1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Der menschliche Organismus setzt sich mit einer Vielzahl von Mikroorganismen wie Viren,
Bakterien, Pilzen und Parasiten auseinander, bei deren Abwehr Haut und Schleimhdute eine
erste, &ulere Schutzbarriere bilden. Gelingt es Infektionserregern weiter in den Organismus
vorzudringen, so wird das Immunsystem aktiviert, welches Uber zwei eng miteinander
verbundene Abwehrsysteme verfugt:

Die unspezifische oder auch angeborene Immunabwehr bildet den ersten inneren
Schutzmechanismus®. Durch Einfluss der Pathogene geschadigte Gewebe oder Immunzellen
setzen durchblutungssteigernde Substanzen frei, welche ebenfalls die Gefalipermeabilitét
erhéhen und somit vermehrt Immunzellen aus dem Blut erlauben, in das entzlindete Gewebe
einzuwandern. Es handelt sich vorrangig um phagozytierende Zellen wie Granulozyten,
Monozyten und Gewebsmakrophagen, die allgemein vorkommende Bausteine wie
Bestandteile von bakteriellen Oberflachen erkennen, aufnehmen und prozessieren. Die
insbesondere von Monozyten und Makrophagen sezernierten l6slichen Faktoren ziehen
weitere Immunzellen an und fuhren zu deren Aktivierung. Neben den genannten
Zellpopulationen  kénnen  naturliche  Killerzellen  (NK-Zellen) an  veranderten
Oberflachenstrukturen infizierter Zellen binden und diese zerstoren.

Die unspezifische Abwehr wird sowohl durch l6sliche Faktoren wie Lysozym, als auch durch
die Proteine des Komplementsystems erganzt, von denen einige, wie auch die Zytokine, der

Kommunikation zwischen verschiedenen Zellsystemen dienen?.

Die Zellen der spezifischen oder auch adaptiven Immunabwehr werden durch die
Lymphozyten repréasentiert. Es lassen sich zwei Typen von Lymphozyten unterscheiden: T-
Zellen und B-Zellen. Im Gegensatz zu den Zellen des unspezifischen Systems sind sie durch
spezifische Rezeptoren und Bindungsstellen befahigt, fast jede Fremdsubstanz zu erkennen,
eine gerichtete Immunantwort einzuleiten und ein immunologisches Gedachtnis auszubilden?.
Jeder Lymphozyt kann nur ein bestimmtes Antigen erkennen und binden. Ist dies geschehen,
proliferiert er, bis eine Vielzahl von Lymphozyten mit der gleichen Antigenspezifitat
vorhanden ist. Dieser Vorgang wird als klonale Selektion bezeichnet.

B-Zellen differenzieren zu antikorperproduzierenden Plasmazellen und sind fur die humorale

Immunantwort verantwortlich. T-Zellen kdnnen je nach Subpopulation zu T-Helferzellen



(CD4) oder zytotoxischen T-Zellen (CTL, CD8) reifen und vermitteln die zellulére
Immunantwort. Fir die Modulierung und Beendigung der Immunantwort sind T-
Suppressorzellen verantwortlich.

Die Fahigkeit der Lymphozyten, eine Immunantwort gegen korpereigene Strukturen zu
unterbinden, wird als immunologische Toleranz bezeichnet und ist durch klonale Deletion
bedingt, ein Vorgang, der die Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten im Thymus zum Ziel
hat?.

1.2 Der Haupt-Histokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility Complex,
MHC)
T-Zellen sind nur dann in der Lage, Fremd- von Selbstantigenen zu unterscheiden, wenn
ihnen diese von MHC-Molekiilen prasentiert werden; ein Ph&dnomen, welches als MHC-
Restriktion bezeichnet wird*?®,
MHC-Molekile sind Glykoproteine, die innerhalb der Zelle endogene und exogene Peptide
binden und an die Zelloberflache transportieren, wo sie Uber die Prasentation an T-Zellen die
Antigenerkennung ermdglichen.
Beim Menschen werden MHC-Molekiile als HLA (Humanes Leukozyten Antigen)
bezeichnet.
Der die MHC-Molekiile kodierende Genkomplex liegt auf Chromosom 6, ist polygen und
hochpolymorph, was bedeutet, dass einerseits mehrere MHC-Klasse-I-und-II-Gene existieren,
die jeweils Proteine mit unterschiedlicher Peptidbindungsspezifitat kodieren, und andererseits
fur jedes Gen multiple Allele vorhanden sind. Aufgrund dieser Tatsachen wird die Bindung
einer beinahe unbegrenzten Anzahl von Peptiden mdglich, weshalb auch auf schnelle
Strukturverdnderungen von Pathogenen angemessen reagiert werden kann.
Immunzellen wie dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten, die darauf
spezialisiert sind, Antigene zu prasentieren (Antigen préasentierende Zellen, APZ), nehmen
zundachst das Antigen auf und prozessieren es. Die resultierenden Peptide werden innerhalb
der Zelle wéhrend der Neusynthese von MHC-Molekilen an diese gebunden und an die
Oberflache der Zelle transportiert, wo der MHC-Peptid-Komplex den T-Zellen prasentiert
wird. Die Erkennung erfolgt durch den T-Zell-Rezeptor (TZR)®, der aufgrund der ihm
angebotenen Kombination aus MHC-Molekdl (,,selbst*) und Peptid (,,selbst* oder ,,fremd*?)

differenziert, ob es sich um eine kdrpereigene oder kdrperfremde Struktur handelt.



Es lassen sich zwei Klassen von MHC-Molekiilen unterscheiden, Klasse-I- und Klasse-II-
Molekiile. MHC-I-Molekile bestehen aus einer schweren a-Kette und einer Kleineren,
nichtkovalent angelagerten leichten Kette, dem B,-Mikroglobulin. Die schwere Kette setzt
sich aus drei extrazellularen Doménen (a1, a2, a3) zusammen, von denen al und a2 die fur
die Peptidbindung verantwortliche Vertiefung bilden.

MHC-II-Molekiile hingegen bestehen aus zwei schweren Ketten, o und (3, jeweils aufgebaut
aus je zwei Doménen (al, a2; B1, B2); der peptidbindende Spalt wird hier durch a1 und 1
gebildet. Ein entscheidender Unterschied zwischen MHC-I- und MHC-II-Molekdilen besteht
in der unterschiedlichen Aufnahme, dem Transport und der Prasentation ihrer Peptide:
MHC-I-Molekule nehmen im Zytosol generierte Peptide auf, um sie an der Oberflache zu
prasentieren, wogegen MHC-II-Molekile Peptide von Proteinen binden, die durch
Endozytose aufgenommen und prozessiert wurden'®™®. Diese Einteilung darf allerdings nicht
rigide betrachtet werden, da auch alternative Wege der Peptidbeladung bestehen'®2,
Nachdem die MHC-Molekile mit dem gebundenem Peptid die Zelloberfl&che erreicht haben,
interagieren sie mit unterschiedlichen T-Zell-Klassen. MHC-I-Molekiile werden von CTL
(CDB8) erkannt, die die Abtotung der infizierten Zelle bewirken. Die Erkennung der MHC-II-
Molekiile erfolgt durch naive T-Zellen (CD4), die zu Tyl- oder Ty2-Zellen differenzieren
kdnnen. Tyl-Zellen aktivieren den das Antigen prasentierenden Makrophagen und befahigen
ihn, die in seinen intrazelluldren Vesikeln vorhandenen Pathogene zu zerstéren. Ty2-Zellen
stimulieren die Proliferation der prasentierenden B-Zelle und bewirken die Differenzierung
zur antikorperproduzierenden Plasmazelle.

MHC-I-Molekile werden von der Mehrzahl kernhaltiger Zellen exprimiert, wohingegen
MHC-II-Molekile nur von Zellen des Immunsystems gebildet werden - einerseits durch B-
Lymphozyten und aktivierte T-Lymphozyten, die MHC-II konstitutiv exprimieren, und
andererseits durch MHC-II-induzierbare Zellen wie Monozyten, dendritische Zellen und

Langerhanszellen der Haut.

1.3 Generierung von Peptiden zur Prasentation durch MHC-I-Molekule

Die Prozessierung von Proteinen zu Peptiden zur Prasentation durch MHC-I-Molekule erfolgt

durch das Proteasom, eine multikatalytischen Protease, die sich im Zytosol befindet**%.



Aufgrund ihrer Lokalisation werden neben korpereigenen auch von Viren synthetisierte
Proteine und Proteine von im Zytosol lebenden Bakterien, wie beispielsweise Shigella und
Listeria, abgebaut. Anschliel3end transportiert der TAP-Transporter (Transporters associated
with Antigen Processing) die generierten Peptide in das endoplasmatische Retikulum (ER),
wo die Synthese der MHC-Molekiile erfolgt. Nach Bindung des Peptids an das MHC-I-
Molekil wird dieses gefaltet, wodurch es sich vom TAP ldsen und an die Zelloberflache
transportiert werden kann.

Der TAP-Transporter bevorzugt Peptide mit einer Lange von acht bis fiinfzehn
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Aminosauren , was sich mit den von MHC-I-Molekilen bevorzugt gebundenen Peptiden

einer Lange von neun bis elf Aminosauren deckt* 2.

1.4 Generierung von Peptiden zur Prasentation durch MHC-II-Molekiile

MHC-II-Molekule werden ebenfalls im ER synthetisiert. Die von ihnen gebundenen Peptide
stammen nicht aus dem Zytosol, sondern aus intrazelluldaren Vesikeln. Dabei kann es sich
sowohl um Parasiten und Bakterien handeln, die sich in Vesikeln der Zelle vermehren, als
auch um von APZ endozytotisch aufgenommene extrazellulare Proteine. Diese werden von
Proteasen in den Vesikeln wahrend des Transportes in Richtung ER zu Peptiden abgebaut.
Um zu verhindern, dass das MHC-II-Molekil bereits im ER ein Peptid aufnimmt, ist seine
Bindungsstelle auf dem Transport zur Zelloberflache durch die sogenannte invariante Kette
blockiert®. Erst bei Kontakt zu mit Peptiden beladenen Endosomen wird sie abgebaut, wobei
die Bindungsstelle zunachst durch das verbleibende CLIP-Fragment (Class-II-associated
Invariant chain Peptide) besetzt bleibt. Die Bindung eines Peptids erfolgt nach Abdissoziation
des CLIP-Fragments, was durch das Antigenprozessierungs-Hilfsmolekil HLA-DM durch
den Austausch von CLIPs gegen Peptide aus der endosomalen Proteolyse gewéhrleistet

wird®’. MHC-II-Molekiile binden Peptide mit einer Lange von 13 bis tiber 20 Aminosauren®
30

1.5 Entstehung von Autoimmunerkrankungen

Die Pathogenese von Autoimmunerkrankungen ist vielfach ungeklart. Durch die Entdeckung
des HLA-Systems lieR sich jedoch die Assoziation von bestimmten HLA-Typen zu einigen
Immunerkrankungen herstellen, was die Bedeutung einer genetischen Pradisposition betont.



Als auslosende Mechanismen kommen neben das ,,Selbst* verandernden Faktoren wie
Mutation eines HLA-Molekils oder physikochemische Einflisse auch hormonelle und
insbesondere infektionsbedingte Faktoren in Frage. Letztere charakterisieren den
Schwerpunkt der heutigen Forschung, wobei sich die Verbindung zwischen Infektion und
nachfolgender Erkrankung haufig nur schwer herstellen l&sst, da die Autoimmunerkrankung
in der Regel erst nach Abklingen der Infektion auftritt.

Bei der infektionsbedingten Genese kdnnen verschiedene Pathomechanismen unterschieden
werden:

1. Molekulares Mimikry bezeichnet die Anpassungsreaktion eines Mikroorganismus an seine
Umwelt*!. Durch die Ahnlichkeit zu kérpereigenen Strukturen wird die Identifikation des
Erregers durch die Immunabwehr als Fremdkorper erschwert, was ihn vor dessen Zugriff
bewahrt. Gelingt dies nicht, wird eine Immunreaktion eingeleitet und der Erreger eliminiert,
wobei eine Folgereaktion gegen korpereigene, dem Erreger ahnliche Strukturen im Sinne
einer Kreuzreaktion die Selbsttoleranz durchbrechen kann.

2. Eine solche Durchbrechung der Selbsttoleranz ist auch durch eine gesteigerte HLA-
Expression induzierbar. Wenn sich das Immunsystem mit einem Erreger auseinandersetzt,
fordert vor allem das Zytokin IFN-y die Synthese von HLA-Molekiilen®’, was eine vermehrte
Présentation antigener Strukturen gegentiber T-Zellen zur Folge hat. Gelingt keine schnelle
Eliminierung des Erregers, kann es infolge der persistierenden Infektion durch eine HLA-
Uberexpression zu einer pathologischen Stimulation des Immunsystems kommen, was die
Gefahr von Autoimmunitat mit einer Reaktion gegen den eigenen Organismus birgt.

3. Auch eine oligo- oder polyklonale B- oder T-Zellaktivierung kann Autoimmunitét
induzieren, ausgelést z. B. durch sogenannte Superantigene wie das Toxische-Schock-
Syndrom-Toxin-1 des grampositiven Bakteriums Staphylokokkus aureus. Superantigene
werden nicht von APZ prozessiert und gebunden an die peptidbindende Spalte des MHC-
Molekiils préasentiert, sondern sie gehen eine Bindung auf3erhalb der MHC-Bindungsstelle ein.
Die Erkennung und Bindung des Komplexes aus MHC-Molekul und Superantigen durch den

T-Zell-Rezeptor erfolgt dann unabhéngig von der Antigenspezifitat des TZR.

1.6 Reaktive Arthritis
Der Begriff ,Reaktive Arthritis* (ReA) beschreibt eine nichteitrige Gelenkerkrankung, die

sich nach Infektion eines gelenkfernen Ortes entwickelt.



Wenige Tage bis einige Wochen nach einem gastrointestinalen (enterale ReA) oder
urogenitalen Infekt (urogenitale ReA) tritt akut eine Synovitis, meist in Form einer
Oligoarthritis, auf, die bevorzugt einen asymmetrischen Gelenkbefall im Bereich der unteren
Extremitat zeigt®®. Vor allem groRere Gelenke wie Knie- und Sprunggelenke sind betroffen
und es finden sich auch Affektionen der Hift- und lliosakralgelenke. Es kbnnen Daktylitiden
sowie extraartikulare Manifestationen in Form von Enthesiopathien, Urethritiden,
Konjunktivitiden und Hauterscheinungen wie Aphten, Balanitis erosiva circinata und
Keratoma blennorrhagica beobachtet werden. Die mittlere Krankheitsdauer betrégt
3 bis 6 Monate.

In 20 % der Falle kommt es zu chronischen und schweren Verl&dufen mit eine Krankheitsdauer
von mehr als 12 Monaten®* *, die bevorzugt HLA-B27-positive Patienten betreffen®.
Aufgrund der &hnlichen klinischen Symptomatik und der Assoziation mit dem MHC-I-
Molekiil HLA-B27*” wird die ReA zur Gruppe der Spondyloarthritiden (SpA) gezahlt, zu der
auch die ankylosierende Spondylitis (AS), die Arthritis bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen, die Arthritis bei Psoriasis und die undifferenzierte Spondyloarthritis
gerechnet werden®.

Innerhalb dieser Gruppe geblhrt der ReA eine Sonderstellung, da in ihrem Fall
krankheitsassoziierte Erreger der resultierenden Arthritis identifiziert werden konnten: Die
wesentlichen Mikroorganismen sind Chlamydia trachomatis und die Enterobakterien
Shigella, Yersinia, Salmonella und Campylobacter.

Bereits in der Antike wurde der zeitliche Zusammenhang einer sich nach dem
Geschlechtsverkehr oder nach einer Diarrhoe manifestierenden Arthritis beschrieben. Zu
Beginn des 20. Jahrhunderts beobachtete der Militdrarzt Hans Reiter, dass sich bei einigen
Soldaten nach einer blutigen Diarrhoe die Trias Arthritis, Urethritis und Konjunktivitis
manifestierte und pragte den Begriff des Reiter-Syndroms, einer Sonderform der ReA¥.
Reiter war jedoch nicht der Erstbeschreiber, da bereits ein Jahrhundert zuvor Sir Benjamin
Brodie diese Trias klinischer Symptome beschrieben hatte®.

Der Zusammenhang zwischen auslésendem Bakterium und resultierender Manifestation liel8
sich schlie3lich durch den Nachweis von bakteriellem Antigen in der Synovialmembran und
Synovialfliissigkeit betroffener Gelenke erbringen***. Die Beobachtung, dass synoviale T-
Zellen (SFMNZ) von ReA-Patienten spezifisch auf das die Arthritis auslésende Bakterium

proliferieren, lieferte dartber hinaus neben der nur wahrend der akuten Phase des Infektes



einsetzbaren Stuhldiagnostik und der Serologie ein weiteres diagnostisches Werkzeug zur
Erregeridentifikation®™’.

Studien, die durch arthritogene Bakterienstdmme verursachte epi- oder pandemisch
auftretende Durchfallerkrankungen untersuchen, weisen nach, dass 2-6 % der Erkrankten eine
ReA entwickeln. Infizierte HLA-B27-positive Patienten dagegen tragen ein sehr viel hoheres
Risiko, an einer ReA zu erkranken®. Bei der durch Chlamydia trachomatis verursachten
Urethritis tritt in 1-4 % eine ReA auf, bei HLA-B27-positiven Patienten l&sst sich diese
Komplikation in 20-25 % der Falle beobachten®.

Diese Untersuchungen und die Erkenntnis, dass die ReA bei 20 % der HLA-B27-positiven
Patienten nach 10 bis 20 Jahren in eine AS ubergeht™, welche eine HLA-B27-Assoziation
von iiber 90 % aufweist®!, betonen die Bedeutung einer Interaktion zwischen Bakterium und

dem MHC-Klasse-I-Molekul HLA-B27 bei der Pathogenese.

1.7 Biologie des Bakteriums Shigella
Shigellen sind unbegeiRelte, gramnegative, fakultativ anaerobe Stdbchenbakterien, die zur
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Familie der Enterobacteriaceae gehdren . Bei bekannter phylogenetisch enger Ver-

wandtschaft mit Escherichia coli konnte jingst der Nachweis erbracht werden, dass es sich
bei den bisher als Shigella-*Spezies bezeichneten Isolaten um E. coli-Klone handelt>*>°,
Traditionell werden vier Shigella-"Spezies™ unterschieden: S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii
und S.sonnei. Die weitere Unterteilung in Serovare erfolgt aufgrund spezifischer O-Antigene.
Der natiirliche Lebensraum der Shigellen ist der Darm des Menschen. Shigella ist der Erreger
der Bakterienruhr (Shigellose), einer Kolitis, die durch blutig-schleimige Durchfalle,
abdominelle Krampfe, Tenesmen und Fieber charakterisiert ist. GefaRl&sionen,
Mikroabszesse und membranartig belegte Ulzera der Kolonschleimhaut sowie herdférmige
Blutungen ausgedehnter Geschwire charakterisieren histopathologisch das Vollbild der
Infektion®®™®, Bereits sehr geringe Infektionsdosen von 10-100 virulenten Bakterien, fakal-
oral (ibertragen, kénnen das Vollbild der Erkrankung hervorrufen®.

Nach Inokulation passiert Shigella dank erh6hter Sdureresistenz unbeschadet das saure Milieu
des Magens und erreicht das Kolon, den eigentlichen Ort der Infektion®.

Da Shigellen nicht in der Lage sind, Enterozyten vom apikalen, dem Darmlumen
zugewandten Pol her zu infizieren, miissen sie zum basolateralen Pol gelangen®’. Dieser

Zellpol ist unter physiologischen Bedingungen jedoch durch die dicht verbundenen



Epithelzellen nicht erreichbar. Die Barriere wird berwunden, indem Shigella M-Zellen,
spezialisierte Darmepithelzellen der Peyerschen Plaques, als Eintrittspforte nutzt®. M-Zellen
nehmen Antigene aus dem Darmlumen auf, transportieren sie durch das Epithel und
Ubergeben sie an Makrophagen, B-Lymphozyten oder dendritische Zellen. Nach
Durchwanderung der M-Zellen wird Shigella durch Makrophagen phagozytiert, in denen sie
nach Auflésung der Phagosomenmembran (ber Aktivierung des Interleukin-1f converting
enzyme die Apoptose der Makrophagen induzieren®® ®,

Die anschlieBende Infektion der Enterozyten (ber den basolateralen Pol kann sowohl von
benachbarten M-Zellen aus als auch nach Freisetzung aus Makrophagen erfolgen.

Eine dritte Moglichkeit des bakteriellen Zugangs zum basolateralen Pol der Enterozyten bietet
die durch Interleukin-1p ausgeltste Einwanderung von Granulozyten in das Infektionsgebiet.
Die Granulozytenmigration in Richtung des Darmlumens bewirkt eine Offnung epithelialer
Zell-Zell-Verbindungen, die es luminalen Shigellen ermdglicht, den basolateralen Pol der
Enterozyten auf direktem Weg zu erreichen®.

Die in Enterozyten eingedrungenen Shigellen lysieren die Vakuolenmembran und gelangen in
das Zytoplasma der Zelle, wo sie sich vermehren. Unter Ausnutzung physiologischer
Funktionen der Epithelzelle werden die unbegeiRelten Shigellen bewegt®® 8. Die Infektion der
Nachbarzelle erfolgt Uber die Ausbildung hochorganisierter Zell-Zell-Kontakte mit
bakteriellen Protrusionen von der infizierten in die zu infizierende Zelle®. Durch Lyse der aus
Zellmembran der infizierten Zelle und Membran der Nachbarzelle bestehenden
Doppelmembran erhélt Shigella Zugang zum Zytoplasma der Nachbarzelle.

Die bakterielle Ruhr, vorwiegend verursacht durch S.sonnei und S. flexneri, ist weltweit
endemisch verbreitet. Hervorgerufen durch S. dysenteriae kann sie aber auch in epidemischer
Form auftreten. In den Industriestaaten Mitteleuropas gehdren die Shigellen mit einer
Inzidenz von etwa 10 Fallen/100000 Einwohner/Jahr zu den eher seltenen Erregern
bakterieller Durchfallerkrankungen.

Als postinfektiose Spatkomplikation, die innerhalb weniger Tage bis zu mehreren Wochen
nach Beginn der intestinalen Symptomatik auftreten kann, wird die ReA beschrieben.



1.8 Shigella-induzierte ReA
Die Shigella-induzierte ReA weist mit Uber 80 % die hochste HLA-B27-Assoziation der

bakterieninduzierten reaktiven Arthritiden auf’® "

und zeigt am haufigsten chronische
Verl4ufe und das Vollbild des Reiter-Syndroms™,

Trotz dieser hohen Assoziation zu HLA-B27, die eher als Indikator fir schwere und
chronische Verlaufe anzusehen ist®® ™ erscheint Positivitit fir HLA-B27 bei der
Entwicklung einer ReA nicht erforderlich zu sein: Friihere Untersuchungen zur HLA-B27-
Assoziation hatten sich hdufig auf hospitalisierte Patienten bezogen und somit eher die
schwereren Verlaufe erfasst, die eine hohe Assoziation aufweisen. Dagegen zeigen jungere
Analysen, welche sich auf Epidemien oder Gesellschaftserhebungen beziehen, eine

Assoziation von ca. 50 %' 4,

Aufgrund der Biologie von Shigella mit dem Zytosol als Ort der Vermehrung erscheint dem
MHC-I-Pfad bei der Préasentation bakterieller Peptide eine wichtige Rolle zuzukommen.
Diese Tatsache betont die Bedeutung einer zytotoxischen T-Zell-Reaktion (CD8) bei der
Abwehr von Shigellen, was umso plausibler erscheint, da bei Listerien, die eine den Shigellen
sehr &hnliche Biologie aufweisen, ebenfalls eine MHC-I-restringierte Immunreaktion im
Vordergrund steht’. Dabei ist fiir eine effektive zytotoxische T-Zell-Reaktion die Interaktion
mit CD4-Zellen und dendritischen Zellen erforderlich. Obgleich die zugrunde liegenden
Mechanismen nicht aufgeklart sind, scheint es durch die CD4-Zellen zu einer optimalen
Unterstitzung von Antigen-aktivierten zytotoxischen T-Zellen zu kommen, welche
insbesondere in der Phase der extensiven klonalen Expansion und der genetischen
Neuprogrammierung von grofier Bedeutung fiir eine effektive zytotoxische T-Zell-Reaktion
ist’®.

Reaktive Arthritiden werden nicht nach Infektion mit allen Shigellenstdammen beobachtet. So
lassen sich Arthritiden nach Infektion mit Shigella flexneri und Shigella dysenteriae
nachweisen, wogegen das Auftreten einer Arthritis nach Infektion mit Shigella sonnei bei

778 nicht eindeutig belegt werden konnte™

Shigelloseausbriichen trotz einzelner Fallberichte
" Auch sichere Hinweise auf eine Assoziation von Shigella boydii zur ReA liegen nicht vor.
Zur Unterscheidung zwischen arthritogenen und nichtarthritogenen Stammen l&sst sich eine

Untersuchung aus dem Jahr 1989 heranziehen, die ein bei arthritogenen Shigellenstdammen
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vorhandenes 2 Md-Plasmid mit Namen pHS-2 beschreibt®. Diese Ergebnisse erfuhren
sowohl in einer zweiten erweiterten Studie® als auch in einer aktuellen Untersuchung
Bestétigung, in der gezeigt werden konnte, dass sich pHS-2 bei allen getesteten S.flexneri-
Isolaten 1a, 1b, 2a und 2b nachweisen lieR®2. Dieses Resultat korrespondiert gut mit Daten,

54, 83-88 sowie

die das Auftreten einer ReA am hdufigsten nach Infektion mit dem Serotyp 2a
den Serotypen 1b% und 2b und 3a®* *° assoziiert.

Das pHS-2 Plasmid enthalt ein Gen, welches einen Kettenldéngendeterminator (chain length
determinator, cld) der O-Seitenkette des Lipopolysaccharids (LPS) kodiert. Die Regulation
der O-Seitenkette stellt einen wichtigen Virulenzfaktor dar®* und das vom Plasmid getragene
cld-Gen konnte dem Bakterium mit Hilfe eines unbekannten Mechanismus seine
Arthitogenizitat verleihen. Zusétzlich kodiert das Plasmid ein Epitop, welches Homologien
zur a1-Domane von HLA-B27 aufweist. Die Translation dieser Sequenz in das vorhergesagte
Peptid wurde bisher jedoch nicht demonstriert.

Durch den Nachweis bakterieller Bestandteile von Shigella in arthritischen Gelenken*® wurde
der Zusammenhang zwischen vorausgehender Darminfektion und resultierender Arthritis
hergestellt und es lasst sich folgern, dass auf bisher nicht geklarte Weise Erreger oder
Erregerbestandteile vom Darm in das Gelenk gelangen mussen, wo es durch eine Interaktion
zwischen bakteriellen Peptiden und, zumindest zum Teil, dem MHC-Klasse-I-Molekil HLA-
B27 zur Induktion einer T-Zell-Immunreaktion kommt.

Es wird diskutiert, ob durch den Kdorper patrouillierende Makrophagen fiir den Transport von
im lymphatischen Gewebe des Darms persistierenden Bakterien verantwortlich sind, was im
Fall einiger Erreger der ReA, wie z. B. Salmonellen und Chlamydien, plausibel erscheint: Sie
leben und vermehren sich in Vesikeln von Makrophagen und der Nachweis von Chlamydien-
DNA und -RNA in arthritischen Gelenken ist bereits gelungen, was das Vorhandensein
lebender Chlamydien im Gelenk wahrscheinlich macht** 9.

Shigella hingegen induziert in Makrophagen Apoptose, was flr sie diesen Weg des
Antigentransportes eher ausschlielft und somit eine gute Erklarung fir den bisher
gescheiterten Nachweis von Shigella-DNA im Gelenk darstellt®. Es erscheint daher auch
wahrscheinlicher, dass in das Gelenk transportierte bakterielle Bestandteile im Gegensatz zu
intakten, lebenden Bakterien eine lokale Immunreaktion provozieren - eine Hypothese, die

durch den Nachweis von Shigella-LPS mittels Anti-LPS-Antikorpern in der Synovia gestitzt
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wird®.

Die Aufklarung dieser Frage wird durch die Tatsache erschwert, dass der Mensch der einzige
Wirt fur Shigella ist und somit im Gegensatz zu den anderen ReA-assoziierten Bakterien
keine Tiermodelle existieren, mittels derer ein tieferer Einblick in Pathogenese gewonnen

werden kann.

1.9 Pathogenese der ReA

Es existieren mehrere Hypothesen, die die Interaktion zwischen ausldsendem Bakterium,
HLA-B27 und T-Zelle beschreiben®. Neben einem molekularen Mimikry von HLA-B27 mit
Enterobakterien, der Présentation von arthritogenen Peptiden, welche aus Antigenen der
Umwelt generiert werden und durch HLA-B27 an zytotoxische T-Zellen prasentiert werden
sowie der Prasentation von exogenen Antigenen durch leere HLA-B27-Molekiile®” %
vermuten einige Forscher, dass vom B27-Molekiil abgeleitete Selbstpeptide eine Rolle bei der
Pathogenese spielen®. Die Bindung solcher Selbstpeptide an HLA-B27 wurde in vitro
demonstriert”. Andererseits konnten auch von HLA-B27 abgeleitete Peptide durch MHC-
Klasse-11-Molekiile prasentiert werden® %.

Die chronische Immunantwort, die schliellich zur Schadigung der betroffenen Gelenke fihrt,
kdnnte einerseits bei insuffizienter Erregerelimination durch im Gelenk persistierendes
bakterielles Antigen bedingt sein bzw. durch ein in einem gelenkfernen Gewebe lokalisierten,
persistierenden Reservoir an Bakterien mit sukzessiver Ausschwemmung in das Gelenk.
Dabei ist unklar, welche Subpopulation der T-Zellen fur die Gelenkschéadigung urséchlich
verantwortlich ist. Einige Autoren gehen davon aus, dass es nach erfolgter Infektion durch
molekulares Mimikry zu einer Kreuzreaktion zwischen bakteriellen Peptiden und
Selbstantigenen mit konsekutiv andauernder T-Zell-Immunantwort kommt. Der Nachweis
von Kreuzerkennungen von Epitopen durch virusspezifische zytotoxische T-Zellen® und die
Demonstration, dass MHC-I-restringierte zytotoxische T-Zell-Klone in der Lage sind,
Peptidliganden mit gleicher linearer Homologie in viralen, bakteriellen und Selbstpeptiden zu
erkennen'®, lasst ein molekulares Mimikry méglich erscheinen.

Dabei bindet das MHC-I-Molekil HLA-B27 bevorzugt Nonamere, welche an Position 2 des

Nonamers ein Arginin besitzen. Dieses fungiert als , Anker* bei der Bindung an die
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Peptidbindungsstelle des MHC-Molekils und diesem Charakteristikum wird durch die
Selektion von Peptiden eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der ReA eingeraumt™**.

Eine von Scofield durchgefihrte strukturelle Analyse des HLA-B27-Molekils zeigt, dass
HLA-B27 signifikant hdufiger Aminoséuresequenzen mit Proteinen von Enterobakterien teilt
als alle anderen HLA-B-Allele und dartiber hinaus eine Sequenz in seiner hypervariablen
Region besitzt, die von HLA-B27-Molekilen gebunden werden kann. Somit resultiere eine
erhdhte Wahrscheinlichkeit, dass Enterobakterien im Vergleich zu anderen Bakterien ein
Peptid enthalten, welches von HLA-B27 gebunden und présentiert werde®”.

Die Bedeutung eines infektiosen Triggers lasst sich zudem durch Untersuchungen mit HLA-
B27-transgenen Tiermodellen belegen, die zeigen, dass eine Arthritis nur bei Tieren induziert
werden kann, die eine normale bakterielle Umgebung besitzen, wohingegen in keimfreier
Umgebung keine Arthritis ausgeldst wird"%%.

Untersuchungen, die sich mit der Frage nach den fur die Gelenkschédigung pathogenetisch
verantwortlichen Zellen beschaftigten, konnten zunédchst nur CD4-Zellen nachweisen, bis
verbesserte Analysemethoden den Nachweis spezifisch auf Bakterien oder Autoantigene
reagierender HLA-B27-restringierter zytotoxischer T-Zellen aus der Synovialflussigkeit von
ReA-Patienten erméglichten®,

Gegenwartig kann nicht beantwortet werden, welche der beiden T-Zell-Subpopulationen fir

die nachfolgende Gelenkschadigung hauptsachlich verantwortlich ist.

Die Beobachtung, dass in HLA-B27-transgenen Mausen eine Arthritis ausgeldst werden kann,
bei denen die Expression der B27-Molekiile und zytotoxischen T-Zellen sehr stark
eingeschrankt (B27* p,m° Mause), die der MHC-1I-Molekiile und CD4-Zellen jedoch normal

ausgepragt ist'®

, eroffnete mehrere Theorien zur mdoglichen Pathogenese. Eine dieser
alternativen Theorien geht davon aus, dass Selbstpeptide des B27-Molekils tber MHC-II-
Molekiile CDA4-Zellen présentiert werden und somit die Bedeutung von MHC-I und
zytotoxischen T-Zellen untergeordnet sei*®.

Diese Annahme wurde im Tierexperiment widerlegt, indem es gelang, in HLA-B27-
transgenen Mausen eine Arthritis zu induzieren, bei denen gleichfalls die Expression der B27-
Molekiile und zytotoxischen T-Zellen sehr eingeschrankt (B27* p.m° Mause) und zusétzlich

der MHC-II-Pfad vollkommen ausgeschaltet ist (MHC class II knockout gene, Ap®)'®.
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Die Entwicklung der Erkrankung erscheint nach dieser Untersuchung also unabhdngig von
MHC-KIlasse-1I-Molekilen und CD4-Zellen zu erfolgen. Darlber hinaus ist die Bedeutung
der schweren Kette des B27-Molekiils zu betonen, die offenbar in der Lage ist, auch in
Abwesenheit des Ba-Mikroglobulins (Bom°), dem zweiten Bestandteil des B27-Molekiils,
Peptide zu prasentieren.

Diese Beobachtung fiihrte zu der umstrittenen Hypothese, dass sich zwei schwere Ketten des
B27-Molekils zu einem Homodimer zusammenlagern kénnen, das seinerseits in der Lage ist,
Peptide zu prasentieren. In einem in-vitro-Assay gelang es, die postulierten Homodimere
(HC-B27) zu synthetisieren und in einer humanen Zellinie zu exprimieren. Es wird spekuliert,
dass die Assoziation der beiden schweren Ketten eine teilweise Streckung der al-Helix
bewirkt, was einerseits durch Veranderung der peptidbindenden Spalte in einem
unterschiedlichem Bindungsverhalten resultiert und andererseits dem Homodimer eine starke
Ahnlichkeit zu MHC-II-Molekiilen verleiht, deren Erkennung dann durch CD4-Zellen
erfolgen konnte!®® 1%,

Durch die Analyse der an HLA-B27-Molekiile gebundenen Peptide gelang darber hinaus der
Nachweis, dass auch Selbstpeptide des HLA-B27-Molekils tber HLA-B27-Molekile

prasentiert werden'®" %,

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass bei Assoziation zu bestimmten Bakterien die
Pathogenese der ReA ungeklért ist, wie auch die Frage, welche T-Zell-Subpopulation fiir
Initiation der Immunreaktion und anschlieBende Gelenkschadigung pathogenetisch verant-
wortlich ist.

Die Frage, ob die gelenkschadigende T-Zell-Reaktion Folge von Erregerpersistenz oder
uberschiefender Immunantwort nach molekularem Mimikry bzw. ob dem HLA-B27-Molekil
eine Rolle als Prasentator oder auch Donor von Peptiden zukommt, stellt dabei den Schlussel
zum Versténdnis der Erkrankung dar.

1.10 Charakterisierung moglicher T-Zell-stimulierender Antigene
Um die Pathogenese der ReA besser verstehen zu lernen, wird der Suche nach

immundominanten, arthritogenen Proteinen oder Peptiden grofite Bedeutung beigemessen.
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Die Beobachtung, dass die intrazellularen Bakterien Shigella, Yersinia, Salmonella,
Campylobacter und Chlamydia in der Lage sind, eine Arthritis zu induzieren, fuhrte zu der
Vorstellung, dass sie eine die Arthritis auslosende gemeinsame antigene Struktur teilen. Eine
solche gemeinsame Struktur sei vor allem unter hoch konservierten Proteinen zu erwarten.

Eine géngige Annahme geht davon aus, dass sich - wenngleich auf extrazellulare Proteine
bezogen - unter stark exprimierten Proteinen mit hoherer Wahrscheinlichkeit ein signifikantes
Antigen findet''?. Dies wird durch Untersuchungen gestiitzt, die Immunreaktionen gegen
Stressproteine wie Hitzeschockproteine (hsp) nach Infektionen durch die intrazelluldren
Bakterien Salmonella typhimurium, Mykobakterium tuberkulosis, Coxiella burnetti und

Legionella pneumophila nachweisen™%**,

Ihre erhdhte Expression, der Grad der
Konservierung und bestehende Homologien unter Prokaryonten und auch zwischen
Prokaryonten und Eukaryonten qualifizieren hsp, die auf molekularer Ebene eine Vielzahl
von Funktionen wahrnehmen, als mégliche Kandidatenproteine.

Untersuchungen, die sich mit der Immundominanz von hsp bei rheumatischen Erkrankungen
beschaftigen, kommen jedoch =zu widerspriichlichen Aussagen: Es existieren Kkeine
einheitlichen Daten sowohl in Bezug auf die Immundominanz des hsp60 von Yersinia als
auch im Hinblick auf eine mdgliche Kreuzreaktion und damit immunstimulatorische Rolle
zwischen bakteriellem und humanem hsp60™>*8  Ergebnisse einer hollandischen
Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass das humane hsp60 durch die Stimulation von T-
Suppressorzellen als protektiver Faktor zur Verhiitung einer Arthritis dienen kann'® %,

Eine weitere Quelle mdglicher immunogener Proteine stellen die Ribosomen dar. Ribosomale
Proteine weisen ebenfalls einen hohen Grad an Konservierung und Homologien zwischen
Prokaryonten und Eukaryonten auf und einzelne ribosomale Proteine konnten bereits als
immundominante Antigene identifiziert werden: Beim systemischen Lupus erythematodes,
dem Prototyp einer systemischen Autoimmunerkrankung, sind die drei ribosomalen Proteine
Po (L11) P; (L10) und P, (L7/L12) als IgG-Antikérper induzierende Antigene bekannt'?* 12,
Untersuchungen mit synovialen MNZ von Patienten mit ReA resultierten in der
Identifizierung mehrerer immundominanter konservierter Proteine von Yersinia enterocolitica
0:3, einerseits den ribosomalen Proteinen L2 und L23 und andererseits der [B-Urease-
Untereinheit, welche in immunisierten Ratten bei intraartikularer Injektion eine Arthritis
117,123, 124

induziert

Gegen das ribosomale Protein P, lassen sich bei der chronischen Aspergillus-fumigatus-
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Allergie humorale und zellulare Autoimmunreaktionen nachweisen: So wird das Aspergillus-
fumigatus-P, durch IgE-Antikdrper von sensibilisierten Patienten erkannt und es zeigt eine
signifikante Kreuzreaktivitdt gegen das humane P,. Beide Proteine induzieren starke
Hautreaktionen und Proliferationen im Lymphozytenproliferationsassay mit MNZ aus dem
peripheren Blut (PBMNZ) sensibilisierter Individuen*?.

Im Laufe der florierenden bakteriellen Infektion fallen ribosomale Proteine in sehr grofien
Mengen an und ihr Anteil an der Proteintrockenmasse der sich exponentiell vermehrenden
Bakterien betragt tber 30 %. Neben einer mdoglichen HLA-Uberexpression durch das
Anfluten sehr groRer Antigenmengen ist molekulares Mimikry mit resultierender
Kreuzreaktion zwischen bakteriellen und humanen Proteinen als weiterer potentieller
Ausloser einer Giberbordenden Immunreaktion zu betrachten.

Untersuchungen mit dem intrazellularen Bakterium Listeria monozytogenes konnten in
diesem Zusammenhang eine direkte Korrelation zwischen intrazelluldr sezernierter
Antigenmenge und Produktion von durch zytotoxische T-Zellen erkannten Epitopen
nachweisen '°. Folgeuntersuchungen zeigten jedoch, dass das AusmaR der T-Zell-Antwort
auf verschiedene Epitope keinen direkten Ruckschluss auf die relative Anzahl der Epitope
zulésst. Trotz in dieser Untersuchung fehlenden Hinweisen auf eine Korrelation zwischen
Epitopmenge und Immundominanz scheint jedoch eine Korrelation zwischen Epitopstabilitat
und AusmaR der T-Zell-Antwort zu existieren*?” 128,

Neben den bereits genannten Faktoren machen einige Autoren auch die Basizitat eines
Antigens fur dessen mogliche arthritogene Potenz verantwortlich. Aufgrund ihrer positiven
Ladungseigenschaften sollen diese mit negativ geladenen Gruppen des Gelenkknorpels
interagieren und einen langer im Gelenk persistierenden Antigenreiz als saure Proteine
darstellen'?**3!: eine Voraussetzung, die die ribosomalen Proteine durch ihre iiberwiegend
weit im basischen Bereich liegenden isoelektrischen Punkte ebenfalls erftllen.
Zusammenfassend gilt, dass ribosomale Proteine eine Vielzahl immunogener und
mdoglicherweise arthritogener Charakteristika aufweisen, weshalb sie eine Rolle bei der
Pathogenese der ReA spielen konnten und als auBerordentlich interessante

Kandidatenproteine einzuordnen sind.
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1.11 Zielsetzung

Bei bekannter Assoziation zu den auslosenden Bakterien Chlamydia, Yersinia, Salmonella,
Campylobacter und Shigella ist die Pathogenese der ReA unklar. Die ribosomalen Proteine
stellen innerhalb der Zelle eine homogene Gruppe von Proteinen dar, die uber eine Vielzahl
mdoglicher arthritogener Charakteristika verfligt und daher eine Rolle bei der Pathogenese der
ReA spielen konnte. Bisher sind keine immundominanten Proteine des ReA-assoziierten
Bakteriums Shigella bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es, erstmalig immundominante, T-Zell-Stimulation induzierende

Proteine von Shigella flexneri zu identifizieren.

Dazu soll die Gesamtheit der ribosomalen Proteine nach deren Prdparation hinsichtlich ihres
immunogenen Potentials untersucht und insbesondere nach interindividueller, T-Zell-
stimulatorischer Potenz gefahndet werden. Auch ein Vergleich von Ribosomenfraktion und
im Rahmen der Préparation anfallender Nicht-Ribosom-Proteinfraktion soll hinsichtlich
unterschiedlicher zelluldrer Immunogenitat vorgenommen werden.

Die Biologie des Bakteriums Shigella mit dem Zytosol als Ort der Vermehrung deutet darauf
hin, dass zytotoxischen T-Zellen bei der Initiation der Abwehr eine wichtige Rolle zukommit,
wobei unklar ist, ob zytotoxische T-Zellen oder CD4-Zellen fur die resultierende
Gelenkschadigung bei der ReA verantwortlich sind. Fir eine effektive zytotoxische T-Zell-
Reaktion (CD8) ist in jedem Fall die Interaktion mit CD4-Zellen essentiell und eine
zytotoxische T-Zell-Reaktion bei negativer CD4-Immunantwort ist nicht denkbar. Die
Analyse der CD4-Immunantwort auf antigene Strukturen bietet dartiber hinaus den Vorteil,
nicht nur kleine Peptide, wie bei einer CD8-Immunreaktion, sondern komplexe Proteine
hinsichtlich threr Immunogenitat untersuchen zu kénnen. In einem ersten Schritt im Sinne
einer Vorselektion zur ldentifikation von arthritogenen Epitopen aus der Vielzahl von

Proteinen von Shigella flexneri ist somit die CD4-Immunantwort zu untersuchen.

Als Detektionssystem dienen synoviale mononukledre Zellen von HLA-B27-positiven
Patienten mit Shigella-getriggerter ReA, die im Lymphozytenproliferationsassay mit den zu
untersuchenden Antigenen in Kultur genommen werden. Finden sich (bereinstimmend

erhdhte T-Zell-Stimulationen auf die gleichen ribosomalen Antigene, so deutet dies auf ein
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»Wiedererkennen derselben durch die synovialen T-Zellen hin und koénnte einen Hinweis auf
deren Rolle bei der Pathogenese der ReA darstellen.

Zur Durchfuhrung dieser Untersuchung sind ein Konzept zu entwerfen und Methoden zu
etablieren, die zunéchst eine besonders hohe Ausbeute von 70S-Ribosomen aus Shigella
flexneri gewahrleisten und in der Folge Uber die Separierung in ribosomale Untereinheiten
und weiter in Proteinfraktionen eine hohe Aufldsung derselben mit maoglichst wenigen
ribosomalen Proteinen pro Proteinfraktion erzielen.

Daneben soll untersucht werden, ob T-Zell-Stimulation induzierende ribosomale Proteine von
Shigella auch auf humoraler Ebene erkannt werden, ob sich unterschiedliche
Antikorperprofile gegen die ribosomalen Proteine im Serum von an Shigella-getriggerter ReA
leidender Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden beobachten lassen und ob bei
auftretenden Differenzen diese als diagnostisches Werkzeug hinsichtlich eines stattgehabten

Infekts einsetzbar sind.



