
2008). Erklarungen fiir das vermehrte Vorkommen von Lymphomen sind die GbermaRige
Immunstimulation, die zu einer klonalen Expansion von B-Zellen fuihrt (KLEIN et al., 2018) oder
eine verminderte Anzahl an T-Suppressor-Zellen (FIGUS et al., 2021). Fir die erhohte
Pravalenz von Lungenkrebs in RA-Patienten gibt es ebenfalls verschiedene
Erklarungsmoglichkeiten. Einerseits teilen sich RA und Lungenkrebs den Risikofaktor Rauchen,
andererseits konnte auch die bei der RA teilweise entstehende ILD oder der allgemeine
Entziindungsprozess zu einer Aktivierung von karzinogenen Mechanismen fithren (FRAGOULIS

& CHATZIDIONYSIOU, 2020).
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1.2.3. Antikorper in der RA

Die RA ist eine Autoimmunerkrankung, bei der nicht ein einziger Antikdrper bzw. ein einziges
Antigen fur das Krankheitsgeschehen verantwortlich ist. Meist besteht die Immunantwort von
Patienten aus einer Vielzahl verschiedener Antikorper. Dennoch werden Antikorper-
Untersuchungen fiir die Diagnose und Charakterisierung der Erkrankung verwendet.

Der Rheumafaktor (RF) wird klassischerweise zur Diagnose von RA herangezogen. Erstmals
1937 durch Erik Waaler als Antikdrper im Serum von RA Patienten, der Schafs-Erythrozyten
agglutinierte, beschrieben, gibt es heutzutage moderne Tests auf ELISA-Basis, die
Rheumafaktoren verschiedener Subtypen detektieren konnen (DORNER et al., 2004). RF sind
Antikorper, die sich gegen den Fc-Teil anderer Antikérper richten und damit Immunkomplexe
ausbilden konnen. Sie scheinen nicht alleine fiir die Entstehung einer RA verantwortlich zu
sein, da RF mit bis zu 20% Pravalenz in der allgemeinen Bevdlkerung nachweisbar sind
(NEWKIRK, 2002; MOLL et al., 2019). RF werden auch in anderen Erkrankungen, z.B. auch bei
bestimmten Infektionen, gefunden, sind hier aber normalerweise transient und dienen
offenbar der Aktivierung von B-Zellen und der Stimulierung von Toll-like-Rezeptoren (FEHR et
al., 1997; NEWKIRK, 2002). In der RA scheinbar einzigartig ist die abnorme Proliferation und
der Klassenwechsel der RF von IgM zu IgG (SCHERER et al., 2020). Interessant ist ebenso, dass
RF nicht an natives IgG in Losung bindet, sondern erst, sobald die entsprechenden Antikorper
an ein Antigen gebunden sind, was eine Konformationsanderung nach sich zieht, und somit
offenbar die Bindungsstelle fiir den RF exponiert (MAIBOM-THOMSEN et al., 2019).

Neben dem bereits lange bekannten RF gibt es andere Antikorper, die in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung gewonnen haben. An vorderster Stelle stehen hier Anti-
citrullinierte Peptid-Antikorper (ACPAs). ACPAs sind Antikorper, die meist eine sehr starke
Kreuzreaktivitat gegeniliber Peptiden und Proteinen zeigen, deren einzige Gemeinsamkeit eine
Umwandlung der Aminosaure Arginin in Citrullin ist. Bekannte und bedeutsame citrullinierte
Proteine in der RA sind zum Beispiel Fibrinogen, Kollagen Typ IlI, Filaggrin und Vimentin
(STEINER, 2007). Sie sind oft auch bereits vor der Entwicklung einer Entziindung nachweisbar
und persistieren in RA-Patienten auch wadhrend Remissionsphasen. Dies ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass nicht das reine Vorhandensein dieser Antikdrper, sondern deren
Qualitat (z.B. deren Glykosylierung, Isotyp-Verwendung oder Aviditat) ausschlaggebend fir
die Beteiligung an der Entziindung in der RA ist (SCHERER et al., 2020). Bestarkt wird diese

Vermutung dadurch, dass Patienten mit verschiedenen ACPA-Erkennungsmustern
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unterschiedlich auf Behandlungen reagieren (DERGANOVA et al., 2014; LINDENBERG et al.,
2015). Die Entstehung von citrullinierten Proteinen wird durch Entziindungsreaktionen
beglinstigt. Arginin wird durch Desaminierung in Citrullin umgewandelt. Hierzu wird das
Enzym Peptidyl-Arginin-Deaminase (PAD) verwendet, welches zum Beispiel durch aktivierte
und sterbende neutrophile Granulozyten oder bestimmte Bakterienspezies ausgeschuttet
wird (DARRAH & ANDRADE, 2018). Die genaue Funktionsweise von ACPAs in der RA ist noch
nicht genau geklart, Hinweise gibt es allerdings, dass ACPAs an citrullinierte Proteine binden,
die auf Effektor-Zellen wie Osteoklasten und Fibroblasten exprimiert sind, was zu einer
Aktivierung dieser Zellen fihrt (HARRE et al., 2012; SUN et al., 2019). Daneben fiihrt eine
Bindung von ACPAs an citrullinierte Antigene zur Formierung von Immunkomplexen, welche
wiederum entziindliche Reaktionen triggern und verstarken kénnen (SOKOLOVE et al., 2011).
Neben dem Einfluss auf das Krankheitsgeschehen sind ACPAs auch von diagnostischer
Bedeutung in der RA. Hier gibt es verschiedene Assays, die synthetisch hergestellte zyklische
citrullinierte Peptide (CCP) oder mutierte Versionen von citrulliniertem Vimentin verwenden
und eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweisen (VAN DER LINDEN et al., 2009).

Zwischen 50% und 80% der Patienten mit RA haben entweder RF oder ACPA oder sogar beide
Antikorper im Serum. Es gibt allerdings auch die sogenannte Autoantikorper-negative RA, die
von keinem der beiden Antikorper begleitet wird. Sie unterscheidet sich auch in der
Auspragung und dem Schweregrad der Erkrankung von der Autoantikorper-positiven RA.
Insbesondere ACPAs scheinen erhdohte Gelenksveranderungen und niedrigere Remissions-
Raten nach sich zu ziehen (SCOTT et al., 2010) und eine frilhe Entwicklung einer erosiven
Arthritis vorherzusagen (MIMORI, 2005; VAN VENROOIJ et al., 2006). IgM-RF-Antikérper und
anti-CCP-Antikorper (welche zur Diagnose von ACPAs dienen) kénnen bei nahezu der Halfte
von RA-Patienten bereits einige Jahre vor dem Ausbruch der Krankheit festgestellt werden,
und implizieren ein hohes Risiko, eine RA zu entwickeln (RANTAPAA-DAHLQVIST et al., 2003;
NIELEN et al., 2004).

Neben den beiden Antikérpern RF und ACPA werden auch immer wieder Antikorper gegen
Kollagen Typ Il (Cll) in RA-Patienten gefunden (COOK et al., 1994; RONNELID et al., 1994). In
manchen Studien konnten in bis zu 70% der Falle Serum-Antikdrper gegen Cll in RA-Patienten
gefunden werden (FUJII et al., 1992; COOK et al., 2004). Diese sinken jedoch ungefdhr nach
einem Jahr wieder ab (PEREIRA et al., 1985; MULLAZEHI et al., 2007). Antikorper gegen Cll

werden assoziiert mit friher entzindlicher/destruktiver RA und einem akuten
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Krankheitsbeginn (MULLAZEHI et al., 2012). Vermutlich liegt der Grund hierfir in der
Ablagerung von Immunkomplexen, die Antikérper gegen Cll enthalten, im Gelenk (JASIN,
1985; MULLAZEHI et al., 2007). Solche Immunkomplexe stimulieren die Produktion von
inflammatorischen Zytokinen in peripheren Blutmonozyten (MATHSSON et al., 2006;
MULLAZEHI et al., 2006). Des Weiteren konnen anti-Cll-Antikorper auch direkte Antikérper-
mediierte Effekte auf das Kollagen des Gelenksknorpels haben. Studien haben gezeigt, dass
verschiedene monoklonale Antikdrper gegen bestimmte Epitope von Cll in vitro zu einem
Verlust von Proteoglykan und Kollagen und sogar zu einer kompletten Zerstorung der
Knorpelmatrix fihren kann (CROMBIE et al., 2005; NANDAKUMAR et al., 2008). Auch die
Produktion der Matrix und die Morphologie der Chondrozyten selbst kann durch bestimmte
Cll-Antikorper negativ beeinflusst werden (AMIRAHMADI et al., 2004; AMIRAHMADI et al.,
2005; NANDAKUMAR et al., 2008).

1.3. Therapie der RA

Die Therapie der RA basiert auf den sogenannten ,disease modifying anti-rheumatic drugs”
(DMARDs). Die ,,European League Against Rheumatism®” (EULAR) gibt regelmaRig aktualisierte
Empfehlungen heraus, wie bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis vorgegangen
werden soll. Als Therapieziel wird dabei eine Remission oder zumindest eine ,,Low Disease
Activity” angestrebt. Aktuell wird initial eine Therapie mit Methotrexat (MTX) in Verbindung
mit einem Glukokortikoid (das nur zur Uberbriickung der Anfangsphase verwendet werden
soll) empfohlen. Bei Unvertraglichkeiten oder anderen Kontraindikationen kann MTX gegen
Sulfasalazin, Leflunomid oder Hydroxychloroquin ausgetauscht werden. Nach einigen
Monaten wird die Therapie evaluiert und neu entschieden, wie weiter verfahren wird. Bei
Versagen der initialen Therapie werden meist Kombinationen aus verschiedenen DMARDs
verwendet (SMOLEN et al., 2020).

DMARDs werden in verschiedene Gruppen eingeteilt, die konventionell synthetischen (cs)
DMARDs, gezielt synthetische (targeted synthetic, ts) DMARDs, biologische (b) DMARDs und
Biosimilars (nachgemachte biologische DMARDs) (SMOLEN et al., 2020).

Wie bereits oben beschrieben ist das csDMARD Methotrexat das Mittel der ersten Wahl bei
RA und wird beispielsweise in den USA seit iber 20 Jahren als vorrangige Therapie eingesetzt
(CRONSTEIN, 2005). MTX hat Einfluss auf den Folsdurestoffwechsel und kann beispielsweise

die Proliferation von Immunzellen beeinflussen (QUEMENEUR et al., 2003), Gewebeschdden
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vorbeugen (HAWKES et al., 1994; CRONSTEIN, 2005) und Entziindungen reduzieren
(CRONSTEIN et al., 1993; MONTESINOS et al., 2003). Doch auch die Nebenwirkungen von MTX
sind vielerlei, sie reichen von gastrointestinalen Effekten (Ubelkeit, Diarrh®, Anorexie, orale
Ulzera) Uber Hepato- und Nephrotoxizitdt bis hin zu Verdnderungen des Blutbildes
(Panzytopenie, Thrombozytopenie, Leukopenie, megaloblastische Andmie). Auch ein
erhohtes Risiko fiir Lymphome und opportunistische Infektionen ist mit Methotrexat-
Behandlung assoziiert (SALLIOT & VAN DER HEIJDE, 2009; ALBRECHT & MULLER-LADNER,
2010; WANG et al., 2018). Zudem ist MTX hoch teratogen, was einer Nutzung durch Frauen
im gebarfahigen Alter und auch Mannern, wenn Kinderwunsch besteht, entgegensteht (FLINT
et al,, 2016).

Die ,Ersatztherapien” bei Unvertraglichkeiten, Therapieversagen oder Gegenanzeigen von
MTX fallen ebenfalls unter die csDMARDs. Sulfasalazin ist ein Prodrug, das im Darm in 5-
Aminosalicylsdure und Sulfapyridin gespalten wird. Es kann den Immunglobulinspiegel
senken, die Funktion von Neutrophilen einschranken und die Aktivierung von NF-kB
verhindern (CARLIN et al.,, 1992; BONDESON, 1997). Leflunomid interferiert mit der
Pyrimidinsynthese, wodurch die Lymphozyten-Aktivierung gestért wird (KREMER, 1999;
OLSEN & STEIN, 2004). Hydroxychloroquin ist eigentlich fiir die Malaria-Therapie und -
Prophylaxe entwickelt worden, hat aber milde immunsuppressive Eigenschaften —vermutlich
durch die Hemmung des Desoxyribonukleotid-Stoffwechsels, die Beeintrachtigung der
Antigen-Prasentation und die Stabilisierung von lysosomalen Membranen (FOX, 1993; WEBER
& LEVITZ, 2000). Auch diese drei csDMARDs besitzen Nebenwirkungen, die den
Gastrointestinaltrakt, die Leber und das Blutbild betreffen (ABBASI et al., 2019).

Als tsDMARDs bezeichnet man die Janus-Kinase (JAK)-Inhibitoren Tofacitinib, Baricitinib und
Upadacitinib. JAK-Inhibitoren beeinflussen einen Signalweg, der bei der Produktion vieler
Interleukine und Zytokine eine Rolle spielt (HEINRICH et al., 1998). Sie sind allerdings assoziiert
mit erhohtem Infektionsrisiko und Lungenembolien (CURTIS et al., 2016; COHEN et al., 2017;
SCOTT et al., 2018).
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No contraindication for methotrexate Clinical diagnosis of Contraindication for methotrexate
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alone or csDMARD combination®
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1. 2010 ACR-EULAR classification critenia can suppart early dagnosis.

2. "Mathotrenate showld be pavt of the frst teatrment stradegy”. While combination therapy of csDMARDS is not
prederred by the Task Force, starting with methotrexate does not exciude {1z use in combination with other
csDMARDs afthough mome adverse evenis without added benef® am fo be expected, espedally ¥ MTX is
cominned with ¢ icks.,

3. The trealment targed is clnlcal renvssion according fo ACR-EULAR definitions or, f remizsion (5 unlivaly fo be
achiovable, at least low dSease oy, the fargel shoukd be mached after & months, but therapy should ba
adapted or changed i insufficient improvernent (less than 50% of disease aciily) is seen affer Imonths.

4. Sustained remission: 2 6months ACR/EULAR indax based or Boolean remission.

5. Consider contraindications and nisks.

& The mos! frequently used combination comprises metholrexale, suliasalbzine and hydmoxychioroguine.

7. TNF-inhibitors (adalimumab, certolizumab, etanercept golimumab, infiiimab, including EMAFDA approved
bsDMARDz), abatacept, IL-6R inhilvlors, or rifuximab (under certain condiions); in paterts who cannol use
csDMARDs as comedicabion, ILS-inhibiors and sDMARDs have some advaniages.

8. Dose reduction or interval increase can be safely done with ail BOMARDs and sOMARDs with life risk of
flanes; shopping is assocated with high fare rales’ most but not all patients can recapiure their good stale upon
re-institution of the same BOMARDASDMARD,

8. Efficacy and safety of ADMARDs after JAK-infibitor falure is not full knowr;, also, efficacy and safely of an iL-6
pathway inhibitor after anothor ona has faded is curmantly wknown. Efficacy and safety of & JAK-nhibior after
insufficient responze io a previows JAK-inhibrfor i unknown.

Abbildung 5, EULAR Empfehlung zum Management der RA
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Abbildung 5 (Fortsetzung): Nach klinischer Diagnosestellung soll initial MTX oder ein anderes csDMARD als
Therapie verwendet werden. Nach Ablauf einiger Monate wird dann evaluiert, ob das Therapieziel mit dieser
Methode erreicht wurde. Ist dies nicht der Fall, wird je nach Prognose das csDMARD gewechselt oder ein
zusétzliches cs/b/tsDMARD gegeben. Sollte auch hier nach 6 Monaten das Therapieziel nicht erreicht worden
sein, wird das b/tsDMARD wiederum gewechselt. Dies wird so lange durchgefiihrt bis das Therapieziel erreicht
wird. Sobald in einer der drei Phasen eine andauernde Remission erreicht ist, kbnnen die Dosis reduziert bzw.
das Applikationsintervall verlangert werden.

Als biologische Arzneimittel bezeichnet man Substanzen, die aus monoklonalen Antikérpern
bzw. Fusions-Antikdrpern bestehen und spezifische Angriffsstellen, wie zum Beispiel
bestimmte Oberflachenrezeptoren haben (WEDDELL & HIDER, 2021). Auch die sogenannten
biologischen DMARDs fallen unter diese Kategorie. TNF-Inhibitoren wie Infliximab, Etanercept
und Adalimumab binden an TNF-a Rezeptoren und interferieren hierdurch mit der
Entziindungskaskade (ELLIOTT et al., 1993; MAINI et al., 1993). Abatacept hingegen ist ein
Kostimulations-Blocker, der an Antigen-prasentierende Zellen bindet und dort mit dem
kostimulatorischen Signalweg, der zur Aktivierung von T-Zellen nétig ist, interferiert (CRON,
2005; WEDDELL & HIDER, 2021). Rituximab, welches auch in der Tumortherapie bei der
Behandlung von Lymphomen verwendet wird, hat auch in der RA-Therapie eine Bedeutung.
Als Antikdrper gegen CD20 — einem Kalzium-Kanal in der Zellmembran von normalen und
malignen B-Zellen, jedoch nicht auf Plasmazellen — depletiert es selektiv B-Zellen (CROSS et
al., 2006). Auch die bDMARDs sind nicht frei von Nebenwirkungen, deren haufigste
Auspragung eine erhohte Anfilligkeit fiir Infektionen ist (ABBASI et al., 2019; WEDDELL &
HIDER, 2021). Daneben gibt es auch Berichte (ber Perforationen des Intestinaltrakts und
erhohte Risiken flir venése Thrombembolien und Lungenembolien (REIN & MUELLER, 2017;
SEPRIANO et al., 2020).

Trotz der mittlerweile vielen therapeutischen Mdéglichkeiten erreichen nicht alle Patienten die
angestrebte Remission, oder sprechen nach einer Weile nicht mehr auf manche Medikamente
an (SMOLEN et al., 2016). Deshalb und auch aufgrund der teils massiven Nebenwirkungen der
aktuell auf dem Markt befindlichen DMARDs geht die Suche nach besseren

Therapiemaoglichkeiten fiir die rheumatoide Arthritis weiter.
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2. Antigen-induzierte Arthritis-Modelle in der Maus

Es existieren eine Vielzahl an Arthritis-Modellen in der Maus und anderen Tierarten wie
Ratten, Kaninchen und Affen. Sie dienen dazu, verschiedene Aspekte der humanen RA zu
beleuchten und mdégliche neue Therapien zu testen. Die Art der Induktion der Arthritis dabei
ist vielfdltig. Arthritis im Tiermodell kann durch verschiedene Antigene — die systemisch
gegeben oder lokal ins Gelenk injiziert werden -, die Ubertragung von Antikérpern oder auch
durch genetische Manipulation ausgel6st werden (ASQUITH et al., 2009; BEVAART et al., 2010;
CAPLAZI et al., 2015; BESSIS et al., 2017; FISCHER et al., 2017; BENSON et al., 2018; JONES et
al., 2018). Um das Feld enger zu fassen wird sich im Folgenden nur auf die Beschreibung der

Antigen-induzierten Arthritis-Modelle in der Maus konzentriert.

2.1. Kollagen induzierte Arthritis (Collagen induced arthritis, CIA)

Die CIA ist vermutlich das am haufigsten beschriebene und verwendete Tiermodell in der
Forschung Uber die rheumatoide Arthritis. Sie funktioniert in Ratten (TRENTHAM et al., 1977),
Mausen und sogar Affen (RUBIN et al., 1987). Eine erste Beschreibung der Durchfiihrung
dieses Modells in der Maus fand 1980 durch Courtenay et al. (COURTENAY et al., 1980) statt.
Seitdem finden sich diverse Berichte und Protokolle, die die Induktion der CIA in DBA/1J und
C57BIl/6 Mausstammen beschreiben (CAMPBELL et al., 2000; BRAND et al., 2007; INGLIS et al.,
2008; PIETROSIMONE et al., 2015). Die CIA beruht auf einer Immunisierung der Mause mit
einer Emulsion aus heterologem (Rinder-, Hihner-, Schweine-) Kollagen Typ Il und Complete
Freund’s Adjuvant (CFA). Infolgedessen entwickelt sich eine der humanen RA &hnliche
Arthritis an den Pfoten der Mause, die charakterisiert ist durch Synovitis, Infiltration mit
mononukledren Zellen, Knorpel- und Knochenerosionen, Pannus-Entstehung, Erythem und
Odemen (BRAND et al., 2007; BEVAART et al., 2010). Auch die genetische Pradisposition tiber
bestimmte MHC-Klassen ist in der CIA ausgepragt (WOOLEY et al., 1983). (vgl. Abbildung 6)
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IFA/CFA

klinisch

B DBA/1, C57Bl/6, transgene

heterologes Mause
Kollagen Il

serologisch

Antikbrperentwicklung

Abbildung 6, Schema Kollagen induzierte Arthritis

Die CIA wird durch eine Emulsion aus CFA oder IFA mit einem heterologen Kollagen Il induziert. Diese wird an die
Schwanzbasis von empfanglichen Mausstdmmen (z.B.: DBA/1 oder C57BI/6) appliziert. In der Folge entwickeln
sich klinische Anzeichen einer Arthritis, die sich histologisch bestatigen. Serologisch zeichnet sich die CIA durch
die Entstehung von Antikdrpern gegen das Immunisierungsagens Kollagen aus.

Im Unterschied zur RA sind jedoch die vorherrschenden Antikorper in der CIA gegen Kollagen
Il gerichtet. Sie scheinen hier der zugrundeliegende Mechanismus der Erkrankung zu sein, da
eine Ubertragung der Sera von arthritischen M3usen auf naive Miuse zu Entziindung der
Gelenke in letzteren fiihrt (BRAND et al., 2003; BRAND et al., 2007). Ebenfalls im Unterschied
zur humanen Erkrankung wird in der CIA kein Rheumafaktor gebildet, es gibt keine
Geschlechterpradisposition fir weibliche Tiere (meist wird eher von einer Pradisposition bei
mannlichen Tieren berichtet (BEVAART et al.,, 2010)) und die Erkrankung verlduft
monophasisch, ohne das fir die RA typische ,Wiederaufflammen® der Entziindung
(HOLMDAHL et al., 1986a; BOISSIER et al., 1987). Geteilte Meinungen und gegensatzliche
Ergebnisse gibt es lber die Entstehung von Antikdrpern gegen citrullinierte Peptide (ACPAs)
in der CIA. Kuhn et al. beschreibt das Vorhandensein von Antikérpern gegen CCP und
citrulliniertes Fibrinogen in Maus-Seren von CIA-immunisierten DBA/1 Mausen (KUHN et al.,
2006). Dagegen konnten Cantaert at al. nach Immunisierung von DBA/1 Mausen mit Kollagen

keine solchen Antikorper gegen citrulliniertes Fibrinogen nachweisen, eine Immunisierung
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mittels citrulliniertem Kollagen brachte in 1 von 15 Tieren nachweisbare Antikorper gegen
citrulliniertes Fibrinogen hervor (CANTAERT et al., 2013). Auch Vossenaar at al. konnte keine
systemische Entstehung von ACPAs im Mausmodell der CIA nachweisen, obwohl wahrend der
Entziindungsreaktion im Gelenk offenbar citrullinierte Antigene entstehen (VOSSENAAR et al.,
2003; VOSSENAAR et al., 2004).

Es gibt einige Abwandlungen des Immunisierungsprotokolls der CIA, die spezifische
Eigenschaften der humanen RA nachbilden sollen. So kann eine Immunisierung von Mausen
mit citrulliniertem autologen Kollagen Il ohne die zusatzliche Gabe von Adjuvanz zu einem
Verlust von Knochendichte und -volumen &dhnlich der RA fiihren (DUSAD et al., 2014) und
sogar eine Arthritis induzieren (THIELE et al.,, 2012). Die zuséatzliche Applikation von
Lipopolysaccharid (LPS) fihrt in der CIA zu einer friheren und starkeren Auspragung der
Arthritis, die zur Untersuchung der akuten Phase der RA verwendet werden kann (TANAKA et
al., 2013). Eine Variation in der Gabe von Cll, CFA, Incomplete Freunds Adjuvans (IFA) und LPS
und eventuellen zusatzlichen Injektionszeitpunkten ergibt verschiedene Arthritis-
Schweregrade (THORNTON & STRAIT, 2016). Eine Immunisierung von transgenen Mausen, die
anstatt des endogenen Maus-MHC-II-Gens das HLA-DRB1*0401 Allel tragen, mit Kollagen I
ergab eine Arthritis, die durch eine Geschlechterpradisposition in weiblichen Tieren und der

Produktion von RF charakterisiert ist (TANEJA et al., 2007).

2.2. Fibrinogen induzierte Arthritis (FIA)

Neben der CIA gibt es noch andere Antigen-induzierte Modelle der Arthritis im Mausmodell.
Eine ebenfalls haufig verwendete Methode der Immunisierung ist mittels Fibrinogens.
Citrulliniertes Fibrinogen spielt als Teil der ACPAs eine groRRe Rolle in der Auspragung der
humanen RA (MASSON-BESSIERE et al., 2001) und ist somit auch im Tiermodell ein Faktor, der
bei der Erforschung neuer Therapiemethoden der RA mit einbezogen werden sollte.

Hill et al. entwickelten ein Mausmodell, das auf der Immunisierung von HLA-DR4-transgenen
Mausen mittels citrulliniertem humanen Fibrinogen in Freund’schem Adjuvans basiert.
Hierbei entwickeln rund 50% der Tiere das klinische Krankheitsbild einer Arthritis (HILL et al.,
2008; YUE et al., 2010). Die niedrige Inzidenz verglichen zur CIA (80-100% Inzidenz bei DBA/1
Mausen (BRAND et al.,, 2007)) kann bei diesem Modell auch durch den der transgenen

Mauslinie zugrunde liegenden C57BI/6 Mausstamm begriindet sein, welche bei der
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Immunisierung mit Kollagen allgemein schlechtere Ergebnisse als Mause des DBA/1 Stammes
erzielen (INGLIS et al., 2008; PIETROSIMONE et al., 2015).

Eine andere Immunisierungsmethode zur Induktion einer Arthritis mit Antikorpern gegen
citrulliniertes Fibrinogen wird von Ho et al. beschrieben. Durch Immunisierung von SJL/J oder
DBA/1 Mausen mittels humanem Fibrinogen kann eine RA-dhnliche Arthritis erzeugt werden,
welche serologisch durch Antikorper gegen citrulliniertes Fibrinogen, ACPAs und RF
gekennzeichnet ist und dariiber hinaus auch autoreaktive T-Zellen gegen Fibrinogen aufweist
(HO et al., 2010).

Andere Autoren konnten den Effekt dieser Immunisierungsart nur teilweise nachvollziehen.
Cantaert at al. berichten, dass es zwar eine Induktion von Antikérpern gegen citrulliniertes
Fibrinogen durch die Immunisierung von DBA/1 Mausen mit nativem Fibrinogen gibt, diese
allerdings offenbar nicht zum Ausbruch einer Arthritis fUhrt. Fur SJIL/J-Mé&use konnten nur
nach Immunisierung mit citrulliniertem Fibrinogen, nicht aber mit nativem Fibrinogen
Antikorper gegen citrulliniertes Fibrinogen nachgewiesen werden. Auch hier wurde keine
Arthritis-Entwicklung beobachtet (CANTAERT et al., 2013).

Die Co-Immunisierung von Mausen mit Kollagen und Fibrinogen (FIA-CIA) fiihrt offenbar zu
einer gegenlber der reinen CIA verstarkten Arthritis, die neben Antikorpern gegen Kollagen
auch Antikoérper gegen Fibrinogen und citrulliniertes Fibrinogen, sowie gegen CCP und RF
aufweist (HO et al., 2010). Diese Ergebnisse wurden bisher jedoch weder bestatigt noch

widerlegt.

2.3. Weitere Antigen-induzierte Arthritismodelle

Neben den beiden oben beschriebenen Modellen gibt es noch eine Reihe weiterer Antigen-
induzierter Mausmodelle fiir die RA. Die intraperitoneale (i.p.) Injektion von Pristan, einem
Terpenoid-Alkan, fihrt zum Beispiel in manchen Mausstdmmen zu einer bis zu 100%-igen
Inzidenz von Arthritis und zur Ausbildung von RF und anti-Kollagen-II-Antikérpern (WOOLEY
et al., 1989). Auch durch i.p. Injektion von humanem Proteoglykan (Proteoglycan-induced
Arthritis; PGIA) oder der rekombinanten G1 Domane des humanen Proteoglykans Aggrecan in
Verbindung mit einem Adjuvans kann in Balb/c Mausen eine Arthritis ausgelost werden. Hier
konnen anti-CCP-Antikdrper und RF im Serum nachgewiesen werden (GLANT et al., 2011).

Andere Antigen-induzierte Modelle der RA bedienen sich der intraartikuldaren Injektion von

Substanzen. Eine Zymosan-Injektion (ein Polysaccharid der Zellwand von Saccharomyces
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cerevisiae) in das Kniegelenk von Mausen fiihrt zu einer Infiltration des Gelenks mit
Entziindungszellen, Hypertrophie der Synovialis und Pannus-Entstehung (KEYSTONE et al.,
1977). Diese Entzlindung ist ein zweiphasiges Geschehen mit einer friihen (bis 7 Tage nach
Injektion) und einer spaten (lGber 25 Tage nach Injektion) Phase, in dem vor allem der TLR-2
eine Rolle zu spielen scheint (FRASNELLI et al., 2005).

Auch die Arthritis-Induktion mittels intraartikularer Injektion eines Antigens (z.B. methyliertes
bovines Serumalbumin), gegen das das Tier vorher sensibilisiert wurde, bietet eine
Moglichkeit. Hier ist die folgende Entziindung Immunkomplex-vermittelt (BRACKERTZ et al.,
1977). Eine Weiterentwicklung dieses Modells stellt der Transfer von Ovalbumin-spezifischen
T-Zellen mit nachfolgender Sensibilisierung gegen Ovalbumin und einer darauffolgenden
intraartikularen Injektion von Ovalbumin dar. Hier entwickeln sich auch Antikorper gegen

Kollagen (MAFFIA et al., 2004).
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3. Peptide als Therapieansatz in der rheumatoiden Arthritis

Peptide bestehen aus einer Abfolge von Aminosauren, die Gber eine Peptidbindung zu einer
Kette verbunden sind (JAKUBKE, 1982). Die Grenze zwischen einem Peptid und einem Protein
ist nicht klar definiert. Sie liegt zwischen 30-50, bei manchen Autoren auch bis zu 100
Aminosauren. Sie konnen mit Zuckerresten zu Glykopeptiden oder mit Lipiden zu

Lipopeptiden verbunden sein.

3.1. Wirkungsweise von Peptiden

Peptide kénnen auf verschiedene Weise Einfluss auf Erkrankungen haben. Basis einer
Funktion von Peptiden ist die Fahigkeit, an Oberflachenrezeptoren auf Zellen zu binden und
so bestimmte Signale zu aktivieren, zu hemmen oder auch die Bindung von anderen
Molekiilen zu verhindern (FOSGERAU & HOFFMANN, 2015). Die sogenannte Protein-Protein-
Interaktion (PPI) ist eine transiente und reversible Bindung zweier Proteine aneinander, bei
der durch die Ldnge und Starke der Interaktion das transduzierte Signal moduliert wird. Die
Bindung zweier Proteine aneinander wird durch Epitope - kurzkettige Aminosduresequenzen
innerhalb des Proteins, die fur die Bindung zustandig sind - vermittelt. Die treibenden Krafte
hinter der PPI sind elektrostatische Krafte, Wasserstoffbriicken, van-der-Waals-Krafte und
hydrophobe Wechselwirkungen (WAUGH, 1954; CHOTHIA & JANIN, 1975; JONES &
THORNTON, 1996).

Peptide konnen eine der beiden Protein-Epitope imitieren und somit in der PPl interferieren
und das transduzierte Signal modulieren (GOKHALE & SATYANARAYANAIJOQIS, 2014). Durch die
Vielzahl an PPI-Oberflachen im Korper gibt es groRe Mengen an Zielstrukturen, an die Peptide
binden konnen. Da die PPl Oberflache meist nicht aus einer einzigen Tasche besteht, sondern
einer Ansammlung kleinerer Bindungstaschen, die Gber die Oberflache verteilt sind, ist es
dennoch nicht einfach, Peptide so zu kreieren, dass sie an die Zielrezeptoren binden

(TSOMAIA, 2015).
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3.2 Peptide als Therapeutika

Seit den 1920er Jahren wurden Peptid-basierte Medikamente zur hormonellen Therapie
eingesetzt. Neben Insulin kamen spdter auch ACTH, Oxytocin und Vasopressin zum
therapeutischen Einsatz (LAU & DUNN, 2018). Diese Peptide ersetzen normalerweise natiirlich
vorkommende Peptide, die im Korper der erkrankten Personen nicht vorhanden oder
abnormal geformt sind. Neben dem einfachen Ersatz natirlich vorkommender Peptide,
konnen aber auch Teile von Proteinen mittels Peptiden imitiert werden oder durch
Abanderung der Sequenz, Hinzufligen von bestimmten Aminosdure-Sequenzen oder anderen
Signal-Molekiilen komplett neue Peptide hergestellt werden, die zum Einsatz in
verschiedenen Gebieten der Medizin kommen.

In den vergangenen Jahren ist es gelungen, einige vielversprechende Substanzen zu
generieren, die in den unterschiedlichsten Erkrankungen eingesetzt werden. Neben der
Krebsforschung werden Peptide auch in der Diabetes-Forschung, bei neurodegenerativen und
kardiovaskuldaren Erkrankungen, sowie zur Behandlung von viralen und bakteriellen
Erkrankungen und nicht zuletzt auch bei entzlindlichen und autoimmunen Krankheitsbildern
erforscht und bereits in verschiedenen klinischen Phasen getestet (TSOMAIA, 2015; LAU &
DUNN, 2018; CABRI et al., 2021).

3.2.1. Vor- und Nachteile von Peptiden als Therapeutika

Peptiden wird immer mehr Beachtung als mogliches Therapeutikum fiir diverse Erkrankungen
geschenkt (AHRENS et al., 2012; TSOMAIA, 2015). Durch die verschiedene Anordnung der 20
proteinogenen Aminosduren und einer Vielzahl von Aminosduren, die nicht-natirlichen
Ursprungs sind, kdnnen Peptide eine groRRe Diversitat entwickeln.

Gegenliber anderen niedrigmolekularen Substanzen haben Peptide den Vorteil, ihr Ziel mit
hoher Potenz und Selektivitdt zu binden, woraus weniger Nebenwirkungen und Toxizitat
resultieren (CRAIK et al., 2013). Insbesondere der Abbau der Substanzen ist bei Peptiden
unproblematisch, da sie hydrolytisch in die einzelnen Aminosdauren gespalten werden und
damit hauptsdchlich nicht toxische Endprodukte formen. Im Vergleich zu rekombinanten
Antikorpern und proteinbasierten Arzneimitteln haben Peptide aufgrund ihrer geringen GroRRe
und Komplexitat niedrigere Herstellungskosten, sind stabiler bei Raumtemperatur und
konnen Gewebe besser penetrieren (VLIEGHE et al., 2010). Noch dazu neigen Antikorper-

basierte Therapeutika dazu, allergische Reaktionen auszulésen, was bei den deutlich kleineren
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Molekiilen der Peptide nicht der Fall ist (MCGREGOR, 2008). Peptide kénnen zwar in Leber
und Niere akkumulieren, |6sen dort aber normalerweise keine unbeabsichtigten Funktionen
aus, sondern werden hier metabolisiert und abgebaut (AHRENS et al., 2012). Auch eine
zeitgleiche Applikation von weiteren Therapeutika stellt mit Peptiden kein Problem dar, da sie

nicht dazu neigen, mit diesen zu interagieren (MARX, 2005).

Vorteile

* grol3e Diversitat

* hohe Potenz und Selektivitat (weniger
Nebenwirkungen und Toxizitat)

e Abbau unproblematisch, da grofRtenteils

Nachteile

e Teurer in der Herstellung als
niedrigmolekulare Substanzen

¢ Geringe Plasma-Halbwertszeit
¢ Schlechte orale Bioverfligbarkeit

nicht-toxische Endprodukte

* niedrigere Herstellungskosten als
monoklonale Antikérper oder ganze
Proteine

* gute Gewebepenetration
e relativ stabil

¢ Keine Wechselwirkungen mit anderen
Therapeutika

¢ Schlechtere Membranpermeabilitat als
niedrigmolekulare Substanzen

Abbildung 7, Vor- und Nachteile von Peptiden als Therapeutika

Neben den diversen Vorteilen, die Peptide als Therapeutika darstellen, gibt es allerdings auch
einige Nachteile, die nicht ungenannt bleiben sollen. Trotz vieler Fortschritte in der Technik ist
die Peptid-Synthese immer noch eine - im Vergleich zur Herstellung von niedrigmolekularen
Substanzen — teure Methode (BRAY, 2003). Des Weiteren sind eine geringe Plasma-
Halbwertszeit (FOSGERAU & HOFFMANN, 2015), die schlechte orale Bioverfiigbarkeit (CRAIK
et al., 2013) und die im Vergleich zu niedrigmolekularen Strukturen schlechtere Membran-
Permeabilitat (AHRENS et al., 2012) von Peptiden ein Hindernis bei der Verbreitung dieser
Substanzen als Therapeutikum, da haufige Medikamentengaben und eventuell notige
Injektionen die Compliance der Patienten bei der Akzeptanz neuer Therapien negativ

beeinflussen kann.
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3.2.2.  Modifizierung von Peptiden fur die Nutzung als Therapeutika
Fiir diese Probleme gibt es jedoch bereits verschiedene Losungsansatze, die dabei helfen
sollen, Peptide als potenten Mittel bei vielerlei Erkrankungen einsetzen zu kénnen.
Eine Makrozyklisierung und N-Methylierung von Peptiden konnte demnach die
Membranpermeabilitdat erhéhen und zugleich orale Bioverfligbarkeit erreichen, da sie zu
einem gewissen Grad vor proteolytischer Degradation schiitzen soll (CHATTERJEE et al., 2008).
Polyethylenglykol (PEG) in Verbindung mit einem Peptid kann ebenfalls den Abbau durch
Proteasen verhindern, und erhoht gleichzeitig die Wasserloslichkeit des Produkts (PASUT &
VERONESE, 2009). AuRBerdem erhoht es das Molekulargewicht des Peptids, was zu einer
geringeren renalen Filtration fihrt und die Halbwertszeit verlangert (AHRENS et al., 2012).
Durch Lipidierung wird ein Peptid mit Fettsduren verbunden, was zu einer hoheren Affinitat
an das Transportprotein Albumin im Blut flihrt und zu einer langeren Verweildauer im System
(KURTZHALS et al., 1995). Auch der Austausch einiger L-Aminosduren durch D-Aminosduren —
welche durch korpereigene Proteasen nicht erkannt werden — kann synthetische Peptide
stabilisieren (TUGYI et al., 2005).
Eine recht neue Methode ist die PASylierung, bei der an das Peptid eine mindestens 100
Aminosduren lange Sequenz aus Prolin, Alanin und Serin konjugiert wird. Die so verlangerten
Peptide haben eine hohere Resistenz gegen Proteasen im Serum, kdnnen aber noch durch die
renale Proteasen abgebaut werden (AHRENS et al., 2012).
Neben diesen recht ,einfachen“ Moglichkeiten der Peptid-Stabilisierung gibt es noch andere
Strategien, die deutlich komplexer in der Herstellung sind. Basierend auf der Erkenntnis, dass
viele Rezeptoren nicht nur Primarstrukturen, sondern auch Sekundarstrukturen erkennen,
gibt es verschiedene Ansatze, um diese Sekundarstrukturen auszubilden und zu stabilisieren.
a-Helix Strukturen konnen beispielsweise Uber Laktam-Briicken (CHOREV et al., 1991;
SHEPHERD et al., 2005), Hydrocarbon-Ketten (SCHAFMEISTER et al., 2000; SHIM et al., 2013)
oder Verbindungen, die die Wasserstoffbriicken in einer Helix imitieren (CABEZAS &
SATTERTHWAIT, 1999; CHAPMAN et al., 2004), stabilisiert werden. Fir f-Haarnadelstrukturen
gibt es eine Technologie, die sich Protein-Epitop Mimetic (PEM) nennt. Hier wird ein aktives
Peptid in ein synthetisches Gebilde integriert, sodass sich daraus eine deutlich stabilere
Haarnadelstruktur ergibt (ROBINSON, 2008). Daneben kdnnen Peptide auch in andere

Strukturen integriert werden, die diesen sozusagen als ,,Gerist” dienen (FAIRLIE et al., 1998;
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LOUGHLIN et al., 2004). Geeignet hierfiir scheinen Miniatur-Proteine (KRITZER et al., 2006),
Disulfid-reiche Peptide (NORTHFIELD et al., 2014) und tierische Toxine (LI et al., 2008) zu sein.

3.2.3. Antigen-spezifische Peptide als Therapeutikum bei autoimmunen

Erkrankungen — Wiederherstellung der Anergie

Das Immunsystem schitzt den Organismus vor schadlichen Einflissen durch
Krankheitserreger. Durch bestimmte &dufere und innere Einflussfaktoren kann dieses
entgleisen, sich gegen korpereigene Strukturen richten und somit eine Autoimmunerkrankung
auslésen. Eine Unterdriickung des Immunsystems bringt zwar in manchen Erkrankungen
Linderung, behebt aber nicht die Ursache des Problems und flihrt oft zu erhdhter Anfalligkeit
gegeniber Infektionserkrankungen und Tumoren, da die normale Funktion des
Immunsystems gestort wird. Eine Behandlung von autoimmunen Erkrankungen sollte deshalb
moglichst auf eine langanhaltende Toleranz gegeniiber den Autoantigenen abzielen (MILLER
et al., 2007; SABATOS-PEYTON et al., 2010).

Die Wirkung der Applikation von Peptiden bei Erkrankungen des Immunsystems wird seit
Langem erforscht. Bereits Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts gelang es Noon et. al., die
Sensibilitdt von Heuschnupfenpatienten gegeniber verschiedenen Grasern mittels
subkutaner Injektion von Pollenextrakt herabzusetzen (NOON, 1953). Bei der Therapie von
allergischen Erkrankungen wird die sogenannte , Allergen-spezifische Immuntherapie (ASIT)“
bereits Gber ldngere Zeit erfolgreich angewendet. Gerade fir allergische Rhinitis, bronchiales
Asthma und auch Allergien bei Insektenstichen konnten in diversen Studien die Effizienz dieser
Methode bestatigt werden (LOEWENSTEIN & MUELLER, 2009). Laut WHO-Positionspapier
bedeutet die ASIT eine Praxis, bei der durch die Applikation von graduell erh6hten Mengen an
Allergen-Extrakt die Symptome, die das zugrundeliegende Allergen in einem Individuum
auslost, verbessert werden (BOUSQUET et al., 1998). Als wichtiger Schritt in der ASIT wird die
Induktion einer peripheren T-Zell-Toleranz gesehen. Allergen spezifische regulatorische T-
Zellen (Treg) schitten anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-B (transforming
growth factor B) aus, die wiederum die Thl und TH2-vermittelte allergen-spezifische
Immunantwort drosseln. Zuséatzlich wird die allergen-spezifische IgE und IgG-Antwort
moduliert, indem sogenannte IgG4-Molekile gebildet werden und offenbar in die IgE-Bindung

an Allergene interferieren. Neben T- und B-Zellen werden auch Effektor-Zellen (eosinophile
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Granulozyten, Mastzellen) durch die ASIT beeinflusst und ihre Reaktionen supprimiert
(LARCHE et al., 2006; AKDIS & AKDIS, 2011) (vgl. Abbildung 8)

Der Vorteil an der Behandlung von allergischen Erkrankungen mittels ASIT liegt auf der Hand:
Sie behandelt nicht symptomatisch, sondern ursachlich die Krankheit. Es wird eine sogenannte
Anergie erzeugt, bei der das Immunsystem wieder in seinen urspriinglichen nicht-reaktiven

Zustand zurtickgesetzt wird.

A Allergie/Autoimmunkrankheit B Therapeutische Induktion einer Anergie
"
Allergene/ . therapeutische
Autoantigene Peptide j
S
N ¢ O
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IL-10,
TGF-B
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Abbildung 8, Darstellung der Immunreaktion bei einer Allergie/Autoimmunkrankheit vs. bei der
therapeutischen Induktion einer Anergie

A Bei einer Allergie oder Autoimmunkrankheit fiihrt eine Kreuzverlinkung von membranstandigen Antikdrpern
Uber das Allergen/Autoantigen zu einer Aktivierung der Antigen-prasentierenden Zelle, die dann IL4 und 1L12
ausschittet und hierdurch T-Helferzellen aktiviert und B-Zellen zur Ausschiittung von IgG und IgE bringt.

B Die therapeutische Wirkung von Peptiden zielt auf die Induktion von TregZellen und 1gG4 und IgA-
produzierenden B-Zellen ab. Durch die relativ kurzen Aminosaureketten der Proteine werden die
membranstandigen Antikorper nicht kreuzverlinkt und somit die Antigen-prasentierende Zelle auch nicht
aktiviert, sondern in einer Art ,Schlafzustand” gehalten, das sie IL-10 und TGF-B ausschiitten ldsst.

Da eine solche ursachliche Therapie auch bei Autoimmunerkrankungen wiinschenswert ware,
wurde intensive Forschung zur Anwendbarkeit und den Mechanismen hinter der Applikation
von Peptiden zur Behandlung dieser Erkrankungen betrieben (LARCHE & WRAITH, 2005;
GOKHALE & SATYANARAYANAJOIS, 2014).

Peptide, die Krankheits-assoziierte T-Zell-Epitope imitieren, aber so modifiziert sind, dass sie
eine Toleranz induzieren, konnten in verschiedenen Krankheitsmodellen (KANG et al., 2005;

SATPUTE et al.,, 2009) und sogar in klinischen Untersuchungen (WARREN et al., 2006;
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KOFFEMAN et al., 2009) bereits erste Erfolge in der Verhinderung der Immunpathologie
erzielen. Ein zugrunde liegender Mechanismus ist auch hier — wie bei der ASIT - wohl die
Ausschittung des immunmodulatorisch wirkenden Zytokins Interleukin-10 (IL-10) durch Tregs
und dendritische Zellen (TARZI et al.,, 2006; GABRYSOVA & WRAITH, 2010). Bei der
sogenannten therapeutischen Vakzinierung mittels Peptiden wird ein kurzkettiges (bis zu 20
Aminosauren) Peptid, das ein MHC-II-T-Zell-Epitop abbildet, appliziert (LARCHE & WRAITH,
2005). Durch die kurze Aminosaurenkette, die keine Tertidrstruktur ausbilden kann und durch
ihre geringe GrofRe auch keine Verbindung von membranstandigen Antikérpern
untereinander induziert, wird bei der Antigen-prasentierenden Zelle (APC) kein aktivierendes
Signal ausgesendet, sondern durch die Ausschiittung von IL-10 und TGF- die Entwicklung von
Tregs gefordert (MOLDAVER & LARCHE, 2011) (siehe Abbildung 8). In den vergangenen Jahren
wurden bereits einige solcher Therapeutika flir diverse autoimmun bedingte Erkrankungen
(z.B.: flir Multiple Sklerose und Morbus Basedow) in Tieren und teilweise sogar auch schon in
klinischen Studien getestet (STREETER & WRAITH, 2021). Einige Fragen bleiben bisher bei
dieser Therapiemethode jedoch noch offen, insbesondere die Frage nach der richtigen Dosis,
dem Applikationsweg und vor allem danach, wie lange die induzierte Toleranz anhalt (LARCHE
& WRAITH, 2005).

Ein weiterer Weg, wie spezifische Peptide bei Autoimmunerkrankungen als Therapeutikum
dienen konnen, ist die Blockade von bestimmten Bindungsstellen, die fiir die Zell-Zell-
Interaktion wichtig sind. So kdnnen Signale, die zur Aktivierung von verschiedenen
Immunzellen oder zur Ausschiittung bestimmter Chemokine fihren, moduliert oder blockiert
werden. Beispielsweise konnte durch ein Peptid, das die Bindungsdomane von CD2 imitiert,
die Interaktion von CD2-CD58/CD48 - ein kostimulatorisches Signal fur die Erkennung von
Antigenen - zwischen T-Zellen und APCs insofern moduliert werden, dass das Fortschreiten
der Arthritis im CIA-Maus-Modell verhindert wurde (GOKHALE et al.,, 2013). Auch in der
Therapie von systemischem Lupus erythematosus und Multipler Sklerose wurden bereits
Fortschritte in der Erforschung neuer Therapiemethoden mittels Peptiden gemacht, indem
bestimmte Signalwege der Immunzell-Aktivierung blockiert oder moduliert wurden (BLOOM
etal.,, 2011; SRINIVASAN & JANARDHANAM, 2011). Lupuzor™ (ImmuPharma, London, UK), ein
Phosphopeptid, das die Immunantwort von CD4-exprimierenden T-Zellen moduliert, wurde
sogar bereits in der Klinik getestet und als wirksam bewertet (MULLER et al., 2008; ZIMMER
et al.,, 2013).
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1. ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit ist es, ein Mausmodell der RA zu testen und zu etablieren, welches durch die
Auspragung verschiedener Antikorper, wie zum Beispiel auch ACPAs (Anti-citrullinierte Peptid
Antikorper), der Pathophysiologie im Menschen maoglichst nahekommt. Es soll gut
reproduzierbar sein und sich fir die Erprobung von verschiedenen Peptid-basierten
Therapieansatzen eignen. Gleichzeitig soll die Moglichkeit der Schmerzmittelapplikation
gegeben sein — sowohl im Sinne des Tierwohls, als auch zur Annaherung an die Situation im
Menschen.

Ein weiteres Ziel ist dann, im etablierten Krankheitsmodell, verschiedene Peptide zu testen,
die eventuell geeignet sind, die Arthritis-Symptome zu verbessern. Diese Peptide sollen im
Sinne einer Antigen-spezifischen Therapie die Immunantwort regulieren und im besten Fall

wieder normalisieren.
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IV. ERGEBNISSE

Das Manuskript wird in der veréffentlichten Form vorgelegt (WENHART et al., 2021) in
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Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory autoimmune disease which affects
primarily the joints. Peptides of several proteins have shown an effect in some experimental
animal models of RA. We investigated arthritis development in male DBA/1 mice which
were injected with bovine collagen Il (bCll) and human fibrinogen (hFib) on day 0 and 21,
leading to stable and reproducible disease induction in 100% of immunized mice (FIA-CIA).
In a second study, two bCll — derived peptides were given three times in the course of six
weeks after FIA-CIA induction to test for impact on arthritis. Mice were scored weekly for
arthritis and anti-citrullinated peptide antibodies (ACPAs) were determined in the sera
taken on days 0, 14, 35, 56 and 84. Histology of the hind paws was performed at the end of
the experiment. Intravenous administration of peptide 90578, a novel fructosylated peptide
derived from the immunodominant T-cell epitope of bCll, at a dosage of 1mg/kg resulted in
significant beneficial effects on clinical outcome parameters and on the arthritis histology
scores which was sustained over 12 weeks. Survival tended to be improved in peptide
90578-treated mice. Intravenous administration of pure soluble peptide 90578 without
adjuvants is a promising approach to treat RA, with treatment starting at a time when ACPAs
are already present. The results complement existing data on peptide “vaccination” of
healthy animals, or on treatment using recombinant peptide expressing virus or complex

biological compounds.

Abbreviations

ACPAs Anti-citrullinated peptide antibodies
AlA Adjuvant-induced arthritis

bClI Bovine collagen Il

BSA Bovine serum albumin

CFA Complete Freund’s adjuvant

ccp Cyclic citrullinated peptides

DMARDs Disease modifying anti-rheumatic drugs

FIA-CIA bClI- and hFib-immunized mice which develop RA-like arthritis
FMOC Fluorenylmethoxycarbonyl
hFib Human fibrinogen

IFA Incomplete Freund’s adjuvant
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IL6R Interleukin-6 receptor

MHC Il Major histocompatibility complex class I
PBS Phosphate-buffered saline

RA Rheumatoid arthritis

RF Rheumatoid factor

TGF-B Transforming growth factor beta

TNF Tumor necrosis factor

Introduction

Rheumatoid Arthritis (RA) is one of the most common systemic autoimmune diseases with a
prevalence of 0.5-1% in the overall population(SILMAN & PEARSON, 2002). Several risk factors
contribute to the development of RA, including genetic factors, age and gender, smoking,
socioeconomic status and infections (ALAMANOS & DROSOS, 2005). Pathophysiology includes
inflammatory arthritis, but also extraarticular manifestation of disease with cardiovascular,
pulmonary, psychological and skeletal disorders (MCINNES & SCHETT, 2011). Rheumatoid
factor (RF), anti-citrullinated peptide antibodies (ACPAs) (AGGARWAL et al., 2009) and anti-
collagen-ll-antibodies (MULLAZEHI et al., 2012) are commonly found in sera of patients with
RA.

Therapy of rheumatoid arthritis mainly relies on disease modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDSs) such as the conventional synthetic methotrexate, biological drugs (TNF-, T-cell, B-
cell or IL-6R-inhibitors) or the targeted synthetic janus kinase inhibitor tofacitinib. Although
there are many therapeutic approaches, remission or low disease activity is not achieved in all
patients, or the patients lose responsiveness over time (SMOLEN et al., 2016). In addition,
some of those therapeutics result in nonspecific immunosuppression, which can lead to
complications such as infections or cancer (ALBRECHT & MULLER-LADNER, 2010; WANG et al.,
2018; SEPRIANO et al., 2020). Thus, further study of RA and search for therapies is needed.
Peptides can regulate the immune response to induce tolerance of certain antigens and are a
promising approach in mitigating or even curing autoimmune diseases and other
immunological disorders (LARCHE & WRAITH, 2005; GOKHALE & SATYANARAYANAIJOIS, 2014).
The immunodominant T-cell epitope of bovine collagen Il (bCll) has been shown to be a
peptide with only eight amino acids at positions 260-267 of the collagen a-chain (BRAND et
al., 1994; ROSLONIEC et al., 1996). Several studies which investigated the effects of this
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peptide on the outcome of collagen-induced arthritis (CIA) in mice have been conducted and
evaluated. Coimmunization with Cll and peptide Cll 245-270 [s260,261,263] leads to a dose-
dependent effect on the incidence of arthritis in the mouse CIA model in DBA/1 mice. When
the peptide was mixed together with collagen at a dose which exceeded the amount of
collagen Il molecules by 480-fold on a molar basis, this mixture succeeded in completely
preventing the development of arthritis in CIA mice (MYERS et al.,, 1993). Intravenous or
intranasal administration of a galactosylated Cll 259-273 in complex with the MHC-II-molecule
A reduced the incidence and severity of CIA in B10.Q mice and ameliorated chronic relapsing
disease (DZHAMBAZOQV et al., 2006). Gene therapy with hematopoietic stem cells which had
been infected with lentiviral particles expressing the Cll 259-270 peptide on MHC-A%complex
several weeks before the immunization reduced the rate and the severity of CIA in DBA/1 mice
(TENGVALL et al., 2016). In a rat model of adjuvant-induced arthritis (AlA), s.c. injections of a
multi-epitope peptide reduced disease severity (GERTEL et al., 2015).

With the exception of the multi-epitope peptide tested in AlA rats (GERTEL et al., 2015), these
peptide administrations relied on cofactors or recombinant viral gene transfer (DZHAMBAZOV
et al., 2006; TENGVALL et al., 2016) or were only effective if given before or simultaneously
with the immunization (MYERS et al., 1993; TENGVALL et al., 2016). Since we wanted to study
a disease model which should be closer to the condition of human RA patients, we
investigated the administration of peptides derived from the immunodominant epitope of ClI
in CIA without an additional MHC complex in a long-term mouse model of RA when they were
given after the induction of arthritis. We investigated the effects of a novel fructosylated
modification of the epitope peptide and compared them to those of non-fructosylated
peptide variant.

First, we established a mouse model of combined human fibrinogen (hFib)/bCll injection in
our laboratory. The CIA mouse model has long been established in rheumatoid arthritis
research and is well described (COURTENAY et al., 1980; BRAND et al., 1994; BRAND et al.,
2007; PIETROSIMONE et al., 2015). However, there are contradictory reports on the formation
of anti-citrullinated protein antibodies (ACPAs) in this model (VOSSENAAR et al., 2003;
VOSSENAAR et al., 2004; KUHN et al., 2006; CANTAERT et al., 2013). ACPAs, commonly
detected by anti-cyclic citrullinated peptide antibody (anti-CCP)-ELISAs are the most
important diagnostic serologic factor of human RA and are predictive for the severity of the

disease (AVOUAC et al., 2006; KOURILOVITCH et al., 2014). To better reproduce the features
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of human RA in the mice, we used a modified immunization method based on the publication
by Ho et al. (HO et al., 2010) with a combined bCll/hFib basal injection and hFib boosting
(referred to as FIA-CIA). Here, we report the resulting stable disease model which developed
in 100% of treated mice, and which is characterized by anti-citrullinated-fibrinogen antibodies.
We then investigated the effects of the fructosylated and non-fructosylated bCll-derived
peptides on arthritis development which were given three times in the course of six weeks

after establishment of the disease phenotype.

Materials and Methods
Animals

Male DBA/1 mice were purchased from Janvier (Janvier Labs, France). The mice were housed
under standard housing conditions in individual ventilated cages (IVC) and were fed a high-fat
diet (JL Maus 5K20mod.; ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest). To minimize the risk of fighting,
mice were housed in groups of three per cage. Enrichment material contained nestlets
(NES3600-NESTLETS, Ancare, Bellmore, NY), other nesting material (Bed r" Nest, The
Andresons, Maumee, Ohio) and cellulose (Covetrus). After arthritis onset the litter was upped
so that the mice could reach food and water standing on four paws. Mice were 8 weeks of age
at the time of the first immunization. A total of 47 mice were used in the experiments. In the
pilot study 10 mice were immunized according to the protocol which is outlined below and 2
mice served as native control without immunization. For acclimatization, mice were obtained
at an age of 6 weeks and housed for 2 weeks before the start of the experiment. In the therapy
study 30 mice were immunized and randomly distributed to the three treatment groups. 5
mice were investigated in the Complete Freund’s Adjuvant (CFA) control group, in which no
therapeutic peptide was added. Sample size calculation was done a priori based on other RA
mouse model effect sizes and a power of 80%.

Personnel which handled or investigated these mice were blinded to the treatment. All animal
experiments were performed in accordance to Directive 2010/63/EU and approved of by the
Government of Upper Bavaria, reference number: 55.2Vet-2532.Vet_02-17-94, based on prior
evaluation of animal study plan design and group sizes by the certified bio-statistician Dr. Peter
Klein. The description of all procedures involving animals was done according to the ARRIVE

Guidelines in reporting in-vivo experiments (KILKENNY et al., 2010).
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Immunization

Bovine collagen Il (bCll; Chondrex, Inc.) and human fibrinogen (hFib; Millipore/Calbiochem)
were dissolved according to the manufacturers” instructions to a final concentration of
4mg/ml for bCll and 8mg/ml for hFib. Then each solution was emulgated separately in a 1:1
ratio with Complete Freund’s Adjuvant (CFA; Chondrex, Inc.) containing 2mg/ml M.
tuberculosis H-37 RA. For emulgation, two luer lock glass syringes were linked via a micro-
emulsifying needle (Sigma-Aldrich) and the substances mixed until there was a stabile
emulsion.

Mice were anesthesized with isoflurane (CP-Pharma) at a concentration of 1,5-2%. For
analgesia Novaminsulfon (metamizol; bela-pharm) was given subcutaneously (s.c.). Then 50ul
of bCII-CFA emulsion was administered s.c. at the base of the tail and 50ul of hFib-CFA
emulsion was administered s.c. at the left flank. On day 21 after the first immunization, mice
were boosted with 50ul hFib in incomplete Freund’s Adjuvant (IFA) s.c. at the left flank. CFA-
control mice were administered the equivalent doses of CFA and IFA emulgated with 0.9%
NaCl to reach equal injection volumes. Native control mice did not receive any immunization.
Both CFA- and native control mice served as negative control in the experiments.

For treatment of pain in arthritic animals, Metacam (meloxicam; Boehringer Ingelheim) was
used at a dosage of 1mg/kg. For treatment of severe local reactions to the first immunization,

afflicted animals were treated with 10mg/kg Baytril (enrofloxacin; Bayer) for 5 days per os.

Clinical Investigation

Paws were measured weekly. For that purpose, the mice were anesthesized shortly with
isoflurane and the carpal and tarsal joints were measured via a caliper (Kafer Messuhren,
Germany) (BRAND et al., 2007). In addition, each paw was scored according to an arthritis
scoring system (score 0= normal paw; score 1= 1 toe inflamed and swollen; score 2= >1 toe
swollen or carpal/tarsal joint swollen; score 3= entire paw inflamed and swollen; score 4= very
inflamed and swollen paw or ankylosis of the paw). Scores were added up to a total score of
0-16 per mouse. Upon development of arthritis, mice were examined daily. If an animal did

not put weight on or use a paw anymore, it was euthanized immediately.
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Synthesis of peptides

Peptides represented the immunodominant T-cell determinant of bCll, peptides 256-270 of
the a-chain (BRAND et al., 1994). Peptide 90091 was synthesized with the amino sequence
GEPGIAGFKGEQGPK. Peptide 90578 was based on the same amino acid sequence, but
posttranslationally modified by adding a fructosyl residue to the lysine at position 264, thus
creating a novel chemical structure core (see Figure 1). Both were synthesized by Biosyntan
Berlin according to described protocols of fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC) resin-based
amino acid chain elongation. Both peptides were purified up to 95% (<=95%) by means of

HPLC and analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry.

GEPGIAGF —N\H 9
GEQGPK-Amia

Figure 1 Novel fructosyl structure of peptide 90578. The peptide structure was modified by adding a cyclic
fructosyl structure to the lysine residue. To enhance legibility, this lysine residue is shown as chemical structure,
whereas the other amino acids of the peptide are just indicated as single letter codes.

Serum collection and peptide treatment application

Serum was collected on days 0, 14, 35 and 56 of the experiment via bleeding of the tail vein.
Treatment with peptides 90091, 90578 (at a concentration of 1mg/kg body weight) or 0.9%
NaCl was applied intravenously on day 14, 35 and 56. Mice were randomly distributed to the
three treatment groups. Treatment compounds were numbered 1, 2 and 3. To minimize

confounders, each of the three mice per cage received a different treatment. All clinical and
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histological investigators were blinded to the treatment until data analysis was finished. For
comparability between the therapy groups, all mice, including the CFA control mice, received
a daily dose of 1Img/kg Metacam (meloxicam) from day 14 after the first immunization on until
the end of the experiment. Mice were killed on day 84 of the experiments via intracardiac

punction and blood withdrawal under ketamine/xylazine anaesthesia.

Measurement of mouse antibodies by ELISA

ELISA plates were coated with 100l per well of either 1ug/ml bCll (Chondrex, Inc.) or 1ug/ml
hFib (Millipore/Calbiochem) or 1ug/ml citrullinated hFib (Cayman) or CCP-peptide at a
concentration of 10 ug/ml in coating solution for 1 h. The CCP peptide we used for the selected
CCP assay had the following sequence: HQCHQEST(cit)GRSRGRCGRSGS, with disulphide bonds
spanning C3 —C16.

All subsequent procedures were performed at room temperature (RT) and incubations were
done on a microtiter plate shaker. The coated plates were washed three times with PBST (PBS,
0,1% Tween-20), blocked with 100 pl/ well of blocking solution (PBST, 1% BSA) for 1 h, and
washed again. Blood serum samples from mice were diluted 1:100 in PBST + 1% BSA and 100yl
were transferred to the blocked ELISA plates and incubated 2 h at RT. After washing with
PBST, the ELISA plates were incubated with 100 pl/well of the detection anti-mouse antibody
labelled with POD (Jackson Immunoresearch, #715-035-151, 1:10,000 dilution in PBST + 1%
BSA), for 1 h. After washing, the POD was detected by incubation with 100 ul/ well of TMB
substrate (Thermo Scientific, #34029) until a maximal optical density (OD) of about 1 to 2 was
reached. Finally, the colorimetric reaction was stopped with 100 pl/ well stopping solution
(1M H2S04) and the OD determined at a wavelength of 450 nm with a reference wavelength

of 595 nm with the Tecan Infinite F 200 plate reader.

Histology

Mice were examined postmortem for macro-anatomical pathology. Then, the right hind paws
of the mice were amputated at the level immediately above the external malleolus. The skin
was removed and the skinless paws were fixed in 4% paraformaldehyde at 4°C overnight.

Decalcification was performed in a mixture solution of 14% EDTA and 4% paraformaldehyde
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at aratio of 1:1 for one day and subsequently in fresh 14% EDTA alone for 2 more weeks at RT
under constant agitation. After this the paws were incubated overnight in a mixture medium
of 30% sucrose dissolved in PBS and finally embedded in OCT compound (Tissue-Tek O.C.T.
compound; VWR Chemicals, Leuven, Belgium).

Frozen sagittal sections (7um) were cut in series with an interval of 500 um using a cryostat
(temperature, -19°C; Leica Biosystems, Nussloch, Germany, and Buffalo Grove, IL) and
mounted on Trubond microslides (Trubond 380, Catalog no: 63700-W1; Electron Microscopy
Sciences; Hatfield, PA 19440; USA). The sections were kept in a freezer at — 80°C until use.
There was a total of five sections in each paw to cover the distance from the external to
internal malleolus.

Sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) using standard protocols and were
assessed for pathologic changes in the joints under the bright field illumination on a Zeiss
upright microscope (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) by a blinded investigator.

A histological score was determined using a 0 to 3 scale based on the intensity and extent of
change to the ankle and tarsal joints compared to native mice of the same age for each of five
categories (score 0= no changes; score 1= slight change; score 2= moderate change; score 3:
marked change). The categories consisted of: inflammation, synovial alterations, cartilage
degeneration, pannus formation and bony changes. The histological scores were expressed as
the sum of the five categories for each section with a highest score of 15 per slide. The average
of the scores of the middle three of five sections represents the histological score of one

animal.

Statistical evaluation
Results were compared by analysis of variance (ANOVA) after testing for normal distribution
by Kolmogorov-Smirnov’s test using SPSS v19. If normal distribution was not present, Mann-

Whitney-Test was used. Kaplan Meier plots were compared by log-rank testing.

Ethics approval and consent to participate
All animal experiments were performed in accordance to Directive 2010/53/EU and approved

of by the Government of Upper Bavaria, reference number: 55.2Vet-2532.Vet_02-17-94
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Results

Immunization of DBA/1 mice with human Fibrinogen (hFib) and bovine Collagen (bCll) leads to

arthritis in all immunized animals

In a pilot study, 10 DBA/1 mice were immunized according to the immunization scheme
described above. Two additional mice which did not receive any immunization but were
measured and scored according to the protocol served as native controls. Due to severe
affection at the immunization sites, two of the immunized mice had to be euthanized soon
after the first injection and were excluded from analysis so that in the end, a total of 8
immunized mice and 2 native controls were used for evaluation of the experimental model.
As shown in Figure 2 A the mice began to develop signs of arthritis on day 14 of the
experiment. On day 56 the prevalence of arthritis reached 100%. The arthritis score was also
severe with a maximum mean score of 11.25 on day 70 (Figure 2 B). None of the native control
mice developed clinical signs of arthritis.

Paw measurements via a caliper showed significant differences between immunized and
native mice (Figure 2 C). The measured joints, especially the tarsal joints, showed swelling
starting on day 28, which was significantly increased between day 56 and 70 until the end of
experiment. These results occurred in parallel to the respective arthritis scores.

Pathology and histology confirmed the clinical findings. The paws showed severe
inflammation and ankylosis on all limbs. Figure 2 D shows the marked difference between the
hind paws of immunized and native mice. The whole paws of the immunized mice showed
severe swelling including tarsal joints and metatarsus. The digits were swollen and ankylosed
and the claws are prolonged due to a lack of use and thus, less abrasion. The HE-stained
sections of the right hind paws were investigated histologically. The mean histology score of
the immunized animals ranged at 6.1 whereas the native mice showed no signs of arthritis
(Figure 2 E). Main findings were inflammation, cartilage erosion, bone alterations and pannus
formation. Representative histological images can be seen in Figure 4 — CFA control and CFA

+ NaCl groups.
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Figure 2 Clinical and histological results of the pilot study for FIA-CIA. (A) Arthritis prevalence in immunized mice,
(B) mean arthritis score of immunized mice, (C) mean swelling of joints of immunized (red: carpal; orange: tarsal)
vs native control (green: carpal; blue: tarsal) mice, (D) Paws of immunized (left) and native (right) mice in
comparison. Swelling and ankylosis of joints, toes thickened and the claws prolonged in immunized mice. (E)
Mean histology scores of immunized and native mice. Results for 8 immunized mice and 2 native controls are
shown. Histology score of FIA-CIA mice was significantly increased compared to that of native (not immunized)
controls: *p<0.05, **p<0.01, ***p=0.002; error bars indicate standard errors of the mean (SEM).
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The mice developed a strong antibody response to collagen and fibrinogen as well as

citrullinated fibrinogen

For assessment of antibodies, various antigens were coated on ELISA plates, and the sera of
the mice were added. Binding of antibodies to the antigens was then measured by adding anti-
mouse antibody labelled with POD.

The mice developed a strong antibody response to the immunizing antigens bCll and hFib -
the OD-450-values ranged between 1 and 1.4. The mice also developed an immune reaction
to citrullinated fibrinogen, though to a lesser extent (OD about 0.5). The native control mice
did not develop any of those antibodies (see Figure 3 A). Repeated measurements were
carried out for all antibodies, and showed rapid increases of anti-fibrinogen, anti-collagen and
anti-citrullinated fibrinogen antibodies to high values after 14-35 days, which did not change
thereafter. For reasons of clarity we only show the values obtained at the final blood sampling
at day 84 upon sacrifice.

We then tested the sera on ELISA plates that had been coated with one selected CCP peptide.
Figure 3 B shows that the antibody levels of the immunized animals reached low, but
significantly higher levels than the native mice on day 14, 35 and 70. After that the OD values

subsided to the same level as the native mice.
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Figure 3 ELISA studies of the sera in FIA-CIA (A) Antibody titers against the immunizing antigens bCll (brown),
hFib (violet) and citrullinated fibrinogen (dark red) on day 84, at the end of the experiment. Repeated
measurements were carried out for all antibodies, and showed rapid increases of anti-fibrinogen, anti-collagen
and anti-citrullinated fibrinogen antibodies to high values after 14-35 days, which did not change thereafter. For
reasons of clarity we only show the values obtained at the final blood sampling upon sacrifice. Antibody titers of
native control animals are shown in black, and were negative (zero values) for all three investigated antibodies.
(B) Antibodies against CCP, orange: immunized; blue: native control; *p<0.05, **p<0.01; error bars indicate SEM.
Repeated measurements are shown for anti-CCP antibodies due to their variation over time.
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Administration of peptide 90578 to immunized animals leads to reduced histological signs of

arthritis

In a second experiment, FIA-CIA immunized mice were given either peptide 90091 or peptide
90578 at a concentration of 1mg/kg i.v. into the tail vein on days 14, 35 and 56 after the first
immunization. As positive controls, one group of mice received 0.9% NaCl as treatment. In
addition, five mice were immunized with CFA/IFA alone at the two injection sites to serve as
negative control animals (further referred to as CFA-control mice). They did not receive any
treatment.

Of the overall 30 FIA-CIA immunized mice, one had to be killed due to severe reaction at the
injection site before treatment started and was excluded to the experiment. The remaining
29 mice were randomly distributed to the three treatment groups. Investigators were blinded
to the treatments. Of those 29 mice, 6 had to be killed in the course of the experiment and
were excluded to the analysis. For data analysis at the end of the experiment the remaining
23 mice were distributed as follows to the three treatment groups: 8 mice each received either
peptide 90578 or 90091 and 7 mice received NaCl.

The following figures show data from three different groups. Nearly all immunized animals
developed arthritis, most starting between day 21 and 28. There was a significant decrease
in the histology score of the 90578-treated group in comparison to the NaCl-treated group.
The mice which had been given the peptide 90578 had an average histology score of 3.9,
whereas the mice only treated with NaCl had a score of 6.6 (Figure 4 A).

Figure 5 B-M show the difference between the HE-stained sections of the right hind paw. In
the overview of the paws the differences between CFA control animals and NaCl- and 90091-
treated animals are apparent. The soft tissues around the ankle and metatarsus were severely
enhanced in the NaCl-treated mice (Figure 4 C) and in the 90091-treated mice (Figure 4 D). In
addition, the darker blue staining of the pictures of NaCl and 90091 mice is due to a massive
accumulation of lymphocytes in this region. In contrast to this, the 90578-treated mice
showed less tissue enhancement and lymphocyte infiltration (Figure 4 E).

Ankle and tarsal joints were investigated in detail (Figure 4 F-M). The NaCl mice showed signs
of severe inflammation with lymphocyte infiltrates, cartilage and bone erosion. Pannus
formation is also evident. 90091-treated animals, the cartilage was intact and there were only
a few lymphocyte infiltrates in the subchondral bone. CFA-immunized control mice showed

no significant joint alteration.
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Figure 4 Histological findings in the therapy study with peptides 90091 and 90578 or NaCl. (A) Mean histology
scores of CFA-immunized control mice and FIA-CIA mice treated with peptides 90091 (N = 8 independent
animals), 90578 (N = 8) or NaCl (N = 7). Error bars indicate SEM; *p<0.05 (all values compared to NaCl control
mice). (B-E) Overview of the tarsus, (F-1) ankle joint, (J-M) tarsal joint. (B,F,J) Mice immunized with CFA alone,
(C,G,K) FIA-CIA immunized mice treated with NaCl, (D,H,L) FIA-CIA immunized mice treated with peptide 90091,
(E,1,M) FIA-CIA immunized mice treated with peptide 90578. Arrows indicate histological changes in the FIA-CIA
group.
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Figure 5 shows that tarsal joints of mice receiving peptide 90578 had significantly lower
swelling on days 49 and 56. The arthritis scores of the group treated with the 90578 peptide
tended to be less severe than in mice treated with 90091 or NaCl. Peptide 90091 even seemed
to enhance arthritis, but not significantly. None of the CFA control mice showed any clinical
signs of arthritis, paw measurements were significantly lower than in FIA-CIA immunized NacCl

treated mice.
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Figure 5 Clinical results of the therapy study with peptides 90091 and 90578 or NaCl. (A) Mean paw swelling of
tarsal joints, (B) mean arthritis score, (C) prevalence of arthritis. Treatments: red: peptide 90578 (N = 8
independent animals); orange: peptide 90091 (N = 8); blue: NaCl (N = 7); green: CFA-immunized negative controls
(N =2); *p<0.05 (all values compared to NaCl control mice); error bars indicate SEM.
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Several animals had to be killed before the end of the experiment due to severe arthritis. As
soon as an animal did not put weight on a paw anymore, it was euthanized immediately. The
survival probability which is shown in the Kaplan-Meier-Chart in Figure 6 shows the resulting
survival rates of each group. In the NaCl-treated group, more and earlier drop outs were
observed than in the groups that received peptide 90091 or 90578 as treatments. Statistical
analysis based on log-rank testing did not reveal a significant difference between groups,

which may be due to low number of cases. None of the CFA- control mice had to be killed.
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Figure 6 Kaplan-Meier-Chart of the survival probability in different treatment groups. Mice were killed prior to

the end of experiment when arthritis was too severe. Treatments: red: peptide 90578; black: peptide 90091;
blue: NaCl.

Antibody levels of peptide 90091- and peptide 90578- treated animals were not affected by

treatment

Although histological and clinical findings support an effectiveness of peptide 90578 in FIA-
CIA mice, this effect could not be found in the antibody levels. In the ELISAs of the sera taken
on days 35 and 84 there was no difference in anti-bCll or anti-hFib antibody titers between

the three treatment groups. The antibody titers increased to the same levels regardless of

treatment (data not shown).
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Discussion

In this paper we describe a mouse RA model in which the administration of a fructosylated
peptide derived from bCll reduced clinical disease severity and damage to the joints seen in
histology sections of the paws, when administered IV after disease had been established.
These effects were not observed with the non-fructosylated homologous peptide.

The mouse model described here was modified on the FIA-CIA model published by Ho et al.
(HO et al., 2010), is highly reproducible and leads to severe arthritis of the paws in up to 100%
of the animals. The mice established an immune reaction and developed antibodies directed
to citrullinated fibrinogen as well as to the immunizing antigens. The presence of anti-
citrullinated fibrinogen antibodies can be explained by two theories: One is that human
fibrinogen gets citrullinated in the course of the preparation, so that the administered
fibrinogen already contains citrulline residues, another theory is that the protein arginine
deimidase 4 (PAD-4) enzyme that exists in polynuclear cells can citrullinate the peptides in the
joint when those cells die and the PAD-4 is set free (VOSSENAAR et al., 2003). Mass
spectrometry showed that human fibrinogen (hFib) derived from Sigma-Aldrich or Calbiochem
already contains certain citrulline residues (HO et al., 2010). However, the theory that PAD-4
can contribute to the arthritis in citrullinating peptides and proteins cannot be dismissed. It
has been shown that NETotic and necrotic granulocytes can citrullinate fibrinogen via PAD-
enzymes (ARNOUX et al., 2017). Upon immunization with PAD, some mice even developed
antibodies against citrullinated fibrinogen (ARNOUX et al., 2017). Thus, the presence of anti-
citrullinated fibrinogen antibodies is likely due to a mix of both those reasons.

Compared to the immunisation method described by Ho et al. (HO et al., 2010), we used only
a tenth of the Mycobacterium tuberculosis dosage (0.05 mg instead of 0.5 mg per injection
site) for the first immunization and half of the bCll dosage (0.1 mg per mouse compared to 0.2
mg). Despite the lower doses, we were able to induce the arthritis with sufficient severity in
100% of the immunized animals. The injection volume of only 50ul per injection site also
differs from the description of the CIA model in some publications. Most use an injection
volume of 100 pl (CAMPBELL et al., 2000; BRAND et al., 2007) or a lower volume and instead
a higher concentration of mycobacteria in the emulsion (COURTENAY et al., 1980). Here we
present that in FIA-CIA, injection volumes of 50 ul and a M.tuberculosis-concentration of 2
mg/mlin CFA is enough to induce a severe arthritis. A reduction of M.tuberculosis in CFA incurs

lower risks of severe ulcers or granulomas at the injection sites of the mice (CAMPBELL et al.,
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2000) , which otherwise can lead to termination of the experiment before arthritis
development and a need for more mice due to drop-outs.

Although the mice received a daily administration of the COX-2-blocker meloxicam upon
development of arthritis, the severity of the arthritis increased even under this treatment. The
dose was apparently not sufficient to have an unwanted impact on the joint inflammation, but
visibly reduced the pain of the animals. Even the administration of meloxicam before the
development of signs of arthritis in the therapy study did not prevent the onset of arthritis
and the animals did not develop any adverse effects over the course of the experiment.
Meloxicam has the advantage over other recommended analgesics in animal arthritis studies
such as buprenorphin or paracetamol (acetaminophen) (HAWKINS et al., 2015) that it has to
be given only once a day, is orally available and has less side effects. Thus, we propose it is
possible to use meloxicam in the pain treatment of rheumatic animals in therapy studies. With
regard to the 3Rs in laboratory animal welfare, reduction of the immunization dose and
volume as well as application of pain killers should be considered in the refinement of mouse
arthritis models.

Contrary to the findings of other groups (KUHN et al., 2006; HO et al., 2010), we were not able
to find relevant CCP2 antibody levels, as determined with the commercially available assay in
the sera of our mice. These tests showed no difference between immunized and native mice.
Anti-CCP assays are used to detect the presence of ACPAs. As seen in the anti-citrullinated
fibrinogen ELISA, our mice developed antibodies against at least one citrullinated protein.
However, those antibodies could not be detected by the commercial anti-CCP2 tests. Also,
using an assay with one single CCP coated on ELISA plates we found slight differences in
antibody levels at three of six measurement days. Whether this result is due to a low antibody
presence against citrullinated peptides in the sera or a difference in anti-CCP antibodies
between mice and humans and thus, a low suitability of the tests for mouse studies remains
to be elucidated.

The peptide 90578 had a significant effect on the histological outcome of the FIA-CIA in DBA/1
mice. When administered intravenously on three different time points after the first
immunization, this peptide led to significantly reduced histological signs of arthritis in the
treated animals compared to the control group. Peptides that mimic epitopes of collagen I
have been shown to reduce or prevent the development of CIA in mice and rats, when

administered before (MYERS et al., 1989; KU et al., 1993; MYERS et al., 1995; HONDA et al.,
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2004) or in parallel to the immunization (MYERS et al., 1993; SAKURAI et al., 2006; MYERS et
al., 2007), with an additional MHC-II-molecule (DZHAMBAZOQV et al., 2006; TENGVALL et al.,
2016) or by attaching the peptide to an immune or T-cell binding peptide (ZIMMERMAN et al.,
2010). Some authors described oral or nasal administrations of peptides to induce mucosal
tolerance (STAINES et al., 1996; ZHU et al., 2007; HASSELBERG et al., 2009). But they also either
applied the peptide before the induction of the arthritis (STAINES et al., 1996; ZHU et al., 2007)
or used additional immune modulators like a cholera toxin derived fusion protein
(HASSELBERG et al., 2009). Administration of peptides before the induction of arthritis does
not replicate the situation found in human RA patients and this may be a critical point in
finding new treatment strategies for RA. Also, the use of additional molecules like MHC or
cholera toxin-derived proteins to the peptide increases the risk of severe adverse reactions
which can be another reason, why new treatment strategies subsequently failed in clinical
studies in humans.

There are already some descriptions of CIA models in which the administration of modified
peptides of collagen with two or three amino acid substitutions after the immunization or
even after development of arthritis symptoms resulted in a therapeutic effect in rat (YAO et
al., 2007) or HLA-DR1 transgenic mice (MYERS et al., 2002). In a rat model of adjuvant-induced
arthritis (AIA), s.c. injections of a multi-epitope peptide reduced disease severity (GERTEL et
al., 2015). This peptide also modulated T cell subsets in RA patients” peripheral blood cells
(GERTEL et al., 2017). Also nanoparticles coated with peptides improved disease symptoms in
HLA-DR4-IE-transgenic mice or depleted patient-specific B cells (CLEMENTE-CASARES et al.,
2016; POZSGAY et al., 2017). Moreover, it has been shown, that cyclic peptides can target RA
patients” ACPAs ex vivo (FERNANDES-CERQUEIRA et al., 2015).

We now show that giving the fructosylated peptide 256-270 of bCll intravenously alone and
two weeks after the induction of arthritis can lead to a long term effect in FIA-CIA in mice
which is characterized by a significant reduction of histological signs of arthritis in mice. At the
time of the first treatment application on day 14, the antibodies against bCll, hFib and
citrullinated fibrinogen were already established, while arthritis was not yet prevalent. In
human RA, development of autoantibodies against CCP often precedes the onset of arthritis
for years (RANTAPAA-DAHLQVIST et al., 2003; NIELEN et al., 2004) and antibodies against

collagen Il are predictive for an early severe course of disease (MULLAZEHI et al., 2012). It
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would be desirable to intervene in the development of the disease so that symptoms can be
attenuated or in the best case completely prevented.

An interesting aspect of our results is that the application of certain peptides or proteins works
to switch the immune response to tolerance of certain antigens. There is some evidence that
the application of peptides that mimic T cell epitopes can induce regulatory T cells that secrete
anti-inflammatory cytokines like I1L-10 and TGF-B and thus lead to a suppression of antigen
presenting cells (CLEMENTE-CASARES et al., 2016). The only difference between the two
peptides in this study is the fructosylation of the lysin at position 264 of the 90578 peptide,
whereas peptide 90091 is not modified. It has been shown that T-cell recognition of collagen
epitopes depends on glycosylation (DZHAMBAZOV et al., 2006) and native collagen Il is also
highly glycosylated (BACHINGER HP, 2010). The glycosylation of Lys 264 is oriented to the T
cell receptor (TCR) and has the potential to be a major regulator of T cell tolerance. It may be
that the glycosylation at lysin 264 of the peptide 90578 leads to a better recognition by T-cells
and thus to the secretion of more anti-inflammatory cytokines like IL-10, which then
ameliorate the outcome of the arthritis in mice. Interestingly, glycosylation of the specific
collagen epitope (aa 256-270) does not only play a role in CIA in mouse strains with the
arthritis-susceptible A% class Il gene, but also in transgenic mice expressing human class Il

molecules associated with RA and in humans with RA (BACKLUND et al., 2002).

Also for the observed beneficial effects a reduction in T cell infiltration, differences in the
migration of different subsets of T cells responding to or producing different cytokines may
contribute. We will investigate these parameters in future studies. Further studies will also

evaluate the reproducibility of the results in different mouse strains and other lab conditions.
Conclusion

hCll-derived fructosylated peptide 90578 is a promising novel therapeutic approach to treat
disease symptoms in FIA-CIA mice and potentially also in humans with RA. Further study of

the compound is warranted.
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V. DISKUSSION

1. Das Modell der FIA-CIA als Krankheitsmodell fur die RA

Die Arbeit beschreibt die Etablierung eines Modells der rheumatoiden Arthritis in der Maus,
welche durch die subkutane Injektion von Collagen Il und humanem Fibrinogen in Emulsion
mit Freund’schem Adjuvanz (CFA) erreicht wurde. Ein solches Modell wurde bereits von Ho et
al. beschrieben (HO et al.,, 2010). Das Modell der FIA-CIA fihrt in bis zu 100% der
immunisierten Tiere zu einer mittel- bis hochgradigen Arthritis, und ist gut reproduzierbar. Die
Arthritis-Entwicklung beginnt ab dem 14. Versuchstag und wird durch die ,,Booster“-Injektion
von Fibrinogen an Tag 21 verstarkt. Der Hohepunkt der Arthritis ist gegen den 70. Versuchstag
erreicht, wonach die Schwellung der Pfoten wieder abflaut, und eine Ankylose der zuvor
entziindeten Gelenke zurlickbleibt. Ein Wiederaufflammen der Entziindung wurde wahrend
der Beobachtungszeit von 12 Wochen nicht beobachtet. Dieser monophasische Verlauf ist
typisch fur die CIA (HOLMDAHL et al., 1986a; BOISSIER et al., 1987) und offenbar auch fir die
FIA-CIA. Die bei Ho et al. beschriebene Immunisierungsmethode wurde im hier
durchgefiihrten Versuch geringgradig abgewandelt. Statt der dort verwendeten Dosis von
0,5mg M.tuberculosis wurde in unserem Versuch nur 0,05mg M.tuberculosis in CFA pro
Injektionsstelle appliziert. Auch die Kollagen-Dosis war mit 0,1 mg pro Maus um die Halfte
geringer, als die bei Ho et al. verwendeten 0,2 mg (HO et al., 2010). In einigen Anleitungen,
die die Induzierung einer CIA in Mdusen beschreiben, werden als Injektionsvolumina fur die
Emulsion 100l veranschlagt (CAMPBELL et al., 2000; BRAND et al., 2007), oder zur Herstellung
der Emulsion ein CFA mit hoherer Konzentration an Mykobakterien verwendet (COURTENAY
et al., 1980). Da die Immunisierung mit CFA zu starken Reaktionen an der Einstichstelle filhren
kann, die bis zu Ulzerationen fiihren und zur Folge haben, dass einige Tiere aufgrund der
Immunisierung bereits aus dem Versuch ausscheiden bevor sich eine Arthritis entwickelt, ist
es winschenswert, die Dosis und das injizierte Volumen von CFA so klein wie moglich zu
halten.

Eine weitere VerbesserungsmaRnahme bei der Durchfiihrung von Arthritis-Studien in Tieren
ist die Gabe von Schmerzmitteln. Bei Arthritiden entstehen Schmerzen, die durchaus langer
anhalten und dazu fihren, dass derartige Tierversuche als schwer belastend eingestuft
werden missen und bei der Genehmigung von Tierversuchsvorhaben dementsprechend

grofRe Hirden entstehen. Es wird oft von den Forschenden angegeben, dass Schmerzen
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unvermeidbar sind und die Gabe von Schmerzmitteln den Versuch gefahrden wiirden, da viele
gadngige Schmerzmittel auf die Entziindungskaskade wirken und hierdurch die Entwicklung der
Entziindung verhindern. Die Wirksamkeit insbesondere von den gerne als Schmerzmittel
verwendeten Nichtsteroidalen Entziindungshemmern (NSAIDs) auf die Entziindungskaskade
ist bewiesen, jedoch konnten wir in unseren Studien trotz dieses Einflusses eine Arthritis
induzieren. Alle unsere Tiere bekamen ab dem 14. Versuchstag taglich eine Dosis des COX-2
Hemmers Meloxicam per os, und entwickelten trotz dieser - bereits vor der Auspragung einer
Arthritis begonnenen - Behandlung eine Arthritis, die in Inzidenz und Schweregrad
ausreichend fiur therapeutische Studien war. Die Schmerzmittelgabe trug jedoch sichtbar dazu
bei, die Schmerzen der Tiere durch die Arthritis zu vermindern. Andere vorgeschlagene
Schmerzmittel fir Arthritis- Studien, wie Paracetamol (Acetaminophen) oder Buprenorphin
(HAWKINS et al., 2015) kénnen eventuell auch eingesetzt werden. Gegeniiber diesen hat
Meloxicam jedoch den Vorteil, dass es oral verfiigbar ist, nur einmal taglich gegeben werden
muss (sodass sich der Stress der Tiere durch Herausnehmen aus dem Kafig reduziert) und
wenig Nebenwirkungen hat. Selbst die Dauermedikation aller Tiere im Versuch tber 70 Tage
hinweg ergab keine sichtbaren Nebenwirkungen. Da alle Tiere ungeachtet einer Arthritis-
Entwicklung Schmerzmittel bekamen, schatzen wir die Gefahr einer Fehlinterpretation der
Versuchsergebnisse als gering ein. Es ist deshalb von unserem Standpunkt aus vertretbar und
angezeigt, Meloxicam als Schmerzmittel in Versuchen zur rheumatoiden Arthritis in der Maus
zu verwenden.

Ein Kritikpunkt bei Studien zu therapeutischen Wirksamkeit von Substanzen in Tiermodellen
ist die (bermaRig hdufige Verwendung von mannlichen Tieren in diesen Studien (BEERY &
ZUCKER, 2011). Dies ist auch in Studien von CIA in Md&usen nicht selten. Viele Autoren
verwenden nur mannliche Tiere (INGLIS et al., 2008; THIELE et al., 2012; PIETROSIMONE et al.,
2015) oder berichten nicht, welches Geschlecht verwendet wurde. Insbesondere bei der RA
ist dies aber auch ein zu beleuchtender Gesichtspunkt, da diese bis zu viermal haufiger bei
Frauen als bei Mdnnern auftritt (LINOS et al., 1980; SYMMONS et al., 1994). Auch in unserem
Versuch und in der durch Ho et al. beschriebenen Studie (HO et al., 2010) wurden fiir die FIA-
CIA in DBA1/) Mausen nur mannliche Tiere verwendet. Fiir die reine CIA und dhnliche Arthritis-
Modelle existieren gegensatzliche Berichte zur Durchfiihrbarkeit des Modells in mannlichen
und weiblichen Tieren. Einige Autoren beschreiben eine geringere Inzidenz der Arthritis in

weiblichen Tieren (COURTENAY et al., 1980; HOLMDAHL et al., 1985; HO et al., 2010). Als
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Erklarung hierfir wird die suppressive Wirkung von weiblichen Geschlechtshormonen
angegeben, da kastrierte weibliche Mause eine Arthritis-Haufigkeit dhnlich der in mannlichen
Tieren entwickelten (HOLMDAHL et al., 1986b). Andere Berichte beschreiben eine gleiche
Verteilung der Arthritis-Haufigkeit in weiblichen und mannlichen Tieren (CAMPBELL et al.,
2000), eine stdrkere Arthritis-Auspragung in Weibchen (DING et al.,, 2015) oder eine
Geschlechtsverteilung &hnlich der im Menschen (TANEJA et al., 2007). Um die
Vergleichbarkeit des Modells mit der Situation im Menschen zu gewahrleisten und die
Wirksamkeit von Substanzen auch im weiblichen Organismus zu testen, ware ein Modell
winschenswert, dass sich sowohl in weiblichen als auch in mannlichen Tieren etablieren l&sst.
Ob dies bei der FIA-CIA moglich ist, wurde bisher noch nicht getestet.

Nachweisbare Antikdrper-Spiegel konnten in allen immunisierten Tieren sowohl gegen die
Immunisierungsagenzien bovines Kollagen Il und humanes Fibrinogen als auch gegen
citrulliniertes Fibrinogen nachgewiesen werden. Antikérper gegen Kollagen werden auch im
weithin bekannten Modell der CIA entwickelt, Antikdrper gegen Fibrinogen jedoch nicht. Da
die humane RA aber nicht nur ein Antigen kennt, sondern eine Vielzahl von Antigenen —
worunter auch citrulliniertes Fibrinogen fallt - hier eine Rolle spielen, kann das Modell der FIA-
CIA als Anndherung an die Situation im Menschen verstanden werden.

Das Vorkommen von Antikdrpern gegen citrulliniertes Fibrinogen, welches nicht Teil der
Immunisierung ist, kann durch zwei verschiedene Mechanismen erklart werden. Einerseits
kann es sein, dass es wahrend der Praparation von humanem Fibrinogen zur Citrullinierung
von Arginin-Resten kommt und deshalb das applizierte humane Fibrinogen bereits
citrulliniertes Fibrinogen enthalt. Untersuchungen mittels Massenspektrometrie konnten
zeigen, dass humanes Fibrinogen von Sigma-Aldrich und Calbiochem bereits Citrullin-Reste
besitzt (HO et al., 2010). Andererseits kann das Fibrinogen auch nach der Injektion durch das
kdrpereigene Enzym Peptidyl-Arginin-Deaminase 4 (PAD-4), welches in polymorphnuklearen
Zellen (PMN, z.B. neutrophile Granulozyten) vorkommt, citrulliniert werden (VOSSENAAR et
al., 2003). Diese Umwandlung kann entweder die bei der Immunisierung mit CFA
entstehenden Entzindungsreaktion stattfinden, wofir spricht, dass die Immunisierung
mittels PAD bei Mausen bestimmter MHC-Typen zu einer Entwicklung von Antikdrpern gegen
citrulliniertes Fibrinogen fihrt (ARNOUX et al., 2017). Die Citrullinierung von Fibrinogen kann
aber ebenso erst in den Gelenken stattfinden nachdem die Entziindung dort begonnen hat

(VOSSENAAR et al., 2003). Hierfur spricht, dass die Antikorper gegen citrulliniertes Fibrinogen
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erst ab dem 35. Versuchstag messbar sind, wohingegen Antikdrper gegen hFib und bCll bereits
ab dem 14. Versuchstag vorliegen (Abbildung 9). Bei einer Entziindung werden Granulozyten
nekrotisch oder NETotisch und bei ihrer Zerstérung wird PAD frei, welches wiederum
Fibrinogen und andere Proteine citrulliniert (ARNOUX et al., 2017). Welche der beschriebenen
Mechanismen daflir verantwortlich ist, dass in unserem Modell Antikérper gegen
citrulliniertes Fibrinogen entstehen, ist nicht untersucht worden, es ist jedoch gut moglich,
dass diese aufgrund von mehreren der oben genannten Faktoren entstehen.
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Abbildung 9, Antikdrpermessung Vorstudie

Dargestellt sind die Mittelwerte der OD450-Werte aller Tiere. Fehlerindikatoren zeigen den SEM. d=day
(Versuchstag). Antikdrper gegen bovines Kollagen und humanes Fibrinogen liegen bereits an d14 des Versuches
vor, wohingegen Antikorper gegen citrulliniertes Fibrinogen erst an d35 vorliegen.

Im Gegensatz zu den Berichten anderer Forschungsgruppen (KUHN et al., 2006; HO et al.,
2010) konnten wir in unserem Modell keine relevanten Anti-CCP Antikdrper-Level messen.
Der Test von Maus-Seren in verschiedenen kommerziell erhdltlichen Anti-CCP Test-Kits
(Cusabio, #CSB-EQ027743MO; Euro Diagnostics (mittlerweile Svar Lifesciences, #RA-96PLUS),
Abexxa #abx254658) zeigte keine signifikanten Unterschiede in den anti-CCP2-
Antikorperspiegeln zwischen immunisierten und nativen Mausen (Abbildung 10). Aufgrund
der hohen bendétigten Mengen an Serum fir die kommerziellen CCP-Assays konnten diese

Tests leider groRtenteils nur nach Tétung der Tiere an Versuchstag 84 durchgefihrt werden.
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Anti-CCP-Assays werden in der Humanmedizin zur Analyse von Patientenseren auf ACPAs
verwendet. ACPAs geben Hinweise auf einen moglicherweise schwereren Verlauf der RA. Wie
in den Daten zum Antikorper-Test auf citrulliniertes Fibrinogen gezeigt, wurden in unserem
Modell zumindest gegen ein citrulliniertes Peptid Antikorper gebildet. Diese konnten jedoch
nicht mit kommerziellen Test-Kits gemessen werden. Eventuell ist diese niedrige anti-CCP-
Antikorper-Reaktion bedingt durch ein tatsdchlich niedriges Vorkommen von diesen
Antikdrpern im Serum von FIA-CIA-immunisierten Madusen. Es kdnnte andererseits aber auch
aufgrund einer Diskrepanz von anti-CCP-Antikérpern zwischen Mausen und Menschen und
einer dementsprechend geringen Eignung der anti-CCP-Assays fiir Maus-Studien liegen.
Hierfiir spricht, dass bei der Durchfiihrung eines ELISAs mittels selbst gecoatetem CCP eine
Differenz der Reaktion von immunisierten und nativen Madusen auf dieses Peptid gezeigt
werden konnte. Immunisierte Tiere zeigten deutlich héhere Spiegel an anti-CCP-Antikérpern
an Tag 14 und Tag 35 des Versuchs, die Spiegel sanken aber danach wieder auf das Niveau der
nativen Tiere ab. Interessant ist, dass auch die Testung von Maus-Seren mittels des ELISAs von

Abexxa an d35 einen Unterschied zwischen immunisierten und nativen Tieren zeigt

(Abbildung 10).
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Abbildung 10, Tests von Maus-Seren in kommerziellen anti-CCP-ELISA Test-Kits

Dargestellt sind Mittelwerte der OD450-Werte. Werte von immunisierten Tieren in blau, von nativen
Kontrolltieren in grau; Fehlerbalken zeigen den SEM. d=day (Versuchstag). Die Seren wurden teilweise verdiinnt,
um eine Mehrfachmessung moglich zu machen. Da fiir die Analytik sehr viel Serum verwendet werden musste,
wurde meist nur d84 als Messpunkt verwendet, da von den anderen Zeitpunkten nur wenig Serum verfligbar
war. Der ELISA von Abexxa mit Serum von d35 zeigte Unterschiede zwischen immunisierten und nativen Tieren,
diese sind jedoch nicht statistisch signifikant (P = 0.2).
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Diese Schwankung konnte durch die Abfolge der Immunisierungen erklart werden. Die
Blutentnahmen an Tag 14 und 35 erfolgten jeweils zwei Wochen nach einer Immunisierung
mittels  Fibrinogens. Wie oben beschrieben, koénnen durch die ausgeldste
Entziindungsreaktion nach der Immunisierung Proteine durch das aus Granulozyten
freigesetzte PAD-4-Enzym citrulliniert werden (VOSSENAAR et al., 2003; ARNOUX et al., 2017).
Dies kann zu einer vermehrten Bildung von Antikdrpern gegen citrullinierte Proteine fiihren,
welche in unserem CCP-Assay messbar sind. Da nach der zweiten Immunisierung keine
weitere erfolgt, werden die entstandenen Antikorper wieder abgebaut und gehen auf das
vorherige Level zurlick. Es ware eventuell moglich, die anti-CCP-Antikdrper durch weitere

Immunisierungen auf ihrem erhéhten Stand zu halten oder sogar noch zu verstarken.
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2. Peptid 90578 als Therapiemoglichkeit fir die RA

Peptid 90578 zeigte in der durchgeflihrten Studie eine Reduktion der Arthritis-Anzeichen
sowohl in der klinischen Untersuchung (Figure 5), als auch in der histologischen Untersuchung
(Figure 4). Gelenksschwellung und der Schweregrad der Arthritis waren weniger ausgepragt
als in der Kontrollgruppe. In den HE-gefarbten Gewebsschnitten zeigte sich, dass Peptid 90578
einen signifikanten Effekt auf die Arthritis, die in der FIA-CIA ausgebildet wird, besitzt. Die
histologischen Anzeichen von Arthritis — Entziindung, Veranderung der synovialen Membran,
Knorpeldegeneration,  Pannus-Entstehung und  Verdnderung des umgebenden
Knochengewebes — waren in den Tieren, die mit Peptid 90578 behandelt wurden signifikant
geringer, als in der mit NaCl behandelten Kontrollgruppe.

Das Peptid 90578 besteht aus den Aminosauren 256 bis 270 der a-Kette des Kollagens und
einem zusatzlichen Fructosyl-Rest am Lysin an Position 264. Die in dem Peptid verwendete
Aminosauresequenz aus den Aminosauren 260 bis 267 der Kollagen Il a-Kette stellen ein fiir
die Arthritis-Auspragung in Mdusen mit dem |-A9-MHC-Typ - zu denen auch die in unseren
Versuchen verwendeten DBA/1-Madause zdhlen - wichtiges T-Zell-Epitop dar (BRAND et al.,
1994). Auch das fiir die genetische Pradisposition zur RA in Menschen mitverantwortliche
MHC-Molekiil HLA-DRB*0401 bindet offenbar an Positionen 263 bis 270 des bovinen Kollagen
[I-Molekils (FUGGER et al., 1996; BACKLUND et al., 2002). Wie in Tabelle 1 gezeigt, bildet
Peptid 90578 sowohl das T-Zell Epitop des murinen I-A%-Molekiils als auch des humanen HLA-
DRB1*0401-Molekiils ab.

Durch die starke Homologie zwischen humanem und bovinem Kollagen Il an dieser Stelle
(BRAND et al., 1994) und die Ahnlichkeit der Rezeptoren I-A% der Maus und HLA-DRB*0401
des Menschen in ihrer Bindungspraferenz (ANDERSSON et al., 1998) ist eine Ubertragbarkeit

der Ergebnisse aus den Studien an Mausen auf den Menschen denkbar.
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Aminosaure-
Position

256 | 257 | 258 | 259 | 260 | 261 | 262 | 263 | 264 | 265 | 266 | 267 | 268 | 269 | 270 | 271 | 272 | 273

Kollagen II-Bindung HLA-DRB1*0401
| [ [ | [ale [r Ik e Je Ja Je Jp [k e [e [p

Kollagen II-Bindung |-Ad

| [ [ [r Ja Je [r [x [c [e Ja Jc [p [k [c [e [p
Peptid 90578
¢ [e |p [6 |1 [a e [F |k [c e [a e [p [k [ | |
*Fructosyliert
Tabelle 1, Vergleich der Aminosdure-Sequenzen der T-Zell-Epitope von HLA-DRB1*0401 und I-A% mit Peptid
90578
Gelb markiert die T-Zell-Epitope. HLA-DRB1*0401 bindet Aminosaduren 263-270, wohingegen |-A% Aminosauren
260-267 des bovinen Kollagen-I-Molekiils bindet. Peptid 90578 bildet beide T-Zell-Epitope ab, indem es
Aminosauren 256-270 umspannt.

Es gibt bereits einige Berichte zur Anwendung von Peptiden, die Kollagen-II-Epitope abbilden,
in Mausen mit CIA. Diese Peptide wurden jedoch meist bereits vor (MYERS et al., 1989; KU et
al.,, 1993; MYERS et al., 1995; HONDA et al.,, 2004) oder spatestens zusammen mit der
Immunisierung appliziert (MYERS et al., 1993; SAKURAI et al., 2006; MYERS et al., 2007). Eine
solche experimentelle Verwendung kann zwar interessante Erkenntnisse Uber die
Immunmechanismen in der CIA hervorbringen, bildet aber nicht die Situation im Menschen
ab, bei dem bei Therapie-Beginn bereits Arthritis-Symptome vorliegen. Einige Autoren
berichten auch Uber die Wirksamkeit von Kollagen-Il-Epitop-Peptiden, die an zusatzliche
Strukturen gebunden sind. Dabei handelt es sich um MHC-Molekiile (DZHAMBAZOQOV et al.,
2006; TENGVALL et al., 2016) oder Peptide, die Immunzellen oder T-Zellen spezifisch binden
konnen (ZIMMERMAN et al., 2010). Alternative Applikationsmethoden (oral, intranasal) zur
Induktion einer mukosalen Toleranz wurden ebenfalls bereits teilweise untersucht. Auch hier
jedoch erfolgte die Applikation zumeist vor der Induktion der Arthritis (STAINES et al., 1996;
ZHU et al., 2007) oder aber es wurden zuséatzliche Immunmodulatoren, wie ein vom Cholera-
Toxin abgeleitetes Fusionsprotein verwendet (HASSELBERG et al., 2009).

Die friihzeitige Applikation von Substanzen bereits vor der Induktion der Arthritis birgt eher
den Charakter einer therapeutischen , Vakzinierung®, da in vollkommener Abwesenheit aller
Krankheitsanzeichen bereits interveniert wird. Die Therapie der RA wird aber grundsatzlich
erst eingeleitet, sobald eine Diagnose feststeht, welche immer auf einer klinischen sowie
serologischen Untersuchung beruht. Krankheitszeichen sind hier also bereits vorhanden.
Solche Differenzen zwischen Tiermodell und Situation im Menschen kdnnten kritische Punkte

sein, wenn es darum geht, neue Therapieansatze fiir die RA zu entwickeln. Der Einsatz von
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Fusionsproteinen (HASSELBERG et al., 2009), MHC-Molekilen (DZHAMBAZOQOV et al., 2006;
TENGVALL et al., 2016) oder zusatzlichen Peptiden (ZIMMERMAN et al., 2010) zur Stimulation
der gewinschten Fraktion an Immunzellen kann zu einer besseren Effektivitat von Peptiden
oder zumindest zu einer langeren Verfligbarkeit im Korper fiihren, da Peptide anderweitig
sehr schnell abgebaut werden. Allerdings birgt jedweder Einsatz von zusatzlichen
Immunmodulatoren, gerade bei Verwendung von MHC-Molekilen oder Proteinen aus
Cholera-Toxinen ein erhdhtes Risiko von schweren Nebenwirkungen. Dies kdnnte ein weiterer
Grund sein, weshalb neue Therapieansatze, die im Tiermodell Erfolg zeigten, in nachfolgenden
klinischen Studien erfolglos blieben oder nicht weiter verfolgt wurden.

Auch fir nur geringgradig durch Aminosdure-Substitution verdnderte Peptide gibt es bereits
Berichte zur therapeutischen Effektivitat in Ratten (YAO et al., 2007) und HLA-DR1-transgenen
Mausen (MYERS et al.,, 2002). Diese konnten sogar eine Wirkung zeigen, wenn sie nach
Arthritis-Entstehung gegeben wurden. Weitere Modifikationen sind zum Beispiel die
Applikation eines Multi-Epitop-Peptides, welches durch die Abbildung mehrerer Epitope eine
differenziertere Wirkung ausbildet. Ein solches fiihrte in einem Ratten-Modell der Adjuvanz-
induzierten Arthritis zu einer Reduktion des Schweregrades der Arthritis (GERTEL et al., 2015).
Neuere Methoden setzen auf Nanopartikel, die mit Peptiden gecoatet sind und sowohl in HLA-
DR4-IE-transgenen Madusen und in Patienten-spezifischen B-Zellen eine Wirkung lber eine
Reduktion von Krankheitssymptomen bzw. Depletion der spezifischen B-Zellen zeigten
(CLEMENTE-CASARES et al., 2016; POZSGAY et al., 2017). Auch eine Zyklisierung von Peptiden
ist zumindest in vitro wirksam, um ACPAs in Seren von RA Patienten gezielt zu treffen
(FERNANDES-CERQUEIRA et al., 2015).

In der vorliegenden Studie zeigen wir, dass die Langzeit-Behandlung mit einem vom bovinen
Kollagen Il abgeleiteten fruktosylierten Peptid, welches ohne zusatzliche Modifizierungen
oder Immunmodulatoren gegeben wurde, in Mausen mit FIA-CIA zu einer anhaltenden
Reduktion der Arthritis fiihrt, welche auch histologisch bestéatigt wird. Das Peptid wurde an
drei verschiedenen Zeitpunkten tiber den Verlauf des Versuches hinweg intravends in eine der
Schwanzvenen appliziert. Als Beginn der Behandlung wurde der 14. Versuchstag ausgewahlt.
Dieser liegt weit genug von der ersten Immunisierung entfernt, dass bereits eine
Immunreaktion ausgebildet wurde, wie man an der Messung der Antikérper an Tag 14 sieht
(Abbildung 9), aber noch keine sichtbare Arthritis entstanden ist (vgl. Figure 5). Autoantikorper

gegen CCP entstehen in der humanen RA oft bereits Jahre vor der tatsachlichen klinisch
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apparenten RA (RANTAPAA-DAHLQVIST et al., 2003; NIELEN et al., 2004) und Antikorper gegen
Kollagen Il kdnnen einen schweren frilhen Verlauf der RA ankiindigen (MULLAZEHI et al.,
2012). Eine Intervention mit therapeutischen Peptiden vor der Entstehung von klinischen
Anzeichen von Arthritis ware fur RA-Patienten wiinschenswert, damit die Beeintrachtigung
durch die Krankheit so gering wie moglich gehalten werden kann oder Arthritis-Entwicklung
vielleicht sogar komplett verhindert werden kann.

Das Ziel der Applikation von Peptiden, die T-Zell-Epitope abbilden, ist, das Immunsystem im
Sinne einer Desensibilisierung, wie sie zum Beispiel auch bei einigen allergischen
Erkrankungen erfolgreich durchgefiihrt wird (NORMAN et al., 1996; JACOBSEN et al., 2007),
zu einer Toleranz von bestimmten Autoantigenen zu bringen. Zielzellen sind hier sogenannte
regulatorische T-Zellen (Treg). Tregs Sind eine Unterkategorie von CD4+ T-Lymphozyten, die
durch ihre spezifische Ausstattung mit besonderen Rezeptoren und Zytokinen die
Immunantwort unterdriicken konnen. Durch die Ausschiittung von anti-inflammatorischen
Zytokinen wie IL-10 und TGF-B kdénnen sie eine Unterdriickung von antigen-prasentierenden
Zellen hervorrufen (CLEMENTE-CASARES et al., 2016). Zusatzlich besitzen sie den Rezeptor
CD25, der das proinflammatorische Zytokin Interleukin 2 (IL-2) binden kann und so zur
Reduktion dieses Zytokins im Gewebe beitragt. AuBerdem kdnnen Tregs inflammatorische
Zellen wie B-Zellen oder ,normale” T-Zellen durch die Ausschiittung von Granzymen und
Perforinen direkt abtoten (EGGENHUIZEN et al., 2020). Wie alle anderen T-Zellen besitzen Tregs
einen T-Zell-Rezeptor (TCR), der mit MHC-Molekiilen auf antigen-prasentierenden Zellen
interagiert. Dieser TCR erkennt an das MHC gebundene Autoantigene und fiihrt nach einer
Reihe von kostimulierenden Signalen zu einer Ausschittung von anti-inflammatorischen
Zytokinen und einer Dampfung der Immunantwort gegen diese. Peptid 90578 bindet offenbar
an solche spezifischen T-Zellen, und fiihrt zu einer Reduktion der durch Kollagen und
Fibrinogen induzierten Arthritis in Mausen.

Der Unterschied zwischen den beiden in unserer Studie applizierten Peptiden besteht nur in
dem zusatzlichen Fructosyl-Rest am Lysin 264, welcher nur bei Peptid 90578 vorhanden ist
und bei Peptid 90091 fehlt. Dennoch unterscheiden sich die beiden Peptide in ihrer Wirkung
auf die Arthritis-Auspragung. Peptid 90091 fiihrte im Gegensatz zu Peptid 90578 nur zu einer
leichten Reduktion des Arthritis-Scores in der histologischen Auswertung. In der klinischen
Betrachtung zeigte es sogar eine im Vergleich zur Kontrollgruppe starkere Arthritis (vgl. Figure

5). Die Glykosylierung von Peptiden spielt bei der Erkennung von Kollagen Epitopen durch T-
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Zellen eine grofRe Rolle (CORTHAY et al., 1998; DZHAMBAZOV et al., 2006), was nicht
verwunderlich ist, da auch Kollagen ein stark glykosyliertes Protein ist (BACHINGER HP, 2010).
Der Fructosyl-Rest am Lysin 264 des Peptids 90578 ist bei Bindung des Peptids an den MHC-
Rezeptor zum T-Zell-Rezeptor hin ausgerichtet. Die hierdurch vermutlich verdanderte Starke
der Bindung des Peptids an den TCR kann das in der Zelle transduzierte Signal modulieren. Der
Fructosyl-Rest konnte eine bessere Erkennung des Peptids durch Tregs bedingen, wodurch
mehr anti-inflammatorische Zytokine ausgeschittet werden und die Immunantwort gegen
Kollagen abgeschwiécht wird, was die Arthritis-Entwicklung beeinflusst.

Zur Bestatigung dieser Theorien des Wirkmechanismus von Peptid 90578 miissen jedoch noch

weiterfiihrende Studien durchgefiihrt werden.
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3. Ausblick

Das Mausmodell der FIA-CIA wird von uns als Annaherung an die Situation im Menschen
verstanden, da hier nicht nur Antikdrper gegen Kollagen gebildet werden, sondern auch gegen
Fibrinogen und citrullinierte Proteine. Es ist gut reproduzierbar, und fihrt in bis zu 100% der
immunisierten Tiere zu einer Arthritis. Dennoch sollten auch bei etablierten Tiermodellen,
insbesondere bei starker belastenden Versuchen wie Modellen der rheumatoiden Arthritis,
Refinement-MalRnahmen erwagt werden (HAWKINS et al., 2015). Die Immunisierung mittels
CFA steht in groBer Kritik, und auch wir konnten nach der Immunisierung mittelgradige
Entzlindungsreaktionen an der Einstichstelle beobachten, die hochstwahrscheinlich auf das
Adjuvanz zurlickzufiihren sind. Es ware auch im Modell der FIA-CIA denkbar, dass auf den
Einsatz von CFA zugunsten von IFA verzichtet werden kann, oder sogar komplett auf Freunds
Adjuvanz fir die Immunisierung verzichtet werden kann. Die Verwendung von reinem IFA
(welches im Vergleich zu CFA keine Mykobakterien enthélt) sowohl bei der ersten
Immunisierung, als auch bei der zweiten (,,Booster”) Immunisierung mittels Kollagen fiihrt
offenbar immer noch in bis zu 80% der Tiere zu einer Arthritis (THORNTON & STRAIT, 2016),
jedoch wurde in diesem Modell zusatzlich Kollagen 1l zusammen mit Lipopolysaccharid (LPS)
injiziert. Auf LPS sollte jedoch wenn moglich verzichtet werden, da es die Freisetzung von
Zytokinen stimuliert und schwere Nebenwirkungen wie Schock oder Diarrho nach sich ziehen
kann (HAWKINS et al., 2015). Ein interessanter Ansatz ist das komplette Weglassen von
Adjuvanzien bei der Immunisierung mittels Collagen. Thiele et. al. (THIELE et al., 2012) konnte
durch die Immunisierung von Mausen mittels citrulliniertem Maus-Kollagen eine Arthritis in
Mausen induzieren, die dhnlich im Verlauf ist, wie die Arthritis, die durch die Immunisierung
mittels CFA und Kollagen entsteht. Ob eine solche Reduktion der Adjuvanz-Menge in unserem
Modell der FIA-CIA zu einer Arthritis fihrt, die fir die Forschung an neuen
Therapiemoglichkeiten fir die humane RA geeignet ist, misste in weiterfihrenden Studien
getestet werden.

Um eine objektivere Bewertung und eine eventuelle Friitherkennung von klinischen Arthritis-
Anzeichen in der Maus zu erreichen, waren bildgebende Verfahren eine Option. Die Messung
von Gelenksdicken ist teilweise untersucherabhangig und auch das Arthritis-Scoring ist eine
tendenziell subjektive Einschatzung. Bildgebende Verfahren sind in den vergangenen Jahren
auch in kleinen Organismen wie der Maus in ausreichender Qualitat verfliigbar, und kénnen

einen wertvollen Beitrag zur Evaluierung von Arthritis-Symptomen leisten. Der Einsatz von
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Ultraschall-Geraten, die durch hohe Frequenzen eine Darstellung von kleinen Strukturen
ermoglichen, wurde bereits bei einem Modell der CIA in Mausen getestet. In Knie- und
FulRgelenken konnten hier arthritische Lasionen im Weichteilgewebe dargestellt werden
(CLAVEL et al., 2008). Fir die Darstellung von Knochenldsionen eignen sich eher
Rontgensysteme wie das normale Rontgen oder auch CT-Analysen. Auch diese Systeme sind
mittlerweile so weit fortgeschritten, dass auch kleinste Strukturen deutlich dargestellt werden
kdnnen und Veranderungen an Knochenoberflachen, aber auch in Knochendichte und -
volumen messbar sind (SEEUWS et al., 2010; THIELE et al., 2012; DUSAD et al., 2014). Nachteile
dieser bildgebenden Verfahren sind allerdings die hohen Kosten der jeweiligen Gerate, sowie
bei Geraten, die mit Rontgenstrahlen arbeiten, auch die nétigen Sicherheitsvorkehrungen fiir
den Anwender.

Das vom Kollagen Il abgeleitete Peptid 90578 ist ein vielversprechender Ansatz fir neue
Therapiemethoden in der rheumatoiden Arthritis. Weitere Studien zur Wirksamkeit und
Funktionsweise dieses Peptids sind angedacht, hier kdnnen beispielsweise verschiedene
Dosierungen, Applikationsarten oder Kombinationen mit anderen Peptiden getestet werden.
Aktuell wird das Peptid intravends gegeben, denkbar waren aber auch subkutane oder
intraperitoneale Gaben. Letztere wird zwar in der Humanmedizin nicht als
Applikationsmethode verwendet, aber in der Versuchstierkunde als Ersatzmethode zur
intravendsen Gabe gesehen. Gerade bei Applikationsschemata, die eine haufigere Gabe von
Peptiden vorsehen, ist die i.p.-Applikation einer i.v. Applikation vorzuziehen, da es durch zu
haufige Applikationen zu Reizungen der Venen kommen kann. Da kurzkettige Peptide im
Korper sehr schnell abgebaut werden, ware eine haufigere Gabe des Peptids eventuell
sinnvoll. Peptidgaben im Abstand von 2-4 Tagen haben sich in einigen Studien bereits als
wirksam erwiesen (CHOI et al., 2017; KIM et al., 2020). Eine Anderung der Applikationsart
wirde auch andere Immunzellen in Erstkontakt mit dem Peptid bringen, was eventuell eine
Anderung der Wirksamkeit zur Folge hitte und Aufschluss iber das Wirkprinzip von Peptid
90578 geben kann. Neben den gdngigen Methoden der s.c. und i.p.-Applikation waren auch
intranasale Gaben (STAINES et al., 1996) oder epikutane Applikationen (TUTAJ & SZCZEPANIK,
2007; MARCINSKA et al., 2015) denkbar, um andere Zielzellen mit dem Peptid zu erreichen.
Zusatzlich hatten solche nicht-invasiven Methoden den Vorteil einer besseren Patienten-

Compliance im Menschen.
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Die Immunisierung der Mause in der FIA-CIA erfolgt mittels Kollagen Il und Fibrinogen,
entstehende Antikérper sind nicht nur gegen Kollagen, sondern auch gegen Fibrinogen und
citrulliniertes Fibrinogen gerichtet. Peptid 90578 ist ein vom Kollagen Il T-Zell-Epitop
abgeleitetes Peptid. Es wirkt vermutlich nur auf die T-Zellen, die gegen Kollagen gerichtet sind.
Dies konnte erkldaren, warum Peptid 90578 in der FIA-CIA nicht zu einer vollstandigen
Reduktion der Arthritis fiihrt, sondern die Symptome nur zurlickdrangt. Um auch die fur die
verbleibende Arthritis verantwortliche Immunreaktion gegen Fibrinogen und citrulliniertes
Fibrinogen zu dampfen, miissten andere Peptide, die Fibrinogen-Epitope abbilden
(FERNANDES-CERQUEIRA et al., 2015) zusammen mit Peptid 90578 gegeben werden. Dies
wiirde wiederum Aufschluss geben, ob dies in der humanen RA ebenfalls ein Therapieansatz

ist, da auch hier verschiedene Antikérper eine Rolle spielen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Peptid 90578 ein vielversprechender therapeutischer
Ansatz fir die Reduktion von Arthritis-Symptomen im FIA-CIA-Modell und ein potentieller
neuer Kandidat fir die Behandlung der RA im Menschen ist. Sowohl fiir das Modell der FIA-

CIA als auch fir das Peptid 90578 besteht jedoch noch weiterer Forschungsbedarf.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine schwere Autoimmunerkrankung. Ungefahr 1% der
Weltbevolkerung entwickelt Zeit ihres Lebens diese Erkrankung, die nicht nur mit der
namensgebenden Gelenksentziindung, sondern auch mit verschiedenen anderen
Begleiterscheinungen wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Lungenerkrankungen und einer
generell geringeren Lebenserwartung einhergeht. Frauen erkranken bis zu viermal haufiger
als Manner, daneben gibt es noch einige andere Risikofaktoren wie die Genetik oder
Umwelteinflisse durch Infektionen oder das Rauchen, die zur Entwicklung einer RA beitragen
konnen. Kern der RA ist eine entgleiste Immunantwort, die auf koérpereigene
Proteinstrukturen im Gelenk reagiert und zur Zerstérung des Gelenkknorpels und der
umliegenden Strukturen fihrt. Serologisch ist die RA durch Antikdrper gegen den Fc-Teil
anderer Antikorper (den sogenannten Rheumafaktor (RF)), Antikérper gegen citrullinierte
Proteine (ACPAs), wie auch gegen Kollagen Il gekennzeichnet. Eine ursachliche Therapie fir
diese Erkrankung ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht gefunden. RA Patienten werden mit
einer Reihe von , Disease modifying anti-rheumatic Drugs” (DMARD) behandelt, welche Teile
des Immunsystems beeinflussen und hierdurch bedingt oft auch starke Nebenwirkungen
beinhalten.

Um komplexe Krankheiten wie die RA darzustellen eignen sich vor allem Tiermodelle. Fur die
RA existiert seit langer Zeit das Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) in Mausen. Die
CIA wirkt Gber die Immunisierung von Madusen gegen heterologes Kollagen Il mithilfe eines
Adjuvanz. Innerhalb weniger Wochen entsteht eine Arthritis, die der RA in vielen Aspekten
ahnlich ist. Jedoch fehlen in der CIA die Auspragung von RF und ACPAs. Eine
Weiterentwicklung der CIA stellt das Modell der FIA-CIA dar. Hier wird zur Immunisierung
nicht nur Kollagen, sondern auch Fibrinogen verwendet, infolgedessen nicht nur Antikorper
gegen Kollagen, sondern auch gegen Fibrinogen und citrullinierte Peptide gebildet werden.
Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde dieses erstmals durch Ho 2010 (HO et al., 2010)
publizierte Modell in unserem Labor mit einigen wenigen Abwandlungen, deren groRte
Veranderung sicher die Schmerzmittelapplikation fiir die Tiere ist, etabliert. Trotz der
taglichen Behandlung mit einem nicht-steroidalen Entziindungshemmer entwickelte sich in
100% der Tiere eine deutliche Arthritis. Auch die Entwicklung von Antikérpern gegen Kollagen

I, Fibrinogen und gegen citrullinierte Peptide konnte gezeigt werden.
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Mit dem etablierten Mausmodell wurde dann in der Folge eine Therapiestudie mit Peptiden
gestartet. Peptide sind in der Therapie von Autoimmunerkrankungen ein vielversprechender
Ansatz, um eine sogenannte Anergie zu erreichen - ein Status, bei dem das Immunsystem
wieder zurlick in die Balance gebracht wird, und eine weitere Reaktion auf kdrpereigene
Strukturen verhindert wird. Eine solche Antigen-spezifische Therapie mit Peptiden basiert
darauf, dass dem Patienten Teile eines krankheitsverursachenden Molekiils gegeben werden
und im Immunsystem durch die unvollstandige Aktivierung eine Toleranz-induzierende-
Wirkung erzielt wird.

Fir die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Therapiestudie wurden zwei strukturell sehr
dhnliche vom Kollagen Il T-Zell Epitop abgeleitete Peptide mit einer Kontrollgruppe verglichen
und die klinischen, histologischen und serologischen Parameter der entstehenden Arthritis
bestimmt. Eines der beiden Peptide zeigte hierbei eine gute Wirkung auf die in der Histologie
bestimmten Werte und teilweise auch in der klinischen Betrachtung. Die Unterschiede
zwischen der Wirkung der beiden gegebenen Peptide sind auf einen Fructosyl-Rest an einem
Lysin des Peptids zuriickzufiihren, der nur in dem wirksamen Peptid vorhanden ist und in dem
Peptid, das keine Wirkung zeigte, fehlt. Die Vorstellung ist, dass dieser Fructosyl-Rest die
Bindungsfahigkeit des Peptids verandert, da er zur Bindungstasche des T-Zell Rezeptors
gerichtet ist, und so eventuell durch die verdnderte Bindungsstiarke das an die T-Zelle
transduzierte Signal moduliert. Ein solch moduliertes Signal kdnnte dann das Immunsystem
zu einer tolerogenen Immunantwort im Sinne der Erzeugung einer Anergie neigen.

Das durch die Schmerzmittelgabe und die Reduktion von Immunisierungssubstanzen
verbesserte und durch die zusatzliche Fibrinogen-Immunisierung besser an die Situation im
Menschen angepasste Mausmodell zeigt, dass auch bei lange existierenden Tiermodellen
noch Moglichkeiten zur Optimierung bestehen. Diese sind sowohl im Sinne des Tierwohls, als
auch im Sinne der Forschung, da eine Ubertragbarkeit von Studienergebnissen auf den
Menschen durch angepasste Tiermodelle verbessert wird.

Die Applikation eines fruktosylierten Peptids, das vom Kollagen Il T-Zell-Epitop abgeleitet ist,
zeigte im Mausmodell der Arthritis vielversprechende Ergebnisse, die eine weitere
Untersuchung der Substanz empfehlen.

Sowohl fur das Tiermodell, als auch fir das Peptid besteht somit noch Forschungsbedarf.
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vil. SUMMARY

Rheumatoid arthritis (RA) is a severe autoimmune disease. Approximately 1% of the world's
population develops this disease during their lifetime, which is associated not only with the
eponymous joint inflammation, but also with various other accompanying symptoms such as
cardiovascular disease, lung disease and a generally lower life expectancy. Women are up to
four times more likely to develop RA than men, and there are several other risk factors, such
as genetics or environmental influences from infections or smoking, that can contribute to the
development of RA. At the core of RA is a derailed immune response that reacts to the body's
own protein structures in the joint, leading to destruction of the articular cartilage and
surrounding structures. Serologically, RA is characterized by antibodies against the Fc part of
other antibodies (the so-called rheumatoid factor (RF)), antibodies against citrullinated
proteins (ACPAs), as well as against collagen Il. A causative therapy for RA has not been found
to date. Patients are treated with a number of disease modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDs), which affect parts of the immune system and often have severe side effects.

To represent complex diseases such as RA, animal models are particularly suitable. For RA, the
model of collagen-induced arthritis (CIA) in mice has existed for a long time. CIA works by
immunizing mice against heterologous collagen Il using an adjuvant. Within a few weeks,
arthritis develops that is similar to RA in many aspects. However, CIA lacks the expression of
RF and ACPAs. An advancement of the CIA is the FIA-CIA model. Here, not only collagen but
also fibrinogen is used for immunization, and as a result, antibodies are formed not only
against collagen but also against fibrinogen and citrullinated peptides.

In the course of the present work, this model, first published by Ho in 2010 (HO et al., 2010),
was established in our laboratory with a few modifications, the biggest of which is certainly
the analgesic application for the animals. Despite daily treatment with a non-steroidal anti-
inflammatory drug, significant arthritis developed in 100% of the animals. The development
of antibodies against collagen I, fibrinogen, and against citrullinated peptides was also
demonstrated.

Using the established mouse model, a therapy study with peptides could then be initiated.
Peptides are a promising approach in the therapy of autoimmune diseases to achieve a so-
called anergy - a state in which the immune system is brought back into balance and a further

reaction to the body's own structures is prevented. Such antigen-specific therapy with
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peptides is based on giving the patient parts of a disease-causing molecule and achieving a
tolerance-inducing effect in the immune system through incomplete activation.

For the therapeutic study described in the present paper, two structurally very similar
peptides derived from the collagen Il T-cell epitope were compared with a control group and
the clinical, histological, and serological parameters of the developing arthritis were
determined. One of the two peptides showed a good effect on the values determined in the
histology and partly also in the clinical observation. The differences between the effects of the
two given peptides are due to a fructosyl residue on a lysine of the peptide, which is present
only in the effective peptide and absent in the peptide that showed no effect. The idea is that
this fructosyl residue alters the binding ability of the peptide because it is directed toward the
binding pocket of the T-cell receptor, and so possibly modulates the signal transduced to the
T-cell by altering the binding strength. Such a modulated signal could then predispose the
immune system to a tolerogenic immune response in the sense of generating anergy.

The mouse model, improved by analgesic administration and reduction of immunizing
substances and better adapted to the situation in humans by the addition of fibrinogen
immunization, shows that there is room for improvement even in long-standing animal
models. These are both in the interest of animal welfare and in the interest of research, since
transferability of study results to humans is improved by adapted animal models.

Application of a fructosylated peptide derived from the collagen Il T-cell epitope showed
promising results in the mouse model of arthritis, recommending further investigation of the
compound.

Thus, research is still needed for both the animal model and the peptide.
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