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1. Einleitung

1.1. Verlauf der Helicobacter pylori (H. pylori)-Infektion

Die Infektion mit Helicobacter pylori (H. pylori) ist mit der Entstehung einer chronischen
Gastritis, peptischen Ulcera, Magenlymphomen und Magenkarzinomen assoziiert (Blaser MJ
1997). Als Griinde fiir die Entstehung spezifischer Erkrankungen bei etwa 10-20% der
Infizierten sind Wirtsfaktoren, Umweltfaktoren, aber auch bakterielle Virulenz- und
Adhérenzfaktoren zu nennen (Blaser MJ 1995). Die chronische H.pylori Infektion fiihrt in der
Mehrzahl der Patienten zur multifokalen atrophischen Gastritis. Die atrophische Gastritis ist
durch eine fokale Schleimhautdestruktion, mit Infiltration durch Monozyten, dendritischen
Zellen (DCs), granulozytdren und lymphozytiren Zellen gekennzeichnet. Die Immunantwort
des Menschen auf die H.pylori-Infektion besteht aus angeborenen, unspezifischen
Mechanismen, aber auch aus adaptiven, spezifischen Prozessen (Prinz C 2003). Zur
unspezifischen Immunabwehr zdhlen insbesondere Makrophagen und Phagozyten, die die
Keime aufnehmen und durch Abtdtung in Lysosomen zerstéren konnen. H.pylori hat
Mechanismen entwickelt, welche die Phagozytose beeinflussen kdnnen (Ramarao N 2000,
Allen LA 2000). Offensichtlich ist der Keim in der Lage, in Phagozyten zu persistieren und
die Verschmelzung der Phagosomen zu Lysosomen zu unterdriicken bzw. zu verzogern
(Ramarao N 2001, Odenbreit S 2001, Allen LA 2000). Es sind auch spezifische T-Zellen in
der Magenschleimhaut identifiziert worden, die auf bestimmte Bakterienantigene reagieren.
Die funktionell wichtige Immunanwort, die zur Elimination fiihren sollte, scheint aber im Fall
einer H. pylori Infektion unterdriickt zu sein; die in der Kindheit erworbene Infektion

persistiert in der Regel lebenslang.
1.2. H. pylori

H. pylori ist ein gram-negatives, sinusformiges oder leicht spiraliges Stabchenbakterium. Die
Lénge betriagt 2,5-4,0 um und die Dicke 0,5-1,0 um (Goodwin CS, 1990; Kist M, 1991). H.
pylori kann sich aufgrund seiner lophotrich angeordneten Flagellen auch in viskdsen

Fliissigkeiten gut fortbewegen (Suerbaum S 1993).
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H. pylori vermehrt sich nicht unter normalen atmosphérischen Bedingungen (21 %
Sauerstoff) sondern benétigt eine reduzierte Sauerstoffkonzentration von ca. 5% zum
optimalen Wachstum und zdhlt damit zu den Microaerophilen. Mit einem ca. 1,7 Mega
Basenpaare (bp) groBen, AT-reichen Genom (Taylor DE 1992) erreicht H. pylori etwa ein
Viertel der GroBe des Genomes von E.coli. H. pylori weist eine aullerordentlich hohe
genetische Variabilitit zwischen den verschieden Stimmen auf (Taylor DE 1992), welche
durch seine natiirliche Kompetenz zur genetischen Transformation erkldrt werden kann
(Nedenskov-Sorensen P 1990). Bei ungefihr 50 % aller H. pylori Stimme wurden Plasmide
von unterschiedlicher Grofle festgestellt (Penfold SS 1988). Thre Funktion ist bislang noch
unbekannt, da ihnen keine phénotypischen Eigenschaften zugeordnet werden konnten. H.
pylori weist einige Besonderheiten in der Zusammensetzung seines zelluldren Fettsdureprofils
auf (Goodwin CS 1990), was eine Differenzierung gegeniiber Campylobacter und anderen
Mitgliedern der Helicobacter-Familie ermoglicht (Lamber MA 1987). Auerdem besitzt H.
pylori eine Zelloberfliche, deren Hydrophobizitit z. B. bei niedrigem pH in Anwesenheit von
Harnstoff zunimmt (Pruul H 1989). Bakterien mit hydrophoben Oberfldcheneigenschaften
weisen eine erhohte Affinitit zu mukdsen Membranen auf, was die Adhédrenz von H. pylori an
das Magenepithel begiinstigen konnte (Goodwin CS 1990). Beziiglich seiner enzymatischen
Eigenschaften erweist sich H. pylori als Oxidase-positiv und bildet groBe Mengen von
Katalase und extrazellulirer Superoxid-dismutase. Diese Enzyme vermitteln Resistenz
gegenliber den oxidativen Mechanismen der Makrophagen und polymorphkernigen
neutrophilen Graunulozyten des Wirtes und bieten dem Keim somit einen Uberlebensvorteil

(Goodwin CS 1990).

1.2.1. Virulenzfaktoren von H. pylori

Von entscheidender Bedeutung fiir die Entstehung von Magengeschwiiren bei etwa 60 % der
H. pylori Infizierten sind die Virulenzfaktoren VacA, CagA und BabA (Censini S 1996,
Censini S 2001, Atherton JC 1998, Atherton JC 1995, Atherton JC 1997, Boren T 1993,
Boren T 1994, Falk P 1994). Typl H. pylori Stimme besitzen sowohl VacA und CagA, Typ 2
Stammen fehlen diese Produkte (Xiang 1995). Das vacuolisierende Toxin A (VacA) induziert
die Bildung von Vacuolen in epithelialen Zellen und gilt als der klassische
Pathogenititsfaktor von H. pylori. Das Zytotoxin assoziierte Antigen (CagA) ist ein Protein
von 128 kDa, das eine ausgepragte Antikorperproduktion beim Wirt hervorruft und mit der

Entstehung einer Gastritis und dem Auftreten von Ulcera korreliert (Crabtree 1994).
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Es wurde ein Adhidrenzfaktor von H. pylori, das Blutgruppen Antigen bindendes Antigen
(BabA), identifiziert und charakterisiert, der die Adhidsion des Keimes an Blutgruppen-
Antigene vom Typ Lewis” vermittelt (Boren T 1993, Boren T 1994, Ilver D 1998). Das fiir
BabA kodierende Gen babA2 ist nur in ca. 30 % der Stimme zu finden. Keime, die BabA
exprimieren, sind besonders hédufig mit der Ulcuskrankheit, Adeno-Carcinomen aber auch

prikanzerdsen Vorstufen im Magen assoziiert (Prinz C 2001).

1.2.2. Human Immunantwort auf die H. pylori-Infektion

H. pylori 16st eine unspezifische (angeborene) und eine spezifische (erworbene)
Immunantwort aus (Prinz C 2003). Es wird postuliert, dass die Entziindungsreaktion
malgeblich an der Entstehung der Pathologie im Magen verantwortlich ist (Ernst PB 2000).
Die durch die H. pylori Infektion induzierte Infiltration der Mukosa mit Effektorzellen
(aktivierte Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile) fiihrt zu einer Schiddigung der
epithelialen Integritit durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen, NO, proteolytischen
Enzymen und der Induktion von Apoptose (Ernst P 1999, Prinz C 2003). Die
Schleimhautschiddigung ist demnach nicht allein eine Folge direkter Einwirkung von H. pylori
und dessen Produkten auf das Epithel sondern entsteht auch durch die Infiltration der Mukosa
mit Entziindungszellen und konsekutiver entziindungsassoziierter Gewebedestruktion
(Shimoyama T 1998).

Der primidre Abwehrmechanismus von Bakterien ist in der Regel eine granulozytire und
monozytire Antwort. Bei der initialen Infektion mit H. pylori kommt es zu einer starken
granulozytidren Antwort (Shimoyama T 1998). Interessanterweise persistiert eine neutrophile
Komponente auch wéhrend der chronischen H. pylori Infektion, was fiir eine besondere
Bedeutung dieser Zellen bei der durch H. pylori ausgelosten Entziindungsreaktion spricht.
Nach Kontakt des Keims mit Epithelzellen kommt es zur Induktion der IL-8 Sekretion aus
diesen Zellen (Crabtree JE 1994, Bodger K 1998). IL-8 ist ein potentes Chemoattraktant fiir
Granulozyten und stimuliert die Degranulierung dieser Zellen (Baggiolini M 1989). Dies tragt
zur H. pylori induzierten Schleimhautschddigung bei (Ernst PB 2000, Bodger K 1998). Neben
IL-8 spielen auch weitere Chemokine der C-X-C-Familie bei der Vermittlung der

granulozytiren Antwort eine Rolle, z.B. GRO-q (Yamaoka Y 1996).



1. Einleitung -4-

Dariiber hinaus sind die CC-Chemokine MCP-1 und RANTES bei der Chemotaxis von
Monozyten und Lymphozyten beteiligt. Der primire Ursprung dieser CC-Chemokine sind
jedoch Immunzellen und nicht Epithelzellen (Ya,aoka Y 1996). Noch unklar ist, welche Rolle
Toll-like Rezeptoren bei der Vermittlung der angeborenen Immunitét spielen.

Das Vorhandensein von T-Lymphozyten und Plasmazellen im Entziindungsinfiltrat sowie die
Ausbildung von Lymphfollikeln lassen vermuten, dass antigen-spezifische zelluldre und
humorale Immunmechanismen bei der H. pylori Infektion von Bedeutung sind. CD4" Th-
Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der antigen-spezifischen
Immunitét. Th-Zellen werden in zwei Haupttypen eingeteilt. Th; Lymphozyten bilden IFN-y
und sind Vermittler von zelluldren Immunvorgidngen. Im Gegensatz hierzu produzieren Th,
Zellen IL-4, IL-5 und IL-10 und sind bei der Aktivierung von humoralen Immunmechanismen
beteiligt, ndmlich bei der B-Zell-Aktivierung und Antikorperproduktion (Szabo SJ 2003).

Die im Rahmen der H. pylori Infektion ausgeldste Th-Zell Antwort ist vom Th; Phinotyp
(Mohammadi M 1996). In der H. pylori infizierten Mukosa sind die mRNA Spiegel von IFN-
v und IL-12 erhoht (Yamaoka 1996). T-Zellen von infizierten Médusen (Smythies LE 1997),
Rhesus Makaken (Mattapallil JJ 2000) und Menschen (Karttunen RA 1997, Bamford KB
1998) bilden hauptsdchlich IFN-y und nicht IL-4. Dariiber hinaus zeigt die Mehrzahl der H.
pylori reaktiven T-Zell-Klonen, die aus Antrumbiopsien von infizierten Patienten generiert
wurden, nach Stimulation mit H. pylori Antigenen ein Th;-Zytokin-Profil (D'Elios MM
1997). Das wichtigste Zytokin bei der Vermittlung der Th;-Antwort ist IL-12, dass zum
grofiten Teil aus antigenprédsentierenden Zellen stammt (Prinz C 2003). Ein hoch spezifischer
Marker der Th-; Antwort ist die IL-12 Rezeptor-f2-Kette (IL-12Rp2). Der IL-12 Rezeptor,
besteht aus zwei Untereinheiten, ist ein typischer Rezeptor, der auf Th-Zellen exprimiert wird
(Presky DH 1996). Die IL-12RB2 Kette wird selektiv nur auf Th;-Zellen exprimiert,
wohingegen die 1 Kette auf Th; und Th, Zellen vorkommt (Rogge L 1997, Szabo SJ 1997).
Die Expression der $2-Kette wird im Rahmen von Erkrankungen hochreguliert, die durch
einen Th;-polarisierten Immunstatus gekennzeichnet sind (Zhang M 1999, Parrello T 2000).
Ein weiteres Zytokin, das bei einer Th; vermittelte Immunantwort vermehrt exprimiert wird,
ist TNF-a (Tumor necrosis factor-o) (Yamaoka Y 1997). Obwohl wihrend der H. pylori
Infektion eine Th;-Antwort praddominiert, was zu einer zellvermittelten Immunitét fiihrt, wird
auch eine humorale Immunitidt beobachtet. H. pylori spezifsiche IgA, IgG und IgM
Antikorper konnen mittels ELISA in einem Drittel der infizierten Patienten im Magensaft

nachgewiesen werden (Crabtree JE 1991).
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Dariiber hinaus kann in mehr als 90% der infizierten Patienten H. pylori spezifisches IgG im

Serum nachgewiesen werden (Kosunen TU 1992).

1.3. Antigenerkennung bei der Immunabwehr

Das Immunsystem des menschlichen Kdorpers setzt sich aus zwei Komponenten zusammen,
einem angeborenen unspezifischen und einem erworbenen, spezifischen Immunsystem. Beide
Komponenten ergiinzen sich und bilden einen gemeinsamen Abwehrmechanismus. Aufgabe
des angeborenen Immunsystems ist die initiale Erkennung von Krankheitserregern oder
entarteten Zellen, deren Beseitigung, sowie die Einleitung der spezifischen Immunantwort
durch T- und B-Zellen. Zellen des angeborenen Immunsystems (Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Dendritische Zellen (DC) und Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)) werden
durch verschiedene mikrobielle Strukturen (Zellwandbestandteile von Bakterien, CpG-DNA,
doppelstrangige RNA, usw.) oder den Verlust von ,major histocompatibility complex*
(MHC) Klasse I-Molekiilen auf Zelloberflichen aktiviert. Die frithe, unmittelbare
Pathogenerkennung erfolgt durch keimbahnkodierte Rezeptoren. Einerseits kodiert nur eine
Minderzahl der auf ca. 30000 geschitzten Gene des menschlichen Genoms Proteine des
Immunsystems (Lander ES 2001; Venter JC 2001). Andererseits ist die Gruppe der
mikrobiellen Pathogene sehr heterogen und weist eine hohe Mutationsrate auf. Ein wichtiger
Mechanismus der angeborenen Immunitit besteht daher darin, nicht jedes mogliche Antigen,
sondern bestimmte, in der Evolution hoch konservierte Strukturen zu erkennen (Medzhitov R
2000). Beispiele dieser Strukturen, auch Pathogen-assoziierte molekulare Muster (,,pathogen
associated molecular patterns“, PAMPs) genannt, sind Lipopolysaccharide (LPS),
Peptidoglykane (PG), Lipoteichonsduren (LTA), Mannane, Glykane, bakterielle DNA und
doppelstrangige RNA (Aderem A 2000; Medzhitov R 2000). Diese chemisch sehr
verschiedenen  Strukturen haben mehrere Gemeinsamkeiten: sie werden von
Mikroorganismen jedoch nicht vom Wirt selbst gebildet; sie sind essentiell fiir die
Pathogenitit oder das Uberleben des Mikroorganismus und sie kommen in einer Vielzahl der
Pathogene vor (Hoffmann J 1999; Medzhitov R 2000). Die Rezeptoren der angeborenen
Immunitdt, so genannte Mustererkennende-Rezeptoren (,,pattern-recognition receptors®,
PRRs), werden auf verschiedenen antigenprdsentierenden Zellen, wie Makrophagen,

dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert (Janeway CA 1989; Medzhitov R 1997).



1. Einleitung -6-

Diese Effektorzellen haben Rezeptoren mit einheitlicher Spezifitit. Pathogene konnen also
gleichzeitig von einer grolen Anzahl dieser Zellen erkannt werden, und die von ihnen
hervorgerufene Antwort erfolgt sofort ohne vorherige Vermehrung der Zellen (Medzhitov R
2000).

Diese Effektorzellen steuern auch durch die Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und
Zytokinen, durch Antigenpriasentation MHC II-Molekiilen und durch die Expression
kostimulierender Molekiile die weitere angeborene und adaptive Immunantwort (Janeway CA

Jr 1999).

1.4. Antigenaufnahme

Die wesentliche Eigenschaft von Antigen-préisentierenden Zellen (APC) ist ihre Fahigkeit zur
Phagozytose. Die Mechanismen der Phagozytose sind bisher nicht vollstindig geklartt. In der
Regel wurden die Pathogenen von der Zellmembran umschlossen und als Phagosom
internalisiert. Durch Verschmelzen mit dem Lysosom zu einem Phagolysosom werden die
internalisierten Fremdkorper hydrolytischen Enzymen ausgesetzt und zu kleinen
Peptidstiicken verdaut (Aderem A 1999). Neben der Antigenerkennung beinhaltet die
Abwehrreaktionen auch eine Sekretion antimikrobieller Enzyme und 16slicher Mediatoren,
wie Interleukine und Interferone. Zellen des mononukledren Phagozytensystems (Monozyten,
Makrophagen, myeloide DC und deren Vorldufer) spielen eine besondere Rolle bei der
Immunabwehr, da sie sowohl fiir die rasche angeborene Immunantwort, als auch fiir die
Induktion einer spezifischen Antwort wichtig sind. Insbesondere sind DC in der Lage
phagozytierte Antigene im Kontext mit MHC-Klasse II zu prisentieren. Die Antigen-
Présentation ist ein essentieller Schritt zur Aktivierung von naiven T-Zellen. Mononukleére
Phagozyten Zellen besitzen eine Reihe von Rezeptoren (PRR), die Antigene auf
Fremdkorpern erkennen konnen. Die Erkennung der Fremdkorper erfolgt direkt oder durch
ihre Maskierung mit sogenannten Opsoninen (IgG oder Komplementfaktor C3b). Opsonine
werden von entsprechenden Rezeptoren auf mononukledren Phagozyten erkannt und
gebunden (FcR- oder Komplement-vermittelte Phagozytose). Andere Rezeptoren (Mannose-
Rezeptor, Scavenger-Rezeptor, Dectin-1) erkennen Antigene direkt und leiten die

Phagozytose ein.
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Diese Peptide binden im Zytosol an Transporterproteine (Transporters associated with
Antigen Processing, TAP) und werden in das MHC-Klasse I-Kompartiment gebracht, wo sie
in die Bindungsgrube der MHC -Molekiile binden, bevor an die Zelloberfliche gelangen.
APCs sind befdhigt auch extrazelluldr vorliegende Peptide an MHC-Klasse-I-Molekiile zu
binden. Fiir die Présentation auf MHC-Klasse II-Molekiilen hingegen miissen die Antigene
aufgenommen werden, damit sie nach einer Prozessierung préasentiert werden konnen (Egner
R 1993; Fanger NA 1996). Der turn-over der dendritischen MHC-Molekiile ist sehr langsam
und die Expressionsdichte sehr hoch, so dass Peptide iiber einen langen Zeitraum présentiert

werden konnen (Steinman RM 1991).

1.5. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind hochspezialisierte antigenpriasentierende Zellen (APC). Als
»2AuBenposten des Immunsystems sind sie in den peripheren Organen (Geweben) stationiert.
Sie sind in der Lage Pathogene zu erkennen, aufzunehmen, zu verarbeiten, in Lymphorgane
zu wandern und wihrend dessen zu reifen. Die dendritischen Zellen sind eine heterogene
Zellpopulation, die aus dem Knochenmark abstammen. Liu et al. (Liu YJ 2001) haben zwei
Linien von DCs beschrieben (Tab. 1.1).

Prda-DC1 sind unreife myeloide Monozyten (pmM), die zu myeloiden DCs reifen und
Interleukin 12 (IL-12) sezernieren; dadurch wird eine Th;-Immunantwort induziert. Pra-DC2
sind unreife plasmacytoide DCs (ppDC), die zu lymphoiden / plasmacytoiden DCs reifen und
die Thy-Immunantwort stimulieren. Myeloide und plasmacytoide DCs exprimieren toll-like
Rezeptoren (TLR) und Lektin-Molekiile. Nur die plasmacytoiden DCs exprimieren TLR7 und
TLR9; die myeloiden DCs dagegen exprimieren TLR2 sowie TLR4 und mehrere Mannose-
Rezeptoren (Pulendran B 1997). AusschlieBlich die myeloiden DCs exprimieren das CD83-
Antigen auf ihrer Zelloberfliche welches damit einer der Hauptreifungsmarker der DC1 ist.

Seine Funktion ist noch unbekannt (Tab. 1.1)
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DC1 DC2
Funktion Immunogen Tolerogen
Unreife DC Pra-myeloid Préd-plasmacytoid
o Phinotyp CDla" (BDCA-1), CDla
CDl11c", CD123" CD11¢ CDI123"
CD45RO" /RA’ CD45RO'/RA",
BDCA-4" BDCA-2", BDCA-3"
o MHC-Klasse II MHC-IT" MHC-IT"
o TLR TLR-2, TLR-4 TLR-7, TLR-9
Reife DC Myeloid Plasmacytoid
o Phinotyp CD83"" B7 127" CDS83,B7 127"
o MHC-Klasse II MHC-IT™" MHC-IT™
o Zytokinsekretion IL-12 IL-10, IFN-o/
o Immunantwort Th; Th,

Tabelle 1.1: Die zwei dendritischen Zellpopulationen: Liu ef a/ haben 2 Linien von DCs beschrieben, die DC1
und die DC2. Die Zellpopulationen unterscheiden sich sowohl auf der funktionellen als auch auf der
phéanotypischen Ebene. Der Phénotyp und die MHC-Klasse II-Expression der DCs sind vom Reifungszustand
abhéngig.

1.6. Die dendritische Zellen als Mediatoren der Immunantwort

Die Auslosung einer adaptiven Immunantwort beginnt dann, wenn in einem infizierten
Gewebe ein Pathogen von einer unreifen DC erkannt, aufgenommen und présentiert wird
(Moser M 2000) (Abb. 1.1).

Diese spezialisierten phagozytischen Zellen, kommen in den meisten Geweben dauerhaft vor.
Sie stammen von derselben Vorlduferzelle im Knochenmark ab wie die Makrophagen und
wandern vom Knochenmark zu ihren peripheren Aufenthaltsorten, um dort die lokale
Umgebung nach Krankheitserregern abzusuchen. Deswegen werden die dendritischen Zellen
als die professionellen antigen-prasentierenden Zellen bezeichnet. SchlieBlich wandern alle
infizierten geweberesidenten DCs iiber die Lymphfliissigkeit zu den regionalen
Lymphknoten, wo sie, wenn sie aktiviert sind, mit den patrouillierenden naiven Lymphozyten
in Wechselwirkung treten (Abb. 1.1). Wenn die DCs nicht aktiviert werden kénnen, bewirken

sie eine Toleranz des Korpers gegeniiber den Antigenen, die sie tragen.
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Die unreifen DCs tragen an ihrer Oberfliche Rezeptoren, die allgemein vorkommende
Merkmale von Pathogenen erkennen (TLR). Eine Bakterienbindung an diese Rezeptoren
veranlassen die DCs dazu, das Pathogen aufzunehmen und intrazelluldr abzubauen. Unreife
DCs nehmen auflerdem fortwédhrend mit Hilfe der Makropinocytose extrazelluldres Material
auf. Die Funktion der DCs besteht primér jedoch nicht darin, Krankheitserreger zu zerstoren,
sondern die Antigene von Pathogenen zu den peripheren lymphatischen Organen zu
transportieren, dort den Lymphozyten zu prédsentieren und damit zu aktivieren. Wéhrend des
Reifungsprozesses wandern die DCs zu verschiedenen Orten wie Thymus oder Lymphknoten.
Gleichzeitig produzieren die DCs Zytokine und Chemokine, welche die Makrophagen, NK-

Zellen, Granulozyten, naiven T-Zellen und andere immature DCs aktivieren.

Innate immunity Adaptive immunity

Macrophage

Type 1 PAMPs and TFs

IFN-y
@l === |FN-o
¥ IL-18

CCRSL

Epithelial cell

Immature or TIL-"F‘
Mature DC S

Type 2 PAMPs and TFs
s histamine

; PGE,

TSLP
CCR2L

Fibroblast

Mast cell
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Abbildung 1.1: Dendritiche Zellen als Mediatoren der Immunantwort (Martien L Kapsenberg. 2003. Nature
Immunology. 3: 984-993).
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1.6.1. DCs als Lymphozyten aktivierende Zellen

Dendritische Zellen (DCs), Monozyten und B-Zellen erfiillen die Funktion von APCs. Diese
Zellen sind besonders geeignet fiir die Prasentation von Antigenen via MHC-Klasse I und II
Molekiilen (Abb. 1.1). MHC-Klasse II-Molekiile sind Peptidkomplexe, die auf der Oberfldche
von APC exprimiert werden und von CD4" T-Zellen mittels des T-Zell-Rezeptors (TCR)
erkannt werden konnen.

Die Erkennung von MHC-Klasse II bendtigt die Beteiligung von kostimulatorischen
Molekiilen. Bei der Erkennung von MHC- Klasse I- oder II-Peptidkomplexe ist die
Beteiligung von CD4- oder CDS8-Molekiilen wichtig. CD4 Molekiile helfen bei der
Erkennung von MHC-Klasse II und CD8-Molekiile bei der Erkennung von MHC-Klasse 1.
(Norment AM 1988).

APCs exprimieren auch Adhésionsmolekiile (z.B. CDI11a), welche die Bindung zwischen
APCs und T-Zellen verstirken konnen; dies fiihrt zur Induktion von kostimulatorischen
Signalen. DCs konnen neben MHC-Klasse II-, -Klasse I- und Adhédsionsmolekiilen weiterhin
auch co-stimulatorische Molekiile wie z. B. CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) exprimieren,
welche bei der T-Zellantwort und bei der Antigen-Prasentation eine Rolle spielen (Abb. 1.1).
Es handelt sich dabei um Membran-Gebundene-Glykoproteine.

Die Polarisation der T-Zellen l4uft in vier Phasen. (Moser M 2000, Gajewski TF 1996):
Phase I: In der ersten Phase im Prozell der Antigen-Erkennung ist die Interaktion zwischen
dendritischen Zellen (APC) und Lymphozyten durch Adhédsionsmolekiile wichtig. In der
zweiten Phase (Phase II) lduft die Erkennung der Antigene durch den T-Zell-Rezeptor (TCR).
Danach wird die Expression von kostimulatorischen Molekiilen (B7) hochreguliert welche die
Zytokinsekretion und die Expression des entsprechenden Zytokinrezeptors auf der T-Zelle
kontrollieren. Nach der Bindung an das B7-Molekiil durch CD28 produzieren T-Zellen
Interleukin-2 (IL-2) und regulieren den IL-2-Rezeptor (IL-2Roa/B/y). Bei den APCs wird
dieser Vorgang durch IFN-y-Sekretion der T-Zellen ausgeldst, welches eine IL-12-Produktion
durch die APCs induziert. Zytokine (IL-12 und IFN-y) induzieren die Hochregulation von
CD28 auf der T-Zelloberfliche und von CD86 (B7/2) auf dendritischen Zellen. In Phase III
binden CD28 auf der T-Zellen und CD86 auf der DCs. Dies induziert eine Pridsentation von
CD80 auf APCs und CTLA-4 auf T-Zellen. Der ProzeB3 wird durch die Proliferation der T-
Zellen komplettiert (Phase IV).
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1.7. T-Lymphozyten

Lymphozyten entstehen aus Stammzellen des Knochenmarks und differenzieren in den
zentralen lymphatischen Organen aus; die B-Zellen im Knochenmark und die T-Zellen im
Thymus. Von diesen Geweben wandern sie mit dem Blut in periphere oder sekundire
lymphatische Organe (Abb. 1.2). Die T-Lymphozyten sind kleine Zellen deren Kernchromatin
groBten Teils kondensiert und damit inaktiv (naiv) ist.

Lymphozyten besitzen tatsichlich keine funktionelle Aktivitit, bevor sie auf ein Antigen
treffen, das ihre Proliferation und die Ausdifferenzierung ihrer speziellen Funktionsmerkmale

auslost.
Knochenmark
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Abbildung 1.2: T-Zell-Entwicklung im Thymus und Aktivierung naiver Th-Zellen in den sekundiren
Lymphorganen. Aus dem Knochenmark eingewanderte Stammzellen entwickeln sich im Thymus zu reifen,
naiven T-Zellen. Dargestellt sind die verschiedenen Entwicklungsstadien der Thymozyten anhand der
charakteristischen Expression von Oberflichenmolekiilen und die Expression der TCR-Gene. In der Peripherie
sind zur Aktivierung der naiven Th-Zellen zwei durch APC-vermittelte Signale essentiell.
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1.7.1. Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen

Die Besonderheit der Lymphozyten ist ihre Fahigkeit, eine spezifische Immunantwort gegen
praktisch jedes fremde Antigen mittels eines jeweils spezifischen Antigenrezeptorprototyps zu
entwickeln. Fiir eine Aktivierung und Expansion von naiven T-Zellen sind mehrere Signale,
welche die T-Zelle durch die professionellen APCs erhalten muss, notwendig. Neben der
Erkennung der antigenen Determinanten auf dem MHC-Molekiil durch den TCR sind weitere
kostimulatorische Signale erforderlich. Der TCR/MHC-Klasse-II-Kontakt und die
stabilisierende Bindung zwischen dem CD4-Molekiil und dem MHC-Klasse-II-Molekiil
fiihren zur verstirkten, voriibergehenden Expression bestimmter Adhédsionsmolekiile auf der
T-Zelle und der APC.

Das wichtigste kostimulatorische Signal wird durch die Bindung der APC-exprimierten
CD80- (B7-1) oder CD86- (B7-2) Molekiile an das CD28-Molekiil, das sich auf der
Oberflache der Th-Zellen befindet, vermittelt (Abb.1.2).

T-Zellen verwenden unterschiedliche, aber strukturell dhnliche Molekiile zur Erkennung von
Antigenen. Die Antigenerkennungsmolekiile von T-Zellen existieren als Rezeptoren auf der
Zelloberfliche. T-Zell-Rezeptoren sind hoch variable Molekiile; deren Vielfalt sich
konzentriert in der variablen (V-) Region des Molekiils, die das Antigen bindet. Die
Hauptformen des TCR erkennen nur Peptidfragmente fremder Proteine, wenn sie an MHC-
Molekiile gebunden sind, die auf allen Zelloberflichen vorkommen. Der TCR erkennt einen
zusammengesetzt Liganden, der aus dem fremden Peptid und einem korpereigenen MHC-
Molekiil ist. Das zwingt die T-Zellen, mit infizierten Korperzellen zu interagieren, damit sie
aktiviert werden. Jeder T-Zell-Rezeptor ist spezifisch fiir eine ganz bestimmte Kombination
aus einem korpereigenen Peptid und einem MHC-Molekiil. MHC-Molekiile werden von einer
Familie hochpolymorpher Gene codiert; jedes Individuum exprimiert zwar mehrere dieser
Molekiile, jedoch nur eine kleine Auswahl aller moglichen Varianten. Wéhrend der T-Zell-
Entwicklung unterliegt das TCR-Repertoire einer Selektion, so dass die T-Zellen jedes
Individuums ein Antigen nur in Verbindung mit ihren eigenen MHC-Molekiilen erkennen.
Die Expression einer Vielzahl verschiedener MHC-Molekiile, von denen jedes ein anderes
Spektrum von Peptiden bindet, trdgt dazu bei, dass die T-Zellen eines Individuums zumindest

einige Peptide von nahezu jedem Pathogen erkennen konnen.
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1.7.2. T-Zell-Klassifikation

T-Zellen bilden zwei Klassen von denen eine bei Aktivierung zu Zytotoxischen T-Zellen
wird, die das CD8-Molekiil als charakteristisches Merkmal an der Zelloberfliche expimieren
und virusinfizierte Zellen abtoten. Die zweite Klasse umfasst T-Zellen, welche die von ihnen
erkannten Zellen aktivieren. Sie sind durch das an der Zelloberfliche exprimierte CD4-
Molekiil gekennzeichnet. Solche T-Zellen werden als T-Helferzellen (Th) bezeichnet und
lassen sich in zwei Untergruppen einteilen: Th;-Zellen und Th,-Zellen. Th;-Zellen bekdmpfen
Infektionen, aktivieren Makrophagen, stimulieren antibakterielle Mechanismen der
Phagozyten und setzen auch Zytokine frei, die Makrophagen an den Inferktionsherd locken.
Thy-Zellen zerstoren intrazelluldre Krankheitserreger, indem sie infizierte Zellen toten und
Makrophagen aktivieren.

Thy-Zellen aktivieren auch B-Zellen um den extrazelluliren Erreger zu vernichten. Die
Aktivierung naiver T-Zellen durch die Erkennung eines Peptid-MHC-Komplexes bei
gleichzeitiger Kostimulation fiihrt zur Expression und Sekretion von IL-2 sowie zur
Expression hochaffiner IL-2-Rezeptoren. IL-2 bindet an diese Rezeptoren und fordert so auf
autokrine Weise das T-Zell-Wachstum und die Aktivierung. Weiterhin existieren noch
sogenannt Regulator-T-Zellen (auch als Ths-Zellen bezeichnet), die durch Produktion des
Zytokins TGF- und die Expression des Transkriptionsfaktors Fox-p3 gekennzeichnet sind.
T-Helfer-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten, tragen das Oberflichenmolekiil
CD45 in der Auspragung CD45RA und werden als naive T-Zellen bezeichnet. Nach
Antigenkontakt entwickeln sie die Ausprigung CD45RO und sind dann Effektor-T-Zellen,
die sich teilweise zu Gedichtnis (Memory)-Zellen weiterentwickeln.

T-Helfer-Zellen werden anhand ihrer Oberflichenmolekiile, der von ihnen sezernierten
Zytokine und ihrer Haupttranskriptionsfaktoren in weitere Untergruppen eingeteilt. Diese

Einteilung ist in Tabelle 1.2 dargestellt.
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Bezeichnung Zytokin Haupttranskriptions- Oberflichen-
Faktoren Molekiile
Thy (naive) Kein Fox-p3, GATA-3 CD45RA,
T-bet CD4, CD3
Thy IFN-y, IL-2 T-bet CD3, CD4
CD45RO
Th; IL-4, IL-5, IL-13 GATA-3 CD3, CD4
CD45RO
Ths (T-reg) TGF-8 Fox-p3 CD4, CD25

Tabelle 1.2: Ubersicht und Charakterisierung der CD4-T-Zell-Subpopulationen
1.7.3. Die Th,-Differenzierung

Die Aktivierung einer naiven T-Zelle durch Kontakt mit einem Antigen bildet zusammen mit
ihrer anschlieBenden Proliferation und Differenzierung die primire Immunreaktion. Dabei
entstehen T-Effektorzellen sowie ein immunologisches Gedichtnis, das vor spiteren
Angriffen des gleichen Pathogens schiitzt. Naive CD4-T-Zellen reagieren zuerst auf ihre
spezifischen Peptid-MHC-Klasse-II-Komplexe, indem sie IL-2 synthetisieren und
proliferieren. Diese Zellen entwickeln sich dann zu einem Zelltyp, den man als Thy bezeichnet
und der einige Effektorfunktionen aufweist.

Die naiven T-Zellen (Thy) lassen sie sich zu IL-4 (Thy) oder IFN-y (Th;) produzierenden
Zellen differenzieren [Chan S 1991, Ehlers S 19991, Hsieh CS 1993, Kamogawa Y 1993,
Kopf M 1993, LeGros G 1990, Paul WE 1994, Rocken M 1992, Sad S 1995, Seder RA 1994,
1992, 1993]

Die Th;-Zellen, die IFN-y und TNF-a produzieren, unterstiitzen die zelluldire Immunantwort
zur Bekdmpfung von intrazelluldren Pathogenen. Thy-Zellen, die IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und
IL-13 sezernieren, induzieren eine humorale Immunitit zur Verteidigung gegen extrazellulédre
Pathogene. Aus der Gruppe der Th;-Zytokine spielt das IFN-y eine zentrale und
entscheidende Rolle. IFN-y ist ein 16sliches Protein, das neben aktivierten T-Zellen auch von
aktivierten NK-Zellen produziert wird (Chan SH 1991). Wihrend IL-12, das von
Antigenprésentierenden Zellen wie DCs als Antwort auf bestimmte Pathogene freigesetzt
wird, die Th;-Immunantwort fordert, induziert IFN-y als Mitspieler die Differenzierung der T-
Zellen in Richtung Th;.
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Dabei bewirkt es die Suppression der humoralen Immunantwort und eine Inhibierung der
Synthese und Effekte von IL-4. IFN-y amplifiziert auch den Signalweg iiber IFN-y-
Rezeptoren (IFN-yR1/R2) auf T-Zellen, so dass eine weitere Polarisierung der T-Zellen in
Richtung einer Th;-Immunantwort stattfindet. Nach Aktivierung der IFN-y- und IL-12-
Rezeptoren durch IFN-y (sezerniert von T-Zellen) und IL-12 (APCs-Sekretion) werden die
Proteine JAK aus der Familie der Januskinasen, die mit den Rezeptoren assoziiert sind,
aktiviert. Anschlieend werden unter anderem STAT-1 und STAT-4 durch Phosphorylierung
aktiviert, die direkt liber eine dafiir spezifische DNA-Bindungstelle auf IFN-y gesteuerte Gene

wirken. Dabei freigesetztes IFN-y hat einen direkten und einen indirekten Einfluss auf die

Regulation der Th;/Thy-Balance (Abb. 1.3).

IFNy
(a) MHC (b) MHC IL-12R
Peptide I. Peptide I. A
TCR ! IL-4R TCR ’ IFNyR

Thz Th1

Current Opinion in Immunclogy

Abbildung 1.3: Schema zum Modell der Th;/Th,-Differenzierung durch Einfluss von Zytokinen (Jane L
Gorgan and Richard M Locksley. 2002. Current Opinion in Immunology, 14: 366-372).

Naive T-Zellen besitzen auf ihren Oberflichen noch keine Rezeptoren fiir Zytokine. Im Laufe
der Ausreifung und Differenzierung bilden sich Rezeptoren fiir diejenigen Zytokine aus, die

Einfluss auf die weitere Entwicklung und Polarisierung der T-Zellen haben.
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Da IL-12 ein wichtiges Zytokin zur Induzierung und Auspragung von Th;-Zellen ist, findet
man auf diesen Zellen vermehrt den IL-12-Rezeptor. Die 32-Untereinheit des heterodimeren
IL-12-Rezeptors ist fiir die Regulation der Immunantwort durch IL-12 verantwortlich und
befindet sich vorwiegend auf Th;-Zellen, so dass von dendritischen oder anderen Zellen

freigesetztes IL-12 dort wirkt.

1.7.4. Transkriptionsfaktoren der Th;- und Th,-vermittelten Immunantwort

Mehrere Familien von Transkriptionsfaktoren wurden identifiziert, die wichtige Regulatoren
fiir die Ausdifferenzierung von Th;- oder Thy-Zellen sind. Dabei nehmen zwei Mitglieder der
STAT-Proteine (Signal transduces and activators of transcription) entgegengesetzte Rollen
bei der Immunantwort ein. STAT-6 wird fiir eine IL-4-vermittelte Th,-Differenzierung
benoétigt, STAT-4 fiir eine IL-12- und STAT-1 fiir eine IFN-y-vermittelte Th;-Differenzierung
von naiven T-Zellen. STAT-Proteine haben strukturelle Ahnlichkeiten in ihren SH2-SH3-
Bindungsdoménen. Bevor die Signalkaskade {iber Zytokin-Rezeptor-Wechselwirkungen
angeschaltet wird, liegen die STAT-Proteine im Zytoplasma in hypophosphorylierter
inaktiver Form vor. Nach Aktivierung der Signalkaskade werden sie durch Janus-Kinasen
(JAKSs) phosphoryliert und dimerisieren iiber ihre SH2-Bindungsdoméinen. Danach werden
die jeweiligen Homodimere in den Zellkern transportiert, wo sie an Gene binden, die die
GAS-Sequenz enthalten (gamma-activated seuquence) und diese somit aktivieren.

Die Phosphorylierung und die Aktivierung von STAT-4 erfolgt tiber IL-12, das von
dendritischen Zellen oder Makrophagen sezerniert wurde, und die von STAT-1 iiber IFN-y ,
das von den T-Zellen sezerniert wurde und damit die Th;-Differenzierung fordert. STAT-4-
defiziente Méuse zeigen Defekte bei der IFN-y-Produktion, T-Zellproliferation und NK-
Zellfunktion (Kaplan MH 1996).

STAT-6 hingegen wird iiber die Bindung des IL-4-Rezeptors von JAKI und JAK2
phosphoryliert und aktiviert IL-4-regulierte Gene wie IgE, IL-4-Rezeptor, Fc-Rezeptor und
MHC-Klasse II, die alle GAS-Sequenzen enthalten (Patel BKR 1998). Naive, STAT-6
defiziente T-Zellen differenzieren nicht zu Th,-Zellen aus, wenn sie in vitro mit IL-4 oder IL-
13 stimuliert werden, was die Bedeutung von STAT-6 fiir die Thy-Immunantwort
demonstriert (Kaplan MH 1996).

T-bet ist ein Transkriptionsfaktor der T-box-Familie und spielt eine wichtige Rolle bei der
Th;-Entwicklung. Dieser Transkriptionsfaktor ist ein bedeutender Faktor der frithen T-Zell-
Entwicklung.
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Er reguliert zum einen die Expression von Th;-Zytokinen (IFN-y) und zum anderen die
Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th;-Zellen (Szabo SJ 2000, Mullen AC 2001). Die T-
bet-Transkription wird von STAT-1 verstdrkt, das von IFN-y-Rezeptoren amplifiziert und
vom TCR aktiviert wird (Grogan JL 2002).

1.8. Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) machen einen kleinen Anteil der peripheren
lymphatischen Blutzellen (~ 15%) aus und besitzen, soweit man weil}, keine
antigenspezifischen Rezeptoren. Sie konnen jedoch ein gewisses Spektrum von anormalen
Zellen erkennen und tdten. Entdeckt wurden sie erstmals aufgrund ihrer Fahigkeit, bestimmte
Tumorzellen zu toten. Inzwischen weill man allerdings, dass sie einen wichtigen Beitrag zur

angeborenen Immunitit leisten (Robertson MJ 1990).

1.8.1. Die Phanotypen der NK-Zellen

Die NK-Zellen exprimieren kein CD3-Antigen aber das CD56-Antigen (Robertson MJ 1990)
und damit lassen sie sich in 2 Subpopulationen unterscheiden: 90 % der NK-Zellen sind
CD56“™ und 10 % CD56™" (Lanier LL 1986), d.h. sie exprimieren viel oder wenig CD56.
Die genaue Funktion des CD56-Antigens ist immer noch unbekannt (Lanier LL 1989) jedoch,
konnten Nitta T et al (1989) und Suzuki N et al (1991) ziegten, dass das DC56-Antigen eine
Rolle beim Zell-Zell-Kontakt zwischen der NK-Zelle und der infizierten Zelle spielt.

1.8.2. Die NK-Zellen Rezeptoren (NKRs) und das CD16

Die Zerstorung von mit Antikorper bedeckten Zielzellen durch natiirliche Killerzellen
bezeichnet man als antikOrperabhédngige zellvermittelte Zytotoxizitit (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity, ADCC). Ausgelost wird sie, wenn an die Oberfldche einer Zelle
gebundene Antikorper mit Fc-Rezeptoren einer NK-Zelle in Kontakt treten. NK-Zellen
exprimieren den Rezeptor FcyRIII (CD16), der die IgG1- und IgG3-Subklassen erkennt und
einen zytotoxischen Angriff der NK-Zellen auf die mit Antikdrpern tliberzogenen Zielzellen
auslost. Die immunregulatorische Funktion der NK-Zellen ist von der Expression der zwei

Antigene CD56 und CD16 abhéngig.
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CD56“™/CD16™¢"- NK-Zellen sind zytotoxischer als die CD56™¢" / CD16%™-NK-Zellen
sind (Lanier LL 1986), die mehr Zytokine sezernieren.

Der Angriff der NK-Zellen verlduft genau wie bei den zytotoxischen T-Zellen, einschlieflich
der Freisetzung von Oberflichenrezeptor-granula, die Perforin und Granzyme enthalten.
Welche Bedeutung die ADCC fiir die Abwehr von Infektionen mit Bakterien oder Viren hat,
ist noch nicht vollstindig geklart. Die ADCC stellt jedoch eine weitere Moglichkeit dar, wie
Antikdrper durch Bindung an einen Fc-Rezeptor einen antigenspezifischen Angriff einer
Effektorzelle steuern konnen, die selbst keine Antigenspezifitit besitzt. Wenn NK-Zellen die
Immunreaktionen gegen eine von Vieren oder anderen Pathogenen ausgeldste Infektion
vermitteln sollen, miissen sie iiber Mechanismen verfiigen, die es ihnen ermdglichen,
zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen zu unterscheiden. Wie ihnen dies gelingt,
weil man noch nicht genau. Wahrscheinlich handelt es sich um die Erkennung von
,verdnderten korpereigenen  Strukturen. NK-Zellen besitzen zwei Typen von
Oberflichenrezeptoren (NKRs), welche die zytotoxische Aktivitit steuern und die MHC-
Klasse-I-Molekiile erkennen (Lanier LL 2000, Moretta A 2001). Bei dem einen Typ handelt
es sich um ,,aktivierende Rezeptoren®. Diese 16sen den Totungsmechanismus der NK-Zellen
aus. Es gibt mehrere Typen von Rezeptoren, die ein solches Signal geben, z.B.
calciumbindende C-Typ-Lektine (CD94; NKG2), die ein breites Spektrum von
Kohlenhydratliganden erkennen, wie sie oftmals auf Zelloberflachen vorkommen.

Dariiber hinaus exprimieren menschliche NK-Zellen ein Heterodimer aus beiden C-Typ-
Lektinen CD94 und NKG2. Der CD94:NKG2-Rezeptor tritt mit nichtpolymorphen MHC-
dhnlichen (HLA-E) Molekiilen in Wechselwirkung, welche die Leitpeptide anderer MHC-
Klasse-I-Molekiile binden.

Die zweite Subpopulation von NK-Rezeptoren hemmt die Aktivierung und verhindert, dass
NK-Zellen normale und genetisch identische Zellen abtoten (Voss SD 1998, Colonna M
1997). Diese ,,inhibitorischen Rezeptoren® sind spezifisch fir MHC-Klasse-I-Allele (HLA-A,
HLA-B- und HLA-C-Allele). Beim Menschen gehoren sie zur Immunglobulin-Superfamilie,
man bezeichnet sie als p58 und p70 oder killerhemmende Rezeptoren (killer inhibitory
receptors, KIRs) (Andre P 2000)

Weitere Oberflachenrezeptortypen, deren Liganden immer noch unbekannt sind, sind der ,,
natural cytoxicity Receptor” NCR (Morreta A 2001, Lanier A 1998) und der ,,/g-like
transcripts ILT Rezeptor, der ein inhibitorischer Rezeptor ist. (Colonna M 1997).

Mit der CD56-Antigenexpression und mit den NKRs lassen sich die NK-Zellen zu zwei
Gruppen klassifizieren (Andre P 2000, Voss SD 1998, Colonna M 1997) (Tab. 1.3).
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o Gruppe 1: CD56™€"/CD16“™ NK-Zellen exprimieren fast keine KIRs und ILT, allerdings
sehr viele CD94-NKG2-Heterodimere auf ihren Zelloberflaichen und sind damit fast nicht
zytotoxisch. Diese Zellen sezernieren aber viele immunregulatorische Zytokine (IFN-y)

(Megan A. Cooper 2001).

o Gruppe 2: CD56%™/CD16™" NK-Zellen exprimieren sehr stark die KIRs und ILT2-
Rezeptoren, allerdings fast keine CD94-NKG2-Heterodimere auf ihren Zelloberflichen
und sind damit stark zytotoxisch (Megan A. Cooper 2001).

Der Unterschied bei der CD16-Expression hat einen funktionalen Effekt auf die ADCC bei
den NK-Zellen

1.8.3. Zytokine- und Chemokine-Rezeptoren der NK-Zellen

Alle NK-Zellen exprimieren den funktionalen heterodimeren IL- 2 Rezeptor (IL-2RfBy) und
verfliigen damit iiber eine hohere Affinitit zu IL-2.

Die CD56™€" -NK-Zellen exprimieren den c-kit-Rezeptor, der die IL-2 Aktion auf die NK-
Zellen vermittelt (Matos ME 1993, Carson WE 1994) und die INF-y-Sekretion stimuliert.

Die CD56“™-NK-Zellen exprimieren im Gegensatz zu den CD56™#" keinen c-kit-Rzeptor
und damit sezernieren die NK-Zellen kein IFN-y.

Die NK-Zellen exprimieren Rezeptoren fiir Monokine (monocyte dirived Zytokin) 1L-1, 1L-
10, IL-12, IL-15 und IL-18, die die NK-Zell-Aktivierung bzw. die IFN-y-Sekretion steuern
(Tab. 1.3)

Subpopulation CD56" e CD56"™
Phiinotyp CD16"" CD16"¢"
NK-Rezeptoren KIR"™, CD94"e" KIRM" CD94""
Zytokine-Rezeptoren IL-2R" , c-kit" IL-2R", c-kit’

Tabelle 1.3: Klassifizierung der NK-Zell-Subpopulationen
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1.9. Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, welchen Einfluss intakte H. pylori und bestimmte
Bestandteile der Bakterien auf menschliche Immunzellen haben. Daraus ergab sich die Frage,
ob dendritische Zellen mit H. pylori infizierbar sind und wie sich die Infektion auf die
Ausreifung und Biologie dieser Zellen auswirkt. Die Anzucht von dendritischen Zellen aus
Monozyten wurde bereits in unserem Labor etabliert, so dass zunichst eine Charakterisierung
der Zellen iiber die Expression spezifischer Oberflichenmarker und die Produktion von
Zytokine mit und ohne H. pylori Infektion im Vordergrund stand.

Weiter ergab sich die Fragestellung, ob und auf welcher Ebene sich die Ausbildung einer Th;-
Immunantwort und die Aktivierung von NK-Zellen in Kokulturen von H. pylori-infizierten
dendritischen Zellen mit naiven T-Zellen bzw. NK-Zellen auswirkt. Hierzu sollten neben
Zytokinmessungen in Kulturiiberstinden auch die relevanten Transkriptionsfaktoren von Th;

und Th; vermittelter Immunantwort mittels quantitativer (TagMan) PCR untersucht werden.
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CD-Nomenklatur

CD

Zelltyp Funktion
CDl1 Thymozyten, dendritische Présentation von nicht-Peptid-Antigenen
Zellen
CD3 T-Zellen Signaltransduktion
CD4 T-Zellen Adhésionsmolekiil (Ligand: MHC Klasse II-Molekiile),
Signaltransduktion
CD8 T-Zellen Adhiasionsmolekiil (Ligand: MHC Klasse I-Molekiile),
Signaltransduktion
CDllc Monozyten, Granulozyten, Adhision, Phagozytose von iC3b-beladenen Partikeln
NK-Zellen
CD14 Monozyten LPS-Rezeptor
CDl16 NK-Zellen, Granulozyten, Fcg-Rezeptor: ADCC, Aktivierung von NK-Zellen
Makrophagen
CD19 Die meisten B-Zellen Aktivierung
CD25 Aktivierte T-Zellen, B-Zellen o-Kette des IL-2 Rezeptors, Komplexiert mit f-und y-Kette zu
und aktivierte Makrophagen hochaffinem Rezeptor
CD28 T-Zellen (CD4 > CD8) Kostimulation von T-Zellen (Ligand: B7.1 und B7.2)
CD45 Leukozyten Tyrosinphosphatase zur Regulation der Signaltransduktion iiber
den Antigenrezeptor
CD45RO Gedéchtnis-T-Zellen
CD45RA Naive T-Zellen
CD45RB B-Zellen, Subpopulation von
T-Zellen
CD56 NK-Zellen Homotypische Adhésion
CD69 Aktivierte T- und B-Zellen,

Makrophagen, NK-Zellen

Marker fiir T-Zell-Aktivierung, Funktion unbekannt
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CD80 Dendritische Zellen, aktivierte Kostimulatorisches Molekiil fiir T-Zell-Aktivierung (Liganden
B-Zellen, Makrophagen CD28 und CTLA-4; Synonym: B7.1)
CD83 Aktivierte T- und B-Zellen Funktion unbekannt
CD86 Aktivierte dendritische Zellen, Kostimulatorisches Molekiil fiir T-Zell-Aktivierung (Liganden
B-Zellen, Monozyten CD28 und CTLA-4; Synonym: B7.2)
CD9% NK-Zellen Inhibitorischer Rezeptor (Ligand: HLA-Klasse I-Molekiile)
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2. Material und Methoden

2.1. Geriite

Autoklav

ELISA-Reader

FACS- Gerit

Film

Fluoreszensmikroskop

Gel Dokumentationssystem

Inkubatoren

Kassette (flir Filmentwicklung)

Mini-Gel Blot Module

Neubauer-Zahlkammer

Pasteur-Pipetten

pH-Meter

Modell KSG 25-2-5 (Fa. KSG, Olching)
Multiscan RC Thermolabsystem
Software: Ascent Version 2.6

(Fa. Thermo Life Sciences, Egelsbach)

FACSCalibur, Software: CellQuest 3.3
(Fa. Becton Dickinson, Heidelberg)

CL-XPosure ™Film (Fa. Pierce, Bonn)
Axiovert 135 TV (Fa. Zeiss)

(Fa. MWG-Biotech, Ebersberg)
Brutschrank, nicht begasbar
Brutschrank, begasbar, Modell BB 6060
(Fa. Heraeus, Hanau)

Hypercassette (Fa. Amersham Biosciences, Freiburg)

XCell I™ Mini-Cell & Xcell I™ Blot Module

(Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

Tiefe: 0,1mm / 0,0025 mm?
(Fa. Neubauer, Marienfeld)

(Fa. Poulten & Graf GmbH, Wertheim)

(Fa. Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz)
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Photometer Biophotometer (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Pipetten (Fa. Abimed, Diisseldorf) (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Power supplies Power Pac 3000 power supply

(Fa. Biorad, Miinchen)

Sicherheitsarbeitsbank Clean Air mit S2-Zertifikat

Taq Man PCR -Reader ABI Prism 7700 Sequence Detector
(Fa. Perkin Elmer, Weiterstadt)

Thermo cycler Primus 96Plus (Fa. MWG-Biotech, Ebersberg)

Ultraschallgerét mit Ultrastab Branson SONIC Power Company
(Fa. Danbury, USA)

Vortex Vibrofix VF1 Electronic
(Fa. Janke & Kunkel GmbH, Staufen)

Waage Fa. Sartorius AG Géttingen

Wasserbad Schiittelwasserbad GFL 1083
(Gesellschatft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel)

Zentrifugen Kiihlzentrifuge: Rotina 46R
Tischzentrifuge: Universal 30 RF
(Fa. Hettich)

Ultrazentrifuge Optima™ XL Serie
(Fa. Beckman, Kalifornien USA)
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2.2. Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) oder

Serva (Heidelberg) bezogen.

2.3. Haufig verwendete Puffer und Medien

2.3.1. Haufig verwendete Puffer

PBS (phosphate buffered saline) 1xTBS

140 mM NacCl 20 mM Tris/HCI (pH 7,4)
1,5 mM KH,PO4 150 mM NacCl

6,5 mM Na,HPO4

2,5mM KCL

(pH 7,25)

Alle Losungen wurden in aq. bidest. angesetzt und bei Bedarf autoklaviert

2.3.2. Kulturmedien fiir Bakterien

BHI (Brain heart infusion) WC-dent Agarplatten
36 g Brain heart infusion (Fa. Sigma) 43 ¢ WC-Anaerobier Agar
0,25 % (w/v) Hefeextrakt 0,4 g Kaliumnitrat
5% (v/v) FCS* 45-50 ml (9-10 %) Pferdeblut
ad 1L aqua bidest Dent (Helicobacter-pylori-Supplemet)
(*)Zugabe nach dem Autoklavieren (Fa. OXOID, Hampshire England)
bei maximal 56°C Ad 1 L aq.bidest
LB-Agarplatten LB (Luria-Bertani) Medium
LB-Medium + 15 g Agar-Agar pro Liter 1% (w/v) Caseinhydreolysat

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) NaCl

pH 7,6 (eingestellt mit IN NaOH)
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Die einzelnen Bestandteile wurden in agq.bidest gelost und bei 121°C und 1,3 bar, 20 min
autoklaviert. WC-Agarplatten wurden von der medizinischen Mikrobiologie der Technischen

Universitidt Miinchen vorbereitet und zur Verfligung gestellt.

2.4. Kultur von Bakterien

2.4.1.Verwendete Bakterienstimme

Fiir alle Stimulationen wurden der H. pylori Stamm-G27 Wildtyp und als positive Kontrolle

E.coli verwendet.

Bakterien Stamm Genotyp Referenz
H.pylori G27 Wt | VacA®, CagA” Covacci et al (1997)
E.coli XL-1blue |SupE44 hsdR17 recAl endAl|Bullock et al (1987)

gyrA46 this rel Al lac-
F’(pro AB+ laclq lac ZDM15
Tn 10(tetr))

Tabelle 2.1.: Verwendete H. pylori und E coli Stimme
2.4.2. H. pylori und E. coli Kultivierung

Zur Anzucht auf WC-dent Agarplatten wurde der H. pylori Stamm- G27 Wt als Zellsuspension
(Bakterienpellet wurde in BHI Medium resuspendiert) ausplattiert oder mit der Impfése von
einer anderen Platte {ibertragen. AnschlieBend wurden die Platten in einem begasbaren unter
mokroaeroben Bedingungen Brutschrank (10% CO,, 5% O, ,85 %N,, 37°C) fiir 3 bis 4 Tage
inkubiert. Die Kultivierung von H. pylori in Fliissigkultur erfolgte in BHI Medium 10% (v/v)
FCS, Dent. Nach der Beimpfung der benétigten Mengen des BHI Mediums in
Zellkulturflaschen wurden die H. pylori unter mikroaeroben Bedingungen bei 37 °C und 120
rpm auf einem Inkubationsschiittler fiir 3 bis 4 Tage inkubiert.

Zur Anzucht auf LB-Agarplatten wurden die E. coli Bakterien entweder als Zellsuspensionen
(Bakterienpellet wurde in 1xPBS suspendiert) ausplattiert oder mit der Impfose von einer
anderen Platte ibertragen. AnschlieBend wurden die Platten in einem nicht begasbaren

Brutschrank bei 37 °C uber Nacht inkubiert.
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Die Kultivierung von E. coli in Fliissigkultur erfolgte in LB-Medium. Nach der Beimpfung der
bendtigten Mengen des LB Mediums in Zellkulturflaschen iiber Nacht wurden E. coli bei 37 °C
und 120 rpm auf einem Inkubationsschiittler fiir einen Tag inkubiert.

H. pylori wurde in BHI Medium mit 20 % FCS (v/v) und 20 % Glyzerin (w/v), und E. coli in
LB Medium mit 40 % Glyzerin (w/v) bei -80 °C gelagert.

2.4.3. Lichtmikroskopische Beurteilung der Morphologie von H. pylori

Die Morphologie von H. pylori Zellen wurde regelméBig sowohl wihrend der Kultur als auch
im Versuchablauf mikroskopisch kontrolliert, da die Morphologie der Bakterien eine schnelle
Beurteilung des Wachstums einer Kultur oder des Zustandes der Zellen wihrend eines
Versuchs erlaubt. Damit konnte bei mikroskopischer Beobachtung der Zellen eine

Kontamination mit Fremdbakterien oder Kokkenbildung sofort detektiert werden.

2.5. Bakterienfraktionierungen

Unter dem Begriff Bakterienfraktionen werden die Bestandteile DNA (chromosomal und
Plasmid), Zytosol, innere Membran und &ullere Membran von H. pylori verstanden. Diese
werden isoliert und einzeln untersucht, um festzustellen welcher Bakterienbestandteil die
Aktivierung von dendritischen Zellen stimuliert bzw. NK-Zellen und naive CD4" T-

Lymphozyten aktiviert.

2.5.1. Isolierung von H. pylori DNA

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem Boehringer Kit. Die DNA wird dabei an eine Silikon-
Gelmembran in den verwendeten Sdulen gebunden und nach Waschschritten mit Elutionspuffer
eluiert.

Nach 3 bis 4 Tagen bzw. 24 h Inkubation wurden die Bakterien bei 5000 rpm geerntet, dann in
200 ul PBS resuspendiert und in 15 pl Lyse Puffer bei 37 °C inkubiert.

Nach 15 min wurden 200 pl Bindungspuffer und 40 pl Proteinase K zugegeben, sofort
gemischt und 10 min bei 72 °C (Thermoblock) inkubiert. Danach wurden 100 pl Isopropanol
zugegeben und gut gemischt. Das erhaltene Lysat wurde auf eine Saule pipettiert und ca. 1 min

bei 8000 rpm zentrifugiert.
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Die Siule wurde in ein neues Auffanggefill eingesetzt und mit 500 pl Waschpuffer 1 min, bei
8000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die Sdule in ein neues Auffanggefall eingesetzt und mit
500ul Waschpuffer 10 sek. bei max. Geschwindigkeit gewaschen. Anschlieend wurde die
Sdule in ein 1,5 ml ReaktionsgefdB eingesetzt und 2 mal 1 min bei 8000 rpm mit 200 pl
vorgewarmten (70°C) Elutionspuffer zentrifugiert. Die Konzentration der erhaltenen DNA
wurde mit dem Photometer bei 260 nm bestimmt, dann bei -20 °C gelagert und nach Bedarf

aufgetaut und verwendet.

2.5.2. H. pylori-Membranfraktionierung

Puffer A Puffer B Puffer C

25 mM Tris / HCI pH 7,5 1 mM Tris 2 mM MgCl,
I mM DTT 5 mM EDTA (pH 8,0) 1% TX-114
10 mM MgCl, 1 mM PMSF

1 mM PMSF

(PMSF wird immer frisch dazu
gegeben)

Die H. pylori wurden von 500 ml Bakterienkultur (ODgg ~ 1,5) bei 4000 rpm und 4 °C fiir 10
min geerntet. Das Pellet wurde zuerst in 1/10 (v/v) Volumen PBS resuspendiert und bei 4000
rpm und 4 °C fir 10 min zentrifugiert, dann in 1/500 (v/v) Volumen Puffer A (~ 1ml)
resuspendiert, mehrere Male in Stickstoff eingefroren und bei 37 °C (Wasserbad) aufgetaut, bis
die Bakterienwénde komplett zerstdrt waren. Ein Teil von der erhaltenen Suspension wurde als
Lysat (Lys) bei -20°C gelagert. Bei der folgenden Zentrifugation (10.000xg und 4°C, 20 min)
wurden Zellschrott und nicht lysierte Bakterien pelletiert. Der Uberstand wurde in 5 x Volumen
(~ 5ml) Puffer A verdiinnt und weiter bei 100.000 g und 4 °C fiir 1 h zentrifugiert. Der
Uberstand enthilt die Zytosol-Fraktion und das Pellet die gesamt Membran (innere und dufere
Membran).

Die Gesamtmembran wurde in ca. 6 ml Puffer B geldst und bei 4 °C fiir 10 min inkubiert. Nach
der Inkubationszeit wurde der Ansatz bei 100.000 g und 4°C fiir 1 h zentrifugiert.

Das erhaltene Membranpellet wurde 2 x in PBS gewaschen (100.000 g und 4 °C fiir 1 h), in
500 pl PBS gelost, aliquotiert, bei -20 °C gelagert und nach Bedarf aufgetaut und als

Gesamtmembran verwendet.
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Als nichstes sollte die innere Membran (iMem) von der dulleren Membran (aMem) getrennt
werden. Dafiir wurde die gesamt Membran (Mem) in 1ml Puffer C geldst und bei 100.000 g
und 4° C fiir 1 h zentrifugiert.

Der Uberstand enthilt nur die innere Membran und das Pellet die duBere Membran, die in 500
ul PBS gelost wurde und bei -20°C gelagert. Die Konzentrationen der erhaltenen Fraktionen
(Lys, Zyt, Mem, iMem und aMem) wurden mit dem Bradford-Protein-Bestimmungsassay

bestimmt und mit SDS-PAGE bzw. Immunoblot weiter analysiert.

2.6. Proteinbestimmungen (nach Bradford, 1976)

Prinzip

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford handelt es sich um eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums einer sauren Losung aus Coomassie-Brilliant-Blau G-250 von 465nm
zu 595 nm bei Bindung von Protein. Die Extintionszunahme ist zur Proteinkonzentration
proportional.

100 pl Probe wurde mit 1ml Farbstoff-Reagenz (Nr. 500-0006, BioradRad; 1:5 mit H,O
versetzt) 15 min bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm gegen einen Leerwert, bei
dessen Ansatz anstelle der Probe 100 pl 1xPBS verwendet worden waren, gemessen. Fiir die
Eichkurve, die sich iiber einen Bereich von 6,25-100 pug Protein erstreckt, wurde BSA (1 mg /
ml in 1xPBS) verwendet. Entsprechende Mengen dieser Stammldsung wurden mit 1 x PBS auf

100 pl aufgefiillt und mit 1 ml Farbreagenz gemischt.

2.7. Analyse von Bakterienfraktionen

2.7.1. Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Prinzip

Bei Gelelektrophoresen handelt es sich um trigergebundene Systeme. Die Matrix besteht bei
Polyacrylamidgelen aus Acrylamidnetzwerken, deren Durchlissigkeit von der Polyacrylamid-
Monomerkonzentration und dem Quervernetzungsgrad abhingig ist. Be1 SDS-PAGE sorgt eine
Vorbehandlung des Proteingemischs dafiir, dass fiir die Wanderung nur die jeweilige Masse der

Proteine ausschlaggebend ist.
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Dies erreicht man durch Zusatz von Natrium-Laurylsulfat, dem Schwefelsdureester des
Laurylalkohols (Sodium dodecyl Sulfat:SDS). SDS ist ein Detergenz mit stark
amphipathischen Eigenschaften. Es zerlegt oligomere Proteine in die Untereinheiten und
denaturiert diese. An die entfaltenen Peptidketten binden SDS Molekiile und verleihen ihnen
eine stark negative Ladung.

Zur vollstindigen Denaturierung gibt man aullerdem B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol
(DTT) zu, um Disulfid-Briicken im Protein zu spalten.

Bei der Elektrophorese wandern Molekiile in einem elektrischen Feld. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hidngt von drei Faktoren ab: ihrer GroBe, ihrer Form und ihrer

elektrischen Ladung.

2.7.2. Eindimensionale Trizin-SDS PAGE (nach Schiagger und Jagow 1988)

Probenpuffer (2 x)

8 % (w/v) SDS

24 % (w/v) Glyzerin

100 mM Tris/HCI, pH 6,5
0,02 % (w/v) Sera Blau G
(4 % B- Mercaptoethanol)

(4 %) Sammelgel

2,08 ml H,O

0,78 ml Puffer (3 M Tris/HCI (pH 8,45)/ 0,3
% SDS)

0,25 ml Acrylamidlosung (48 % (w/v) AA,
1,5 % (w/v) Bis)

2,5 ul Temed

Laufpuffer 37,5 ul APS (10 % (w/v))
100mM Tris
100mM Trizin (10 %) Trenngel
pH 8,25 5,19 ml H,O
3,75 ml Puffer (3M Tris / SDS)
Marker 2,27 ml Acylamidldsung (46,5 % (w/v) AA,
See-Blue™ Plus2, Pre-Stained Standards 3 % (w/v) Bis)

(Invitrogen, Life technologies, Karlsruhe ) 3,75 pul Temed
56 ul APS, (10% (w/v))

Die eindimensionale Trizin-SDS-PAGE Methode erlaubt eine lineare Auftrennung von
Proteinen im Bereich von 100 - 1 kDa. Bei diesem Gel- und Puffersystem ist die Molaritit des

Puffers hoch und Trizin dient als das terminierende Ion.
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In die Gel Kasette wurde das Trenngel eingebracht und nach Polymerisation mit Sammelgel
iiberschichtet, in das ein Probentaschenkamm eingesetzt wurde. Nach Polymerisation des
Sammelgels wurde die Kassette in die Elektrophorese-Kammer eingespannt und die Kammer
mit Laufpuffer gefiillt.

Die Proben, Lysat (Lys), Membran (Mem), innere Membran (iMem), dullere Membran (aMem)
und Zytosol (Zyt), wurden folgendermallen vorbereitet. 5 pg Protein wurden 1:2 mit 2x
Probenpuffer gemischt, fiir 10 min bei 100 °C denaturiert und anschliefend auf das Gel
aufgetragen.

Als Molekulargewichtsstandard wurde der vorgefirbte Marker (See-Blue™) mit aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei RT zundchst mit 50 V bis zum vollstindigen Eintritt der

Proteine ins Sammelgel und wurde anschlieBend mit 140 V zu Ende gefiihrt.

2.7.3. Fixierung, Farbung und Entfarbung des Gels
Nach der Elektrophorese mussten die Proteine im Gel lokalisiert werden. Sofern keine
Western-Blot-Analyse durchgefiihrt werden sollte, wurde das Gel, abhidngig von der

auftragenen Proteinmenge, einer Coomassie-Blau-bzw. Silberfarbung unterzogen.

2.7.4. Coomassie-Blau Farbung

Fixierer Coomassie Farblosung
50 % Methanol 0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R250
10 % (v/v) Essigsédure 45 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure

Coomassie Entfiarber Losung
10 % (v/v) Essigsdure
45 % (v/v) Methanol

Coomassie Brillant Blau gehort zu den am héufigsten verwendeten Protein-Farbstoffen. Die
Nachweisgrenze liegt im Bereich von 0,1 bis 2 pg pro Proteinbande. Das Proteingel wurde
zundchst fiir 30 min in Fixierer und ausschliefend, nach kurzem Waschen in H,O, fiir 1,5 h in
Coomassie Firblosung inkubiert. Das Entfdrben erfolgt in Entfarberlosung. Das Gel wurde

eingescannt zur Dokumentation.
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2.7.5. Silberfiarbung (nach Heukeshoven, 1985)

Fixierer 1 Entwickler

30 % (v/v) Ethanol 2,5 % Na,CO;

10 % (v/v) Essigsdure 0,01 % (v/v) Formaldehyd
Fixierer 2 Stopplosung

30 % (v/v) Ethanol 1 % (v/v) Essigsdure

500 mM Natriumacetat

0,5 % (v/v) Glutaraldehyd Silberlosung

0,2 % (w/v) Natriumthiosulfat 0,1 % (w/v) Silbernitrat
(immer frisch angesetzt) 0,02 % (v/v) Formaldehyd

Die Silberfarbung ist eine empfindlichere Methode zur Sichtbarmachung von Proteinen als die
Coomassie-Blau-Farbung. Durch sie lassen sich Proteinmengen bis 5 ng pro Bande
nachweisen.

Zur Silberfairbung wurde das Polyacrylamidgel auf einem Horizontalschiittler unter leichtem
Schiitteln 30 min in Fixierer 1 und anschlieBend 30 min in Fixierer 2 inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt mit ag. dest. fiir 1 h unter hdaufigem Wechsel der Losung und eine 30 miniitige
Inkubation in der Silberlosung. Zum Sichtbarmachen der Proteine wurde das Gel in die
Entwicklerlosung tiberfiihrt, die bei ausreichender Entwicklung der Proteinbanden sofort gegen

Stopplosung ausgetauscht wurde. Danach wurde das Gel zur Dokumentation eingescannt.

2.8. Western-Blot- Analyse von Bakterienfraktionen

(nach Towbin H 1979 und Burnette WN 1981)

Prinzip

Beim Western-Blot werden Proteine, die durch Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, durch
ein transversal zur Geloberfliche angelegtes elektrisches Feld an der Anode auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen. Auf dieser Membran sind die Proteine Reaktionen

zugénglich, welche die Gelmatrix verhindert.
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2.8.1. Transfer von Proteinen auf Membranen in ,,Min-Gel Blot-Module“-

Verfahren

Nitrozellulosemembran:  Cellulosenitrat, BA 85, 0,45um Porendurchmesser

(Fa. Schleicher& Schuell, Dassel)

Filterpapier Wattman Papier GB003 (Fa. Schleicher&Schnell)

Schwamm ,,Blotting Pad*“  (Fa. Invitrogen )

Transferpuffer 190 mM Glycin
(Lagerung bei 4°C) 20 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) SDS

Als erstes wurden 5 Schwamme, zwei Filterpapiere, eine Nitrozellulosemembran und das Gel
kurz in Transferpuffer eingelegt.

Die Schichtung im Mini-Gel Blot-Module erfolgt auf der Kathodenseite der Apparatur in
folgender Reihenfolge: auf die zwei Schwiamme folgt ein Filterpapier und das Gel. Das Gel
wurde zuerst mit der Nitrozellulosemembran, dann mit dem zweiten Filterpapier und
anschliefend mit den restlichen drei Schwidmmen abgedeckt. Alle Lagen sollten luftblasenfrei
aufeinander gelegt werden. Nach Aufsetzen der Anode erfolgt der Transfer in Transferpuffer

mit 23 V, 230 mA fiir 90 min.

2.8.2. Anfarben von Proteinen auf Nitrozellulosefiltern

Ponceau Firbelosung 0,2 % (w/v) Ponceau S
3 % (v/v) Trichloressigsédure

in Hzo

Proteine, die auf eine Nitrozellulosemembran transferiert wurden, konnen reversibel mit einem
Farbreagenz sichtbar gemacht werden. Die Membran wurde hierzu fiir 5min in Ponceau
Férbelosung unter leichtem Schiitteln inkubiert. Das Entférben bis zum gewlinschten Farbegrad
erfolgte mit H,O. Die vollstindige Entfirbung der Membran wurde durch weiteres Waschen in

H,O erreicht.
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2.8.3. Immunoblot

Bezeichnung Typ Titer Spezies Herkunft

Anti-UreA Polyklonal | 1:20000 | Kaninchen Wurde von Dr. Harry
Mobley, Baltimore, zur
Verfiigung gestellt

Anti-HpaA Monoklonal | 1:1000 Maus Universitét Goteborg,
Schweden

Blutplasma 1:1000 Human Blutspender

Anti-Human-POX | Polyklonal | 1:10000 | Goat Fa. Dianova (Hamburg)

Anti-Mause-POX | Monoklonal | 1:10000 | Esel Fa. Dianova (Hamburg)

Anti-Rabbit- POX | Polyklonal | 1:10000 | Esel Fa. Dianova (Hamburg)

Tabelle 2.2.:Liste der verwendeten Antikdrpern (POX: Peroxidase)

Prinzip

Im ,Immuno-blot“ werden selektiv einzelne Proteine (Antigene) eines Proteingemisches
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran iibertragen und durch Inkubation mit
spezifischen Antikorpern nachgewiesen. Bei der Chemilumineszenz handelt es sich um eine
nicht radioaktive Methode zur direkten Detektion immobilisierter spezifischer Antigene oder
zur indirekten mit Horseradish-Peroxidase (HRP).

Zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrozellulosemembran in TBST-
Blotto fiir 1h bei RT abgesittigt. Der erste Antikorper (Anti-UreA, Anti-HpaA, Blutplasma)
wurde je nach Titer in TBST-Blotto verdiinnt und die Membran darin {iber Nacht im Kiihlraum
unter leichtem Schiitteln inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran 3 bis 4 mal 15 min in TBST unter kriaftigem Schiitteln
gewaschen. Der sekundére Antikorper (Anti-Human-POX, Anti-Mause-POX, Anti-Rabit-POX)
wurde nach Titer in TBST-Blotto verdiinnt und die Membran darin 1-2 h bei RT inkubiert
Nach dieser Inkubation wurde die Membran 4 x 15 min in TBST gewaschen.

Zur Detektion des Antigen-Antikorper-Komplexes mit SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate-System wurden Reagenz 1 und Reagenz 2, welche das Substrat
Luminol/Enhancer und Peroxide enthalten, zu gleichen Teil gemischt und die Membran 5 min

darin inkubiert.
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Die Membran wurde anschliefend in eine Filmkassette eingelegt und bei RT unterschiedlich
lange Zeit gegen einen CL-XPosure™-Film exponiert. Der Film wurde danach entwickelt

(Rontabteilung des Klinikums rechts der Isar) eingescannt und dokumentiert.

SuperSignal°West Pico Chemiluminescent Substrate (Fa. Pierce Rockford, Bonn)
1. SuperSignal ® west Pico Luminol Enhancer solution

2. SuperSignal ® west Pico stable Peroxide solution

TBS / Tween-Waschlosung (TBST) 0,05 % (v /v) Tween-20 in TBS, pH7,5

Magermilchpulverlosung (TBS-Blotto) 5% (w / v) Sprithmagermilchpulver in TBS

2.8.4. Der serologische Test

Der Serologische Test wurde durchgefiihrt um zu priifen, ob die Blutspender serologisch H.
pylori positiv sind oder nicht. Dafiir wurden 5 ug H. pylori-Lysat in einem 10 % Trizin-SDS-
Minigel elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.7.2.), auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen
(s. 2.8.1.) und mit dem Blutplasma des Spenders als ersten Antikorper und mit einen Anti-
Human-POX als zweiten Antikorper (s. Tab. 2.2) inkubiert (s. 2.8.3.). Der Nachweis wurde

mittels Chemilumineszens (CL-System) wie unter 2.8.3. beschrieben durchgefiihrt
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2.9. Zellbiologische Methoden

2.9.1. Gewinnung von peripheren mononukleirer Zellen (mnZ) durch

Dichtegradientzentrifugation aus gesunden Spendern

Prinzip der Zentrifugation im Dichtegradienten-Medium

Grundlage jeder Trennung von Partikeln verschiedener Gro3e oder Dichte durch Zentrifugation
oder Sedimentation ist das Stokesche Gesetz:

V: Sedimentationsgeschwindigkeit des Partikels (m/ s)

_ & (pp-pw)

o d: Partikeldurchmesser (kugelférmige Partikel m)
18n

pp: Dichte des Partikels (Kg / m’)

v

pu: Dichte des Zentrifugationsmediums (Kg / m®)

n: Dynamische Viskositit des Zentrifugationsmediums (Ns / m®)

g: Erdbeschleunigung (9,81 m / s%) (m / s%)
Aus dieser Formel lésst sich ableiten, dass die Sedimentationsgeschwindigkeit gegen Null geht,
wenn die Partikeldichte gleich der Dichte des Zentrifugationsmediums wird. Zusitzlich erkennt
man den Einfluss der Partikelgrof3e, wobei die Formel nur flir kugelformige Partikel gilt.
Zur genauen Bestimmung der Sedimentationsgeschwindigkeit von Zellen wird sie nur selten
benutzt, da zusitzlich bestimmte Eigenschaften der Zellen beriicksichtigt werden miissen. So
sind Zellen selten exakt kugelférmig und Wechselwirkungen zwischen Zelloberflichen und
Zentrifugationsmedien konnen die Sedimentationsgeschwindigkeiten beeinflussen.
Durch Zentrifugation werden Zellen mit unterschiedlicher Dichte und/oder Grofe voneinander
getrennt, wobei sich grundsétzlich drei Verfahren unterscheiden lassen: Zentrifugation in
homogenen Zentrifugationsmedium, Dichtegradienten mit einem stufenweisen Anstieg der
Dichte und Zentrifugation im Dichtegradienten-Medium.
Bei Zentrifugation im Dichtegradienten-Medium ist die Mediendichte einzelner Schichten
grofer als die Dichte bestimmter Zellen und sie sind sehr einfach und bequem in der
Handhabung.
Ein Beispiel ist der Ficoll paque-Gradient : Die Zellsuspension wird iiber das Ficoll-Medium
(Dichte zwischen 1,07 und 1,12) geschichtet, und der Gradient wird ca. 30 - 40 min lang bei
400 g zentrifugiert.
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Zellen, deren Dichte kleiner ist als die Dichte des Ficolls, bleiben iiber dem Ficoll liegen;
Zellen und Partikel, deren Dichte groBer ist als die des Ficolls, werden durch das Ficoll
hindurch zentrifugiert. So lassen sich Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen als dichte

Zellen aus der Zellsuspension (Blut) einfach und schnell entfernen.

mnZs- Aufreinigung

Ficoll-Paque™ Plus: Ficoll-Hypaque-Losung, Dichte 1,077 g/cm’

(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)

Erythrozyten — Lyse Puffer (pH 7,28) 8,29 g NH4Cl
1,0 g KHCO;3
0,2 mM EDTA

Mononukleédre Zellen des peripheren Blutes konnen aufgrund ihrer Dichte von den anderen
Bestandteilen des Blutes getrennt werden.

Sie wurden unter anderem zur Generierung von dendritischen Zellen und Isolierung von NK-
Zellen und naiven T-Zellen eingesetzt. Heparinisiertes Blut wurde 1:1 mit PBS verdiinnt und
davon jeweils 35 ml vorsichtig tiber 15 ml Ficoll-Hypaque in 50 ml Zentrifugenrdhrchen
geschichtet. Nach Zentrifugation (bei 400 g fir 25 min ohne Bremse) wurden die
mononukledren Zellen aus der Interphase zwischen dem Ficoll und dem Plasma mit einer
Pipette abgezogen und fiir 10 min bei 300 g zentrifugiert. Um alle Erythrocyten zu eliminieren,
wurde das Pellet fiir 5 min mit 5 ml Erythrozyten-Lyse Puffer bei RT inkubiert und dann mit 45
ml PBS aufgefiillt und gewaschen.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS, bei 300 g fiir jeweils 10 min, wurden die Zellen

anschlieend in RPMI-Medium aufgenommen und ausgezahlt.

Zellzahlbestimmung

Zur Ermittlung der Zellzahl und Uberpriifung der Vitalitit der Zellen wurden diese mit dem
Farbstoff Trypanblau verdiinnt, den nur tote Zellen aufnehmen.

10 pl der Zellsuspension wurden mit 90 pl Trypanblau (1:10) in einem Eppendorfgefal3
vermischt und davon 10 pl in einer Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Mikroskopisch wurden
die Zellen in den vier Feldern der Kammer gezéhlt und der Durchschnittswert ermittelt.

Dieser, multipliziert mit dem Kammer- und Verdinnungsfaktor, ergab wiederum die

Zellkonzentration pro ml.
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Die erhaltenen mnZ wurden fiir die magnetische Zellsortierung weiterverwendet.
2.9.2. Immunfluoreszenz und Durchflufizytometrie

Prinzip

Bei der Immunofluoreszenz werden Antigéne auf der Oberfliche von Zellen mit Hilfe von
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern nachgewiesen. Die Zellen liegen in einer Zellsuspension
vor und werden objektiv durch Photomultiplyer und nicht durch das menschliche Auge

beurteilt. Das Prinzip ist schematisch in Abbildung 2.1. dargestellt.
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Der erste Schritt im ProzeB der Durchflusszytometrie ist es, Zellen spezifisch mit
fluoreszierenden Farbstoffen zu markieren. Wenn die Zellen markiert sind und sich in einer
Tréagerfliissigkeit befinden, werden sie in das Rohr des Durchflusszytometers injiziert.

Durch die hohe Stromungsgeschwindigkeit der Tragerfliissigkeit werden die Zellen vereinzelt
und in einer fixen Position am Laserlicht vorbei gefiihrt. Das Argon-Laserlicht fiihrt zu einer
Exitation der Fluoreszenzfarbstoffe, die wiederum Fluorezsenzlicht emittieren.

Die emittierten Fluoreszenzen kdnnen durch verschiedene Photozellen detektiert werden.

Pro Zelle konnen 4 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe [FL1: FITC, FL2: PE, FL3: PerCP,
FL4: APC (allophycocyanin)] (Abb.2.2) und 2 weiteren Parametern [SSC und FSC]
gleichzeitig gemessen werden (s. Abb. 2.3).

In Abbildung 2.2 ist die Verteilung der Zellen aufgrund ihrer Markierung mit 2 verschiedenen
Antikorpern dargestellt. Jede Achse représentiert dabei beide Fluoreszenzen. Je stirker die
Zellen FITC (griin) markiert sind, umso weiter werden sie nach oben abgelenkt und je starker
die Zellen PE (rot) markiert sind, umso mehr werden sie nach rechts abgelenkt.

Zwei zusitzliche Parameter, FCS (Vorwirtsabweichung) und SSC (Seitenabweichung),
erlauben eine Unterscheidung der Zellen aufgrund von morphologischen Parametern wie

ZellgroBBe und Oberflachenbeschaffenheit (Abb. 2.3).
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Abbildung 2.2: Verteilung der Zellen Abbildung 2.3:. Verteilung der Zellen
aufgrund von zwei verschiedenen anhand von morphologischen Parametern
Fluoreszenz Parametern, FL1 und FL2 (FSC, SSC).

(FL1: CD4-FITC, FL2: CD45-PE)
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Mit Hilfe des FACS-Gerites konnen in ca. 1 Sekunde 50.000 Zellen untersucht werden. Auf
der X-Achse werden die Zellen nach Threr GroBle verteilt, d.h. je groBer die Zellen sind, umso
weiter nach rechts auf der X-Achse werden sie abgelenkt. Auf der Y-Achse werden die Zellen
nach Threr Komplexitét verteilt, d.h. je mehr Bestandteile die Zellen enthalten, umso weiter

werden sie nach oben abgelenkt.

Durchfiihrung

FACS-Puffer 1 x PBS
1 % (w/v) BSA

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden jeweils zwei Antikorper eingesetzt, die gegen
unterschiedliche Antigene gerichtet und mit verschiedenen Farbstoffen wie Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) konjugiert waren.

Zu Beginn wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und in FACS-Puffer
suspendiert. Zu 100 pl Zellsuspension wurden 10 pl jedes Antikorpers zugegeben. Fiir eine
verlissliche Messung ist eine mindest Zellzahl von 1 x 10* notwending.

Nach kurzer Durchmischung erfolgte die Inkubation der Ansdtze fiir 30min bei 4°C im
Dunkeln. Danach wurden die Zellen mit 880 ul FACS-Puffer aufgefiillt und einmal gewaschen
(10 min, 300 g), um nicht gebundenen Antikorper zu entfernen. Die FACS-Analyse wurde nach
der Suspendierung der Zellen in 500 ul FACS-Puffer mit dem FACSCalibur™ durchgefiihrt
und die Ergebnissauswertung erfolgte mit der Software CellQuest 3.3

2.9.3. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Testverfahren, das Antigene oder
Antikorper mittels eines Enzym-markierten Antikorpers (Konjugat) und einer dadurch
katalysierten Farbreaktion quantitativ nachweist.

Da bestimmte Kunststoffe (NUNC Maxisorp Mikrotiterplatten) Proteine gut anlagern, kdnnen
sie mit Antigenen (Ag) oder Antikdrpern (Ak) (1) beschichtet werden. Beim Auswaschen der
Kunststoffvertiefungen der ELISA-Platte werden sie nicht abgelost. Nach Absétigung
unspezifischer Bindungsstellen und Waschen wurde die zu untersuchenden Proben und der
Zytokinstandard auf die Platte gebracht (2). AnschlieBend erfolgt die Zugabe -eines
Biotinmarkierten Zweitantikorpers, der gegen das entsprechende Zytokin (Detektor) gerichtet
war (3).
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Die Menge des gebundenen Zytokins wurde durch Zugabe eines markierten Enzyms (4)
(Streptavidin-HRP Komplex) mit Hilfe einer Substratlosung (Tetramethyl Benzidin: TMB)
ermittelt (5). Das Substrat wurde durch das Enzym in Abwesenheit von H,O, zu einem
Farbstoff reduziert, der bei 450 nm photometrisch gemessen wird. Die Farbereaktion wurde
abgestoppt und anhand des mitgefiihrten Standards konnte dann, nach Erstellung einer

Eichkurve, die Farbereaktion direkt mit der Antikérperkonzentration korreliert werden (Abb.
2.4)

Substrat (5)
. /
TMB | I'MB Enzym (4)
/
Biotin

o
l
TMB

(Antikorper) Detection

N 3)
2\ Probe (2)
A4

(Antikorper) Capture

) (D

Abbildung 2.4: Sandwich-ELISA-Prinzip

Durchfiihrung:

In dieser Arbeit wurde 112, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-q in den Zellkulturiiberstinden
der dendritischen Zellen bzw. Kulturen mit NK-Zellen und T-Lymphozyten bestimmt.

Dafiir wurden human CytoSets' von der Firma Biosource Europe S.A. (Nivelles, Belgium)
fiir IL-8, IL-12 (p40), IFN- y und TNF- o, und Sets von der Firma Biocarta (Hamburg) fiir IL-2

und IL-10 verwendet und nach den Hersteller-Anleitungen durchgefiihrt und ausgewertet.
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2.9.4. Aufreinigung von Zellen durch MACS (Magnetic Activated Cell Sort)

Prinzip von MACS

Mit dem MACS-Verfahren lassen sich Zellen nach einer Vielzahl von physikalischen
[ZellgroBe und Zellvolumen, Zelldichte, Lichtstreuung, Lichtabsorption], biochemischen

[Anheftung an Oberflichen, Empfindlichkeit fiir Zellgifte, DNA-Menge, lonenkonzentrationen,

Enzyme] und immunphinotypischen [Expression von z. B. aktivierungs- und

differenzierungsspezifische Proteine der Zelloberfliche] Eigenschaften sortieren, so dass eine
reine Zellpopulation fiir weitergehende Versuche zur Verfiigung steht.

Die immunologisch-genetischen Parameter werden deshalb so bezeichnet, weil diese
Oberflachenproteine von (monoklonalen) Antikorpern spezifisch erkannt werden und daher
Antikorper zur Trennung von Zellen eingesetzt werden konnen.

Beim MACS-Verfahren werden sehr kleine, superparamagnetische Partikel mit < 50 nm
Durchmesser eingesetzt, die damit nicht viel groBer als Antikorper sind und fiir die Trennung
direkt oder indirekt an Antikorper gekoppelt sind.

Mit diesen Partikeln lassen sich sehr spezifische und quantitative Markierungen von Zellen
durchfiihren. Zur Trennung sind allerdings sehr starke Magnetfelder nétig, denn die kleinen
Partikel sind nur schwach magnetisch, damit sie nicht aggregieren.

Die starken Magnetfelder werden in speziellen Sdulen aus Stahlwolle zwischen den
Magnetpolen eines Hochleistungspermanentmagneten erzeugt. Die Magnetpartikel konnen auf
verschiedene Weise spezifisch iiber monoklonale Antikdrper an bestimmte Zellen gebunden
werden: direkt als Antikorper-Magnetpartikel-Konjugat oder als Streptavidin-Magnetpartikel-
Konjugat, wenn der spezifische erste Antikdrper biotinyliert verfiigbar ist.

Bei der magnetischen Markierung ist es wichtig, die Reagenzien auszutitrieren, damit die
Markierung so stark und spezifisch wie moglich ist. Unspezifische Markierung fiihrt
zwangsldufig zu schlechter Reinheit der isolierten Zellen.

Die magnetisch markierte Zellsuspension kann jetzt im Magnetfeld liber die mit der
Stahlwollmatrix gefiillte Sdule gegeben werden. Zwischen den Féden der Stahlwolle, die
aullerhalb des Magneten unmagnetisch ist, entsteht im Magnetfeld ein sog.
,Hochgradientenfeld, in dem auf dien Magnetpartikel dullerst hohe Kréfte ausgeiibt werden.
Die magnetisch markierten Zellen bleiben in der Matrix héngen, die nicht markierten Zellen
laufen durch und werden als negative Fraktion aufgefangen.

Die markierten Zellen lassen sich durch Spiilen der Saule auflerhalb des Magnetfelds gewinnen.
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MACS-Puffer
1xPBS

0,5 % (w/v) BSA

2 mM EDTA

(steril filtriert und mit

Ultraschall entgast)

MACS Separationssiaulen FACS-Puffer

LD- Separationsséule 1xPBS
MS-Separationssiule 1% (w/v) BSA
MACS Magnet

Midi MACS Magnet

o Alle MACS-Produkte wurden von der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

erworben.

o Bei allen Zellisolierungen wurden die LD- und die MS-Sdulen mit MACS-Puffer

vordquilibriert.

o Die Reinheitsbestimmung und die Identifizierung der isolierten Zellen wurden mit

entsprechenden Antikorpern durchfluBzytometrisch durchgefiihrt (s. 2.9.2.).

o Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde regelméBig sowohl nach der Isolierung, als auch im

Versuchablauf mikroskopisch nach der Farbung mit Trypanblau kontrolliert (s. 2.9.2.).

2.94.1. Magnetische Sortierung von Monozyten

o Monocytes Isolation Kit IT

FcR Blocking

Monocyte Biotin-Antibody Cocktail

Anti-Biotin MicroBeads

human Ig

Cocktail aus humanen monoklonalen Biotin-
konjugierten CD3-, CD7-, CD16-, CD19-, CD56-,
CD123- und Glykophorin-Antikorpern.
Mikro-Beats, an  monoklonale  anti-Biotin

Antikorper gekoppelt.

o Antikorper: Folgende Antikdrper kamen fiir die Analyse von Monozyten in der

DurchfluBzytometrie zur Verwendung: Anti-CD14, Anti-CD45, Anti-CD3 und Anti-CD19.

Alle Antikorper sind monoklonal und FITC oder PE-konjugiert und wurden bei der Firma
Becton Dickinson (San Jose CA, USA) erworben.
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Die mnZ bestehen aus einem Gemisch von T- und B-Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen,
Makrophagen und weniger als 0,1 % dendritischen Zellen.

Bei der Isolierung von Monozyten mit dem ,,Monocyte Isolation Kit II* handelt es sich um eine
negative Selektion, bei der 10" Zellen (mnZ) in 60 pul MACS-Puffer, 20 ul FcR Blocking
Reagenz und 20 pl Hapten-Antibody Cocktail gemischt werden. Nach einer Inkubationszeit
von 10 min bei 6-12°C wurden die Zellen zweimal mit MACS-Puffer gewaschen (300 g fiir 10
min).

Das Pellet wurde anschlieBend in 60 pl/107 Zellen MACS-Puffer und 20 ul/10” Zellen Anti-
Hapten MicroBeads resuspendiert und gut gemischt. Nach 15 min Inkubation bei 4-8 °C
wurden die Zellen gewaschen und in 500 ul/10® Zellen in MACS-Puffer suspendiert. Fiir die
Isolierung von Monozyten wurde die LD Séule als Depletionssdule verwendet, da sie eine hohe
Kapazitat fiir markierte Zellen hat (bis zu 10® Zellen). Nach der Aquilibrierung der LD-S4ule
wurden 10° Zellen/LD-Sdule aufgetragen. Durch zweimaliges Waschen wurden alle
unmarkierten Zellen von der Siule eluiert, welche die Monozyten-angereichte Fraktion
darstellt.

Die Reinheitsbestimmung und die Identifizierung der gewonnenen Zellen (Monozyten) wurden
mittels FACS-Analyse wie unter 2.9.2. beschrieben durchgefiihrt.

Die CD147/CD45" Zellen wurden als Monozyten charakterisiert und fiir die Generierung

dendritischer Zellen weiter verwendet.

2.94.2. Magnetische Sortierung von NK-Zellen

o NK Cell Isolation Kit II

NK Cell Biotin-Antibody Cocktail Cocktail aus humanen monoklonalen Biotin-
konjugierten CD3-, CD4-, CD14-, CD15-, CD19-,
CD36-, CD123- und Glykophorin-Antikérpern.

Anti-Biotin MicroBeads Mikro-Beads, an humanen monoklonale anti-Biotin

Antikorper gekoppelt

o Antikorper: Folgende Antikorper kamen fiir die Analyse von NK-Zellen in der
DurchfluBzytometrie (s. 2.9.2.) zur Verwendung: Anti-CD56, Anti-CD4 und Anti-CD 16.
Alle Antikorper sind monoklonal und FITC oder PE konjugiert (Fa. Becton Dickinson, San
Jose CA, USA).
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Die Isolierung von NK-Zellen aus mnZ basiert auf einer Depletion (negative Selektion) von
Nicht-NK-Zellen. AnschlieSend konnen die NK-Zellen eluiert werden.

10 isolierte mnZ wurden in 40 pl MACS-Puffer, 10 ul Biotin konjugiertem Antibody Cocktail
bei 4 - 8 °C fiir 10 min inkubiert, danach wurden 30 pl MACS-Puffer und 20 ul Anti-Biotin
konjugierte Mikro-Beads dazu gegeben, gut gemischt und bei 4 -8 °C fiir 15 min inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit MACS-Puffer wurden 10° Zellen in 500 pul MACS-Puffer
suspendiert und auf eine LD-Séule aufgetragen. Durch zweimaliges Waschen der Sdule wurden
alle unmarkierten NK-Zellen von der Séule eluiert.

Die Reinheit die Identifizierung der gewonnenen NK-Zellen wurden durch FACS-Analyse (s.
2.9.2.) bestimmt. CD16" / CD56" Zellen wurden als NK-Zellen charakterisiert und fiir die Ko-

Kultur mit den dendritischen Zellen weiter verwendet.

2.9.4.3. Magnetische Sortierung von naiven T-Zellen

o Pan T Cell Isolation Kit II
Pan T Cell Biotin-Antibody Cocktail: Cocktail aus humanen monoklonalen
Biotin-konjugierten CD14-, CD16-, CD19-,
CD36-, CD56-, CD123- und Glykophorin-
Antikorpern.
Anti-Biotin MicroBeads: Mikro-Beads, an monoklonale anti-Biotin
Antikdrper gekoppelt
o CD45RA Micro-Beads
Mikro-Beads konjugiert mit monoklonalen humanen CD45RA Antikorpern.
o Antikorper: Folgende Antikorper kamen fiir die Identifizierung von naiven T-Zellen in der
FACS-Analyse (s. 2.9.2.) zum Einsatz: Anti-CD45RA und Anti-CD4. Alle Antikorper sind
monoklonal und FITC- oder PE- konjugiert (Fa. Becton Dickinson, San Jose CA, USA).

Die Isolierung von naiven T-Zellen aus den mnZ wurde in zwei Schritten durchgefiihrt: Zuerst
wurden die CD3" T-Lymphocyten mit der ,,Pan T Cell Isolation Kit II* isoliert.

Dabei wurden je 107 Zellen (mnZ) in 40 pl MACS-Pufer suspendiert und in 10 pl Biotin-
Antibody Cocktail bei 4 — 8 °C fiir 10 min inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden je 10’
Zellen (mnZ) in 30 ul MACS-Puffer gewaschen (300 g, 10 min).

Das Pellet wurde mit 20 ul/10” Zellen Anti-Biotin MicroBeads gut gemischt und bei 4 — 8 °C
fiir 15 min inkubiert, danach mit MACS-Puffer gewaschen und suspendiert (500 ul/10%Zellen).
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Die Depletion und Elutions wurden wie bei der Monozyten-Isolierung (s. 2.9.4.1.)
durchgefiihrt. Beim zweiten Schritt handelt es sich um eine positive Selektion von den naiven
T-Zellen, bei der 107 Zellen aus Schritt 1 in 80 ul MACS-Puffer und 20 ul MACS CD45RA
MicroBeads gut gemischt, bei 4 °C fiir 15 min inkubiert und dann gewaschen (300 g, 10 min)
wurden. Fiir die positive Selektion wurden je 10° Zellen in 500 pul MACS-Pufffer suspendiert
und auf eine MS-Séule aufgetragen, da die MS Siule eine kleinere Kapazitit als die LD-Séule
fiir markierte Zellen hat (bis zu 10’ Zellen). Durch Waschen der MS Siule mit MACS-Puffer
werden die unmarkierten Zellen gewonnen, wohingegen die magnetisch markierten CD45RA"
Zellen in der MS-Sdulen-Matrix hidngen bleiben. Fiir die Elution der markierten Zellen wurde
die MS-Saule vom Magnetfeld entfernt und die Zellen mit 500 ul MACS-Puffer eluiert.

Die Identifizierung und die Reinheit der erhaltenen naiven T-Zellen wurden mittels FACS (s.
2.9.2.) durchgefiihrt. CD4"/CD45RA" Zellen wurden als naive T-Zellen charakterisiert und fiir

die Ko-Kultur mit den dendritischen Zellen weiter verwendet.

2.10. Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten in vitro

Konditionsmedium: RPMI, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Pen-Step, 1 % (v/v) L-
Glutamin, 20 ng/ml hr IL-4,20 ng/ml hr GM-CSF

RPMI 1640 Life Technologies, Paisley, Scotland
Penicillin/Streptomycin Fa. Cambrex, Verviers, Belgium

FCS Fa. ICN Biomedicals, Inc, Aurova, Ohio
L-Glutamin Boehringer, Ingelheim

Inhibitoren Cytochalasin A (CC A) (Fa. Sigma, Steinheim )

Cytochalasin D (CCD) (Fa. Sigma, Steinheim)
PSI: (Fa. Calbiochem Biochemicals)

MG132: (Fa. Sigma, Steinheim)

Brefeldin A (BFA) (Fa. Sigma, Steinheim)

Antikorper: Anti-HLA-DR, Anti-CD1a, Anti-CD86, Anti-CD83, Anti-
CD80. Alle Antikorper sind monoklonal und FITC oder
PE-konjugiert (Fa. Becton Dickinson, San Jose CA, USA)



2. Material und Methoden -47 -

Bei der Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten in vitro (,,Mo-DC*) handelt es
sich um ein Verfahren, bei dem sich Monozyten in einem GM-CSF und IL-4-haltigen Medium
zu dendritischen Zellen differenzieren lassen (Jeannin P 2000, Corinti S 2001, Landmann A
2001, Peretti J 2001, Akira K 2001, Rerscigno M 2001, Liu YJ 2001). In 6 Well-Platten
wurden 107 Zellen/Well in 5 ml Konditionsmedium iiber Nacht im Brutschrank (100 %
Feuchtigkeit, 37 °C, 5 % CO) inkubiert.

Am néchsten Tag (T2) und an T4 und T6 wurden die Zellen mit 1ml Konditionsmedium pro
107 Zellen gefiittert und weiter inkubiert. An T7 sollten die Monozyten zu unreifen Monocyte-
derived dendritischen Zellen (iMo-DC) differenziert sein.

Hier zu wurden die generierten Mo-DCs mit Hilfe eines Lichtmikroskops in einer Neubauer-
Zihlkammer gezdhlt (s. 2.9.1). Zellen mit typischer DC-Morphologie (groe Zellen mit hoherer
intrazelluldrer Granularitdt und feinen zytoplasmatischen Ausldufern) wurden als unreife
dendritischenZellen (iMo-DC) betrachtet.

Die Zellanreicherung von iMo-DC wurde mit einem DurchfluBzytometer wie unter 2.9.2.
ermittelt. CD1a’/HLA-DR'/CD14/CD80/CD83/CD86-Zellen wurden als iMo-DC definiert

und fiir nachfolgende Versuche eingesetzt.

2.11. Reifung und Aktivierung von Mo-DC

Alle Stimulationsansitze wurden in 48 Well-Platten mit 1,5 - 2x10° Mo-DC/Well und
880 ml/Well Konditionsmedium durchgefiihrt.

2.11.1. Inkubation von den iMo-DC mit H.pylori

Der erste Ziel der Arbeit war es, der Effekt von intakten H. pylori auf die dendritischen Zellen
zu beobachten. Die H. pylori wurden nach einer Inkubationszeit von 3 - 4 Tagen auf WC-dent
Agarplatten in einem begasbaren Brutschrank geerntet (s. 2.4.2.) und in 1xPBS suspendiert.

Mit dem Spektralphotometer wurde die Bakteriensuspension auf eine ODgyo von 1 (entspricht
2x10* H.pylori/ml) (Hafsi N 2004) eingestellt, zu den iMo-DCs im Verhiltnis [Mo-DC/H.
pylori] von 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:6, 1:8 und 1:10 hinzugegeben und fiir 48 h im Brutschrank
inkubiert.

Die DCs wurden nach 48h Inkubation mit jeweils 2 Antikorpern markiert und wie unter 2.9.2.

beschrieben weiter behandelt und durch FACS-Analyse untersucht.
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Folgende Fluoreszenz-markierte Antikorper wurden zur phénotypischen Analyse der Zellen
verwendet: Anti-HLA-DR-FITC, Anti-CDl1a-PE, Anti-CD86-PE, Anti-CD83-FITC, Anti-
CD80-FITC.

Nach der FACS-Analyse (s. 2.9.2.) der Reifung der dendritischen Zellen wurde ein Enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) (s. 2.9.3.) fiir die Zelliiberstandanalyse durchgefiihrt. Mit
dem ELISA (s. 2.9.3.) wurde die Konzentration IL-12 und IL-10 gemessen.

Nach der Bestimmung der H. pylori Konzentration, die den signifikanten Effekt auf die iMo-
DC verursacht, wurde die Inkubationszeit bei konstant dieser Konzentration variiert (24 h, 48 h,
72 h und 96 h).

Um die Spezifitdt des stimulierenden Effekts von H. pylori auf die iMo-DCs zu zeigen, wurde
E.coli als Positivkontrolle verwendet.

Dazu wurden nach einer Inkubationszeit von 12 bis 18 h auf LB-Agarplatten bei 37 °C wurden
E.coli in 1xPBS resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde mit dem Spektralphotometer bei
600 nm gemessen und eine ODggo von 0,2 (entspricht 10° E.coli/ml) (Wilson 1996) eingestellt
und den iMo-DCs zugegeben.

2.11.2. Untersuchung der H. pylori-Aufnahme durch iMo-DCs

Zur Untersuchung, ob H. pylori oder Bestandteil durch iMo-DCs internalisiert werden, wurde
mehrere Inhibitoren, die unterschiedliche Effekte auf die Zellbiologie des DCs haben,
eingesetzt.

Dafiir wurden die iMo-DCs mit 3 puM MG132, 1 ug/ml CCA, 1 pg/ml CCD, 4 ng/ml PSI,
Ing/ml BFA oder ohne als Negativkontrolle im Brutschrank vorinkubiert. Nach 1,5 h wurden
die Zellen gewaschen und mit H. pylori (MOI 5) in 1 ml Konditionsmedium fiir 48 h weiter
inkubiert.

Als Indikator fiir die Effekte der Inhibitoren auf die dendritischen Zellen wurde die IL-12- und
die IL-8-Sekretion in die Zelliiberstinde mittels ELISA (2.9.3.) bestimmt.

2.11.3. Inkubation von iMo-DCs mit H. pylori-Fraktionen
(DNA, Mem, iMem, aMem und Zyt)

Zuletzt wurde der Effekt von einzelnen H. pylori-Bestandteilen auf iMo-DCs untersucht. Dafiir
wurden die iMo-DCs mit jeweils 1 pg/ml DNA, Mem, aMem, iMem und Zyt inkubiert. Nach
48 h wurden die IL12-Konrentationen mittels ELISA (s. 2.9.3.) gemessen.
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2.114. Kokultur von stimulierten Mo-DCs und autologenen NK-Zellen
Anti-CD96-PE: Monoklonal, PE-konjugiert (Fa. Becton Dickinson, San Jose CA, USA).

Das zweite Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die immunstimulatorische Kapazitit der in
vitro generierten Mo-DC zu testen. Daflir wurden autologene NK-Zellen als Responderzellen
isoliert (s. 2.9.4.2.) und mit H. pylori-Infizierten reifen Mo-DCs stimulierende Zellen in
kokultur gebracht.

In einem Ansatz wurden 5 NK-Zellen pro mMo-DCs eingesetzt. Als Kontrolle wurden die NK-
Zellen mit nicht infizierten Mo-DCs kokultiviert.

Nach 24 h Inkubation wurden die NK-Zellen phianotypisch mittels DruchfluBzytometer auf
CD69-Expression analysiert und die Sekretion von IFN-y, TNF-q und IL-2 mit ELISA (s.
2.9.3) bestimmt.

2.11.5. Kokultur von stimulierten Mo-DCs und autologenen naiven T-

Zellen

Die zweite autologene Lymphozytenreaktion wurde mit autologenen naiven CD4" T-Zellen
durchgefiihrt. Dabei wurden die naiven T-Zellen nach der magnetische Isolierung im Verhéltnis
von 1:10 (10 naiven T-Zellen pro DC) zu den H. pylori-, bzw. H. pylori- Fraktionen infizierten
Mo-DCs oder nicht infizierten Mo-DCs (Kontrolle) gegeben und fiir 24h, 48h, 72h und 96h im
Brutschrank kokultiviert.

Die aktivierten bzw. differenzierten T-Lymphozyten wurden phanotypisch durch die CD69-
Expression im Druchflulzytometer analysiert (s. 2.9.2) und die genotypische Untersuchung
wurde {iber die Messung von IFN-y und TNF-o, und dem Lymphokin IL-2 mit ELISA bestimmt
(s. 2.9.3.) wurde eine quantitativen Messung von den Transkriptionsfaktoren t-bet (Th1) und

GATA-3 (Th2) wie unter 2.12. beschrieben durchgefiihrt.
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2.12. Molekularbiologische Methoden

2.12.1. RNA-Isolierung aus DCs und T-Zellen

Zur RNA-Isolierung wurde das Rneasy Mini-Kit von der Firma Qiagen (Diisseldorf) eingesetzt.
Dafiir wurden die Zellen einzeln oder als KoKultur aus den Mikrotitterplatten geerntet und bei
300 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden direkt fiir ELISA Messungen weiterverwendet oder
bei -80°C gelagert. Die Zellen wurden mit Lyse-Puffer aus dem Kit lysiert. Desweiteren wurde
unter Anwendung der Methode fiir Zellen in Suspension nach den Anweisungen des Herstellers

verfahren,. Die erhaltene RNA Konzentration wurde photometrisch bei OD,¢ bestimmt.

RNA Bestimmung

Die Konzentration von isolierter RNA kann photometisch bei einer Wellenldnge von 260 nm
gemessen werden. Eine ODy6p von 1 entspricht bei einer Schichtdichte der Kiivette von 1cm 40
ng/ml RNA.

Die Reinheit der RNA wird anhand der Extinktion bei den Wellenldngen 260 nm und 280 nm
bestimmt. Die Nukleinsduren werden als rein bezeichnet, wenn der Quotient aus OD4p und

ODygp zwischen 1,8 und 2,0 liegt.

2.12.2. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription dient dem Umschreiben von RNA in eine einzelstringige DNA-
Sequenz. Sie wird nach ihrem Produkt, der cDNA (,,complementar DNA) auch als cDNA-
Synthese bezeichnet. Als Templates kamen aus Zellen isolierte RNAs zum Einsatz. Die reverse
Transkription wurde mit dem TagMan Reverse Transcription Reagents von der Firma Applied
Biosystems (Darmstadt) durchgefiihrt.

Fiir einen Standardansatz von 50ul wurden Syl RNA auf ein Volumen von 20 ul mit aqua.
bidest aufgefiillt. AnschlieBend wurden 11 pl MgCl, (5 mM), 10 ul ANTP-Mix [jeweils 2,5
mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP)], 5 ul 10x RT-Puffer (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH
8,3), 2,5 ul Random Primer (Hexamer) (50 uM [d(N)6]), 1 ul RNAse Inhibitor (20 U/ul) und
0,5 ul Reverse Transkriptase (50 U/ul MultiScribe, Applied Biosystem) zugesetzt.

Die ¢cDNA- Synthese wurde bei 25°C fiir 10 min (Primer-Annealing), dann bei 48°C fiir 30 min
(Gegenstrang-Synthese) und schlieBlich bei 95°C fiir 5 min (Denaturierung) durchgefiihrt.
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Die gewonnene cDNA wurde entweder direkt weiter flir die quantitative-PCR eingesetzt oder

bei -20°C aufbewabhrt.

2.12.3. Real-time quantitative PCR

Prinzip

Real-time PCR ist eine hochsensitive Methode zur quantitativen DNA- und cDNA-Analyse, die
sich die 5"— 3" Exonukleaseaktivitit der AmpliTaqg-DNA Polymerase zu Nutze macht. Zur
Quantifizierung wird eine Nukleotidsequenz (Sonde) spezifisch fiir die zu amplifizierende
DNA-Matritze gewdhlt. Bei der Sonde sitzen Reporter (Floureszeinderivat: 5'-FAM) und
Quencher (Rhodaminderivat: 3'-TAMRA) auf demselben Oligonukleotid, vorzugweise am 5’-
und 3’-Ende. Die Sonden wurden so gewdhlt, dass sie spezifisch an einen DNA-Strang, der
Ziel-DNA binden. Solange die Sonde intakt ist, ist die Floureszenz des Reporters gering.
Aufgrund der rdumlichen Nédhe der zwei Farbstoffe unterdriickt ndmlich der Quencher die
Reporterfloureszenz. Dieser Vorgang wird als Floureszenz-Energie-Transfer (FET) bezeichnet.
In der Extensionsphase trifft die Tag-Polymerase nun auf die Sonde und beginnt sie zu
verdrangen. Es entsteht eine Y-formige Sekundérstruktur, wodurch die 5— 3’
Exonukleaseaktivitdt der AmpliTag-DNA Polymerase aktiviert und die Sonde gespalten wird.
Hierbei wird die rdumliche Ndhe und damit auch die FET zwischen den beiden Farbstoffen
unterbrochen, was zu einer Zunahme der Reporterfluoreszenz fiihrt. Da freie, nicht
hybridisierte Sonde nicht gespalten werden, ist die Zunahme der Reporterfloureszenz zu jedem
Zeitpunkt der PCR direkt proportional zur Konzentration der amplifizierten Zielsequenz.

Die Verdnderung der Floureszenzen der verschiedenen Farbstoffe kann mit Hilfe des 7700 ABI
PRISM Sequence Detectors (Applied Biosystems) Zyklus fiir Zyklus erfaflt werden. Hierbei
ermittelt das Geridt fiir jede Probe den sogenannten Ct-Wert. Der Ct-Wert bezeichnet jene
Zykluszahl, bei der zum ersten Mal die Reporterfloureszenz das Baseline-signal meBbar
iberschreitet, das heillt, wenn zum ersten Mal die durch die PCR-Amplifikation entstandene
Floureszenz detektierbar wird. Der Ct-Wert wird zum Vergleich verschiedener Proben
herangezogen und ist somit der wichtigste Parameter bei der quantitativen PCR. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wurde der so genannte Amperase-Verdau durchgefiihrt.
Hierbei werden am Anfang eines jeden Laufes mittels des Enzyms Amperase alle UTP
enthaltenden PCR Nukleotide verdaut. Da bei der PCR statt TTP immer UTP verwendet wird,
erfolgt immer am Anfang der PCR der Verdau von eventuellen Kontaminationen mit alten

PCR-Produkten, wohingegen die cDNA nicht verdaut wird.
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Primer und Probes fiir die TagMan-PCR

Bei der Auswahl der Primer wurden folgende Punkte beachtet:

o

©)

Die Léange der Primer sollte 20-30 Basen betragen.

Der GC-Gehalt darf nicht hoher als 60% liegen und sollte fiir beide Primer moglichst gleich
sein.

AT- und GC- reiche Regionen (Haarnadelstrukturen) sowie Bereiche mit Polypurinen und
Polypyrimidinen sollten vermieden werden.

Die beiden Primer diirfen keine komplementédren Sequenzen besitzen.

Primer- und Probesequenzen wurden mittels der Primerdesign Software Primer-Express

erstellt. Um die Amplifikation von genomischer DNA zu verhindern wurden die Primer {iber

Exongrenzen gelegt. Die Primer und die fluorogenen Oligonukleotidsonden (Probes) wurden

von der Firma Applied Biosystems (Cheshire UK) in lyophilisierter Form geliefert und in

sterilem Wasser aufgenommen bzw. verdiinnt (25 pM fiir die Primer und 10 pM fiir die Probe).

GAPDH

Sense Primer: 5’- ACG GAT TTG GTC GTA TTG GGC -3’
Antisense Primer:  5- TTG ACG GTG CCA TTG AAT TTG -3’

Oligo: 5’- CCT GGT CAC CAG GGC TGC TTT TAA-3’
T-bet

Sense Primer: 5’-TCA GCA CCA GAC AGA GAT GAT CA-3
Antisense Primer:  5'-GCC ACA GTA AAT GAC AGG AAT GG-3’
Oligo: 5’-CCA AGC AGG GAC GGC GGA TGT-3"
GATA-3:

Sense Primer: 5-TCT ATC ACA AAA TGA ACG GAC AGA A-3

Antisense Primer: ~ 5'-GCT CTC CTG GCT GCA GAC A-3’
Oligo: 5-CGG CCC CTC ATT AAG CCC AAG C-37
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Folgender Ansatz wurde fiir ein 30 ul Reaktionsgemisch mit Universal Master Mix (Perkin

Elmer) angewandt:

Universal MM: 15l
H,O steril 8,2 ul
Primer 1 0,6 ul
Primer 2 0,6 ul
Probe 0,6 ul
cDNA 5ul

Der Reaktionsansatz wurde in einem Sequence Detector 7700 amplifiziert.

Amplifikationsprogramm fiir alle PCR-Produkte:

1. Zyklus AmpErase-Verdau 50°C 2 min
Denaturierung: 95°C 10 min
Anlagerung: 58°C 20 sec
Extension: 72°C 30 min
2.—40. Zyklus Denaturierung: 94° C 15 sec
Anlagerung: 58°C 20 sec
Extension: 72°C 30 sec
Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurde die Standard-Verdiinnungs-Methode angewandt.
Hierbei wurden Plasmide verwendet, welche die zu untersuchende Zielsequenz enthielten.
Zunichst wurde das PCR-Produkt kloniert. Nach Plasmidisolation wurde die DNA-Menge
photometrisch bestimmt. Bei Kenntnis der PlasmidgroBe konnten dann Plasmidkopienzahlen
errechnet werden und Plasmidverdiinnungsreihen mit bekannten Plasmidkopienzahlen
hergestellt werden.

Bei jeder PCR von unbekannten Proben wurden die Plasmidverdiinnungsreihen mituntersucht.
Das Gerdt ermittelt die Ct-Werte der Plasmidverdiinnungen und konstruiert eine
Standardkurve, indem es jeder Plasmidverdiinnung mit ihrer Ausgangskopienzahl den
entsprechenden Ct-Wert zuordnet. Aus der Kurve entsteht eine Gerad, wenn man die

Kopienzahl in logarythmischem MafBstab darstellt.
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Durch Projektion der Ct-Werte von unbekannten Proben auf die Standardkurve wurde
anschlieend deren Kopienzahl ermittelt. Da die zu untersuchenden Proben unterschiedlich viel
cDNA enthielten (z.B. durch unterschiedliche Biospiegrofe), war eine Normalisierung fiir die
quantitative Auswertung unerldsslich. Hierzu mussten die ermittelten Kopienzahlen auf ein
Housekeeping-Gen bezogen werden, dessen Expression konstant ist, und folglich ein MaB fiir
die Gesamt-cDNA-Menge in allen Proben ist. Hierfiir wurde GAPDH (Gycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase) gewéhlt. Die cDNA Kopien fiir die einzelnen Zytokine wurden dann
pro 10000 Kopien GAPDH angegeben.

2.13. Statistische Auswertung

Bei den Balkendiagrammen wurden jeweils die Mittelwerte mit den dazugehorigen
Standardabweichungen ermittelt. Die vertikalen Balken bei den phénotypischen DC-
Untersuchungen stellen ebenfalls den Mittelwert dar. Die Daten wurden zuvor auf
Normalverteilung getestet (One Way ANOVA-Test).

Unterschiede zwischen zwei zu vergleichenden Gruppen wurden bei einem p< 0,05 als
signifikant bezeichnet, ein p< 0,001 weist auf einen hoch signifikanten Unterschied hin. Bei

einem p >0,05 sind die Unterschiede nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die humane Immunantwort auf Helicobacter pylori in
vitro zu untersuchen. In erster Linie sollte der Effekt von intakten H. pylori und die
verschiedenen Bestandteilen des Keims auf die Immunzellen untersucht werden. Auflerdem
sollten die Effekte von mit H. pylori infizierten dendritischen Zellen auf autologene NK-

Zellen und naive CD4" T-Zellen in KoKulturen Systemen untersucht werden.
3.1. Analyse von Bakterienfraktionen

3.1.1. Eindimensionale SDS-PAGE

Eine eindimensionale SDS-PAGE-Analyse wurde eingesetzt, um die H. pylori Fraktionen zu

identifizieren und zu analysieren.

Eine Flussigkultur des H. pylori-Stamms G27 Wt (s. Tab. 1.1.) wurde in BHI-Dent unter
mikroaeroben Bedingungen kultiviert (s. 2.4.2.). Nach 3-4 Tagen zeigte die
lichtmikroskopische Kontrolle (s. 2.4.3.) Vitalitit und Mobilitit des Keims und keine
Kokkenbildung oder Kontamination der Kultur. Nach der photometrischen OD Bestimmung
(ODgoo ~ 1,5) wurde die Bakterienfraktionierung durchgefiihrt (s.2.5.2.). Der Proteingehalt der
erhaltenen Membran- (Mem), Zytosol- (Zyt), innere Membran- (iMem) und du3ere Membran-
(aMem) Fraktionen wurden mittels Bradford-Assay (s. 2.6.) bestimmt. Die Fraktionen wurden
dann in einem 10 %. Trizin-Gel unter reduzierenden Bedingungen gelelektrophoretisch
aufgetrennt (s. 2.7.2.). Die Coomassie-Blau Fiarbung (s. 2.7.4.) konnte keine signifikanten
Unterschiede im Proteinmuster zwischen dem Lys, Zyt und der Mem zeigen (Abb.3.1 a).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Silberfarbung (s. 2.7.5.) durchgefiihrt. Nach der
Silberfarbung lieB sich in der Auftrennung das Zellysat, das Zytosol und die Membran als
distinkte Banden unterscheiden (Abb. 3.1.b) Spur 1-3. Signifikante Unterschiede im
Proteinbandenmuster lassen sich feststellen. Lediglich bei der Auftrennung der
Membranproteine konnte die Abnahme von mehreren Proteinbanden sichtbar gemacht

werden.
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Abbildung 3.1: Eindimensionale SDS-PAGE von H. pylori-Fraktionen. Es wurde jeweils 5ug jeder Fraktion
in einem 10 % SDS-Gel (reduziert) aufgetrennt. AnschlieBend wurde eine Coomassie-Blau Farbung (a) und eine
Silberfarbung (b) durchgefiihrt. (a) Die Coomassie-Blau Firbung zeigt keinen signifikanten Unterschied im
Proteinmuster zwischen dem Lsy , dem Zyt und der Mem. Die Silberfirbung (b) zeigt einen signifikanten
Unterschied im Proteinmuster. Abnahme von mehreren Proteinbanden bei dem Membranpraparat. M=
Molekulargewichtsstandard in kDa.

3.1.2. Western-Blot-Analyse

Fiir die folgenden Versuche war es von Bedeutung, die Membranisolierung und die Trennung
der inneren von der duleren Membran zu zeigen. Ergénzend dazu konnte die Expression des
Proteins UreA bzw. die Expression des ,,Outer Membranproteins (OMP) HpaA im
verwendeten H. pylori-Stamm G27 Wt durch immunologischen Nachweis gezeigt werden

(O’Toole PW1995, Jones AC 1997, Lundstrom AM 2001).

o Urease ist ein zytosolisches multimeres Enzym von 550 kDa Grofe und besteht aus zwei
strukturellen Untereinheiten, UreA (26,5 kDa) und UreB (60,3 kDa). AuBlerdem 16st
Urease eine starke Immunantwort mit hohen Serumspiegeln von IgG und IgA aus und
zahlt damit zu den effektivsten Immunogenen von H. pylori (Newell K 1989; Perez-Perez

GI 1989).

o HpaA ist ein Protein der duBeren Membran (OMP) (32 kDa) und zeigt eine spezifische
Reaktion mit menschlichen Antikorpern (Voland P 2002).
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Der immunologische Nachweis der Membranisolierung und der Trennung der inneren von der
dufleren Membran mit spezifischen Antikdrpern gegen das Enzym UreA und das OMP HpaA
Protein (s. Tab.2.2) wurde durch Western-Blot-Analyse untersucht und (s. 2.8.) ist in
Abbildung 3. 2 gezeigt.

Es wurden jeweils Sug Lys, Zyt, Mem, innere Membran (iMem) und duBlere Membran
(aMem) in einem 10 % Trizin-SDS-Minigel elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.7.2.), auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen (s. 2.8.2.) und mit dem polyklonalen Antikdrper gegen
UreA (a) und mit dem monoklonalen Antikdrper gegen HpaA (b) inkubiert. Der Nachweis
wurde mittels Chemilumineszens (CL-System) durchgefiihrt (s. 2.8.3).

Das Zytosol zeigt einen hohen Gehalt an UreA, ebenso das Lysat, im Gegensatz zur
Membran, die einen geringen UreA-Anteil zeigt (Abb. 3.2.a). Der Nachweis des
zytosolischen Enzyms Urease in der Membranfraktion konnte durch eine leichte
Kontamination wihrend der Membranisolierung verursacht worden. Es ist aber aus der
Literatur bekannt, dass durch Lyse von Bakterien freigesetzte Urease unspezifisch an der
Oberfliache von H. pylori haftet und so zusammen mit der Membran isoliert wird (Suhas HP
1996, Dunn BE 1997, Dunn BE 1998, Bode G 1993, Hawtin PR 1990).

Im Gegensatz ist im Zytosol kein HpaA nachzuweisen und das Lysat nur einen geringen im
Vergleich zur Membran. Die aMem zeigt einen grof8en Anteil von HpaA im Vergleich zur
Mem, der iMem sowie dem Zytosol kein HpaA enthalten (Abb. 3.2.b.).

Das ,,Outer” Membran Protein HpaA findet sich nach der Fraktionierung wie erwartet im
Lysat, der Membran und der &uBlere Membran und nicht in im Zytosol oder der inneren
Membran (Abb.3.2.b).

Der ziemlich schwache HpaA-Gehalt in der Gesamtmembran, wie in dem Lysat, erklart sich
mit dem Prozentualgehalt des Proteins in jeder Fraktion, da die HpaA Konzentration am
stiarksten in der duleren Membran (aMem) ist und im der Membran (Mem) und im Lysat

abnimmt.
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Abbildung 3.2: Western-Blot-Analyse von H. pylori-Fraktionen: 5Spg der verschiedenen-Fraktionen (Lys,
Zyt, Mem, iMem und aMem) wurden in einem 10 % Trizin-SDS-Minigel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulose-Membran {iibertragen und mit einem polyklonalen Antikérper gegen UreA (a) und mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen HpaA (b) inkubiert. Der Nachweis wurde mittels Chemilumineszens (CL-
System) durchgefiihrt. M = Molekulargewischtsstandard in kDa.

3.2. Der serologische Test

Der serologische Test wurde durchgefiihrt, um zu {iberpriifen, ob die Blutspender fiir die
Isolierung der Immunzellen serologisch H. pylori negativ sind oder nicht. Dafiir wurden Spug
H. pylori-Lysat in einem 10 % Trizin —SDS-Gel elektrophoretisch getrennt (s. 2.7.2.), auf eine
Nitrozellulose-Membran {ibertragen (s. 2.8.2.), mit dem Blutplasma des Spenders als erstem
Antikorper und mit einem Anti-Human Antikorper als zweitem Antikorper inkubiert und
mittels Chemilumineszens (CL-System) nachgewiesen (s. 2.8.3.).

Bei H. pylori positiven Spendern (Abb. 3.3) enthdlt das Blutpalsma Antikorper gegen
verschiedene H. pylori Proteine. Das zeigt, dass die H. pylori Infektion eine starke humorale
Immunantwort mit hohen Antikorper-Titer im Blut auslost. Dagegen zeigen die H. pylori

negative Spender keine Reaktion mit den Proteinen des Bakterienlysats.
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Abbildung 3.3: Serologische Test fiir die Blutspender: Sug H. pylori-Lys wurden in einem 10 % Trizin-SDS-
Minigel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit dem
Blutspenderplasma inkubiert. Der Nachweis wurde mittels Chemilumineszens (CL-System) durchgefiihrt. Das
Blutpalsma von H. pylori positiven Spendern zeigt einen hohen H. pylori-Antikorpergehalt (Spender Nr. 1, 2, 5,
6 und 7). Bei den H. pylori negativen Spendern (Nr 3 und 4) konnte keine Immunreaktion detektiert werden.

3.3. Gewinnung peripherer mononukleirer Zellen (mnZ) vom H.

pylori negativen Spendern durch Dichtegradientzentrifugation

Im Blut befinden sich unterschiedliche Zelltypen wie Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten, sowie Erythrozyten und Thrombozyten. Diese lassen sich aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dichte voneinander trennen. Zur Isolierung der mnZ wurde das mit PBS
verdiinnte, heparinisierte Blut iiber Ficoll-Hypaque geschichtet und anschlieBend zentrifugiert
(s. 2.9.1).

Granulozyten und Erythrozyten sedimentieren dabei durch die Ficollschicht, wiahrend sich die
mnZ an der Interphase zwischen Plasma und Ficoll ansammeln und abgenommen werden
konnen. Die gewonnenen mnZ wurden gewaschen, ausgezédhlt und fiir die magnetische

Sortierung der Immunzellen weiter verwendet.
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3.4. Magnetische Sortierung

3.4.1. Sortierung von Monozyten

Bei der Isolierung von Monozyten aus den mnZ mit dem ,,Monocyte Isolation Kit II* handelt
es sich um eine negative Selektion, da die Nicht-Monozyten eliminiert wurden (s. 2.9.4.1.).
Die Reinheitsbestimmung und die Identifizierung der erhaltenen Zellen wurden mittels
FACS-Analyse (s. 2.9.2.) durchgefiihrt. Die gewonnenen Zellen wurden gewaschen und mit
den Fluoreszenz-markierten Antikdrpern Anti-CD45-FITC, Anti-CD14-PE, Anti-CD3-FITC
und Anti-CD19-PE gefirbt (s. 2.9.2.).

o Das CD3-Molekiil ist assoziiert mit dem Antigenrezeptor der T-Zellen (TCR) und
notwendig fiir die Zelloberflichenexpression und Signaliibertragung tiber den TCR. Das
Molekiil ist ein Hauptmarker der T-Lymphozyten.(Ledbetter JA, 1981; Clevers H, 1988).

o Das CD19-Molekiil ist der Hauptmarker fiir den B-Lymphozyten bei Menschen und

Maiusen.

o Das CD45-Molekiil ist ein transmembrandres Glykoprotein, das in verschiedenen
Isoformen vorliegt. Dem Antigen kommt eine entscheidende Bedeutung fiir die
Aktivierung von T-Zellen zu. Das CD45-Antigen findet sich iiblicherweise auf T-
Lymphozyten (CD45RA oder CD45RO) und auf Monozyten.

o Das CD14-Molekiil ist ein Phospholipid-verankertes Protein, Rezeptor fiir den Komplex
aus Lipopolysaccharid und lipopolysaccharidbindendem Protein und ist vorwiegend auf

Monozyten und Polymorphkernigen zu finden (Simmons DL 1989).

Die Abbildung 3.4 zeigt die DurchfluBzytometrie der isolierten Monozyten, nach Markierung
mit anti-CD45-FITC und anti-CD14-PE. Die morphologischen Parameter SSC und FSC (a)
zeigten, dass es sich um zwei Zellpopulationen handelt. Die Dot-Plot Darstellung (b) zeigte,
dass sich im LR-Feld (unterer rechter Quadrant) 3,31 %, im (oberen linken Quadrant) UL-
Feld 0,39 %, im LL-Feld (unterer linker Quadrant) 1,26 % und im UR-Feld (oberer rechter
Quadrant) 95,04 % der gesamten Zellen befinden. Folglich waren insgesamt 95,04 % der
Zellen CD14"/CD45" und wurden als Monozyten definiert.
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Die Positionierung des Quadranten erfolgt anhand der Isotypkontrolle der jeweiligen
Antikorper I1gG und IgG,, und die Prozentzahl bezieht sich auf die Anzahl an positiven
Zellen, ermittelt {iber die zuvor eingesetzten Marker.

Die Dot-Plot Darstellung (b) zeigt ebenfalls, dass die isolierten Monozyten aus zwei
Subpopulationen bestehen. Eine Subpopulation mit starker CD14 Expression (CD14high) und
eine mit geringer CD14 Expression (CD14"").

Die FACS-Analyse mit Anti-CD3 und Anti-CD19 zeigte, dass die isolierten Zellen noch 0,66
% CD3"- und 0,46 % CDI19'-Zellen enthalten (Daten nicht gezeigt), d.h. es ist ein
vernachléssigbar geringer Anteil von T-Zellen und B-Zellen vorhanden.

Beide Zellpopulationen wurden fiir die Generierung der dendritischen Zellen eingesetzt, da
bis jetzt keine Funktionsunterschiede zwischen den Zellpopulationen beschrieben wurden, die

die Zelldifferenzierung bzw. die DC-Generierung beeinflussen konnten.
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Abbildung 3.4: Durchfluizytometrische Messung der magnetisch sortierten Monozyten. (a) Mit den
morphologischen Parametern SSC und FSC wurde die Vitalitdt und Reinheit der Zell- Population gezeigt. (b)
Die Dot-Plot Darstellung zeigte, dass 95,04 % der isolierten Zellen Monozyten (CD14'/CD45") sind. Die
Positionierung des Quadranten beim Dot-Plot erfolgt anhand der Isotypkontrolle der jeweiligen Antikorper IgG
und IgGy,.
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3.4.2. Sortierung von NK-Zellen

Die NK-Zellen wurden aus den mnZ magnetisch durch eine negative Selektion (Depletion)
mittels MACS und ,NK-cell-Isolation Kit II* sortiert (s. 2.9.4.2.)). Fiir die
Reinheitsbestimmung und die Identifizierung der erhaltenen Zellen wurde die Expression von
CD56-Antigen und CD16-Antigen auf den Zelloberflichen durch FACS-Analyse (s. 2.9.2.)
untersucht. Daflir wurden die isolierten Zellen mit den Fluoreszenz-markierten Antikorpern

Anti-CD56-FITC, Anti-CD4-PE und Anti-CD16-PE gefirbt.

o Das CD56-Molekiil ist ein Hauptmarker der NK-Zellen (Van CampB, 1990) und damit
lassen sich die NK-Zellen in zwei Subpopulationen teilen (CD56%™ und CD56"¢"). Ca.
90 % der humanen NK-Zellen exprimieren wenig CD56-Antigen und werden als CD56%™
bezeichnet, die restlichen 10 % sind CD56™e™ , d.h. die Expression von CD56 ist sehr
hoch (Lanier LL 1986, Lanier LL 1989, Megan A Cooper 2001).

o Das CD16-Antigen (Leu-11) ist der IgG Fc Rezeptor III und wird auf der CD56%™ NK-
Zellsubpopulation exprimiert, d.h. die CD56""" NK-Zellen sind CD16%™ bzw. CD16°
(Lanier LL 1985, Lanier LL 1986). Die CD16-Dichte spielt eine Rolle bei der Aktivitit
der NK-Zellen (Megan A. Cooper 2001, 2004).

Die Abbildung 3.5 zeigt eine durchfluzytometrische Analyse der erhaltenen NK-Zellen.

Die Dot-Plot Darstellung (a) zeigte, dass sich im LR-Feld 87,9 % (CD56"), im UL-Feld 1,4 %
(CD4"), im LL-Feld 7,6 % (CD4/CD567) und im UR-Feld 3,1 % (DC4/DC56") der gesamten
Zellen befinden.

Die Positionierung des Quadranten beim Dot-Plot erfolgt anhand der Isotypkontrolle der
jeweiligen Antikorper und die Prozentzahl bezieht sich auf die Anzahl an positiven Zellen,
ermittelt iiber die zuvor eingesetzten Marker.

Das Histogramm (b) zeigt einen Overlay von CD56 markierten Zellen und Isotypkontrolle.
Das helle Histogramm in der Darstellung zeigt die Zellen nach Farbung mit den Antikérpern
der Isotypkontrolle, wohingegen die dunklen Histogramme die Fluoreszenz der CD56-FITC
markierten Zellen darstellen. Die CD56-Farbung zeigt, dass es zwei CD56 positiven
Populationen innerhalb der isolierten Zellen gibt. Um diese niher zu untersuchen, wurden die

NK-Zellen mit anti-CD56-FITC und anti-CD16-PE gefarbt uns nochmals analysiert.
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Die Dot-Plot-Darstellung in der Abbildung 3.6 zeigt, dass die erhaltenen CD56" NK-Zellen
aus zwei Zellpopulationen besteht: ca. 88 % CD56"™ CD16"#° und 11 % CD56"e"
CD16"".

Beide Subpopulationen der NK-Zellen wurden fiir die autologenische Kokultur mit den H.

pylori-infizierten dendritischen Zellen eingesetzt.
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Abbildung 3.5: Durchflufizytometerie der magnetisch sortierten NK-Zellen. (a) Die Dot-Plot Darstellung
zeigte, dass die isolierten Zellen aus ca. 88 % CD56" Zellen bestehen. (b) Overlay-Histogramm der CD56-
positiven Zellen. Die Positionierung des Quadranten bei dem Dot-Plot erfolgt anhand der Isotypkontrolle der
jeweiligen Antikorper (Dot-Plot: Hafsi N et. al: Journal of Immunology 7/2004).
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Abbildung 3.6: FACS-Analyse der magnetisch sortierten NK-Zellen. Die Dot-Plot Darstellung zeigte, dass
die isolierten Zellen aus 88 % CD56""/CD16™#"™ und aus 11 % CD56*€"/CD16'™ NK-Zellen bestehen. Die
Positionierung des Quadranten bei dem Dot-Plot erfolgt anhand der Isotypkontrolle der jeweiligen Antikdrper.
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3.4.3. Sortierung von naiven T-Zellen

Die naiven T-Zellen wurden aus den mnZ wurden durch die Kombination des ,,Pan T Cell
Isolation Kit II* und der ,,CD45RA Micro-Beads* in zwei Schritten gewonnen.

Mit den ,,Pan T Cell Isolation Kit II* wurden die gesamten CD3" T-Lymphocyten durch
Depletion isoliert (s. 2.9.4.3.), gewaschen, mit Anti-CD3 und Anti-CD19 gefarbt und mit
FACS-Analyse untersucht.

Die FACS-Messungen ergaben eine Zellpopulation, die nur aus CD3 positiven Zellen besteht
(Daten nicht gezeigt).

Durch die ,,CD45RA Micro-Beads® wurden die CD45RA" Zellen aus den CD3" positiven aus
sortiert (s. 2.9.4.3). Mit extrazellulirer Immunfluorreszenz wurden die an der Zelloberfldche
gelegenen Antigene CD45RA und CD4 iiber eine Antigen-Antikdrper-Bindung spezifisch
markiert und mittels der Durchflusszytometrie sichtbar gemacht (s. 2.9.2.) (Abb. 3.7).

o Das CD4-Molekiil ist wichtig fiir die Erkennung von Antigenpeptiden, die an MHC-
Klasse II-Molekiile gebunden sind, durch den T-Zell-Rezeptor. CD4 wirkt als Corezeptor,
indem es an die seitliche Oberfliche von MHC-Klasse II-Molekiilen bindet. Das CD4 ist
vor allem auf Subpopulationen der T-Helferzellen (Thy, Th;, Th, und Treg) exprimiert
(Ledbetter JA, 1981).

o Das CD45RA-Molekiil ist eine Isoform von CD45 mit A-Exon. Es wird auf naiven T-
Zellen exprimiert und wird bei den aktivierten T-Zellen (Th;, Th, und Treg)
herunterreguliert (Morimoto C 1985).

Die Abbildung 3.7 zeigt eine FACS-Analyse von isolierten naiven T-Zellen. Die Dot-Plot
Darstellung zeigte, dass sich im LR-Feld 0,9 % (CD45RA"), im UL-Feld 8,69 % (CD4"), im
LL-Feld 7,27 % (CD4/CD45RA’) und im UR-Feld 86,52 % (DC45RA"/DC4") der gesamten
Zellen befinden. Folglich waren insgesamt ca. 87 % der Zellen CD4"/CD45RA", die als
naiven T-Zellen definiert und fiir die autologenische Kokultur mit dendritischen Zellen weiter

verwendet wurden.
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Abbildung 3.7: Durchfluizytometerie von magnetisch sortierten naiven T-Zellen. (a) Die Dot-Plot
Darstellung zeigte die zwei naive T-Zellpopulationen (CD4"" / CD4"#"). (b) Overlay-Histogramm der CD45RA-
positiven Zellen. Die Positionierung des Quadranten bei dem Dot-Plot erfolgt anhand der Isotypkontrolle der
jeweiligen Antikorper (Hafsi N et. al: Journal of Immunology 7/2004).

In einer Ein-Parameter-Darstellung als Histogramm (b) sind nochmals die CD45R A-positiven
Zellen in einem Overlay mit der der Isotypkontrolle dargestellt. Die hellen Histogramme in
der Darstellung zeigen die Zellen nach Farbung mit den Antikdrpern der Isotypkontrolle,
wohingegen die dunklen Histogramme zeigen die Fluoreszenz der CD45RA-FITC markierten
Zellen.

In den Dot-Plot- (a) und die Histogramm- (b) Darstellungen wird deutliche unterschiedlichen,
dass die naiven T-Zellen aus zwei Subpopulation bestehen, die anhand der CD4 Expression
auf der Zelloberfliche zwei Zelltypen, CD45RA/CD4"€" und CD45RA'/CD4",

unterschieden werden konnen.
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3.5. Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten in

vitro

Da die Anzahl der zirkulierenden DCs viel zu gering fiir den Einsatz in den in-vitro-
Experimenten ist (< 0,01 % der mononukledren Zellen, Steinman 1991), liegen mittlerweile
eine Reihe von Protokollen vor, nach denen DCs gewonnen werden konnen. Als
Ausgangmaterial wurden dabei Monozyten eingesetzt.

Zur Differenzierung von dendritischen Zellen in vitro wurden frisch isolierte Monozyten (s.
2.9.31.) aus gesunden Spendern verwendet, da Monozyten sich nach 6 Tagen in einem GM-
CSF und IL-4-haltigen Medium zu unreifen dendritischen Zellen differenzieren lassen (iMo-
DCs) (s. 2.10) (Corinti S 2001; Landmann A 2001; Peretti J 2001, Liu YJ 2001; Peters JH
1993; Sallusto F 1994; Pickl WF 1996; Pietschmann P 2000).

o IL-4 wird auch als BCGF-1 oder BSF-1 bezeichnet (129 AA, Monomer). CD124 und
CDI132 sind die zwei Rezeptoren flir IL-4. IL-4 wird von T-Lymphozyten (Th2) und
Mastzellen sezerniert und bewirkt eine B-Zell-Aktivierung. Gleichzeitig verringert es die
IgE-Synthese und hemmt somit die Th;-Differenzierung. Es hemmt auBerdem die

Entwicklung der Monozyten zu Makrophagen (Jansen JH 1989).

o GM-CSF: ,,Der Granulozyte macrophage colony stimulating factor* GM-CSF ist ein 127
AA Monomer, wird von Makrophagen und T-Zellen produziert und stimuliert das
Wachstum und die Differenzierung der myelomonozytischen Linie (Reid CD 1992).

Die in vitro generierten dendritischen Zellen konnten durch die Expression der
Oberflachenmarker CD1a, MHC-Klasse II, CD80, CD83 und CD86 charakterisiert werden
(Abb. 3.5).

o CDla ist eine Isoform aus der multigenen Familie der CD1-Gene mit insgesamt fiinf
Isoformen beim Menschen. Es hat strukturelle Ahnlichkeiten mit dem MHC Klasse I-
Molekiil und spielt eine Rolle bei der Antigenprésentation (Melian A 1996, Blumberg RS
1995). CD1a wird wahrend des Reifungsprozesses der DCs herunterreguliert.
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o Das CD83-Molekiil ist ein 45 kDa Transmembranprotein der Ig Superfamilie und besteht
aus einer intrazelluliren Doméne und einer zytoplasmatischt mit C-Terminahlen Ende. Es
ist der Hauptmarker der myeloiden dendritischen Zellen, die sich in Lymphknoten
befinden. Die Aufgabe des Molekiils ist immer noch unbekannt, doch es wird vermutet,
dass es eine Rolle bei der Zell-Zell Interaktion wéhrend der Antigenpridsentation spielt

(Zhou, LJ, 1995, Hart DNJ 1997; Jeannin P, 2000).

o Das MHC-Klasse II-Molekiil ist ein hochpolymorphes Glycoprotein, das von MHC-
Klasse I und MHC-Klasse II-Genen codiert wird und bei der Prisentation von
Antigenpeptiden fiir die T-Zellen von Bedeutung ist, MHC-Klasse II ist auf der
Zelloberfliche der reifen dendritischen Zellen stark expremiert (O'Doherty U, 1994;
Thomas R 1994; Grouard G, 1996). Das Anti-MLA-DR interagiert mit dem humanen
Klasse II Antigen MHC.

o Die B7-Molekiile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) sind die wichtigsten kostimulatorischen
Molekiile zur Aktivierung der T-Zellen. Sie binden beide an das CD28-Molekiil auf T-
Zellen und sind auf reifen dendritischen Zellen hoch exprimiert (Schweitzer AN 1997,
Schweitzer AN 1998).

Am siebten Tag wurden die differenzierten Zellen geerntet und mit den Fluoreszenzantikdrper
Anti-CD1a-PE, Anti-HLA-DR-FITC, Anti-CD14-PE, Anti-CD80-FITC, Anti-CD86-PE,
Anti-CD4-FITC, Anti-CD4-PE  und  Anti-CD83-FITC  markiert und  mittels
DurchfluBzytometer analysiert (s. 2.9.2.). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.8
dargestellt.

Die Untersuchung der Zellen im DurchfluBzytometer bestitigte die lichtmikroskopische
(Bilder nicht gezeigt) Beobachtung, dass die Zellen sich zu unreifen DCs differenziert hatten,
wobei die Hochregulation von CD1a und die Herrunterregulation von CD14 sich deutlich in
den Dot-Plot Darstellungen zeigen ldsst (Abb. 3.8 a und b).

Die Vitalitdt und die Morphologie der differenzierten DCs konnten mit der Kombination aus
IL4 und GM-CSF auch iiber einen Zeitraum von 6 Tagen hinaus aufrechterhalten werden,
wenn die Zellen regelméBig alle zwei Tage frisches Medium mit IL-4 und GM-CSF erhielten.
Die FACS-Analyse zeigte, dass die generierten Zellen unreife dendritische Zellen sind und als
Monozyten-abgeleitete dendritischen Zellen (Mo-DC) bezeichnet und fiir die gesamten

folgenden Versuche weiter verwendet werden konnten.
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Abbildung 3.8: Immunphiinotyp von frisch geernteten unreifen Mo-DCs (iMo-DCs). Der Effekt der 1L-4
und GM-CSF Kombination auf den Phanotyp der sich differenzierenden DCs, wurde nach 6 Tagen durch FACS-
Analysen bestimmt. Die Dot-Plot Darstellungen zeigten, dass die in vitro differenzierten DCs CDla’/HLA-DR"
(a), CD14/CD80" (b), CD86/CD4 (c¢) und CD4 / CD83" (d) waren. Die Positionierung des Quadranten beim
Dot-Plot erfolgte anhand der Isotypkontrolle (Hafsi N et. al: Journal of Immunology 7/2004).

3.6. Reifung und Aktivierung von dendritischen Zellen

DCs gelangen iiber das Blut in das Gewebe, wo sie als unreife Zellen vorkommen, die sehr
gut Antigene aufnehmen und prozessieren kénnen. Der Ubergang von der Antigenaufnahme
zur Antigenprdsentation wird als Reifungsprozess bezeichnet (Banchereau J 1998,
Lanzavecchia A 2000, Matzinger, 1994). Wéhrend des Reifungsprozesses sezernieren die
DCs mehrere Zytokine (z.B. IL-10 und IL-12) und etablieren die immunologische Synapse,
die aus antigenprisentierenden Molekiilen (MHC-Klasse II und I) und kostimulatorischen
Molekiilen (CD83, CD80 und CD86) besteht (Corinti S 2001, De Smedt TM 1997, Dixon G
2001).
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3.6.1. Inkubation von in vitro generierten DCs mit H. pylori

Zur Klarung der Fragstellung, ob H. pylori einen Reifungsprozess in den iMo-DC auslost,
wurden in vitro generierte Mo-DCs mit H. pylori (MOI 5) oder mit E.coli (MOI 5) als
Positivkontrolle bzw. ohne Bakterien (Basal) als Negativkontrolle, fiir 48h inkubiert (s.
2.11.1.).

Die Zellen wurden anschlieBend mit den Fluoreszenzantikdrpern Anti-CD1a, Anti-HLA-DR,
Anti-CD80, Anti-CD86 und Anti-CD83 markiert und mittels DurchfluBzytometer analysiert
(s. 2.9.2.). Abbildung 3.9 zeigt die Ergebnisse einer FACS Analyse von mit H. pylori Stamm-
G27 Wt inkubierten iMo-DC im Vergleich mit Kontrollzellen (Basal).

Die hellgrauen Balken zeigen die Basal-Werte der unstimulierten iMo-DCs, die die
morphologischen und phianotypischen Merkmale der iMo-DCs behalten haben (s. 3.5.).

Die schwarzen Balken zeigen die phinotypischen Verdnderungen der dendritischen Zellen
nach 48 h Inkubation mitintakt H. pylori, bei denen eine starke Abnahme der Expression des
CDla-Antigens und eine Hochregulation des MHC-Klasse II sowie des CDS§3
kostimulatorischen Molekiils und des B7-Komplexes (CD80 und CD86) zu beobachten
waren.

Die Ausreifungsmarker fiir dendritische Zellen wie CD83, CD80 und CD86 (B7-Komplex)
und das HLA-DR-Molekiil (MHC-Klasse II) werden bei der Inkubation von unreifen DCs
durch H.pylori (MOIS) erhoht exprimiert, wobei der Grad an HLA-DR-Expression schon in
Kultur ohne H.pylori (Basal) ziemlich hoch war.

Das CDla-Molekiil war hauptsdchlich auf den unreifen DCs hoch exprimiert und wurde

durch H.pylori herunterreguliert.
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Abbildung 3.9: FACS Analyse der mit H. pylori Stamm-G27 Wt inkubierten dendritischen Zellen (Mo-
DCs). Die hellgrauen Balken zeigen die Basal-Werte der unstimulierten DCs, die die Morphologie und den
Phianotyp von unreifen DCs zeigen. Die schwarzen Balken zeigen die mit H. pylori (MOIS) stimulierten DCs
nach 48h Inkubation, mit einer starken Herunterregulation des CDla-Antigens und einer Hochregulation des
MHC Klasse II sowie des CD83 kostimulatorischen Molekiils und des B7-Komplexes (CD80 und CD86).

(Hafsi N et. al: Journal of Immunology 7/2004).

Neben den durch die FACS Messungen nachgewiesenen morphologischen und
phénotypischen Ergebnissen wurde der Zytokinspiegel in den Kulturiiberstinden mittels

ELISA (s. 2.9.3.) untersucht und in der Abbildung 3.10 dargestellt.

o Human Interleukin 10 (IL-10) ist ein 18 kDa monomeres Molekiill. Monozyten
(CD14'/CD16), aktivierte CD4" T-Zellen, Makrophagen, NK-Zellen und aktivierte
dendritische Zellen produzieren IL-10 (Iwasaki A 1999). Es ist ein Produkt der Th2-

Zellen und unterbindet die Entwicklung von Th1-Zellen.

o Interleukin 12 (IL-12) ist ein 70 kDa heterodimeres Glykoprotein und besteht aus einer 40
kDa (p40) und einer 35 kDa (p35) Untereinheit. Aktivierte dendritische Zellen sind
Hauptproduzenten von IL-12, das eine Th1-Antwort begiinstigt (Dixon G 2001).

Die Abbildung 3.10 zeigt, dass H. pylori eine sehr starke IL-12-Sekretion induziert,
wohingegen die im Vergleich IL-10-Sekretion sehr gering war. Das Ergebnis zeigt, dass H.
pylori eine Reifung und Aktivierung der iMo-DC induziert.

Die induzierte IL-10-Sekretion durch H. pylori wurde bei 102 pg/ml gemessen und im
Vergleich zu den Basalwerten (11,8 pg/ml) als signifikant betrachtet.
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Eine Konzentration von 2700 pg/ml IL-12 bei Kultur von Mo-DCs mit H. pylori und 49,5
pg/ml bei Mo-DC ohne H. pylori wurde als hoch signifikant betrachtet.

Die erhaltenen H. pylori stimulierten dendritischen Zellen wurden auf Grund der hohen IL-
12-Sekretion als reife und aktive myeloide dendritische Zellen (DC1) [,,mature monocyt
derived dendritc cells (mMo-DC)“] definiert (Pulendran B 1997, Liu YJ 2001). Dieser
Vorgang ist in der Abbildung 3.11 zusammengefasst.
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Abbildung 3.10: Zytokinsekretionsprofil des Kulturiiberstandes von H. pylori infizierten Mo-DCs. In vitro
generierten Mo-DCs wurden mit H. pylori (MOIS) bzw. mit E.coli (MOI5) und ohne Bakterien als
Negativkontrolle (Basal) fiir 48h inkubiert. Das Zytokinsekretionsprofil wurde mittels ELISA in den
Kulturiiberstinden bestimmt. Die hellgrauen Balken zeigen die IL-10 Sekretion und die schwarzen Balken die
IL-12 Sekretion. E.coli als Positivkontrolle wurde mit getestet. (Hafsi N et. al: Journal of Immunology 7/2004).
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Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der Generierung und Reifung von Mo-DCs. Monozyten wurden
durch MACS isoliert und Zugabe von IL-4 und GM-CSF nach einer Inkubation von sechs Tagen zu unreifen
dendritischen Zellen (Pra-DC1 myeloide Monozyten: iMo-DC) differenziert. Nach 48h Inkubation mit H. pylori
(MOIS5) wurden die Zellen zu reifen, aktivierten Mo-DCs (myeloide DC1: mMo-DC), die Zytokine sezerniert.
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3.6.2. Effekt der H. pylori Konzentration auf die Aktivierung von Mo-DCs

Im anschlieBenden Experiment wurde eine Titrationsreihe mit H. pylori durchgefiihrt, um
mogliche Effekte der H. pylori Zellzahl auf den Aktivierungs- bzw. Reifungsprozess der
dendritischen Zellen festzustellen.

Hierzu wurde mit dem Spektralphotometer eine Bakteriensuspension von H. pylori auf eine
ODggo von 1,0 (entspricht 2x10® H.pylori pro ml) (Hafsi N 2004) eingestellt, den iMo-DC im
Verhiltnis von 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:6, 1:8 und 1:10 zugegeben und fiir 48 h im Brutschrank
inkubiert (s. 2.11.1.). Mittels ELISA (s. 2.9.3.) wurden die IL-12 Konzentrationen in den
Kulturiiberstdnden gemessen.

Die Abbildung 3.12 zeigt den Effekt der Bakterienkonzentration auf die IL-12 Sekretion bei
dendritischen Zellen nach einer Inkubationszeit von 48h. Die Diagrammbalken zeigen
Konzentrationsabhéngige Zunahme der IL-12-Produktion der Bakterienzahl.

Bei einer Konzentration von sechs H. pylori pro DC bzw. acht H. pylori pro DC erreicht die
IL-12 Konzentration das Maximum (ca. 4700 pg/ml). Bei zehn H. pylori pro DC sinkt die IL-
12-Konzentration wieder auf 2800 pg/ml ab.
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Abbildung 3.12: Effekt der Bakterienkonzentration auf die IL-12 Sekretion bei dendritischen Zellen. Die
Diagrammbalken zeigen eine Zunahme des IL-12 bei Zunahme der Bakterienkonzentration. Bei einer
Konzentration von sechs H. pylor /DC (6) bzw. acht H. pylori/DC (8) erreicht die IL-12 Konzentration das
Maximum und nimmt bei zehn H. pylori/DC (10) wieder ab.
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Die lichtmikroskopische Beobachtung (Daten nicht gezeigt) konnte die Abnahme der IL-12-
Sekretion bei 10 H. pylori pro DC damit erkldren, dass bei dieser Zellkultur zahlreiche
apoptotische DCs festgestellt wurden. Im Gegensatz dazu wiesen bei den anderen
Konzentrationen die Zellkulturen morphologisch vitale gro3e Zellen mit globuldren Kernen
und feinen zytoplamatischen Auslaufern auf.

Um moglichst physiologische Bedingungen zu erhalten, wurde bei den nédchsten Versuchen

eine Konzentration von fiinf Bakterien pro DC gewiéhlt.

3.6.3. Der Effekt der Inkubationszeit auf die Mo-DC-Aktivierung

Um die zellphysiologischen Vorginge wahrend der Kultivierung von DC mit H. pylori zu
untersuchen, wurde die Inkubationszeit der DCs mit H. pylori variiert. Dazu wurden die DCs
mit H. pylori (MOIS) oder ohne, als negative Kontrolle, fiir 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
inkubiert (s. 2.11.1.). Zur Kontrolle, ob sich die Mo-DCs nach verschiedenen
Inkubationszeiten  physiologisch  verhalten, wurde die IL-12-Sekretion in den
Kulturiibertanden mittels ELISA (s. 2.9.3.) durchgefiihrt und in der Abbildung 3.13

présentiert.
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Abbildung 3.13. Einfluss der Inkubationszeit mit H. pylori auf die IL-12 Sekretion in Mo-DCs. Die
Negativkontrollen (Basal) (hellgrauen Balken) zeigen die nicht infizierten Mo-DC und die schwarzen Balken die
mit H. pylori (MOIY) infizierten Zellen. Die maximale IL-12-Konzentration wurde nach einer Inkubationszeit
von 48h gemessen. (Hafsi N et al: Journal of Immunology 7/2004).
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Abbildung 3.13 demonstriert den Einfluss der Inkubationszeit mit H. pylori auf die 1L-12
Sekretion der Mo-DCs. Die hellgrauen Balken zeigen die Messung der Negativkontrolle
(Basalwerte), diese DCs wurden ohne Zugabe von H. pylori fiir 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
inkubiert. Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede detektiert. Die schwarzen Balken
prasentieren die Messwerte der Kulturiiberstinde von Mo-DCs mit H. pylori (MOIS)
inkubiert wurden. Die maximale IL-12-Sekretion wurde nach einer Inkubation von 48h
erreicht wurde und nahm nach 72 h und 96 h wieder ab.

Die IL-12 Konzentration betrug nach 48 h Inkubation mit H. pylori ca. 3300 pg/ml und damit
im Vergleich zu 600 pg/ml als Basalwert als hoch signifikant ermittelt.

3.7. Untersuchung der Antigenaufnahme und

Antigenprozessierung bei Mo-DCs

Unreife Mo-DCs sind sehr effiziente Antigenfiénger. Dafiir stehen ihnen die folgenden

Mechanismen zu Verfligung:

o Mannoserezeptoren vermitteln die Endozytose (Engering AJ, 1997, Jiang W 1995,
Sallusto F, 1994).

o CD36 und Integrin-Komplexe vermitteln die Phagozytose (Albert ML 1998, Rubartelli A,
1997).

o Aquaporine (Wasserkanile) vermitteln die Makropinozytose;

DCs nehmen nicht nur Antigene auf, sondern sie besitzen auch Rezeptoren (Toll-like
Rezeptoren), mit deren Hilfe sie charakteristische Merkmale von Mikrooganismengruppen
erkennen konnen. Durch diese Erkennungsmechanismen von fremden Antigenen findet die
Initiation einer Immunantwort statt (David M, 2003, 2002; Akira S 2003).

Die Antigenprisentation durch DCs hat drei Aspekte: (i) Hochregulation von MHC- Klasse
I, (i1)) Hochregulation des CD86 kostimulatorischen Molekiils bzw. Etablierung der
Immunsynapse und (iii) die Sekretion des immunstimulatorischen Zytokins IL-12 (Yoshimura

S 2001).
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Um zu untersuchen, wie die iMo-DC mit intakten H. pylori interagieren, d.h. ob sie das
Bakterium bzw. einen Teil davon aufnehmen oder nicht, wurden die frisch generierten iMo-
DCs mit unterschiedlichen Inhibitoren fiir 1,5h vorinkubiert, dann gewaschen und mit H.
pylori (MOI 5) fiir weitere 48 h inkubiert.

Folgende Inhibitoren wurden mit der passenden Konzentration getestet:

o Cytochalasin A (CCA) ist ein Proteintransport-Inhibitor (Kumiko M 2004) und interagiert

genau wie das CCD mit der Polymerisation von Actinfilamenten (Colino J 2003).

o Cytochalasin D (CCD), ein Gift aus Schimmelpilzen, blockiert cytostatisch die
Polymerisation der Actinfilamente durch Bindung an das (+)-Ende des F-Actin und
hemmt dadurch die Bakterienaufnahme bei den DCs (Ulf Yrlid, 2002; Yan, 2004) und bei
Makrophagen (Kuhn M 1998) und auch die Antigenprisentation (Stober D 2002, Corinti
S 1999, Colino J 2003).

o Brefeldin A (BFA) hemmt den Proteintransport zwischen dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER) und dem Golgi Apparat (Kumiko M 2004) und hemmt dadurch die
Antigenprésentation {iber das MHC-Klasse [-Molekiil (Malide D 2001).

o Proteasome Inhibitor I (PSI) [N-benzyloxycarbonyl-lle-Glu(O-tert-butyl)-Ala-Leucinal]:
ist ein unspezifischer NFkB-Proteasomen-Inhibitor mit dem demonstriert wurde, dass die

Antigenprésentation bei DCs NFkB abhéngig ist (Yoshimura S 2001).

o MGI32 (carboben-zooxy-i-leucyl--leucyl-;-leucnal) zerstort bzw. hemmt die
Proteasomen-Aktivitit (Ubiquitin-proteasome pathway) und damit die
Antigenprozessierung und die Antigenprasentation iiber MHC-Klasse 1 (Yang BB 1996,
Qureshi N 2003, Lee DH 1998).

Nach zwei Tagen wurde die Konzentration von IL-12 Reifungsmarker der Mo-DCs und IL-8
inflamatorischer Marker in der Kulturiiberstdnden mittels ELISA (s. 2.9.3.)gemessen.

Die Abbildung 3.14 zeigt die IL-12 Sekretion. Alle Inhibitoren fiihrten zu einer vollstindigen
Blockade der IL-12-Sekretion.
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Die hellgrauen Balken zeigen den Effekt der Inhibitoren auf die Inkubation von iMo-DCs
ohne Zugabe von H. pylori und die schwarzen Balken zeigen Messungen nach Vorinkubation
der Mo-DCs mit den Inhibitoren, und nachfolgender H. pylori .

Bei den Ansdtzen mit CCD und CCA zeigte die blockierte IL 12-Sekretion, dass die
Antigenaufnahme bei den Mo-DCs vollstandig blockiert war.

Die Vorinkubation von Mo-DCs mit BFA zeigt offensichtlich, dass der Proteintransport
zwischen dem ER und Golgi-Apparat gechemmt wurde und damit der Reifungsprozess der
Zellen nicht abgeschlossen werden konnte, die darauthin kein IL-12 mehr produzierten.

Die Hemmung der IL-12-Sekretion durch PSI zeigte eine deutliche Abhingigkeit der
Antigenprésentation vom Transkriptionsfaktor NFxB, der die IL-12 Transkription und damit
die Sekretion kontrolliert.

Die Beteiligung von intrazelluliren Proteasomen wurde durch die IL-12-
Produktionshemmung mit dem proteasomen Inhibitor MG132 gezeigt. Dadurch ist folglich
auch die Antigenprisentation durch MHC-Klasse-I unterbunden.

Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass H.pylori von den iMo-DCs aufgenommen
bzw. in den intrazelluldren Kompartimenten prozessiert wurde und damit die Reifung und die
Aktivierung von den DCs induziert hat [schwarze Balken mit H. pylori und ohne Inhibitoren
(Basal)].

Die Vitalitdt und die Morphologie der Mo-DCs wurden im Versuchsverlauf permanent mit
dem Lichtmikroskop beurteilt und die Zellen waren wihrend der Inkubationszeit mit den
Inhibitoren (vor Zugabe von H. pylori) vital und zeigten die entsprechende Morphologie von
unreifen bzw. inaktivierten DCs.

Um zu zeigen, dass die Inhibitoren keine Nebenwirkung auf die Vitalitidt der Zellen hatten
und nur die Antigenaufnahme bzw. intrazelluldre Antigenprozessierung hemmten, wurde in
denselben Ansdtzen die IL-8-Sekretion mittels ELISA (s. 2.9.3.) (Abbildung 3.15).

Die Abbildung 3.15 demonstriert deutlich, dass die Inhibitoren kein Effekt auf die IL-8-
Sekretion der Mo-DCs haben und beweist, dass die allgemeinen physiologischen und

biologischen Fahigkeiten der Zellen nicht gestort sind.
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Abbildung 3.14: Hemmung der IL-12 Sekretion durch Mo-DCs durch Inhibitoren. Die hellgrauen Balken
zeigen die Inkubation von iMo-DCs ohne Zugabe von H. pylori und die schwarzen Balken zeigen Messungen
von zuerst mit Inhibitoren, dann mit H. pylori inkubierten iMo-DCs-Kulturen. Teilweise publiziert (Hafsi N et
al: Journal of Immunology 7/2004)
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Abbildung 3.15: Effekt von Inhibitoren auf die IL-8-Sekretion. Die hellgrauen Balken zeigen die Inkubation
von iMo-DCs ohne Zugabe von H. pylori und die schwarzen Balken zeigen Messungen von mit
Proteasomeninhibitoren vorinkubierten Zellen die anschlieBend mit H. pylori inkubiert wurden. Teilweise
publiziert. (Hafsi N et al: Journal of Immunology 7/2004).
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3.8. Effekt von H. pylori Fraktionen auf die Aktivierung
der iMo-DCs

Nach dem Nachweis, dass H. pylori von iMo-DCs aufgenommen (s. 3.7) wurde und damit die
Reifung bzw. Aktivierung der Mo-DCs induziert hatte, wurde als nichstes untersucht, welche
H. pylori-Bestandteile den stimulierenden Effekt auf den Reifungsprozess der iMo-DCs hatte.
Die verschiedenen H. pylori Fraktionen wurden wie unter 2.11.3. beschrieben erhalten und
umfassten duBere Membran (aMem), Membran (Mem), innere Membran (iMem), DNA, und
Zytosol (Zyt). Dazu wurden die in vitro generierten iMo-DCs mit jeweils 1pg/ml der
verschiedenen H. pylori-Fraktionen fiir 48 h inkubiert. Nach 48 h wurde die IL-12-
Konzentration in den Kulturiiberstinden gemessen (s. 2.9.3.).

Die Abbildung 3.16 zeigt die IL-12-Konzentrationen in den Kulturiiberstinden. Bei den
Kulturen die mit Zytosol (Zyt), DNA oder innerer Membran (iMem) stimuliert wurden, wurde
eine IL-12-Konzentration von ca. 600 pg/ml, die damit nicht signifikant iiber den Basalwerten
(400 pg/ml) lag, gemessen. Die lichtmikroskopische Beurteilung (Daten nicht gezeigt) der
Zellen zeigte, dass die Zellen vital waren und ihr Morphologie war mit unter basalen
Bedingungen vergleichbar.

Im Gegensatz dazu wurde bei Stimulation der Zellen mit Membran (Mem) und &uBere
(aMem) Membran eine erhohte IL-12-Sekretion gemessen. Der Effekt der dufleren Membran
(2319 pg/ml) ist im Vergleich zu Basal (400 pg/ml) hoch signifikant und noch stirker als der
Effekt der kompletten Membran (1100 pg/ml).

Der Unterschied zwischen dem Effekte der duleren Membran und der kompletten Membran
bei der IL-12-Induktion und die lichtmikroskopische Beobachtung bestitigten, dass der
Stimulus bzw. der Antigenfaktor von H. pylori in der d&ufleren Membran lokalisiert sein, da
die Zellen eine Morphologie von reifen dendritischen Zellen zeigten.

Dass bei der Kultur der iMo-DCs mit H. pylori-DNA kein stimulierender Effekt gefunden
wurde, ist durch die Tatsache zu erkldren, dass die iMo-DC kein TLR-9 exprimieren

(Pulendran B 1997), der CpG-DNA erkennen kénnen.



3. Ergebnisse - 80 -

3000
p<0,001
I
2500 ~
= 2000
E
o
&
~ 1500 7
i
—
|-
1000 -
500 -
0 - : : i i—
Basal 1pg/ml aMem 1pg/ml Mem 1pg/ml iMem 1mg/mIDNA 1pg/ml Zyt

Abbildung 3.16.: Zytokinsekretionsprofil der Mo-DCs nach Stimulation mit verschiedenen H. pylori
Fraktionen. Die in vitro geernteten generierten Mo-DCs wurden mit jeweils 1 pg/ml dullere Membran (aMem),
Membran (Mem), innere Membran (iMem), DANN, und Zytosol (Zyt) oder ohne als Negativkontrolle (Basal)
fiir 48h inkubiert. Die IL-12-Sekretion wurde mittels ELISA in den Kulturiiberstdnden bestimmt.

3.9. Kokultur von H. pylori infizierten Mo-DC mit autologenen
Zellen

Eine charakteristische Eigenschaft von DCs ist die Fihigkeit, sowohl endogene als auch
exogene Antigene liber MHC-Klasse I- und MHC-Klasse II-Molekiile fiir NK-Zellen und T-
Lymphozyten zu prasentieren.

Humane infizierte dendritische Zellen, als stimulierende Zellen, aktivieren NK- und T-Zellen
(Responderzellen) durch Zell-Zell-Kontakt (Ferlazzo G 2002, Ferlazzo G 2003, Biron CA
1997) und induzieren eine Th;/Thy-Immunantwort (Moser M 2000, Lanzavecchia A 2001).
Fiir die Untersuchungen dulerer Einfliisse, wie die H. pylori-Infektion, auf das Immunsystem
eines H. pylori negativen Spenders wurde in Vorversuchen ein humanes In-vitro-System
etabliert. Dabei standen die H. pylori-infizierten DC (mMo-DC) als professionelle
antigenprasentierende Zellen, die fiir die Aktivierung und Proliferation von ungepragten NK-
Zellen (s. 2.9.4.2.) und naiven T-Zellen (s. 2.9.4.3.) zustindig sind, im Vordergrund. Es
wurde getestet, ob die aus Blut gewonnen Zellen naive T-Zellen und NK-Zellen zur

Aktivierung stimulieren konnen.
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3.9.1. Kultur von H. pylori infizierten Mo-DC mit autologenen NK-Zellen

Die immunstimulatorische Kapazitit von in vitro generierten Mo-DCs (s. 2.10.) wurde vor
und nach Infektion mit H. pylori (s. 2.11.1.) in autologenen Ansétzen untersucht. Als
Responderzellen wurden durch negative Selektion isolierte NK-Zellen (s. 2.9.4.2.) von HLA-
A und HLA-B identischen Spendern eingesetzt. Die Reinheit der isolierten NK-Zellen wurde
mit FACS nachgewiesen und lag bei ca. 89 % (s. 3.4.3.).

Die Aktivierung der Responder-NK-Zellen wurde nach 24 h Kokultur anhand der TNF-a.-,
IFN-y- und IL-2-Konzentrationen in den Kulturiiberstinden mittels ELISA (s. 2.9.3.) und
durch durchfluBzytometrische (s. 2.9.2.) Messung der CD69-Antigen-Expression auf den NK-
Zelloberflachen iiberpriift.

o TNF- a als Entziindungsmediator wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen und

aktivierten NK- und T-Zellen sezerniert.

o IFN-y ist ein losliches Protein, gehort zum Interferon Typ II (Typ I: IFN-o und IFN-f)
und spielt eine wichtige Rolle im Immunsystem (Bei der T-Zelldifferenzierung). Es wird

nur von aktivierten T-Lymphozyten (Th1) und NK-Zellen sezerniert.

o IL-2 ist ein immunmodulatorisches Zytokin, denn es spielt eine Hauptrolle bei der
Entwicklung der T- und B-Lymphozyten-Antwort. Es wirkt autokrin, das heil}t es wird
von Lymphozyten sezerniert die dann {iber Bindung an den IL-2-Rezeptor stimuliert
werden. IL-2 wird nur von aktivierten Lymphozyten (T- und B-Zellen) sezerniert und ist

damit ein Lymphokin.

o Das CD69-Molekiil ist ein Marker aktivierter NK- und T-Zellen (Moretta A 1991,
Borrego F 1999).

Unreife iMo-DCs und H. pylori- infizierte Mo-DCs (mMo-DCs) wurden mit frische isolierten
autologenen NK-Zellen in Verhidltnis von 5 NK-Zellen pro Mo-DC (5:1) kokultiviert
(s.2.11.6.).
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Die Abbildung 3.19 (a-c) zeigt die Mittelwerte von Versuchen mit Zellen von verschiedenen
Spendern. Bei den Stimulationsansdtzen von H. pylori-infizierten dendritischen Zellen in
Kokultur mit NK-Zellen sind die Konzentrationen von (a) IL-2, (b) TNF-a und (c) INF-y
gegeniiber den Kontrollansdtzen (DCs + NK-Zellen) signifikant erhdht.

Die dunkelgrauen Balken in Abb. 3.17 a, b und ¢ zeigen, dass die Zytokin-Sekretion in
Kokulturen von nicht infizierten Mo-DC und NK-Zellen Kulturen im Vergleich zu den Basal-
Werten (DCs) nicht erhoht ist und die hellgrauen Balken (DC + H. pylori) zeigen im
Vergleich zu den Basal-Werten keine signifikante Zytokinsekretionserhdhung.

Die gefundene erhohte Zytokinsekretion ausschlieBlich in Kokulturen von H. pylori
infizierten DCs mit NK-Zellen zeigte, dass die Zytokine von den aktivierten NK-Zellen

sezerniert wurden.
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Abbildung  3.17: Zytokinsekretionsprofil von  Mo-DCs/NK-Zellen-Kokulturen. Bei  den
Stimulationsansétzen mit H. pylori-infizierten Mo-DC und NK-Zellen sind die Zytokinkonzentrationen (a) IL-2,
(b) TNF-o und (c) INF-y im Gegensatz zu den Kontrollansdtzen signifikant erhoht. Damit wurde die Aktivierung
der NK-Zellen durch die H. pylori-Infektion gezeigt. (**: p<0,001)

(Hafsi N et al: Journal of Immunology 7/2004).
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Die phénotypische Analyse der Responderzellen (NK-Zellen) mittels FACS nach 24 h
Kokultur mit H. pylori-infizierten dendritischen Zellen zeigte eine hohe Expression von
CD69-Antigen auf den NK-Zelloberflichen (Abb. 3.18.), was ein weiterer Beweis flir die
Aktivierung der NK-Zellen war.

Die Abbildung 3.18 prasentiert das Histogramm der FACS-Analyse von CD69-FITC
markierten NK-Zellen nach Inkubation mit H. pylori-infizierten Mo-DCs. Im Histogramm
markiert M1 den Bereich den CD69 negativen NK-Zellen und M2 positiven Ereignisse
(CD69" NK-Zellen).

Um die statistischen Prozentwerte der CD69-FITC gefiarbten Populationen zu bestimmen,
wurden die gesamten Ereignisse gezihlt und mit den Ereignissen des Gates (CD69" -Zellen)
verglichen. Dieser Wert steht in der Histogramm-Statistik in der Spalte % Gated, Zeile M2 =
79%.
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Abbildung 3.18: Durchfluzytometrische Analyse von CD69-Zellen (M1) und CD69"-Zellen (M2) NK-
Zellen. Das Histogramm zeigt die Oberflichenexpression von CD69 auf stimulierten (M2) und nicht
stimulierten (M1) NK-Zellen mit H. pylori-infizierten Mo-DCs
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3.9.2. Kultur von H. pylori-infizierten DC (mMo-DC) mit autologenen

naiven T-Zellen

Dendritische Zellen dirigieren und beeinflussen durch Zytokin-Produktion die Immunantwort,
weil sie damit die T-Zellen-Aktivierung, -Differenzierung und -Proliferation (Moser M 2000,
Pulendran B 2001).

Um zu testen, ob die aus den gesunden Spendern in vitro generierten Mo-DCs H. pylori
Antigene auf ihrer Zelloberflache priasentieren konnen, wurde untersucht, ob sie in der Lage
sind, autologe, naive T-Lymphozyten zu aktivieren. Dafiir wurden naive CD4"/CD45RA" T-
Zellen von HLA-DR identischen Spendern durch magnetische Sortierung isoliert (s. 2.9.4.3.)
und als Responderzellen eingesetzt.

H. pylori-infizierte bzw. nicht infizierte dendritische Zellen wurden mit autologenen naiven
T-Zellen [10 naiven T-Zellen pro DCs] kokultiviert. Nach 72 h wurde die extrazelluldre
Produktion der beiden Leitzytokine fiir eine Th;- (IFN-y) bzw. Thy-Immunantwort (IL-4)
mittels ELISA (s. 2.9.3.) gemessen.

Die Abbildung 3.19 stellt die Sekretion der beiden Leitzytokine fiir die Th;-Th,-
Immunantwort in Mo-DCs/T-Zellen-Kokulturen dar. Die schwarzen Balken zeigen die IFN-y-
Sekretion und die hellgrauen Balken die IL-4-Sekretion. Im Vergleich zur IFN-y-Sekretion
wurde die IL-4-Sekretion in allen Kulturansitzen als nicht signifikant betrachtet, da jeweils
nur ca. 5 pg/ml gemessen wurden. Die IFN-y- Sekretion erreichte ihr Maximum (ca. 240
pg/ml) im Kulturansatz der H. pylori-infizierten DCs mit T-Zellen, dagegen wurden beim
Ansatz der nicht infizierten Mo-DCs mit T-Zellen nur 125 pg/ml gemessen und damit wurde
der Unterschied als signifikant (*: p< 0,05) betrachtet. Dieser Unterschied in der IFN-y-
Sekretion zwischen den Kulturen von infizierten und nicht-infizierten DCs mit autologenen
naiven T-Zellen zeigte, dass die H. pylori Infektion die IFN-y-Sekretion bei den T-Zellen

stimuliert hatte.
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Abbildung 3.19: Die Sekretion der Leitzytokin fiir Th;-Th,-Immunantwort. Die schwarzen Balken zeigen
die IFN-y-Sekretion (Th;) und die hell grauen Balken die IL-4-Sekretion (Th,). Im Vergleich zur IFN-y-
Sekretion wurde die IL-4-Sekretion als nicht signifikant betrachtet. Die H. pylori-infizierten DC induzierten eine
signifikant erhohte IFN-y-Sekretion bei den T-Zellen. Teilweise publiziert

(Hafsi N et al: Journal of Immunology 7/2004).

Um zu ermitteln, ob die Sekretion der Leitzytokine fiir die Th;-Immunantwort von der
Inkubationszeit abhéngig ist, wurden die IFN-y-, TNF-a- und IL-2-Konzentrationen nach 24
h, 48 h, 72 h und 96 h Kokultur mittels ELISA bestimmt (s. Abb. 3.20).

In Abbildung 3.20 ist die Sekretion der Leitzytokine fiir die Th;-Immunantwort dargestellt.
Die schwarzen Balken représentieren die IFN-y- (A), TNF-a- (B) und IL-2-Konzentration (C)
nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h Kokultur der H. pylori-infizierten Mo-DCs mit autologenen
naiven T-Zellen und die hellgrauen Balken die Konzentrationen von nicht-infizierten Mo-DCs
mit autologenen naiven T-Zellen.

Wihrend die Zytokin-Produktion im Laufe der Kokultur zunimmt und nach 72 h fiir alle drei
Zytokine ihr Maximum erreicht, bleibt die IL-2-Sekretion im Vergleich zu der TNF-a- und
IFN-y-Sekretion trotz eines Anstiegs recht niedrig.

Nach 96 h Kokultur sinkt die Sekretion der Leitzytokine fiir eine Th;-Immunantwort, was die
lichtmikroskopischen Beobachtungen bestitigte, welche einen groBen Anteil von

apoptotischen Zellen zeigten.
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Abbildung 3.20: Kinetik der Zytokinsekretion in Mo-DCs/T-Zellen-Kokulturen. IFN-y- (A), TNF-a- (B),
und IL-2- Sekretion (C) in Kokulturen von H. pylori-infizierten und nicht-infizierten Mo-DCs mit naiven T-
Zellen. Die schwarzen Balken zeigen die Kokultur H. pylori-infizierten Mo-DCs mit naiven T-Zellen. Weille
Balken die nicht infizierten Mo-DCs mit naiven T-Zellen. (Hafsi N et al: Journal of Immunology 7/2004).



3. Ergebnisse - 88 -

Nach der Untersuchung des Effekts von intakten H. pylori auf die Mo-DCs und die naiven T-
Zellen und der Feststellung, dass die Bakterien die Aktivierung der Mo-DCs und folglich eine
Thi-Immunantwort in der Co-Kultur mit naiven T-Zellen induziert, wurde weiterhin der
Effekt der H. pylori-Zellmembran auf die naiven T-Zellen untersucht, da bei dieser als
einziger Bakterienfraktion ein Reifungseffekt auf die dendritischen Zellen nachgewiesen
werden konnte (s. 3.7.3.).

Dafiir wurden die frischen in vitro generierten Mo-DCs (s. 2.10.) mit 1 pg/ml H. pylori-
Zellmembran (Mem) inkubiert, nach 48 h die magnetisch isolierten naiven T-Zellen (s.
2.9.4.3.) zu den infizierten DCs gegeben und fiir weitere 72 h inkubiert (s. .2.11.5.).

Nach der Inkubationszeit wurden die T-Zellen auf mRNA- Ebene mittels RT-PCR analysiert
Auf RNA-Ebene wurde die Expression von den Th;- bzw. Thy-spezifischen
Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA-3, die in den differenzierten T-Zellen exprimiert
werden, mittels quantitativer Real-time (RT)-PCR (s. 2.12.3.) analysiert.

o T-bet ist der Transkriptionsfaktor der Th;-Effektor Zellen (Afkarian M 2002, Lighvani
AA 2001, Szabo SJ 2000)

o GATA-3 (GATA-binding Protein 3) ist der wichtigste Regulationsfaktor bzw.
Transkriptionsfaktor bei der Thy-Polarisierung. (Lee HJ 2000, Grogan JL 2002).

Die tiber 72 h mit H. pylori-, H. pylori-Membran-infizierten oder nicht-infizierten Mo-DCs
Negativkontrolle kokultultivierten T-Zellen wurden geerntet und die Gesamt-RNA isoliert (s.
2.12.1.). Nach der Umschreibung der RNA in ¢cDNA (s. 2.12.2.), wurde diese mit T-bet- bzw.
GATA-3-Primern hybridisiert und mittels RT-PCR analysiert (s. 2.12.3.) (Abb. 3.21.).Als
Standard wurde GAPDH verwendet.

Die Abbildung 3.21 zeigt die mRNA-Expression von GATA-3 und T-bet in den Kokulturen
der T-Zellen mit nicht-infizierten (Kontrolle) und H. pylori- und H. pylori-Membran
stimulierten Mo-DCs. In Mo-DCs/T-Zellen-Kokulturen ist GATA-3 in Vergleich zu T-bet
hohe exprimiert (weilen Balken). GATA-3 wurde in T-Zellen, die mit H.pylori-(schwarzer
Balken), als mit H. pylori-Membran (Mem)-infizierten Mo-DCs kokultiviert (dunkelgrauer
Balken), herunterreguliert. Die Herunterregulation des Transkriptionsfaktors GATA-3 bei der
Infektion mit H. pylori wurde als signifikant (*: p<0,05) und bei der H. pylori-Membran-
Infektion als hoch signifikant(**: p<0,001) betrachtet.
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Die T-bet-Expression wurde bei den beiden Kokulturen, von naiven T-Zellen mit H. pylori-
bzw. H. pylori-Membran-infizierten Mo-DCs signifikant hochreguliert (**: p<0,001).
H. pylori stimuliert in vitro die Expression des Transkriptionsfaktors T-bet bei T-Zellen und

damit eine Th;-Immunantwort.
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Abbildung 3.21: Quantitative RT-PCR der mRNA-Expression von GATA-3 und T-bet in Kokulturen der
T-Zellen mit H. pylori- , H. pylori- Membran- und nicht-infizierten Mo-DCs. Bei einer Infektion mit
H.pylori (schwarzer Balken) und mit der Bakterienmembran (dunkelgrauer Balken) zeigen die T-Zellen eine
Hochregulation des T-bet- und eine Herunterregulation des GATA-3- Transkriptionsfaktors (*: p<0,05, **:
p<0,001) (Hafsi, N et al: Journal of Immunology 7/2004)

Um Aufschluss iiber dien Aktivierungszustand der CD4 " naiven T-Zellen in Kokulturen mit
H. pylori-infizierten Mo-DCs zu erhalten, wurde eine durchfluzytometrische Analyse der
Expression des CD69-Antigens auf den T-Zelloberflichen durchgefiihrt (s. 2.9.2.). Nach 72 h
Kokultur der T-Zellen mit den H. pylori-infizierten und nicht infizierten Mo-DCs wurden die
Zellen geerntet, mit CD69-FITC markiert und mittels FACS analysiert.

Der Oberflichenmarker CD69 wird von T-Zellen nicht konstitutiv exprimiert, kann aber im
Rahmen der frithen T-Zellaktivierung nachgewiesen werden.

Abbildung 3.22 présentiert eine Histogrammdarstellung von CD69-positiven Zellen (M2) und
CD69-negativen Zellen (M1). Im ersten, hellen Histogramm markiert M1 den Bereich der

negativen CD69 positiven T-Zellen, die mit nicht infizierten Mo-DCs kokultiviert wurden.
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Um die statistischen Prozentwerte der CD69-PE gefdarbten Populationen zu bestimmen,
wurden die gezdhlten Ereignisse innerhalb des Gates (T-Zellen) mit den Ereignissen
aulerhalb verglichen. Dieser Wert steht in der Histogramm-Statistik in der Spalte % Gated,
Zeile M2 =93 %.

Counts

Abbildung 3.22 : FACS-Analyse der CD69-Expression auf T-Zellen. Histogramm Overlay von naiven T-
Zellen in Kokultur mit nicht infizierten dendritischen Zellen (M1) und mit H. pylori-infizierten Mo-DCs (M2)
mit den Histogramm-Statistikmarkern M1 und M2. M2-Markierung zeigt die Responderzellen (T-Zellen) nach
der Aktivierung durch die H. pylori- infizierten dendritischen Zellen (Hafsi, N et al: Journal of Immunology
7/2004).
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4. Diskussion

Die Entdeckung des humanpathogenen Keims Helicobacter pylori vor mehr als 20 Jahren
(Warren und Marshall, 1983) eréffnete ein neues Forschungsgebiet in der Gastroenterologie.
Die Tatsache, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen gastroduodenalen Erkrankungen
des Menschen und einer Infektion mit H. pylori besteht, verdnderte entscheidend die
Therapieverfahren dieser Krankheitsbilder (Suerbaum S und Michetti P 2002, Bayerdorffer E
1992). Seither ist es eine der wichtigsten Intentionen der experimentellen Untersuchungen an
H. pylori zu verstehen, wie das humane Immunsystem mit dieser Infektion umgeht und
warum der Keim trotz einer nachgewiesenen Immunreaktion, sowohl auf humoraler als auch
zelluldrer Ebene, perisitieren kann (Bamford KB 1998, Sommer F 1998).

Der Magen ist dabei der Ort, an dem die Zellen des Immunsystems primédren Kontakt zum
Pathogen haben damit der Ort der primdren Immunantwort. Es wurde gezeigt, dass dort nach
Aufnahme der Bakterien durch Phagozytose-Zellen der Magenschleimhaut Chemokine und
Zytokine sezerniert werden, welche eine starke Infiltration durch Immunzellen bzw.
Lymphozyten induzieren (Mattsson A 1998, Fan XJ 1994).

Das Zusammenspiel von Phagozyten und eingewanderten Granulozyten, Monozyten,
dendritischen Zellen, T-Lymphozyten und mdglicherweise natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) induziert eine starke Sekretion von TNF-a, IL-12 und IFN-y. Es erfolgt keine 1L-4-
Sekretion (Karttunen R 1995, Sommer F 1998), bis Antigen-spezifische T-Lymphozyten
(Th;) an den Ort der Infektion rekrutiert werden (Bamford KB 1998, Sommer F 1998).

Dieses Zytokinmuster entspricht einer primdr innaten Immunatwort vom Th;-Typ. Gefolgt
von einer spezifischen Immunantwort die eine Erkennung und Prédsentation des Pathogens
oder seiner Bestandteile voraus setzt. Hierzu sind antigenpriasentierende Zellen befahigt, die
nach Aufnahme und Prozessierung von Antigenen des Keims, Immunzellen des innaten und
adaptiven Immunsystems aktivieren konnen. Professionelle Vertreter dieses Zelltyps sind
dendritische Zellen, die T-Zellen und NK-Zellen aktivieren und somit die Immunreaktion
polarisieren und modulieren.

Ziel dieser Arbeit war es ein in vitro-Modell der humanen Immunantwort auf intakte H. pylori
Bakterien zu entwickeln, um den komplexen Prozess der Immunantwort, wie er im Magen
ablduft, in Einzelschritten untersuchen zu konnen. Der wichtigste Schritt war dabei die
Generierung humaner dendritischer Zellen in ausreichender Menge und Reinheit. Die
dendritischen Zellen fiir diese Arbeiten wurden in vifro aus Monozyten generiert und

charakterisiert.
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Die so erhaltenen Mo-DC wurden auf ihre Fiahigkeit untersucht als Antwort auf die Infektion
mit H. pylori zu reifen und Zytokine zu sezernieren. Dazu wurden Oberflachenreifungsmarker
mittels Duchflusszytometrie bestimmt und die Zytokine im Zellkulturiiberstand durch ELISA
quantifiziert.

Die Fahigkeit reifer bzw. aktivierter dendritischer Zellen NK-Zellen und naive T-Zellen zu
aktivieren und zur Zytokinproduktion anregen zu konnen, machte sie zum Kernstiick des
Modells. Im zweiten Schritt wurden daher humane NK-Zellen und naive T-Zellen aus dem
Blut eines identischen Spenders isoliert und mit den H. pylori infizierten Mo-DCs in ein
Kokultur-System gebracht.

Durch die Modellstruktur dieses Systems konnten die induzierten Zytokine, die exprimierten
Oberflachenreifungsmarker der NK- und T-Zellen und die Expression von T-Zellspezifischen
Transkriptionsfaktoren durch quantitiative RT-PCR gezielt untersucht werden.

Weiterhin konnte der Einfluss von einzelnen H. pylori-Bestandteilen, wie DNA, Membran
(Mem), innere Membran (iMem), dullere Membran (aMem) und Zytosol (Zyt) auf die primére

Immunantwort untersucht werden.

4.1. Generierung und Aktivierung von dendritischen Zellen

in vitro.

Dendritische Zellen sind im peripheren Blut in sehr geringer Quantitét (< 0,1 %) vorhanden
und daher sehr schwer fiir wiederholte Versuchsreihen zu isolieren. Zur Etablierung des
Modells wurden daher dendritische Zellen durch Kultur iiber 6 Tage unter Zugabe von
Zytokinen (GM-CSF und IL-4) aus CD14" Monozyten generiert (s. 3.5.). Es handelt sich
dabei um ein in der Literatur etabliertes Verfahren (Pickl WF 1996, Pietschmann P 2000), das
fiir unser System angepasst und standartisiert wurde. Die generierten Zellen zeigten den
charakteristischen Phéinotyp dendritischer Zellen mit typischer Zellmorphologie. Die
Untersuchung der Oberfldchenmarker der Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen (Mo-
DCs) mittels FACS-Analyse ergab den Verlust von Monozytenmarkern (CD14) und die
Expression des Hauptmarkers CD1a fiir unreife myeloide Mo-DCs (s. 3.5, Abb. 3.8).

Diese phénotypischen Merkmale sind spezifisch fiir unreife Mo-DC und ein hinreichender
Kontrollparameter.

Die DCs sind der Hauptvermittler zwischen der angeborenen und erworbenen Immunitit. Sie
spielen eine essenzielle Rolle bei der Antigenaufnahme, -Prozessierung und -Pridsentation

(Banchereau J 2000, Banchereau J 1998).
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Der Differenzierungsprozess von unreifen zu reifen APCs wurde von Bakterienmembran oder
-Bestandteilen induziert. Dieser Prozess ist begleitet von einer Hochregulation von MHC-
Klasse 1 und II, kostimulatorischen Molekiilen (CD80, CD83 und CDS86) und
Adhésionsmolekiilen wie CD54 (Banchereau J 1998, Guermonprez P 2002) sowie einer
Zytokinproduktion (Dixon G 2001, Verhasselt V 1997).

Dendritische Zellen sind in fast allen Geweben des menschlichen Korpers lokalisiert. In der
Magenschleimhaut sind die dendritischen Zellen fahig, die ,,Tight-Junctions* zu 6ffnen und
direkt mit den Bakterium im Kontakt zu kommen (Rescigno M 2001, Scheinecker C et al.
2002).

Amieva et al. (2003) haben vor kurzem gezeigt, das H. pylori eine potente Rolle bei der
Destruktion des Apikal-Junktional Komplexes spielen wodurch DCs in die Magenschleimhaut
eindringen konnen um direkt in Kontakt mit den Bakterien zu treten (Amieva MR 2003).

Es wurde weiterhin gezeigt, dass in der Magenschleimhaut ein direkter Kontakt zwischen
DCs und H. pylori sehr wahrscheinlich ist, wodurch ein Aktivierungs- und Reifungsprozess
der dendritichen Zellen ausgeldst wird (Amieva MR 2003).

Molinari et al. und Ramarao et al. haben beschrieben, dass die Antigenprédsentation durch
bestimmte H. pylori-Virulenzfaktoren (VacA) und die Antigenaufnahme durch cag-PAI (H.
pylori Pathogenitit Insel) bei APCs gehemmt wurde (Molinari M 1998, Ramarao N 2000).
Trotz vieler Studien, die sich mit der Interaktion zwischen H. pylori und angeborener
Immunitét beschéftigt haben (de Jonge R 2001, Innocenti M 2001, Kalinski P 1999, Knipp U
1994, Meyer F 2000, Stassi G 2002), ist immer noch wenig bekannt tiber dem Einfluss von H.
pylori auf humane dendritische Zellen (Guiney DG 2003, Voland P 2003).

Im diesem etablierten Modell zeigt sich nach Infektion mit H. pylori bei den Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen (Mo-DCs) eine Reifung und Aktivierung. Die H. pylori-
gepulsten Mo-DCs zeigen durch ihre Kapazitit zu hoher IL-12-Sekretion, sowie nach
morphologischen und phanotypischem Kriterien das Bild von reifen und aktivierten
dendritischen Zellen (s. 3.6.1, Abb. 3.9, Abb. 3.10).

Diese Kriterien betreffen die Oberflachenexpression von kostimulatorischen-Molekiilen
CD80, CD83 und CD86, von Antigen-prisentierenden-Molekiilen der MHC-Klasse II, und
das Fehlen des Markers fiir unreife dendritichen Zellen, CD1a (s. Abb. 3.9).

Der Zell-Zellkontakt zwischen DCs und T-Zellen verlangt die Etablierung einer der
Immunologischen Synapse zwischen den beiden Zelltypen. (Valitutti S 1995, Lezzi G 1998
und Grakoui A 1999).
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Al-Alwan et al. (2001) haben gezeigt, wie wichtig ist die Rolle der DCs bei der Etablierung
der Immunologischen Synapse und dadurch der T-Zelldifferenzierung ist. Unsere
Untersuchungen zeigen ein dhnliches Resultat, da H. pylori-Infizierte dendritische Zellen eine
erhohte Expression der fiir die Etablierung der Immunologischen-Synapse zwischen
dendtische Zellen und T-Zellen wichtigen kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86 (B7-
Komplex), HLA-DR (MHC Klasse II) und CDS83 zeigten, was auf eine Ausreifung der
dendritischen Zellen durch H. pylori-Einfluss hinweist. Die Funktion der CDS§3
Oberflachenmolekiil ist immer noch unbekannt. Diese phédnotypischen Merkmale sind
spezifisch fiir reife und aktivierte dendritische Zellen und hinreichender Nachweis.

Bei der Arbeit von Kranzer et al. wurde eine Steigerung der I1L-12, IL-10- and IL-6-Sekretion
ab einer Infektion mit 10 H. pylori Bakterien pro DCs beschrieben. Diese Arbeitsgruppe hat
durch FACS-Analyse gezeigt, dass in Mo-DCs bei einer Infektion mit 10 H. pylori pro DC
auch Apoptose ablauft (Kranzer K 2004).

Betrachtet man die Induktion der Zytokinproduktion in Mo-DCs in Abhangigkeit von der
Bakterienzahl, zeigt sich in unserem Modell ein Maximum mit 6-8 Bakterien pro DC und ein
Absinken ab 10 Bakterien pro DC. Die mikroskopische Beobachtung zahlreicher toter DCs
bei einer Infektion mit 10 Bakterien pro DC weist darauthin, dass diese Konzentration
unphysiologisch ist. (s. Abb. 3.12). Bei der Beriicksichtigung des zeitlichen Verlaufs der
Zytokininduktion in Mo-DCs durch H. pylori-Infektion, zeigt sich eine maximale IL-12-
Sekretion nach 48 h. Obwohl auch die IL-10-Sekretion nach 48 h H. pylori-Infektion deutlich
hoher als bei den nicht infizierten DCs (basal) ist, wurde sie im Vergleich zur IL-12-Sekretion
nicht als hoch signifikant betrachtet (s 3.6.1. Abb. 3.10). Die IL-12- Sekretion Abnahme nach
72 h und 96 h entspricht den lichtmikroskopischen Beobachtungen, die eine grof3e Zahl toter
DCs in der Zellkultur gezeigten haben (Daten nicht gezeigt).

Durch welchen Mechanismen wird H. pylori von den Magenschleimhautzellen erkennt, ist es
immer noch unbekannt. Smith et al. haben die Interaktion zwischen H. pylori und TLRs, die
ein intrazelluldr Signaliibertragung in den Magenepithelzellen vermitteln, untersucht und
gezeigt, dass TLR-2 durch H. pylori-LPS und TLR-5 durch H. pylori-Flagelline FLaA und
FLaB eine Aktivierung von NF,B bei den Magenschleimhautzellen induzieren (Smith MF
2003, Lee SK 2003).

Die Aktivierung von NF,B in den Magenepithelzellen induziert die Sekretion vom Chemokin

IL-8 (Aihara M 1997).
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Die meisten H. pylori-LPS Studien wurden mit TLR-2, -4 und -5 assoziiert (Ozinsky 2000,
Takeuchi O 2001, 2002, Shimazu 1999) und zeigen, dass das H. pylori-LPS die IL-12-
Sekretion bzw. Aktivierung bei den myeloiden dendritischen Zellen durch TLR-2 oder 4
induziert. In anderen Studien wurde gezeigt, dass das H. pylori-LPS eine geringere
biologische Aktivitit bzw. Effekt als E. coli-LPS auf die dendritischen Zellen hat (Kranzer K
2004, Muotiala A 1992, Nielson H 1994).

LPS ist ein Komponente der dufleren Membran von gram-negativ Bakterien und ein potentiale
Aktivator des immunologischen und inflamatorische Systems. Eine weitere Arbeit hat
beschrieben, dass H. pylori -LPS mit DC-SIGN-Rezeptoren interagiert und dadurch die Th;-
Immunantwort beeinflusst (Mathijis PB 2004).

Es wurde auch demonstriert, dass das H. pylori-LPS bei den Monozyten und den
Magenepithelzellen eine Aktivierung und eine pro-inflamatorische Zytokinensekretion
induziert (Kirkland T 1977, Bliss CM 1998, Innocenti M 2001).

Nach den oben genannten Studien ist in unserem etablierten System die IL-12-Sekretion bzw.
Aktivierung bei den Mo-DCs durch H. pylori offensichtlich nicht nur von LPS induziert. Es
wurde auch in unsere Arbeitsgruppe der LPS-Effekt von H. pylori auf den dendritischen
Zellen durch Zugabe von Polymexin B getestet und es wurde gezeigt, dass durch die
Polymixin B Zugabe die dendritischen Zellaktivierung nicht gehemmt wurde (Daten nicht
gezeigt.).

Dendritische Zellen sind in der Lage, Antigene durch Endo-, Pino- und Phagozytose
aufzunehmen (Engering AJ 1997, Jiang W 1995, Sallusto F 1994).

Diese Fahigkeit ist stark abhéngig von dem Differenzierungszustand der Zellen, da die DCs
die Antigenaufnahmefédhigkeit mit zunehmendem Reifungsgrad verlieren.

Al-Alwan et al. (2001) haben gezeigt, dass Cytochalasin D (CCD) einen Effekt auf das
Zytoskelett der DCs hat. CCD wie der Cytochalasin A (CCA) blokieren zytostatisch die
Polymerisation der F-Aktinfilamente der DCs und dadurch wird Antigenaufnahme sowie die
Etablierung der immunologische Synapse gehemmt werden (Cooper JA 1978).

In unserem in vitro etabliertem Modell wurde die IL-12-Sekretion als Messparameter der
Antigenaufnahme-Fahigkeit der dendritischen Zellen betrachtet.

Die Vor-Inkubation der dendritischen Zellen mit CCA oder CCD fir 1,5 h hat eine
vollstindige Hemmung der IL-12-Sekretion nach anschlieBender H. pylori-Infektion fiir 48 h
gezeigt (s. 3.7., Abb. 3.14), was durch die gehemmte Aufnahmefdhigkeit der dendritischen

Zellen erklart werden kann.
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Trotz der vollstdndigen Hemmung der IL-12-Sekretion durch CCA und CCD, wurde die IL-8-
Sekretion nicht gehemmt und war somit nicht abhidngig von der Antigenaufnahme (s. 3.7,
Abb. 3.15). Aihara et al. haben gezeigt, dass die IL-8-Sekretion von extrazelluldren Signalen
(TLRs) abhéngig ist (Aihara M 1997).

Die komplette Hemmung der IL-12-Sekretion bei den H. pylori-infizierten dendritischen
Zellen in den mit den Inhibitoren BFA, PSI und MG132 durchgefiihrten Versuchen zeigt, dass
eine intrazelluldre Blockade der Antigenprozessierung und Préisentation stattgefunden hat (s.
3.7., Abb. 3.14).

Die Vitalitdt der mit den verschiedenen Inhibitoren vorinkubierten dendritischen Zellen wurde
nicht nur mit dem Lichtmikroskop kontrolliert, sondern auch durch die Messung der IL-8-
Sekretion bei diesen Zellen. Die IL-8-Messungen zeigten die Vitalitit der dendritischen
Zellen und wiesen damit nach, dass die Hemmung der IL-12-Sekretion nicht durch der Tot
der Zellen verursacht wurde, sondern durch Blockade der Intrazelluldrprozessierung des
Antigens induziert wurde (s. 3.7., Abb. 3.15).

Nach dem Nachweis, dass die intakten H. pylori einen Reifungs- und Aktivierungs-Effekt auf
die von Monozyten abgeleiteten dendritischen Zellen hatten und, dass dieser nicht ein LPS-
Effekt ist, kam die Frage auf, welcher Bestandteil des Bakteriums die DCs aktiviert.

Voland et al. (2003) haben gezeigt, dass HpaA und Ompl8, zwei Proteine der duBeren
Membran von H. pylori, spezifischesantigenpotential beim Menschen haben. In dieser Abeit
wurde auch beschrieben, dass HpaA und Ompl8 eine Reifung und Aktivierung bei den
dendritischen Zellen induzieren (Voland P 2003). Wir konnten einen dhnlichen Effekt fiir die
duBere Membranfraktion von H. pylori beobachten (s. 3.8., Abb. 3.16).

4.2. H. pylori-Infektion induziert eine Aktivierung der NK-Zellen

Es ist bekannt, dass NK-Zellen an der Elimination von Tumorzellen und Vieren beteiligt sind.
Uber ihre Bedeutung fiir die frilhe Immunantwort gegen intrazellulire Bakterien ist hingegen
wenig bekannt. Die Besonderheit von NK-Zellen ist die Fahigkeit rasch und ohne Aktivierung
atypische Zellen zu lysieren und IFN-y zu sezernieren. Zusitzlich sezernieren NK-Zellen den
Entziindungsfaktor TNF-o und exprimieren das CD69-Oberflichenmolekiil.

SchlieBlich exprimieren NK-Zellen Granulysin, ein antibakterielles Effektormolekiil, welches
in den zytoplasmatischen Granula gespeichert wird. Damit sind NK-Zellen mit einer Vielzaht
von Effektormechanismen gegen eine H. pyori-Infektion ausgestattet und ihre Mitwirkung an

der frithen Immunantwort gegen diese Erreger wahrscheinlich.
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In unserem in vitro-System stellten die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen die
Zellen dar, die als professionell antigenpréisentierende Zellen die Aktivierung der NK-Zellen
bewirkten. Dabei zeigte sich, dass die H. pylori-gepulsten-dendritischen Zellen die
Aktivierung von den NK-Zellen induziert (s. 3.9.1., Abb. 3.17).

Wie in der Literatur gezeigt wurden konnte, miissen die NK-Zellen (CD56"™) unter
bakterieller oder viraler Infektion eine gewisse Zytotoxizitit gewéhrleisten. Ist das nicht der
Fall, fiihrt unterdriickte Zytotoxizitit zu IFN-y-Sekretion bzw. zu Aktivierung von CD56"¢"
NK-Zellen (Megan A Cooper 2001).

Zu Beginn der Kokultivierung wurden die zwei Haupt-Subpopulationen der NK-Zellen
eingesetzt, die den Marker CD56%™ / CD16™¢"°" und CD56™€" / CD16"" trugen (s. 3.4.2.).
Nur solche Zellen, die mit den H. pylori-gepulsten dendritischen Zellen oder nicht gepulsten
dendritischen Zellen in Kontakt kamen und diese iiber ihren unspezifischen
Antigenrezeptoren im autologenen System als fremd erkannten, konnten aktiviert werden.

Es wurden keine toten Zellen auf Grund der H. pylori-Infektion durch die
lichtmikroskopischen Beobachtungen festgestellt, sondern alle Zellen haben eine Vitalitét
gezeigt und mittels ELISA wurde eine starke [FN-y- und TNF-a-Sekretion nachgewiesen.
Eine Hochregulation oder Herunterregulation der MHC-Klasse I-Expression bei H. pylori-
infizierten dendritischen Zellen ist bisher nicht beschrieben worden. Eine mogliche Erklarung
fiir die hohe Expression von den MHC-Klasse I-Molekiilen auf der Zelloberflachen der
H.pylori-infizierten dendritischen Zellen ist ein Immunausweichmechanismus gegeniiber den
CD56%™ NK-Zellen, da bei der Kokultur kein lysierten (toten) Zellen festgestellt wurden.

Die starke IFN-y-Sekretion kénnte nur von den CD56™¢" NK-Zellen induziert worden sein.
Es wurde schon in unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass die NK-Zellen bei einer H.
pylori-Infektion im klassischen cytotox-Assay keine Zytotoxizitét zeigen (Hafsi N 2004).

Die Daten haben eine sehr niedrige IL-2-Sekretion gezeigt (Abb. 3.17), was die Reinheit der
DCs/NK-Zellen Kokultur bestdtigt, da nur T-Zellen und im geringen Masse B-Zellen das
Lymphokin IL-2 sezernieren.

Die Aktivierung der NK-Zellen mit H. pylori-gepulsten dendritischen Zellen fiihrt zu
funktionellen und morphologischen Verdnderungen dieser Zellen. Einerseits kommt es zu
IFN-y-Sekretion und keiner Zytotoxizitdt, anderseits zur Induktion der Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 (s. 3.18). CD69 wurde auch als ,activation inducer mlecule
(AIM)“, ,.early activation antigen (EA-1)*, MLR-3 oder LEU-23 bezeichnet (Testi R 1989,
Laner 1988)



4. Diskussion -98 -

Es ist konstitutiv auf unreifen Thymozyten, Thrombozyten und Monozyten exprimiert (Testi
R 1988, Testi R 1990) und auf NK-Zellen und B-Lymphozyten induzierbar (Risso A 1991,
Lanier 1988). Kreuzvernetzung von CD69 induziert die Zytokingenexpression und
Proliferation von T-Lymphozyten (Testi R 1998).

Die Expression von CD69 auf der NK-Zelloberfliche wurde mittels FACS-Analyse bestimmt
und zeigt eine Aktivierung der CD56"¢" NK-Zellgruppen (s. Abb. 3.18).

Zu Beginn der Kokultur waren nur 11 % der eingesetzten NK-Zellen CD56""¢" /CD16"".
Nach 24 h Kokultur zeigten die statistischen Prozentwerte, dass der Anteil der CD69"
Population bei 72% lag, was durch eine hohere Proliferationsrate der CD56™¢" NK-

Zellgruppen erklart werden kann.

4.3. H. pylori-Infektion induziert eine Aktivierung der naiven T-

Zellen

In dem humanen Immunsystem stellen die dendritischen Zellen die Zellen dar, die als
professionell antigenprésentierende Zellen die Aktivierung der naiven T-Zellen bewirken
(Hida N 1999).

Fiir die Aktivierung und Expansion der naiven CD4" T-Zellen sind mehrere Signale, welche die
T-Zelle durch die H. pylori-gepulsten Mo-DCs erhalten miissen, notwendig. Neben der
Erkennung der Antigendeterminanten auf dem MHC-Klasse 1I-Molekiil durch die TCRs sind
weitere kostimulatorische Signale erforderlich. Bei der T-Zellpolarisierung von naiven Zellen
spielt von allem das sezerniertes IL-12-Zytokin eine zentrale Rolle. IL-12, das von
dendritischen Zellen unter bestimmten Stimuli gebildet wird, ist ein Hauptinduktor fiir die Th;-
Zellpolarizierung und IFN-y-Synthese (Sinigaglia, 1999).

Tatsdchlich wurden in den Kulturiiberstinden von H. pylori (MOI 5) infizierten dendritischen
Zellen groBe Mengen an IL-12 gemessen und in der Kokultur mit autologenen naiven CD4" T-
Zellen eine hohere IFN-y-Sekretion festgestellt (s. 3.9.2., Abb. 3.19).

Der TCR/MHC-Klasse II-Kontakt und die stabilisierende Bindung zwischen dem CD4-
Molekiil und dem MHC-Klasse II-Molekiil fithren zur verstirkten, voriibergehenden
Expression bestimmter Adhisionsmolekiile auf der T-Zelle und den DCs. Das wichtigste
kostimulatorische Signal wird durch die Bindung der DC-exprimierten membrangebundenen
Glykoproteine CD80 (B7-1) und / oder CD86 (B7-2) mit dem CD28-Molekiil, das sich auf
der Oberfliche der T-Zellen befindet, vermittelt. (Lanzavecchia A 2001, Luther SA 2001,
Coyle 2001).
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Nach Aktivierung differenzieren naive CD4" T-Zellen zu T-Effektorzellen. Aufgrund der von
ihnen sezernierten IFN-y-Zytokine lassen sich T-Zellen in Th;-Subpopulationen einteilen. Das
schon vorherrschende Th;-Zytokinmuster in unserem System wurde durch die Infektion der
dendritischen Zellen mit H. pylori signifikant verstdrkt, d.h. es wurden prozentual mehr T-
Zellen detektiert , die IFN-y produzierten, wohingegen die IL-4-Produktion von einem kaum
messbaren Niveau auf Null absank (s. Abb. 3.19).

Zu Beginn der Kokultur wurden CD4" T-Zellen eingesetzt, die den Marker fiir naive T-Zellen
(CD45RA) trugen (s. 3.4.3.). Nur solche Zellen, die mit den infizierten dendritischen Zellen in
Kontakt kamen und diese liber ihren T-Zellrezeptor als fremd erkannten (alutogenes System)
konnten expandieren (s. 3.9.2).

Durch die H. pylori-Infektion wurde das Aktivierungsverhalten der T-Zellen deutlich
verandert, was anhand der IFN-y-, IL-2- und TNF-a-Sekretion gezeigt wurde. Die Zytokin-
Sekretionen erreicht ihr Maximum nach 72 h (s. Abb. 3.20).

Wihrend bei den infizierten Kulturen die Aktivierung bis zu 72 h lang anstieg, blieb sie bei
den nicht H. pylori-infizierten Kulturen auf einem fast gleich bleibenden Niveau (s. Abb. 20.).
Trotz des Anstiegs der IFN-y-Sekretion bleibt diese im Vergleich zur TNF-a-Sekretion immer
niedrig, was durch die naiven T-Zellen erkldrt werden kann. Vermutlich ist die Zellzahl der
spezifischen Vorlduferellen (naive T-Zellen) zu gering, die den exprimieren passenden TCR
um die MHC-II-Peptid-Komplexe auf den dendritischen Zellen erkennen kdnnen.

Die IL-2-Sekretion (Proliferationsindikator) war in den infizierten Kokulturen bis zu 72 h
deutlich niedriger als die IFN-y- und TNF-a-Sekretion, was durch die Differenzierung der
naiven T-Zellen sowohl zu Th;-Zellen als auch zu Regulator-T-Zellen (Ths) bedingt sein
kann, da die starke lymphozytire Infiltration in der Magenschleimhaut bei H. pylori-
infizierten Patienten von TGF-B-produzierenden Zellen (Ths) begleitet ist (Lindholm C 1997).
Die Ths-Zellen sind T-regulatorische Zellen, deren Hauptfunktion die Hemmung der
Proliferation von Th; und Th; ist (Lundgren A 2003), was in unserem System durch die IL-2-
Messungen gezeigt wurde. Untersuchungen der Kulturen auf Transkriptionsfaktorsebene
ergaben Hinweise auf mogliche Regulationsmechanismen.

An dieser Stelle wurde nun deutlich, dass H. pylori-Infektion erst auf Ebene der
Signaltransduktion den IL-4-Weg (Th,) hemmt und den IFN-y-Weg (Th;) fordert. Zu dieser
Schlussfolgerung fiihren die Ergebnisse, dass schon zu einem frithen Zeitpunkt der Kokultur
(Basal-Wert: DCs+T-Zellen) untersuchte T-Zellen GATA-3 im Zellkern aufwiesen, was bei
der Thy-Zelldifferenzierung eine Rolle spielt.
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GATA-3 sollte durch IL-4-STAT6 Signalwege induziert werden, was durch die H.pylori-
Infektion verhindert wurde stattdessen wurde der Transkriptionsfaktor T-bet durch IFN-y-
STAT1- und TCR-induzierte Signalwege exprimiert (Gragan JL 2002) (s. 1.7.8.). Dies wurde
anhand von TagMan PCRs mit spezifischen Oligonukleotidsequenzen nachgewiesen.

T-bet, ein Transkriptionsfaktor, dessen Bedeutung erst im vergangenen Jahr klar wurde, wird
einerseits in Th;-Zellen exprimiert, andererseits kann er die Expression von Th;-Zytokinen in
sich entwickelnden Th;-Zellen induzieren (Lee, 2000).

Die Expression von CD69 auf der aktivierten T-Zelloberfliche wurde mittels FACS-Analyse
bestimmt und in den Kokulturen mit H. pylori gepulsten dendritischen Zellen gezeigt (Abb.
3.22).

Als letztes wurde der Effekt der H.pylori-Membran auf die T-Zellpolarisierung gemessen.

H. pylori-Membran-gepulste dendritische Zellen induzieren eine stiarkere T-bet Expression in
den Zellkernen der T-Zellen als die mit intakten Bakterien infizierten dendritischen Zellen. (s.
3.9.2., Abb. 3.21).

Die Steigerung der T-bet-Expression bei den T-Zellen zeigt, dass die H.pylori-Membran der
fiir die Immunantwort verantwortlich ist. Intakte H.pylori und insbesondere die H. pylori-
Membran induzieren die Aktivierung bzw. Reifung von dendritischen Zellen und eine Th;-

Immunantwort im etablierten in vitro System.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Infektion mit H. pylori ein Th;-Zytokinmuster in
T-Zellen und eine NK-Zellaktivierung induziert. Hierfiir wurde ein humanes in-vitro Modell
etabliert, welches das unreife humane Immunsystem nachempfindet. Die Ausreifung der in
vitro generierten Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen wurde durch 48 h Inkubation
mit H. pylori (MOI 5) induziert, die Aktivierung der NK- und der naiven T-Zellen wurde
durch die Kokultivierung mit H. pylori-gepulsten dendritischen Zellen erreicht. Es zeigte sich,
dass in diesem System ein Th;-Zytokinmuster und eine NK-Zellaktivierung mit IFN-y-
Produktion vorherrschend waren.

Die nach der Methode von Peters JH et al. angeziichteten dendritischen Zellen erwiesen sich
als eine homogene Zellpopulation, die CD14-negativ und CD1a-positiv ist. Diese Monozyten-
abgeleiteten generierten dendritichen Zellen lassen sie sich gut mit H. pylori infizieren und
exprimieren nach der Infektion spezifischen Reifungsmarker CD83, CD80 und CDS83 und
sezernieren [L-12.

In Kokulturen von H. pylori-infizierten dendritischen Zellen und NK-Zellen oder naive T-
Zellen wurde ein signifikanter Anstieg der TNF-o- und IFN-y-produzierenden Zellen
festgestellt. Einerseits wurden bei der Kokultivierung mit NK-Zellen nur die CD56""#"-NK-
Zellen aktiviert bzw. stimuliert, wihrend die CD56"™ NK-Zellen, obwohl sie die Mehrheit
der eingesetzten NK-Zellen présentieren (88 %), nicht stimuliert wurden.

Diese einseitige Stimulation koénnte durch die Horchregulation der Antigenprisentierenden
Molekiile (MHC-Klasse I) auf den Zelloberflichen der H. pylori-gepulsten dendritischen
Zellen bedingt sein.

Andererseits wurden bei der Kokultivierung mit den naiven T-Zellen (Thy) nur IFN-y-
produzierenden T-Zellen (Th;) festgestellt, wihrend IL-4-produzierende T-Zellen (Th,) nicht
gefunden wurden.

Die Vermutung, dass eine Modulation der Immunantwort auf Transkriptionsfaktorsebene
stattgefunden hat, bestdtigte sich durch den selektiven Nachweis des Th;-spezifischen
Transkriptionsfaktors T-bet in den Zellkernen von T-Zellen aus Kokulturen mit H. pylori-
infizierten dendritischen Zellen. Dieser Faktor beglinstigt die Entwicklung von Th;-Zellen

und unterdriickt somit die Produktion von IL-4 und damit die Thy-Immunantwort.
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Die T-Zell-Aktivierung war deutlich schwécher als die NK-Zell-Aktivierung, was durch die
Reifung und die Aktivierung der dendritischen Zellen durch die H. pylori-Infektion bedingt
sein kann, da tliber die stidrkere Expression der kostimulatorischen Molekiile (B7) und MHC-
[I-Molekiile die T-Zellen zuerst stimuliert werden konnten.

Die schwache Th;-Immunatwort hing vermutlich mit dem MHC-Klasse II-Antigen Komplex
zusammen, vermutlich ist die Zellzahl der spezifischen Vorlduferellen (naive T-Zellen) zu
gering, die den exprimieren passenden TCR um die MHC-II-Peptid-Komplexe auf den
dendritischen Zellen erkennen konnen.

Die vermutete Hochregulation von MHC-Klasse I bei den H. pylori-infizierten dendritischen
Zellen hat die Zytotoxizitit der CD56*™-NK-zellen gehemmt und nur die CD56"€"-NK-
Zellen aktiviert. Im Gegensatz dazu zeigt die Hochregulation des MHC-Klasse II-
Peptidkomplexes auf die infizierten Mo-DCs nur ein schwache Th;-Immunantwort, was nur
an den naiven T-Zellen bedingt sein.

Die Arbeit zeigt eindrucksvoll die potente Aktivierung des innaten wie auch des adaptativen

Immunsystems durch H. pylori im Magen.
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