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1. Einleitung

1.1 Die Entdeckung von H. pylori loste einen Paradigmenwechsel in der

Medizin des Magens aus

1.1.1 Kolonisation des Magens durch das gramnegative Bakterium Helicobacter

pylori

J. R. Warren und B. Marshall, zwei australische Wissenschaftler, veroffentlichten 1983 im
Lancet die Ergebnisse ihrer klinischen Studie, in der sie die Entdeckung, Isolierung und
Kultivierung eines S-formigen Campylobacter-ahnlichen Bakteriums im humanen Magen
beschrieben. Die Infektion des Magens mit diesem Organismus war mit histologischen
Verdanderungen in Form einer Magenschleimhautentziindung assoziiert (Warren JR und
Marshall BJ, 1983).

Spéter konnten die Wissenschaftler die Bedeutung des Keimes fiir die Entstehung von
Magen- und Duodenalulzera zeigen (Marshall und Warren, 1984). Die Entdeckung von
Warren und Marshall hat die Gastroenterologie in entscheidender Weise beeinflusst. Das
bisherige Dogma der ausschlieBlich sdureinduzierten Ulkusentstehung wurde in Frage
gestellt. Anfangs stie die neue Theorie der bakteriell ausgelosten Krankheitsentstehung auf
Skepsis und Ablehnung. Nach und nach wurde der dtiologische Zusammenhang zwischen der
H. pylori-Infektion und der Entstehung peptischer Magen-und Duodenalulcera sowie
Neoplasien des Magens bewiesen und wird heute als selbstverstdndlich erachtet.

Warren und Marshall nannten das neu entdeckte Bakterium Campylobacter pyloridis, da es
Ahnlichkeit mit der bisher bekannten Spezies Campylobacter besaBy (Warren JR und Marshall
BJ, 1983). Campylobacter gehdrt zusammen mit Wolinella und Flexispira zu einer neuen
Gruppe innerhalb der gramnegativen Bakterien, der rRNA Superfamilie VI (Owen, 1998).
Nach genetischen und ultrastrukturellen Untersuchungen stellte sich jedoch heraus, da3 sich
der Keim in mehreren Eigenschaften von den bisher bekannten Campylobacteridaceae
unterschied (Owen, 1998). Man schuf also eine neue Spezies namens Helicobacter pylori

(Goodwin und Armstrong, 1990).
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Helicobacter pylori ist ein s-formiges, gramnegatives Bakterium. Es besitzt eine Linge von
2,5-5,0 pum und ist bis zu 1,0 um breit, was es unter dem Lichtmikroskop sichtbar macht.

Der Keim besitzt typischerweise fiinf bis sechs Geieln, sogenannte Flagellen, an einem Pol.
Diese Flagellen bestehen aus je zwei strukturellen Untereinheiten, den Flagellinproteinen
FlaA (53 kDa) und FlaB (54 kDa) (Leying et al., 1992; Labigne und de, 1996). Die Gei3eln
ermdglichen es H. pylori sich aktiv fortzubewegen und so einerseits der natiirlichen Peristaltik
des Magens entgegenzuwirken, andererseits unter die vor Sidureeinwirkung schiitzende
Mukusschicht auf den Epithelzellen zu gelangen. H. pylori-Stamme, die keine Flagellen
besitzen, sind nicht in der Lage, den Magen von Versuchstieren dauerhaft zu besiedeln (Eaton
et al., 1996), so daBl die GeiBBeln wesentlich zur Kolonisationsfahigkeit von H. pylori
beitragen.

H. pylori kann sich am besten bei einem periplasmatischen ph-Wert von iiber 6,1 vermehren
(Sachs et al., 2000). Unter Kulturbedingungen benétigt er flir ein optimales Wachstum auf
einem Blut enthaltenden Medium eine Atmosphire mit 5 % Sauerstoff und 5-10 %
Kohlendioxid und ist somit microaerophil (Owen, 1998). Trotz seiner Fahigkeit, unter die
schiitzende Mukusschicht der Magenepithelzellen zu gelangen, braucht H. pylori noch einen
aktiven Mechanismus, um im sauren Milieu persistieren zu konnen.

Diese Aufgabe iibernimmt das Enzym Urease, welches Harnstoff zu Ammoniak und
Kohlendioxid spaltet (Sachs et al.,, 2003). Der entstandene Ammoniak gelangt in die
Umgebung des Keimes und in das bakterielle Periplasma, wo er die Magensédure abpuffern
kann. Ein GroBteil des Enzyms liegt im Zellinneren, ein kleinerer Teil ist aber auch auf der
Bakterienoberfliche zu finden (Hawtin et al., 1990; Sachs et al., 2000). Sobald sich der Keim
in einer sauren Umgebung befindet, wird der ph-abhéngige Harnstoffkanal (Urel) protoniert
und somit gedffnet, was die Membranpermeabilitéit fiir Harnstoff um das bis zu 300-fache
steigert (Weeks et al., 2000). Harnstoff gelangt in das bakterielle Zytoplasma, wird dort von
Urease zu Kohlendioxid und Ammoniak katalysiert, welcher das saure Milieu neutralisiert.

Im Jahre 1989, als man das neue Genus Helicobacter definierte, waren lediglich Helicobacter
pylori und Helicobacter mustelae bekannt. Inzwischen umfasst das Genus Helicobacter mehr

als 20 Spezies (Owen, 1998).

1.1.2 Epidemiologie

Die Infektion mit H. pylori ist weltweit verbreitet. Dennoch ist die Pravalenz der Infektion in

verschiedenen Léndern und auch unter der Bevolkerung desselben Landes variabel (Feldman
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et al., 1998; Suerbaum und Achtman, 2004) und korreliert stark mit soziodkonomischen
Faktoren, wie Dichte des Zusammenwohnens, hygienische Verhiltnisse, Bildungsstand und
moglicherweise auch der genetischen Pridisposition (Malaty und Graham, 1994; Malaty und
Nyren, 2003). Die Durchseuchung von Erwachsenen mittleren Alters mit H. pylori in
Industrienationen liegt bei 25 bis 50 %. In Entwicklungslidndern steigen diese Prozentzahlen
auf bis zu tiiber 80 % an (Malaty und Nyren, 2003). Je élter die untersuchte
Bevolkerungsschicht ist, desto hoher liegt die Infektionsrate, was einen Kohorteneffekt
darstellt und nicht eine erhohte Infektionsrate im Alter (Malaty und Nyren, 2003). Die
Infektion mit H. pylori erfolgt hauptsidchlich im Kindesalter und vor allem innerhalb der
Familie auf oral-oralem oder fikal-oralem Weg. Am hiufigsten ist die Ubertragung von der
Mutter auf das Kind, gefolgt von der Ubertragung unter Geschwistern. Seltener ist die
Ubertragung vom Vater auf das Kind (Megraud, 1995). In den letzten Jahrzehnten ist die Rate
der neu erworbenen Infektion in Industrielindern kontinuierlich gesunken. Im Augenblick
liegt die Infektionsrate bei Kindern in der Westlichen Welt bei < 10%, in
Entwicklungsldndern hingegen bei 40-83% (Malaty und Nyren, 2003). Nach erfolgreicher
Eradikation betrigt die Reinfektionsrate bei Erwachsenen unter 1% pro Jahr (Megraud, 1995).

1.1.3 Die klinische Relevanz von H. pylori

Die bakterielle Infektion mit H. pylori ist eine der hiufigsten Infektionskrankheiten des
Menschen. Der Magen des Menschen stellt neben dem von Primaten (Dubois et al., 1994) das
einzige natlirliche Reservoir dar, an das sich der siure-resistente Keim perfekt angepasst hat.
Im Gegensatz zu anderen gastrointestinalen Keimen heilt die Infektion nicht spontan aus,
sondern persistiert ohne adidquate Therapie ein Leben lang. H. pylori verharrt nicht in einem
abgekapselten Zustand, wie es fiir Keime (z.B. Mycobacterium tuberculosis), die den
Menschen liber lange Zeit besiedeln, typisch ist, sondern er bleibt aktiv, woraus verschiedene
Erkrankungen resultieren konnen (Israel und Peek, 2001). Das breit gefacherte
Krankheitsspektrum erstreckt sich von der moglichen Entstehung peptischer Ulzera bis hin
zum distalen Magenkarzinom und Magenlymphomen. Diese klinischen Folgen sind aber sehr
variabel. Sie hdngen von bakteriellen und wirtsspezifischen Faktoren ab und auch von dem

Ort, an dem sich die Entziindung vorwiegend abspielt (Dixon, 2001).
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Eine akute Infektion mit uncharakteristischem dyspeptischem Bild wird meistens nicht
klinisch erfasst. Erst wenn sich aufgrund der chronischen Infektion Folgeerkrankungen
ergeben, wird die Infektion klinisch auffillig (Koop, 2002).

Bei der initialen Infektion mit H. pylori werden Teile des Magens kolonisiert, die einen
hoheren pH-Wert haben, denn ein sehr saures Milieu hemmt das bakterielle Wachstum. Die
hdufigste Form der H. pylori-induzierten Gastritis ist eine chronische Entzlindung der
Magenschleimhaut im Antrumbereich des Magens (Antrumgastritis) (Suerbaum und Michetti,
2002). Gastritiden, die auf das Antrum begrenzt sind, sind mit Duodenalulzera und
gleichzeitig mit einer hohen Sduresekretion assoziiert (El-Omar et al, 1995). Der
Gastritisgrad ist erkennbar am Ausmall der Schleimhautinfiltration mit Lymphozyten und
Plasmazellen, der Grad der Aktivitit am Ausmall der Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten (Dixon et al., 1996).

H. pylori ist fiir die Mehrheit der Duodenal- und Magenulzera verantwortlich. Ungefahr 90-
95% der Duodenalulzera sowie 70-75% der Magenulzera entstehen auf dem Boden einer H.
pylori-Infektion (Marshall et al., 1988). Das Lebenszeitrisiko einer mit H. pylori-infizierten
Person, ein Ulkus pepticum zu entwickeln, rangiert im Bereich von 3 % in den USA, bis zu
25 % in Japan. Global gesehen entwickelt jeder zehnte mit H. pylori-infizierte Patient ein
Ulkus pepticum (Schlemper et al., 1996; Feldman, 2001; Suerbaum und Michetti, 2002). Die
Eradikation von H. pylori senkt die Wahrscheinlichkeit eines mit H. pylori assoziierten
Ulkusrezidivs drastisch (Marshall et al., 1988).

Bei Patienten mit geringer Sduresekretion ist das Bakterium in der Lage den Korpus zu
besiedeln, wo es zu einer aggressiveren Gastritis fithrt und damit die Karzinomentwicklung
fordert. Gleichzeitig kommt es hierbei durch den progredienten Verlust von Parietalzellen zu
einer weiteren Hemmung der Saurebildung und damit zum verminderten Risiko der
Entstehung von Duodenalulzera (E1-Omar, 2001).

Bei Patienten, die an einem Magenkarzinom erkrankt sind, kann in 90 % der Félle eine
aktuelle oder stattgehabte Infektion mit H. pylori nachgewiesen werden. Eine chronische
Infektion mit H. pylori ist mit einem bis zu 30-fach erhdhten Risiko zur Entstehung eines
Magenkarzinoms assoziiert (Brenner et al., 2004). Die eindeutige Assoziation der H. pylori-
Infektion mit sowohl dem intestinalen, als auch dem diffusen Typ des Magenkarzinoms
(Forman et al., 1991; Uemura et al., 2001; Peek, Jr. und Blaser, 2002) veranlasste letztlich
auch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Jahr 1994, H. pylori als ein Karzinogen der
Klasse I, ein sogenanntes "sicheres Karzinogen" zu definieren (Ernst und Gold, 2000). Eine

chronische Gastritis in der Corpusregion des Magen ist mit der Entwicklung eines



1. Einleitung 14

Magenkarzinoms vom intestinalen Typ assoziiert (ElI-Omar, 2001). Fast immer gehen diesem
Karzinomtyp histologische Verdnderungen wie Atrophie, intestinaler Metaplasie und
Dysplasie voraus (Correa und Chen, 1994). Die kanzerogene Wirkung von H. pylori konnte
auch im Tiermodell nachhaltig bestdtigt werden, da eine chronische H. pylori-Infektion
mongolischer Wiistenrennmiuse mit einem erhdhten Risiko zur Entwicklung eines
Magenkarzinoms assoziiert war (Watanabe et al., 1998). Die Eradikation von H. pylori
resultiert in einer Abnahme des Karzinomrisikos und wirkt protektiv gegen das
Wiederauftreten resezierter Friihkarzinome (Uemura und Okamoto, 2000; Uemura et al.,
2001).

Die Inzidenz des Magenkarzinoms in entwickelten Landern ist in den letzten Jahrzehnten mit
der abnehmenden Privalenz der H. pylori-Infektion immer weiter gesunken. Dagegen ist in
Liandern mit hoher Infektionsrate wie Asien und Lateinamerika die Wahrscheinlichkeit an
einem Magenkarzinom zu erkranken immer noch sehr hoch (Ernst und Gold, 2000).

Ein anderes Folgeleiden der H. pylori-Infektion ist das MALT-Lymphom. 72-80 % der
Patienten mit MALT-Lymphom sind mit H. pylori infiziert (Wotherspoon et al., 1991;
Parsonnet et al., 1994; Wotherspoon, 1998; Zucca et al., 1998; Zucca et al., 2000). Das
MALT-Lymphom ist eine lymphoproliferative Erkrankung, bei der H. pylori als Antigen die
monoklonale Proliferation der B-Lymphozyten stimuliert. Die Eradikation von H. pylori
bewirkt eine Regression der MALT-Lymphome in 70-80 % der Fille (Bayerdorffer et al.,
1995) .

1.1.4 Die Therapie der H. pylori-Infektion

Das Ziel der H. pylori Behandlung ist die vollstindige Eliminierung des Keimes. Ist dies
einmal erreicht, sind die Reinfektionsraten sehr klein und der Behandlungsnutzen dauerhaft
(Megraud, 1995). Da das saure Milieu im Magenlumen die Wirksamkeit vieler
antimikrobieller Substanzen beeintrachtigt, werden sie mit Protonenpumpenhemmern
kombiniert. Die empfohlene ,fist-line*“ Therapie ist die Tripeltherapie, eine
Kombinationsbehandlung mit einem PPI, Amoxicillin und Clarithromycin iiber sieben Tage,
alternativ zu Clarithromycin kann Metronidazol angewendet werden. Bei Therapieversagen
kommt als ,second-line Therapie®“ eine Quadrupeltherapie aus PPI, Bismuthsalizylat,
Metronidazol und Tetrazyklin iiber 14 Tage zum Einsatz. Nach Therapieversagen sollte, wenn
moglich, eine Antibiotika-Resistenztestung erfolgen. Therapiert werden sollten Patienten mit

peptischem Ulkus (akut und anamnestisch) oder Magenfriihkarzinom (Z. n. Resektion),
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Verwandte ersten Grades von Magenkarzinom-Patienten, Patienten mit MALT-Lymphom,
bei Verdacht auf Riesenfaltengastritis und Patienten mit langfristiger PPI-Therapie und
Corpusatrophie. Im letzten Jahr wurde von der European Helicobacter pylori Study Group
(EHSG) die Eradikation bei unklarer Eisenmangel-Andmie (IDA) und idiopathischer
Thrombozytopenie (ITP) empfohlen. Diese neuen Indikationen zur Eradikation wurden
aufgrund der zunehmenden Evidenz eines Zusammenhangs der IDA und ITP mit H. pylori
gestellt.

Den Eradikationserfolg iiberpriift man sechs bis acht Wochen nach der Behandlung (z.B.
mittels Urease-Schnelltest im Rahmen einer Gastroskopie oder nicht-invasive Methoden, wie

z. B. Urease-Atemtest) (Maastricht-3-Consensus-Report-2005; http://www.helicobacter.org).

1.2 Zentrale Rolle der durch H. pylori induzierten Inflammation bei der

Karzinogenese

Die Infektion mit H. pylori zeigt nicht bei jedem Menschen den gleichen Krankheitsverlauf.
Eine Infektion verursacht zu Beginn eine akute Entziindungsreaktion und eine messbare
Immunantwort. Es gibt groe individuelle Unterschiede in dem Ausmal} der Entziindung bei
den mit H. pylori-infizierten Patienten, und nur ein kleiner Teil der Patienten entwickelt
klinisch fassbare Folgeleiden (Dooley et al., 1989; Isracl und Peek, 2001). Die akute
Entziindungsreaktion wird zu einer chronischen, da der Keim nicht von der angelaufenen
Immunantwort eliminiert wird (Del und Michetti, 2004) und so die Magenschleimhaut
dauerhaft kolonisiert. Die durch H. pylori induzierte Entziindung und die darauthin
eingeleitete Immunantwort spielt flir die Entstehung gastraler Pathologien und wahrscheinlich
fiir die Karzinogenese eine entscheidende Rolle (Fox et al., 2000). Im murinen Modell konnte
gezeigt werden, dall die T-Zell-vermittelte Immunantwort der essentielle Mediator der H.
pylori-assoziierten pathologischen Verdnderungen im Magen ist (Eaton et al., 1999; Roth et
al., 1999). T-Zell defiziente Mause entwickeln im Gegensatz zu Wildtyp C57B1/6 Mausen
keine gastrale Entziindung und auch keine prikanzerdsen Lésionen infolge einer Infektion mit
Helicobacter felis (Roth et al., 1999). IFN-y-knock-out-Miuse konnen keine angemessene
Thl-Antwort nach H. pylori-Infektion generieren. Dies resultiert in einer schwécheren

Entziindung der Magenschleimhaut, im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (Mohammadi et al.,
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1996; Sawai et al., 1999; Smythies et al., 2000). Passend zu diesen Ergebnissen ergaben
weitere Untersuchungen, dal die Hemmung der Thl-Antwort vor der Entwicklung von
Atrophie, intestinaler Metaplasie und invasivem Magenkarzinom schiitz. So konnte z.B. in
einem murinen Infektionsmodell gezeigt werden, dal die durch Helicobacter felis induzierte
gastrale Thl-Antwort durch gleichzeitige Darminfektion mit dem Parasit Heligmosomoides
polygyrus herunterreguliert und mehr in Richtung Th2-Antwort gepolt wurde. Als Folge
konnten eine reduzierte Entziindungsreaktion und ein vermindertes Vorkommen
prikanzerdser Lisionen, wie Atrophie und intestinale Metaplasie beobachtet werden (Fox et
al., 2000). Ebenso resultierte eine Mutation im p53 Tumor-Supressorgens in einer
Abschwichung der Th-1-Antwort, was einen protektiven Effekt gegen die Entwicklung von
prikanzerdsen Lisionen hatte (Fox et al., 2002). All diese Ergebnisse weisen darauf hin, daf3
die durch H. pylori hervorgerufene Inflammation eine bedeutende Rolle fiir Entstehung von

gastraler Pathologie und fiir die Karzinogenese spielt.

1.3 Inflammation und Immunantwort als Reaktion auf die Infektion mit

H. pylori

1.3.1 Allgemeine Mechanismen der innaten und spezifischen Immunitat

Der menschliche Organismus ist stindig mit zahllosen Erregern, Noxen und anderen
korperfremden Stoffen konfrontiert, die er zur Wahrung seiner Individualitit wirksam
bekdmpfen muss. Zu diesem Zweck stehen ihm spezifische und unspezifische
Abwehrmechanismen, bzw. die angeborene und erworbene Immunitit zur Verfiigung.
Innerhalb des Immunsystems unterscheidet man ein humorales von einem zelluldren
Abwehrsystem und eine "unspezifische" (angeborene) Komponente von einer "spezifischen"
(adaptiven). Zum humoralen Immunsystem gehoren Mediatoren wie Zytokine und das
Komplementsystem sowie spezifische Antikorper, die von aktivierten Plasmazellen nach
Antigenkontakt und klonaler Expansion produziert wurden. Bestandteile der zelluldren
Immunitét sind Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und natiirliche Killerzellen
sowie die antigenspezifischen T-Zellen der adaptiven Immunantwort (Janeway, 2005; Basset

et al., 2003).
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1.31.1 Allgemeine  Grundlagen der angeborenen  (innaten)

Immunantwort

Die innate Immunantwort ist charakterisiert durch die angeborene Spezifitit fiir "Nicht-
Selbst". Sie kann ohne Induktionsphase als "erste Verteidigungslinie" eine beginnende
Infektion sofort bekdmpfen und schiitzt den Korper als erste Verteidigungslinie gegen
eindringende Pathogene.

Unter der ungeheuer groflen Zahl der Pathogene werden aber nur solche wirksam bekédmpft,
die bestimmte molekulare Muster (PAMP = Pathogen-associated molecular pattern) besitzen
und von bestimmten Rezeptoren (PRR = Pattern recognition receptors) erkannt werden.
Manche Bakterien konnen diesem "Erkennungsdienst" entkommen, indem sie ihre Oberfléche
und damit auch die PAMPs mit einer schiitzenden Kapsel umgeben oder die PAMPs
verandern. Die angeborene Immunantwort ist nicht in der Lage Zellen hervorzubringen, die
eine Reinfektion erkennen konnen. Dennoch spielt das innate Immunsystem eine wichtige
Rolle bei der richtungsweisenden Initiierung der nachfolgenden adaptiven Immunantwort. Die
innate Immunantwort ist in der Initialphase einer Infektion von groBer Bedeutung weil die
adaptive Immunitdt erst frithestens nach 5-7 Tagen ihre vollstindige Effektivitit erlangt

(Janeway, 2005; Basset et al., 2003).

Pattern Recognition Rezeptoren als Erkennungsmechanismen der angeborenen
Immunitat

Als "Erkennungsrezeptoren" des angeborenen Immunsystems dienen die Pattern Recognition
Rezeptoren (PRR) (Basset et al., 2003). PRRs werden insbesondere von Antigen-
Priasentierenden Zellen, wie Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen und B-Zellen,
exprimiert. Diese erkennen mikrobielle Molekiile, auch Pathogen-assoziierte Muster (PAMP
= Pathogen-associated molecular pattern) genannt, als Gefahrensignal einer beginnenden
mikrobiellen Infektion. Als Konsequenz wird eine adaptive Immunantwort gegen den
vorliegenden Pathogentyp initiiert. Verschiedene PRRs konnten auf unterschiedlichen Zellen
des angeborenen Immunsystems gefunden werden, darunter Scavenger-Rezeptoren, Mannose-
Rezeptoren und Complement-Rezeptoren auf Makrophagen (Peiser et al., 2002; Basset et al.,
2003) sowie Formyl-Peptid-Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Le et
al., 2002; Basset et al., 2003). Zu den wichtigsten PRRs gehoren jedoch die Toll-like
Rezeptoren (TLR).
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Auf der Suche nach Erkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems im Menschen
identifizierte die Arbeitsgruppe von Charles Janeway ein Protein, welches strukturelle
Homologien zu einem Rezeptor der Drosophila-Fliege, den Drosophila Toll, aufwies
(Medzhitov et al.,, 1997). Drosophila-Fliegen besitzen ausschlieflich ein innates
Immunsystem und im Bezug auf den Drosophila Toll konnte gezeigt werden, dall er ein
evolutiondr hoch-konserviertes Typ-I-Transmembran-Protein (Hashimoto et al., 1988) ist und
eine essentielle Rolle in der Immunabwehr der Fruchtfliege spielt (Lemaitre et al., 1996).
Desweiteren kontrolliert er die dorsoventrale Ausrichtung in der Embryonalentwicklung der
Drosophila-Fliege (Hashimoto et al., 1988; Belvin und Anderson, 1996; Anderson, 2000).

Aufgrund der Strukturhomologie wurde der neu entdeckte Rezeptor im humanen
Immunsystem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR 4) genannt (Medzhitov et al., 1997). TLR 4 wird
unter anderem von Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert und erkennt bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand gram-negativer Bakterien. In den vergangenen
Jahren wurden weitere TLR und ihre Liganden identifiziert, so dal die Familie der
transmembrandren TLR bis dato elf Mitglieder umfasst (Medzhitov, 2001). Neben LPS
werden durch TLRs Lipoproteine, Flagellin und Peptidoglykane von Bakterien, Zymosan von
Hefepilzen, bakterielle CpG-DNA und Doppelstrang-RNA von Viren erkannt (Medzhitov,
2001; Takeda und Akira, 2001). An Erkennungsmechanismen, Signalweiterleitung und
Funktionen der einzelnen TLR wird derzeit intensiv geforscht. Es ist anzunehmen, dal} in den
kommenden Jahren weitere Erkenntnisse liber die Funktion der TLR gewonnen sowie neue

TLR-Mitglieder und TLR-Liganden identifiziert werden.

Epithelzellen: erste Verteidigungslinie

Neben der Haut verhindern die Epithelien der Schleimhautoberflichen von Respirations-,
Verdauungs- und Urogenitaltrakt das direkte Eindringen von Pathogenen in den Kdrper und
dienen dadurch als einfache physikalische Barriere. Diese Oberflichen besitzen aber
zusétzlich noch andere Verteidigungsmechanismen, die von Trakt zu Trakt wegen der
unterschiedlichen Keimexposition verschieden sind. Im Respirationstrakt iibernimmt die
Bewegung der Zilien auf den Epithelzellen eine Art sdubernde Aufgabe, die eingedrungenen
Mikroorganismen zu beseitigen. Im Gastrointestinaltrakt schiitzt eine Schleimschicht die
epithelialen Oberflachen. Der Mucus hilt das Epithel feucht und schlieft Mikroben ein, was
sie daran hindert in Kontakt mit dem darunter liegenden Epithel zu treten. Schafft es ein
Pathogen dennoch die Mucus-Barriere zu iiberwinden, konnen Epithelzellen potentielle

Eindringlinge durch Erkennungsmechanismen an der apikalen und basolateralen Oberfléche
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erkennen und verschiedene Mediatoren ausschiitten. Diese Chemokine und Zytokine, wie IL-
8, vermitteln das Homing und die Aktivierung von anderen Zellen des angeborenen
Immunsystems, im Besonderen phagozytierenden Zellen (Hedges et al., 1995; Pitman und
Blumberg, 2000). Desweiteren sezernieren Epithelzellen Peptide und Enzyme, wie Defensine,

Lysozym oder Lactoferrin die Bakterien vernichten konnen (Gallo et al., 2002).

Phagozytierende Zellen: neutrophile Granulozyten und Makrophagen

Phagozytierende Zellen sind wichtige Effektorzellen des innaten Immunsystems, da sie zum
einen eindringende Pathogene eliminieren und zum anderen die Entstehung der adaptiven
Immunantwort zum Beispiel durch Ausschiittung von Mediatoren oder Antigenprasentation
fordern. Makrophagen reifen kontinuierlich aus Monozyten heran, die die Blutbahn verlassen
haben, um in das umliegende Gewebe zu wandern (Janeway, 2005). Makrophagen sind mit
einem Durchmesser von etwa 20 pm ausgesprochen voluminds. Sie tragen tentakelformige
Pseudopodien und hackenférmige Zytoplasmaausstiilpungen (Gordon und Taylor, 2005).
"Ortsansdssige", residierende Makrophagen treten als erstes in Aktion. Nachfolgend kommt
es, wenn notig zu einer Rekrutierung neutrophiler Granulozyten aus dem Blut (Zhang et al.,
2000). Die reichlich im Blut vorhandenen neutrophilen Granulozyten sind kurzlebige Zellen
und normalerweise in gesundem Gewebe nicht anzutreffen. Erst durch chemotaktische Reize
angelockt, wandern sie in das Gewebe ein und beteiligen sich mit ihren phagozytotischen
Eigenschaften an der Keimbeseitigung (Janeway, 2005). Residierende Makrophagen und
Neutrophile besitzen mehrere PRRs, die es ithnen ermdglichen, eine beginnende mikrobielle
Invasion sofort zu erkennen (Burg und Pillinger, 2001; Basset et al., 2003). Die mikrobiellen
Eindringlinge werden nach ihrer Entdeckung in ein Phagosom internalisiert, welches {iber
Verschmelzung mit einem Endosom schlieBlich zu einem Phagolysosom wird (Burg und
Pillinger, 2001). In dem Phagolysosom werden die Mikroben mit Hilfe von oxidativen und

nicht-oxidativen Mechanismen eliminiert.

Dendritische Zellen

Von den unter den Begriff der Antigen-Prisentierenden Zellen (APC) zusammengefassten
Zelltypen (Monozyten, B-Zellen oder dendritische Zellen) stellen dendritische Zellen (DC)
bei weitem die bedeutsamste Gruppe dar. DCs entwickeln sich aus Vorlduferzellen aus dem
Knochenmark und haben eine sternformige Zellstruktur. Erstmals wurden DCs von Ralph
Steinman im Jahr 1973 beschrieben (Steinman und Cohn, 1973). Im Mittelpunkt des

immunologischen Interesses stehen DCs, seitdem man weil3, daB sie als einzige Zellen in der
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Lage sind, Antigene aus der Peripherie aufzunehmen und diese in sekunddre Lymphorgane zu
transportieren, wo sie naive T-Zellen Antigen-spezifisch aktivieren. Die DC sind somit
Bindeglieder zwischen unspezifischer und spezifischer Immunitét (Kapsenberg, 2003).
Unreife dendritische Zellen befinden sich vor allem im peripheren Gewebe auf der Suche
nach moglichen Pathogenen und Infektionsherden. Sie sind spezialisiert auf Antigen-(Ag-)
Aufnahme und Prozessierung. Entsprechend ihrer Funktion weisen unreife dendritische
Zellen eine starke Expression von Endozytose-Rezeptoren und hohe Phagozytoseaktivitdt auf,
exprimieren aber nur in geringem Mal} Ag-prisentierende und kostimulatorische Molekiile.
Nach Ag-Aufnahme wandern die DCs in umliegende Lymphknoten, verlieren gleichzeitig
thre Phagozytosefdhigkeit und verdndern ihren Phanotyp. Sie zeigen nun eine starke
Expression an MHC-I- und MHC-II-Molekiilen, die sie zur Prdsentation der aufgenommenen
Fremdpeptide befdhigen. AuBBerdem exprimieren sie kostimulatorische B7-Molekiile (CD80,
CD86), tliber die sie in direkten Zellkontakt mit T-Zellen treten kdnnen. Die Wanderung der
DC aus dem peripheren Gewebe in die Lymphknoten, sowie ihre funktionelle Differenzierung
(sogenannte Reifung) werden durch Gefahrensignale initiiert. Gefahren- bzw. Reifungssignale
sind beispielsweise inflammatorische Zytokine (z.B. von Makrophagen ausgeschiittetes IL-1
oder TNF-a), der direkte Zellkontakt zwischen DC und T-Zelle (z.B. CD40/CD40L-,
B7/CD28-Interaktion) oder die PRR-vermittelte Erkennung eines eindringenden Pathogens
(z.B. LPS, bakterielle DNA, dsRNA). Erfahren unreife DCs nach Ag-Aufnahme und -
Prozessierung keine Ausreifung, kommt es zu einer Toleranzinduktion durch diese DCs. Reife
DCs sind dagegen auf die Ag-Prédsentation und Ag-spezifische Aktivierung naiver T-Zellen
spezialisiert, sogenanntes Priming. In den Lymphknoten treffen die reifen DC auf naive T-
Lymphozyten und prisentieren diesen Antigene (Signal 1). Zusétzlich vermitteln DC durch
ihre Bindung von B7-Molekiilen an CD28-Molekiile bzw. die Bindung von CD40-Molekiilen
an CD40L auf den T-Zellen ein zweites, kostimulatorisches Signal (Signal 2), das die
antigenspezifische klonale Expansion der T-Zellen initilert (Janeway, 2005).
Dementsprechend kontrollieren die dendritischen Zellen die Entstehung einer spezifischen T-
Zell-Immunitdt und sind somit das entscheidende Bindeglied zwischen angeborenem
(unspezifischen) und erworbenen (spezifischen) Immunsystem (Steinman, 1991; Banchereau
et al., 2000)

Basierend auf verschiedenen Merkmalen, wie Abstammung, Oberflichenmarker, Vorkommen
und teilweise ihrer Funktion, unterscheidet man im humanen System drei verschiedene DC-
Subpopulationen: 1) Langerhans-Zellen; 2) Interstitielle DC oder Myeloide DC (MDC);
3) Plasmazytoide DC (PDC). Wahrscheinlich stammen alle DC-Subpopulationen urspriinglich
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von CD34" hiamatopoetischen Stammzellen des Knochmarks ab, die sich im weiteren Verlauf
zu CD34" myeloiden und CD34" lymphoiden Vorlduferzellen differenzieren. Die CD34",
CD11c" myeloiden Vorlduferzellen reifen zu interstitiellen oder myeloiden DC bzw. den
Langerhans-Zellen der Haut heran, wihrend die CD34", CD11c” lymphoiden Vorlauferzellen
zu plasmazytoiden DC differenzieren (Banchereau et al., 2000; Liu, 2001; Shortman und Liu,
2002).

Myeloide dendritische Zellen (MDC) verfiigen iiber mehrere Rezeptoren, mit denen sie Ag
aufnehmen konnen, i.e. Mannose-Rezeptoren, DC-SIGN und Fc-Rezeptoren (Colonna et al.,
2002). Nach Wechselwirkung mit aktivierten T-Zellen initiieren MDC die klonale Expansion
spezifischer T-Zellen und produzieren beispielsweise IL-12, wodurch eine Differenzierung
naiver T-Zellen in Richtung Thl Antwort gefordert wird. Die MDC unterscheiden sich von
plasmazytoiden DC (PDC) im Wesentlichen in ihrer TLR-Expression, z.B. exprimieren MDC
kein TLR9, wodurch MDC andere mikrobielle Bestandteile erkennen als PDC (Krug et al.,
2001).

PDC sind identisch mit der seit lingerem bekannten, jedoch ungenau charakterisierten
Interferon-o- (IFNa-) produzierende Zelle (IPC), die als Hauptproduzent von IFN-a in der
frithen Phase einer viralen Infektion beschrieben wurde (Fitzgerald-Bocarsly, 1993; Cella et
al., 1999; Siegal et al., 1999). Neben Typ-I-Interferonen wie IFN-a oder IFN-, konnen PDC
eine Reihe anderer inflammatorischer Zytokine und Chemokine produzieren, z.B. IL-12,
TNF-a, IL-6, IL-8 oder Interferon-inducible protein 10 (IP-10) (Bauer et al., 2001). Nach
Erkennung bestimmter mikrobieller Stimuli kann man eine Ausreifung zur PDC beobachten,
die durch morphologische Veranderungen, wie Entwicklung von Ausldufern (Dendriten) oder
erhohte Expression von MHC-Molekiilen (Hartmann et al., 1999) gekennzeichnet ist. PDC
besitzen neben der typischen dendritischen Morphologie potente T-Zell-stimulatorische

Féhigkeiten (Grouard et al., 1997; Cella et al., 2000).

Naturliche Killer (NK) Zellen:

Natiirliche Killerzellen entwickeln sich im Knochenmark aus lymphatischen Vorlduferzellen
und zirkulieren im Blut. Sie sind groBer als T- und B-Lymphozyten, haben unterschiedliche
zytoplasmatische Granulas und die Fahigkeit, bestimmte lymphoide Tumorzell-Linien in vitro
ohne vorherige Aktivierung zu zerstoren. Der Zerstorungsmechanismus der NK-Zellen gleicht
dem der zytotoxischen T-Zellen in der adaptiven Immunantwort. Nach der Bindung von NK-
Zellen an ihre Zielzellen kommt es zur Degranulation von zytotoxischen Granula. Die darin

enthaltenen Effektorproteine wie Perforine und Granzyme penetrieren in die Zielzelle und
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induzieren in dieser den programmierten Zelltod (Apoptose) (Janeway,2005 ; Middleton et
al., 2002). NK-Zellen werden durch ihre Bindung an dendritische Zellen, durch Interferone
oder Zytokine wie IL-12, das aus Makrophagen oder dendritischen Zellen stammt aktiviert
(Raulet, 2004). Ebenso konnen aktivierte NK-Zellen selbst immunmodulatorische Mediatoren
wie Interferon-(IFN-) v und TNF-a sezernieren (Basset et al., 2003). Durch die Produktion
von IFN-y und TNF-a nehmen die NK-Zellen auch eine wichtige Rolle bei der Vermittlung
der adaptiven Immunantwort ein. TNF-a kann unreife dendritische Zellen aktivieren und
deren Ausreifung induzieren. Die aktivierten DCs wandern daraufhin in die umliegenden
Lymphknoten, um dort mit T-Lymphozyten zu interagieren (Moretta, 2002). Zwischen NK-
Zellen und DC findet eine wechselseitige Aktivierung statt. DCs agieren in der Anfangsphase
der NK-Zell-Aktivierung und aktivierte NK-Zellen konnen die Ausreifung und
Zytokinproduktion von DCs vermitteln (Moretta, 2002). IFN-y ist ein entscheidender
Mediator der Differenzierung von naiven T-Helfer-Zellen zu Thl Zellen und somit ebenfalls
Initiator der nachfolgenden adaptiven Immunantwort (Moser und Murphy, 2000). Im
Unterschied zu den zytotoxischen T-Zellen, erkennen die NK-Zellen keine spezifischen
Antigene, da ihr Rezeptor unspezifisch ist. Sie haben aber die Féhigkeit, schnell auf
eindringende Pathogene zu reagieren, was sie somit zu einem wichtigen Teil der angeborenen

Immunantwort macht (Basset et al., 2003).

Mastzellen

Mastzellen entstehen aus einer myeloiden Vorlduferzelle im Knochenmark (Metcalfe et al.,
1997). In geringer Frequenz zirkulieren sie im Blut, sind aber hauptsdchlich im
Oberflachenbereich der Haut, des Respirations- und des Verdauungstraktes angesiedelt
(Wedemeyer et al., 2000). Dort agieren sie sozusagen als "Frontkdmpfer" gegen Pathogene,
die versuchen, iiber die Epithelbarriere in den Korper zu gelangen. In ihrem Zellinneren
befinden sich mehrere Granulas, die Enzyme (Tryptase, Chymase, Cathepsin G,
Carboxypeptidase) und toxische Mediatoren (Histamin, Heparin) enthalten (Wedemeyer et
al., 2000). Mastzellen leben ein bis sechs Monate und exprimieren auf ihrer Oberfldche
verschiedene PRRs, wie TLR1, TLR2 oder TLR6, aber auch Rezeptoren fiir Immunglobuline,
z. B. den IgE-bindenden FceRI-Rezeptor (Marone et al., 2005). Binden die entsprechenden
Liganden an diesen Rezeptoren, werden die Mastzellen aktiviert, und die gespeicherten
Mediatoren und Enzyme werden freigesetzt. Ebenso synthetisieren und sezernieren die

Mastzellen nach ihrer Aktivierung Chemokine, wie TNF-a, und Zytokine, wie IL-4, IL-6,
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IL-13 und IFN-y (Marone et al., 2001; Basset et al., 2003). Der Hauptmediator der
Mastzellen, das Histamin, stimuliert die Freisetzung von TNF-a aus Makrophagen und erhoht,
zusammen mit anderen proinflammatorischen Substanzen, die GefdBBpermeabilitit, wodurch

es zu einer akuten Entziindungsreaktion beitrdgt (Basset et al., 2003; Marone et al., 2005).

1.3.1.2 Allgemeine  Grundlagen der erworbenen (adaptiven)

Immunantwort

Das innate Immunsystem bzw. die Aktivierung von dendritischen Zellen ist ein bedeutender
Schritt bei der richtungsweisenden Initiierung der nachfolgenden adaptiven Immunantwort.
Die adaptive Immunantwort erlangt ihre vollstdndige Effektivitét nach 5-7 Tagen und kann
durch eine zellvermittelte und humorale Komponente Pathogene wirksam bekdmpfen und

eliminieren.

T-Lymphozyten

Circa 80 % der Lymphozyten im peripheren Blut sind T (Thymus)-Lymphozyten, die zwar
von einer Progenitorzelle des Knochenmarks abstammen, aber fiir ihre vollstandige
Entwicklung einen Reifungsprozess im Thymus durchlaufen. Mit Hilfe ihres T-Zell-
Rezeptors erkennen T-Zellen spezifisch auf MHC-II Molekiilen prisentierte Antigene. Der
aus zwei Ketten zusammengesetzte T-Zell-Rezeptor (TCR) ist das charakteristische Merkmal
der T-Zellen. Die Vielfalt des antigen-spezifischen TCR-Repertoires im Immunsystem wird
dadurch erzeugt, dal die Gene fiir die TCR-Ketten in jedem T-Lymphozyten einem
somatischen Rekombinationsprozess unterworfen sind.

Der im Laufe der T-Lymphozyten-Differenzierung stattfindende Rekombinationsvorgang zur
Generierung eines TCR fiihrt zur Zusammensetzung von jeweils mehreren moglichen, entlang
eines grofen Genlocus verstreut liegenden V-(variable), D-(diversity), J-(joining) und C-
(constant) Gensegmenten zu einem einzelnen, transkribierten Gen. T-Zellen enthalten vier
solcher Genloci, die potentiell rearrangieren kdnnen und die wie ihre Genprodukte o, B, y und
0 benannt sind. Nach dem Reifungsprozess im Thymus tragen 95 % der T-Zellen einen aus
einer a-und B-Kette zusammengesetzten TCR, wodurch sie auch ihren Namen erhalten,
nidmlich a/B-T-Zellen. Die restlichen, etwa 5 % der T-Zellen exprimieren einen aus einer -
und J8-Kette bestehenden TCR. Mit ihrem durch das Genarrangement jeweils einzigartigen

TCR konnen o/B-T-Zellen Antigene spezifisch erkennen. Dal3 die reifen o/B-T-Zellen nur
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Fremdpeptide und nicht kdrpereigene Peptide als "fremd" erkennen, ist die Folge eines
Selektionsprozesses im Thymus, der nur o/B-T-Zellen mit TCR zuldsst, die mit geringer
Affinitit an die eigenen MHC-Molekiile binden (positive Selektion/MHC-Restriktion).
Rezeptoren, die spezifisch fiir MHC/Selbst-Peptid-Komplexe sind, werden ausgeschlossen
(negative Selektion). Die diesen Selektionsprozess iiberstehenden Zellen sind spezifisch fiir
Fremdpeptide, die durch eigene MHC-Molekiile prasentiert werden (Janeway, 2005).

Im Lymphknoten treffen professionelle Antigen-Prédsentierende Zellen, wie z. B. DCs, auf
noch naive T-Zellen, die mit ihrem (fiir das prédsentierte Antigen spezifischen) TCR an die
DCs binden. Fiir eine vollstindige Aktivierung bendtigen naive T-Zellen neben der
Erkennung eines spezifischen Antigens iiber ihren TCR (=Signal 1) gleichzeitig ein zweites,
kostimulatorisches Signal (=Signal 2), vermittelt durch kostimulatorische Molekiile (z.B. B7,
CD40) auf professionellen Antigen-Prasentierenden Zellen, die an bestimmte
Oberflichenmolekiile auf T-Zellen (z.B. CD28, CD40L) binden. Nach diesem als Priming
bezeichneten Vorgang der ersten Aktivierung naiver T-Zellen proliferiert die urspriingliche
einzelne T-Zelle (klonale Expansion) und differenziert zu Antigen-spezifischen Effektorzellen
(Janeway, 2005).

Diese Effektorzellen kann man anhand oberflichlich exprimierter Korezeptoren in
verschiedene Subpopulationen, zytotoxische T-Zellen, T-Helfer Zellen und T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften, einteilen.

Zellen, die den CD8-Korezeptor exprimieren (CD8" T-Zellen) erkennen Fremdpeptide, die
tiber MHC-I-Molekiile préasentiert werden und differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen.
Viren und einige intrazelluldre Bakterien, die korpereigene Zellen infizieren und sich
anschlieBend im Zytosol replizieren, werden mit Hilfe von diesen CD8" zytotoxischen T-
Zellen beseitigt.

CD4" T-Zellen erkennen Fremdpeptide, die mittels MHC-II-Molekiile prisentiert werden.
CD4" T-Zellen werden als T-Helfer Zellen bezeichnet. Die CD4 " naive T-Helfer Zelle (ThP)
proliferiert und entwickelt sich in Abhéngigkeit von verschiedenen Faktoren, wie
ausgeschiittete Zytokine, die Art der APC oder die Art der Kostimulation, in zwei
verschiedene Effektorzellen, in Th1- und Th2-Zellen (Constant und Bottomly, 1997; O'Garra,
1998; Lane, 2000; Liu et al., 2001; Salomon und Bluestone, 2001; Sperling und Bluestone,
2001). Am wichtigsten fiir die Initiierung der naiven ThP-Zell-Differenzierung scheinen
jedoch ausgeschiittete Zytokine zu sein. Die Zytokine IL-12 bzw. IL-4 bestimmen tiiber die
Transkriptionsfaktoren STAT4 bzw. STAT6 die Ausdifferenzierung der ThP-Zelle zu einer
Thl-Zelle bzw. Th2-Zelle (Murphy und Reiner, 2002). IL-12-, IL-12-Rezeptor- oder STAT4-
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defiziente Mause entwickeln keine robuste Th1-Antwort, wahrend IL-4-, [L-4-Rezeptor- oder
STAT6-defiziente Tiere keine Th2-Zellen bilden konnen (Magram et al., 1996; Piccotti et al.,
1998; Gessner und Rollinghoff, 2000; Wurster et al., 2000; Zhang et al., 2001). Unter dem
Einfluss von IL-12 entwickelt sich die ThP-Zelle zu einer IFN-y-sezernierenden Thl-Zelle.
IL-4 bewirkt die Ausdifferenzierung zu einer Th2-Zelle, welche wiederum selbst 1L-4
produziert. IL-4 und IFN-y fungieren als autokrine Wachstumsfaktoren der jeweiligen T-
Helfer Zellen und hemmen gleichzeitig die Ausdifferenzierung der anderen Subgruppe (Liew,
2002). Thl- bzw. Th2-Zellen schiitten neben IFN-y bzw. IL-4 noch andere Zytokine wie
TNF-a bzw. IL-5, IL-10 und IL-13 aus (Mosmann und Coffman, 1989; Paul und Seder,
1994). Th1-Zellen sind die Mediatoren fiir die Einleitung einer Th1-Immunantwort, die gegen
intrazelluldre Pathogene gerichtet ist. Durch ihre ausgeschiitteten Zytokine aktivieren sie
einerseits Makrophagen, das von ihnen phagozytierte Pathogen zu tdten, andererseits
stimulieren sie B-Lymphozyten zur Produktion bestimmter antigenspezifischer Antikdrper-
Klassen (IgG2a). Die Th2-Immunantwort ist gegen (extrazelluldre) Pathogene, wie zum
Beispiel Parasiten, gerichtet. Th2-Zellen aktivieren B-Zellen zur Produktion von
Immunglobulinen und induzieren die Ausreifung und Rekrutierung von eosinophilen
Granulozyten (Mosmann und Coffman, 1989; Paul und Seder, 1994; Liew, 2002). Abbildung

1 zeigt schematisch die Differenzierungsmdglichkeiten einer naiven T-Helfer Zelle.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der T-Helfer Zell-Differenzierung: Die naive T-Helfer Zelle (TyP)
differenziert sich in Abhdngigkeit von verschiedenen Zytokinen in eine Thl (Tyl) oder eine Th2 (Ty2) Zelle. IL-
12 und IL-4 bewirken die Ausdifferenzierung der TyP zu einer IFN-y-sezernierenden Tyl- bzw. IL-4-
sezernierenden Ty2-Zelle. IL-4 und IFN-y fungieren als autokrine Wachstumsfaktoren der jeweiligen T-Helfer
Zellen und hemmen gleichzeitig die Ausdifferenzierung der anderen Subgruppe. Tyl Zellen induzieren in B-
Zellen die Produktion von IgG2a, Ty2 induzieren durch IL-4 die Produktion von IgG1 und IgE. Thi- bzw. Th2-
Zellen schiitten neben IFN-y bzw. IL-4 noch andere Zytokine wie TNF-o. und IL-2 bzw. IL-5, IL-10 und IL-13 aus
(Mosmann und Coffinan, 1989, Paul und Seder, 1994; Liew, 2002).
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CD4" T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften haben die wichtige Aufgabe, die
pathologische und die physiologische Immunantwort unter Kontrolle zu halten (Sakaguchi,
2004; Thompson und Powrie, 2004; O'Garra und Vieira, 2004). Sie sind fiir die
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz geradezu essentiell, und eine abnormale Funktion dieser
Zellen verursacht eine schwere oder sogar fatale autoimmune Erkrankung (Sakaguchi, 2004;
O'Garra und Vieira, 2004). Es existieren mehrere Untergruppen von CD4" T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften, darunter die Trl Zellen, die Th3-Zellen und die dem Thymus
entstammenden CD4"/CD25" Treg-Zellen (Thompson und Powrie, 2004). Die Trl-Zellen
produzieren IL-10, wédhrend Th3-Zellen eine groe Menge an TGF-B ausschiitten. Thre
supressiven Eigenschaften werden vornehmlich von diesen immunsupressiven Zytokinen
vermittelt und sind so unabhéngig von Zellkontakten (Thompson und Powrie, 2004). Die am
besten charakterisierten regulatorischen T-Zellen sind die CD4/CD25" T-(Treg-)Zellen, die
ca. 5-10% der peripheren humanen und murinen CD4" T-Zellen ausmachen. Diese Zellen
werden auch natlirliche regulatorische T-Zellen genannt, da sie im Thymus wihrend des
natlirlichen Lymphozyten-Reifungsprozesses entstehen und in der Peripherie als Treg-Zellen
iberleben. Thr Repertoire an Antigenspezifitit entspricht dem der naiven T-Zellen, und sie
sind in der Lage, Selbst und Nichtselbst zu unterscheiden. Sie konnen die Proliferation und
Zytokinausschiittung der verschiedenen T-Effektorzellen durch verschiedene zellkontakt-
vermittelte Mechanismen hemmen (Sakaguchi, 2004; Thompson und Powrie, 2004). Ein
spezifischer Marker fiir CD4'/CD25" Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) ist der
»forkhead/winged“ Transkriptionsfaktor Foxp3. Foxp3 wird fast ausschlieBlich in
CD4'/CD25" T-Zellen exprimiert, nicht jedoch von anderen leukozytiren Zellen. Fiir die
Entwicklung und Funktion von CD25" regulatorischen T-Zellen spielt dieser
Transkriptionsfaktor eine bedeutende Rolle (Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003; Fontenot et
al., 2003). Foxp3 Knockout-Miuse entwickeln keine CD4'/CD25" T-Zellen und leiden
infolgedessen an  verschiedenen  Autoimmunerkrankungen. Die Entstehung von
Autoimmunitit kann in diesen Miusen durch den Transfer von CD4'/CD25" T-Zellen
verhindert werden. Durch retrovirale Transduktion oder transgene Expression von Foxp3 in
CD4'/CD25 T-Zellen entstechen CD25" T-Zellen mit Suppressoreigenschaften. Foxp3-
transduzierte CD4"/CD25™ T-Zellen sind in der Lage, die Proliferation von anderen T-Zellen
in vitro und die Entstehung von Autoimmunerkrankungen in vivo zu hemmen (Hori et al.,
2003; Khattri et al., 2003; Fontenot et al., 2003). Zusétzlich wird in Foxp3-transduzierten
Zellen die Expression von Treg assoziierten Molekiilen, wie CD25 (Interleukin-2 Rezeptor a

Kette), zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen 4 (CTLA-4) und Glucocorticoid-
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induzierter Tumor Necrosis Faktor Rezeptor (GITR), hochreguliert (Hori et al., 2003). Foxp3
fungiert also als "Hauptkontrollgen" fiir die Entwicklung und Funktion von CD4"/CD25" T-
Zellen.

In Bezug auf mikrobielle Infektionskrankheiten existieren nur wenige Informationen iiber die
Rolle der regulatorischen T-Zellen und in welcher Weise diese die Immunantwort
kontrollieren. Dennoch konnten in erst kiirzlich veroffentlichen Studien die regulatorischen T-
Zellen mit der Aufrechterhaltung der Immunantwort auf mikrobielle Pathogene in
Verbindung gebracht werden (Rouse und Suvas, 2004; Mittrucker und Kaufmann, 2004). In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dal3 Pathogen-spezifische Treg-Zellen die
Thl-Antwort auf Bordetella pertussis und Leishmania major hemmen, was zu einer
Verhinderung oder Verzogerung der Pathogen-Eradikation fiihrte (McGuirk et al., 2002;
Belkaid et al., 2002). Uber die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen im H. pylori-
infizierten Magen existierten bis vor kurzem noch keine Berichte. Drei neuere
Untersuchungen zeigen jedoch H. pylori-spezifische CD4 CD25" regulatorische T-Zellen im
peripheren Blut und im Magen von infizierten Patienten (Lundgren et al., 2003; Raghavan et
al., 2004; Lundgren et al., 2005). Welche Rolle die CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen bei
der H. pylori-induzierten Entziindungsreaktion im Magen spielen, ist bis dato noch nicht

geklart.

Die Anzahl der Antigen-spezifischen T-Zellen steigt wéhrend einer Infektion sehr stark an
und fillt nach Abklingen der Infektion erneut ab - unter Umstidnden auf ein Hundertstel des
Maximalwertes wiéhrend der Infektion. Die verbleibenden T-Zellen sind langlebige
voraktivierte T-Zellen, die charakteristische Aktivierungsmarker, z. B. CD45RO,
exprimieren. Auf Restimulation mit dem entsprechenden Antigen reagieren diese Zellen
sensitiver als naive T-Zellen und {ibernehmen schnell und effektiv Effektorfunktionen. Man
bezeichnet diese voraktivierten T-Zellen daher als Memory-T-Zellen. Aufgrund ihrer im
Vergleich zu naiven T-Zellen hoheren Frequenz und leichteren Aktivierbarkeit machen sie

den Organismus gegeniiber einer Infektion mit demselben Erreger resistent.

B-Lymphozyten

B-(Bone) Lymphozyten entwickeln sich aus einer lymphoiden Vorlduferzelle vollstindig im
Knochenmark. Die Hauptfunktion der B-Zellen ist die Produktion von Antikérpern, welche
Antigene erkennen und binden. In der Entwicklung der B-Zellen unterlaufen die Gene der
Immunglobuline einen Gen-Rekombinationsprozess dhnlich dem der T-Lymphozyten, so daf3

eine grofe Vielfalt an verschiedenen Antigen-spezifischen Immunglobulinen zustande



1. Einleitung 29

kommt. Jede einzelne B-Zelle produziert also ein Immunglobulin mit einer einzigartigen
Spezifitit fiir ein Antigen.

Die fiinf Hauptklassen der Immunglobuline sind Immunglobulin M (IgM), Immunglobulin G
(IgG), Immunglobulin D (IgD), Immunglobulin A (IgA) und Immunglobulin E (IgM). Das
haufigste Immunglobulin, IgG, ldsst sich nochmals in vier Untergruppen (IgG1, 2, 3 und 4),
IgA in zwei Untergruppen (IgAl und IgA2) unterteilen. IgA wird beispielsweise auf
mukosalen Oberfldchen sezerniert. Ein membran-gebundenes Immunglobulin an der B-Zell-
Oberfldache, der B-Zell-Rezeptor (BCR), dient als Antigen-Rezeptor, der das spezifische
Antigen erkennen kann. Bindet ein Antigen an den BCR, wird dieses in die B-Zelle
internalisiert und dort degradiert. Anschlieend werden Teile des Antigens wieder auf der B-
Zell-Oberfliche mittels eines MHC-II-Molekiils prasentiert. Der MHC-II-Antigen-Komplex
auf der B-Zell-Oberfliche wird dann von einer T-Helfer-Zelle, die einen spezifischen TCR fiir
dieses Antigen besitzt, erkannt. Die T-Helfer-Zelle bindet mit ihrem TCR an den MHC-II-
Antigen-Komlex (Signal 1) und mit dem kostimulatorischen Molekiil CD40 Ligand an das
CD40-Molekiil der B-Zelle (Signal 2). Diese zwei Bindungen (Signale) aktivieren die T-
Helfer-Zelle. Die aktivierte T-Helfer-Zelle produziert nun Zytokine (IL-4, IL-5 und IL-6), die
ihrerseits die B-Zelle zur Proliferation und Ausdifferenzierung veranlassen. Terminal
differenzierte B-Zellen, sogenannte Plasmazellen, produzieren Immunglobuline der gleichen
Antigen-Spezifitit, welche als AntikOrper sezerniert werden. Antikorper haben zwei
Hauptaufgaben: zum einen binden sie an Molekiile von eingedrungenen Pathogenen und
markieren sie dadurch, zum anderen rekrutieren sie Effektorzellen wie zum Beispiel
phagozytierende Zellen, die das Pathogen, an dem der Antikorper gebunden ist, zerstéren

(Janeway, 2005).

1.3.2 Die Immunantwort auf H. pylori

Eine Infektion mit H. pylori induziert sowohl eine angeborene (unspezifische) als auch eine
erworbene (spezifische) Immunantwort (Prinz et al., 2003). Die Adhésion des Keimes an die
Magenepithelzellen fiihrt in erster Linie zur Induktion der unspezifischen Immunantwort und
somit zu einer deutlichen Infiltration der Magenmukosa mit neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen. Hierfiir verantwortlich sind einerseits bestimmte Chemokine mit
chemotaktischer Aktivitét, die von Epithelzellen nach stattgehabten Kontakt mit dem Keim
ausgeschiittet werden, andererseits locken bestimmte chemotaktische Faktoren des Keimes

selbst die Immunzellen an (Shimoyama und Crabtree, 1998; Ernst et al., 2001). Eine
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bedeutende Rolle als chemoattraktiver Faktor fiir neutrophile Granulozyten spielt Interleukin
8 (IL-8). Es wird von Magenepithelzellen nach Kontakt mit H. pylori gebildet und bewirkt
einerseits die Migration dieser Effektorzellen an den Ort der Infektion, andererseits deren
Degranulierung (Sharma et al., 1995b; Aihara et al., 1997). Auf intrazellulirer Ebene spielen
hier die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-(activator protein) 1 eine entscheidende Rolle
(Suerbaum und Michetti, 2002). Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen, NO und
proteolytischen Enzymen fithrt zu einer Schéidigung der epithelialen Integritdt und der
Induktion von Apoptose (Prinz et al., 2003). Neben IL-8 spielen auch weitere Chemokine der
C-X-C-Familie bei der Vermittlung der granulozytdren Antwort eine Rolle, z.B. GRO-a und
ENA-78 (Epithelial-cell-derived neutrophil-activating peptide-78). Die angelockten
Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten sezernieren wiederum ihrerseits Zytokine, wie
IL-12 und IFN-y, die zum einen die nachfolgende adaptive Immunantwort direkt beeinflussen
(Ernst et al., 2001), zum anderen Apoptose der Epithelzellen verursachen konnen und so zur
entziindungsassoziierten Gewebedestruktion beitragen (Yamaoka et al., 1996). Die adaptive
Immunantwort auf die H. pylori-Infektion ist von einer zellvermittelten und einer humoralen
Komponente geprdgt. Verschiedene Studien bestdtigten, dal3 die gastrale T-Zell Antwort eine
Thl-Ausrichtung aufweist. In der H. pylori infizierten Mukosa findet man eine erhdhte
Expression von Thl-spezifischen Zytokinen, wie IFN-y und IL-12 (Yamaoka et al., 1996;
Bamford et al., 1998). T-Zellen von infizierten Méusen (Smythies et al., 2000), Rhesus
Makaken (Mattapallil et al., 2000) und Menschen (Karttunen et al., 1997; Bamford et al.,
1998) bilden hauptsédchlich IFN-y und nicht IL-4. Dariiber hinaus zeigt die Mehrzahl der H.
pylori reaktiven T-Zell-Klone, die aus Antrumbiopsien von infizierten Patienten generiert
wurden, nach Stimulation mit H. pylori Antigenen ein Thl-Zytokin-Profil (D'Elios et al.,
1997b). Die Zytokine der Thl-Immunantwort vermitteln eine erhdhte Phagozytosetitigkeit
von Makrophagen und die Antikorperproduktion der Klasse IgG2a aus B-Zellen (Ho und
Glimcher, 2002).

Desweiteren induziert die Infektion mit H. pylori eine deutliche humorale Immunitét (Perez-
Perez et al., 1988). H. pylori spezifische IgA, IgG und IgM Antikorper kdnnen mittels ELISA
in einem Drittel der infizierten Patienten im Magensaft nachgewiesen werden (Crabtree et al.,
1991). Dariiber hinaus kann in mehr als 90 % der infizierten Patienten H. pylori-spezifisches
IgG (sowohl IgG1 als auch 1gG2) im Serum nachgewiesen werden (Kosunen et al., 1992). Die
Antikorperproduktion fiihrt aber nicht wie zu erwarten zu einer Eradikation der Infektion,

sondern kann zu einem zusitzlichen Gewebeschaden beitragen (Negrini et al., 1997).
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1.4 Bakterielle Virulenzfaktoren modulieren die Inflammation und die

Immunantwort

Genetische Studien an H. pylori haben ergeben, dafl die Keime eine ungeheure genetische
Diversitdt aufweisen. Nahezu jeder Patient ist mit einem einzigartigen Keim infiziert
(Akopyanz et al., 1992; Go et al., 1996; van Doorn et al., 1998a; Achtman et al., 1999;
Kuipers et al., 2000). Trotz dieser enormen Diversitit unter den Bakterien, gelang es
verschiedene Genloci auszumachen, darunter cagAd, vacA, und babA, die zur
Charakterisierung des Keimes beitragen konnen. Diese Genloci kodieren fiir bakterielle
Faktoren, die dem Keim virulente Eigenschaften verlethen und so fiir unterschiedliche

klinische Erscheinungsbilder verantwortlich sind.

1.4.1 Das Vakuolisierende Zytotoxin VacA

Ein Virulenzfaktor von H. pylori ist das Vakuolisierende Zytotoxin VacA, ein 87 kDa
schweres Protein, welches vom Gen vacA kodiert wird. Es konnte gezeigt werden, daf3
bestimmte H. pylori-Stimme die Bildung von Vakuolen in mehreren Zellkulturlinien
verursachten (Leunk et al., 1988). Das vac4 Gen kodiert zunichst fiir ein 140 kDa schweres
Vorlauferprotein, welches nach Prozessierung zu dem 87 kDa schweren VacA Protein wird.
Das Vorlduferprotein wird als noch inaktives Protein aus der Bakterienzelle
heraustransportiert, wobei es zur Abspaltung zweier Signalsequenzen kommt. Das
verbleibende nun aktive Protein besteht aus zwei Untereinheiten, einer 37 kDa Einheit, auch
p37 genannt, und der 58 kDa, p58 Einheit. Die p37 Doméne verursacht die Bildung von
Vakuolen in den Epithelzellen, die p58 Einheit ist fiir die Bindung an der Zielzelle
verantwortlich (Montecucco und de, 2003). Das vacA Gen ist in nahezu allen H. pylori-
Stimmen vorhanden, dennoch produzieren nur manche Stimme ein aktives Protein (Cover et
al., 1994; Atherton et al., 1995). Die zytotoxische Aktivitdt hingt von unterschiedlichen
Allelen in der vacA Genregion ab, die fiir eine bestimmte Signalsequenz fiir den Transport aus
der Zelle kodiert. Das s2-Allel kodiert ein defektes Signalpeptid und bedingt dadurch einen
nur sehr geringen Export von VacA (Atherton et al., 1995). Stimme mit dem s1-Allel konnen
hingegen grole Mengen an Toxin exportieren, was Vakuolisierung und damit Zellschiden
verursacht. Dementsprechend wurden die vacAs-positiven Stimme mit einer verstdrkten

inflammatorischen Reaktion, mehr gastroduodenalen Ulcuserkrankungen und distalen
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Magenkarzinomen assoziiert (Atherton et al., 1995; Atherton et al., 1997; Gunn et al., 1998;
Stephens et al., 1998; Miehlke et al., 2000). In der mittleren Region des vac4A Gens befindet
sich eine weitere Variation, die Allele ml und m2. Je nach Allel hat der Keim
unterschiedliche Bindungseigenschaften an Zielzellen (Pagliaccia et al., 1998; Reyrat et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dal Stimme, die das sl und das ml Allel besitzen,
pathogener sind als Stdmme, die das s2 und das m2 Allel besitzen (Atherton et al., 1995).

Das Vakuolisierende Zytotoxin hat wahrscheinlich neben der vakuolisierenden Aktivitit noch
andere Eigenschaften. Einige Studien konnten zeigen, daB VacA in Magenepithelzellen
Apoptose induziert (Rudi et al., 1998; Peek, Jr. et al., 1999; Galmiche et al., 2000), andere
Arbeitsgruppen wiesen nach, dal VacA die T-Zell Aktivierung hemmt und somit

moglicherweise zur chronischen Persistenz des Keimes beitrdgt (Segal et al., 1999a).

1.4.2 CagA und die cag-Pathogenitatsinsel (cag-PAI)

Bald nach Beginn der Suche nach bakteriellen Virulenzfaktoren stand das CagA-Protein im
Mittelpunkt, wobei seine Funktion noch ungeklart war (Graham, 1997). Das Protein wurde
bei toxigenen (VacA") Stimmen hiufiger exprimiert als bei nicht-toxigenen Stimmen,
weshalb das kodierende Gen, Cytotoxin-associated gene, kurz cagA, seinen Namen erhielt
(Cover et al., 1990; Covacci et al., 1993). Nachfolgende Untersuchungen konnten das cagA-
Gen als Bestandteil einer Pathogenitétsinsel identifizieren (Covacci et al., 1993). Initial wurde
beobachtet, daB cagA-positive (cagA”) H. pylori Stimme signifikant hiufiger bei Patienten
mit Duodenalulzera vorhanden waren, als bei Patienten ohne gastroduodenale
Ulkuserkrankung (Crabtree et al., 1991; van Doorn et al., 1998b). Zahlreiche weitere Studien
konnten zeigen, daB cagA " Stimme auch mit einem signifikant hoherem Risiko fiir schwere
Gastritis, Atrophie und distalem Magenkarzinom assoziiert waren als cagA” Stimme (Cover et
al., 1990; Crabtree et al., 1991; Blaser et al., 1995; Kuipers et al., 1995; Parsonnet et al., 1997;
van Der Hulst et al., 1997).

Desweiteren konnten Studien an Tiermodellen zeigen, dal CagA der wichtigste
krankheitsassoziierte Virulenzfaktor von H. pylori ist. Infektion von mongolischen
Wiistenrennméausen mit cagd™ H. pylori Stimmen fiihrte im Gegensatz zur Infektion mit
cagA-negativen Stdmmen zur Entwicklung schwerer Gastritiden, Ulzera oder
Magenkarzinomen (Ogura et al., 2000). Ahnlicherweise induzieren im Mausmodell

Infektionen mit cagd™ H. pylori Stimmen keine starken Entziindungsreaktionen, wohingegen
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cagA” Stimme eine ausgeprigte Inflammation sowie mukosale Schiden hervorrufen
(Marchetti et al., 1995; Israel et al., 2001).

Die cag-PAI ist ein circa 37 kb groBer DNA-Abschnitt im H. pylori Genom und umfasst
ungefdhr 31 Gene, wobei cagAd als wichtigstes Marker-Gen der cag-PAI fungiert (Covacci et
al., 1993). Mehrere Gene der cag-PAI kodieren fiir Proteine, die Ahnlichkeit mit einem Typ
IV Sekretionssystem (T4SS) gramnegativer Bakterien haben (Segal et al., 1999b). Mit Hilfe
dieses Sekretionssystems wird das 120 kDa schwere CagA Protein nach Adhdrenz des
Keimes an der Wirtszelle in diese transloziert (Segal et al., 1999b; Odenbreit et al., 2000). In
der Epithelzelle wird CagA von einer Src dhnlichen Epithelzellkinase an seinen Tyrosinresten
phosphoryliert (Selbach et al., 2002) und bindet an eine SHP-2 Phosphatase, was zu einer
Deregulierung zelluldrer Funktionen, besonders auf Signaltransduktionsebene fiihrt (Higashi
et al., 2002). Zum einen ist das phosphorylierte CagA Protein bedeutend fiir die Induktion des
sogenannten "hummingbird"-Phénotyps, einer strukturellen Verdnderung unterhalb der
Anlagerungsstelle des Keimes (Segal et al.,, 1999b). Diese Verdnderungen beinhalten
Zellstreckung, Pedastal-Bildung und Zelloberflaichen-Remodeling, welche dem Bakterium
helfen konnten, seine Bindung an die Epithelzellen aufrecht zu erhalten (Gordon, 2000). Zum
anderen haben in vitro Experimente gezeigt, dal cag-PAIl Gene die Expression bestimmter
immunologisch relevanter Wirtsgene hochregulieren (Censini et al., 2001; Guillemin et al.,
2002). Das wichtigste Beispiel hierfiir ist die NFkB-abhéngige Induktion der Interleukin (IL)-
8 Sekretion aus Epithelzellen, einem potenten Chemokin fiir Neutrophile Granulozyten
(Keates et al., 1997). Ergebnisse aus in vitro-Versuchen zeigten, daB cagd” Stimme in der
Lage waren, IL-8 Produktion aus Epithelzellen stirker zu stimulieren als cagd™ Stimme
(Crabtree et al., 1994; Sharma et al., 1995a). Ahnliches bestitigten in vivo Beobachtungen, in
denen Patienten mit cagA’-Stimmen eine erhdhte Expression von IL-8 in der
Magenschleimhaut aufwiesen, was wiederum in einer verstirkten Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten, das heift in einer stiarkeren Entziindungsreaktion resultierte (Peek,
Jr. et al., 1995; Yamaoka et al., 1996). Es konnte ebenso beobachtet werden, da3 Patienten,
die mit cagA-positiven Stimmen infiziert waren, auch eine stirkere gastrale lymphozytire
Entziindungsreaktion aufweisen als Patienten, die mit cagAd-negativen Stimmen infiziert
waren. Dennoch bleibt es bis heute unklar, welche Lymphozyten-Subpopulationen hiervon

betroffen sind.
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1.4.3 Das Blutgruppenantigen-bindende Adhéasin BabA

Eine gute Adhirenz des Keimes an Magenepithelzellen ist von grofler Bedeutung, um
dauerhaft im Magen persistieren zu konnen (Kirschner und Blaser, 1995; Guruge et al., 1998;
Heczko et al., 2000). Verschiedene H. pylori-Stimme unterscheiden sich in der Fahigkeit, an
Epithelzellen zu binden, und nur adhérente Stdmme sind in der Lage die stindige
Epithelerneuerung zu iiberleben und die Magenschleimhaut immer wieder neu zu besiedeln
(Hayashi et al., 1998). Der Keim bildet verschiedene Adhisine aus, die an unterschiedlichen
Strukturen auf Epithelzellen, wie zum Beispiel Lipide, Ganglioside oder Kohlenhydrate
binden konnen (Israel und Peek, 2001). In diesem Zusammenhang konnte 1998 die
Arbeitsgruppe  von Boren einen wichtigen Adhédrenzfaktor identifizieren, das
blutgruppenantigen-bindende Adhdsin BabA (Ilver et al., 1998). BabA ist ein 78 kDa
schweres Outer Membrane Protein (OMP), welches auf der Oberfldche eines Teils der H.
pylori Stimme exprimiert wird. Das Protein bindet an difukosylierte Lewis” (Le")
Blutgruppenantigene, die auf humanen Magenepithelzellen exprimiert werden (Boren et al.,
1993). In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dall BabA die Schwere der
durch H. pylori verursachten Erkrankungen beeinflusst. In einem transgenen Mausmodel kam
es nach Infektion von transgenen Miusen, die Le® Molekiile auf der Oberfliche von
Magenepithelzellen exprimierten, zu einer stirker ausgeprigten Gastritis und erhdhtem
Parietalzellverlust als in Wildtypméusen (Falk et al., 1995; Guruge et al., 1998). Klinische
Studien haben gezeigt, dal babA2-positive Stimme mit der Ulkuskrankheit und dem
Magenkarzinom assoziiert sind und dafl der Nachweis dieser Stimme wesentlich besser
zwischen Ulzera und Gastritis bzw. Karzinom und Gastritis diskriminiert als der Nachweis

des cagA oder vacAsl Gens alleine (Gerhard et al., 1999).

1.5 Ein Mausmodell der H. pylori-Infektion: eine Rekapitulation der

humanen Inflammation

Die Infektion mit H. pylori birgt ein erhdhtes Risiko, an Krebs zu erkranken, was auch die
WHO letztendlich erkannte und H. pylori 1994 als ein Typ I Karzinogen klassifizierte (Ernst
und Gold, 2000). Die Entwicklung von Tiermodellen der H. pylori-Infektion ist von

besonderer Bedeutung, um die Abldufe der Karzinogenese besser zu verstehen.
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Am besten dazu geeignet sind Nagetiere, speziell Méuse, da diese nicht teuer, einfach zu
halten und gut genetisch manipulierbar sind (Fox, 2000). Die Infektion der Maus mit H. pylori
war schwierig zu etablieren, und man arbeitete zunichts mit dem schon seit ldngerer Zeit
bekannten H. felis-Infektionsmodell. 1995 etablierten Marchetti et al. ein H. pylori-
Infektionsmodell. Hierbei wurde der H. pylori Stamm SPM326 verwendet, welcher jedoch
eine nur sehr geringe Inflammationsreaktion verursacht (Marchetti et al., 1995). Ein
wesentlich besseres Modell ist die Infektion mit dem H. pylori Stamm SS1, welches eine
stirkere Entzlindungsantwort hervorruft und seit der Erstpublikation durch Lee et al im Jahr
1997 breite Anwendung findet (Lee et al., 1997). Je nachdem, was fiir einen Mausstamm mit
H. pylori infiziert wird, kénnen verschiedene histopathologische Verdnderungen beobachtet
werden. Mduse des C57BL/6-Stammes zeigen nach Infektion mit H. pylori eine geringere
Kolonisationsdichte als Miuse des BALB/c-Stammes. C57BL/6-M4iuse entwickeln eine Th1-
polarisierte gastrale Immunantwort mit starker Entziindung, Hyperplasie und gegebenenfalls
Dysplasie der Magenschleimhaut. BALB/c-Méuse reagieren auf die Infektion mit einer Th2-
gerichteten Immunantwort und weisen geringere epitheliale Schiaden auf (Rogers und Fox,
2004). Das Infektionsmodell mit den CS57BL/6 Mausen ist gut geeignet, die
krankheitsverursachenden Abléufe einer H. pylori-Infektion zu untersuchen, da dieser
Mausstamm eine dem Menschen #dhnlichere gastrale Immunantwort an den Tag legt. Die
Dynamik der Kolonisation und die histo-morphologischen Verdnderungen in der
Magenschleimhaut kdnnen gut beobachtet und mit verschiedenen Untersuchungen evaluiert
werden. Ein systematischer Vergleich des Phianotyps der durch H. pylori induzierten murinen

und humanen Immunantwort wurde jedoch bisher nicht unternommen.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine systematische Untersuchung von Mechanismen der H. pylori
induzierten innaten und adaptiven Immunitit beim Menschen.

An einer vorhandenen Magenbiopsiebank, die im Rahmen dieser Doktorarbeit noch erweitert
wurde, sollen histologische und molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden.
Bei iiber 100 Patienten sollen mittels immunhistochemischen Farbungen leukozytére
Subpopulationen (T-Helfer-Zellen, zytotoxische T-Zellen, B-Lymphozyten, NK-Zellen,
Makrophagen und regulatorische T Zellen) in der H. pylori-infizierten Magenmukosa
charakterisiert werden. Auflerdem sollen die fiir die einzelnen Effektorzellantworten
charakteristischen Zytokinprofile durch TagMan RT-PCR quantifiziert werden.

Weiterhin soll die Abhédngigkeit der Immunantwort vom infizierenden H. pylori Stammtyp
untersucht werden. Von besonderem Interesse ist hierbei die Rolle der bakteriellen Cag-
Pathogenititsinsel (cagPAl). Hierzu soll mittels PCR im Magengewebe aller Patienten
iberpriift werden, ob eine Infektion mit einem cagPAl-positiven Stamm vorliegt. In
nachfolgenden Assoziationsstudien soll dann der Einfluss von bakteriellen Virulenzfaktoren
auf die einzelnen Effektor- und Regulatorarme der spezifischen und unspezifischen
Immunantwort untersucht werden.

AbschlieBend soll die murine mit der humanen Immunantwort auf die Infektion mit H. pylori
verglichen werden. Die Maus stellt einen wichtigen Modellorganismus fiir die Untersuchung
der anti-mikrobiellen Immunantwort dar. Zum einen soll die zeitliche Dynamik der
Inflammation auf zelluldrer Ebene und auf Zytokinebene im Mausmodell analysiert werden.
Hierzu sollen die zelluldiren Bestandteile der Immunantwort, B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen, mittels immunhistochemischen
Féarbungen dargestellt werden. Die Zytokinantwort soll iiber mehrere Monate nach der
Infektion mittels quantitativer TagMan RT-PCR analysiert werden. Zum anderen soll ein
systematischer Vergleich der humanen mit der murinen Immunantwort im Magen erfolgen.
Im Mittelpunkt steht hierbei die Frage, inwieweit die Immunitit der Maus eine Rekapitulation

der humanen Inflammation darstellt.
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2. Material und Methoden

2.1 Sammlung und Bearbeitung des humanen Untersuchungsmateriales

Im Rahmen von Routineendoskopien wurden von 742 Patienten im Zeitraum zwischen 1996
und 2002 je 5 Biopsien aus dem Antrum und Corpus gesammelt. In die Studie eingeschlossen
waren Patienten mit chronischer H. pylori assoziierter Gastritis. Aus der Studie
ausgeschlossen wurden Patienten, die sich einer Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren,
H2-Rezeptorantagonisten oder NSAR unterzogen, und solche mit endoskopisch gestellter
Diagnose eines Ulcus ventriculi oder duodeni sowie Patienten mit Magenkarzinom. Das
Gewebematerial wurde weiterverwendet fiir DNA- und RNA-Isolation sowie fiir die
Herstellung von Schnitten fiir histologische und immunhistochemische Farbungen. Die
Biopsien wurden an der Technischen Universitit von Miinchen sowie am Akademischen
Lehrkrankenhaus Miinchen-Bogenhausen gesammelt. Von jedem Patienten wurden 10
gastrale Biopsien entnommen (5 aus dem Corpus, 5 aus dem Antrum). Je zwei Corpus- und
Antrumbiopsien wurden zur histologischen Untersuchung und zum H. pylori Nachweis in das
Institut fiir Pathologie geschickt. Die restlichen sechs Biopsien wurden in Eppendorftubes
aufgenommen und sofort nach Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren, um eine
Degradation von Nukleinsduren zu vermeiden. AnschlieBend wurde das Biopsat gemorsert
und entweder unverziiglich weiterverarbeitet (DNA- oder RNA-Isolierung) oder sofort wieder

eingefroren und bis zur Weiterverwendung in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.2 Isolation von Nukleinsduren

2.2.1 DNA lIsolierung aus humanen und murinen Gewebe
2.2.1.1 Materialien

- QIAamp Tissue Kit (Quiagen, Hilden)

- 96% Ethanol (Merck, Darmstadt)

- Proteinase K (Sigma, Deisenhofen)
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2.2.1.2 Prinzip und Durchftihrung der DNA-Isolation

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem QIAamp Tissue Kit. Der erste Schritt der DNA-
Isolation umfafit die Lyse des Gewebes. Hierbei wurden nach Modrsern der Biopsie 180 pl
ATL-Puffer und 20 pl Proteinase K auf das Gewebe gegeben, geschiittelt und mindestens 3h
bei 55°C inkubiert. Im zweiten Schritt wurde die DNA durch die Zugabe von 200 ul AL-
Puffer und die anschlieBende 10 miniitige Inkubation bei 70°C ausgefillt. Als nichstes folgte
die Trennung der DNA von den restlichen Bestandteilen der Biopsie. Hierzu wurden der
Losung 210 pl 96%iges Ethanol) zugegeben, gut geschiittelt und die Mischung auf eine Séule
aufgetragen. Bei der anschlieBenden Zentrifugation (6000 g, 1 Minute) wurde die DNA in der
Silicamembran der Sdule gebunden, wihrend die restlichen Biopsiebestandteile im
Sammeltube aufgefangen und verworfen wurden. Das Waschen der DNA erfolgte dann mit
500 pul AW-Puffer (Auftragung auf die Sdule und Zentrifugation bei 6000 g fiir 1 Minute).
Der Waschschritt wurde wiederholt, wobei nun das Zentrifugieren bei 10000 g und fiir 3 min
erfolgte. Zuletzt wurde die DNA zweimal eluiert. Hierzu stellte man die Sdule in ein
Eppendorf-Tube, gab 200 ml AE-Puffer (auf 70°C vorgewédrmt) auf die Sdule und
zentrifugierte diese bei 6000 g fiir eine Minute. Die aufgefangene DNA-L6sung wurde bis zur
Weiterverwendung bei —20°C aufbewabhrt.

2.2.2 RNA-Isolation aus humanem und murinem Gewebe

2.2.2.1 Materialien

- peqGOLDTrifast Reagenz (Peqlab Biotechnologie GmBH, Erlangen)
- Chloroform (Merck)

- Isopropylalkohol (Merck)

- 70% Ethanol (Merck)

- RNAse freies Wasser (Merck)

2.2.2.2 Prinzip und Durchfiihrung der RNA-Isolation

Die RNA-Isolierung erfolgte nach der von Chomczynski und Mitarbeitern entwickelten

Methode (Chomczynski und Sacchi, 1987). Der erste Schritt umfalite die Zellyse. Hierbei
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wurde die gemorserte Biopsie in 1 ml peqGOLDTrifast Reagenz aufgenommen und 30
Minuten unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der anschlieBenden
Phasenpréparation wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt, die Probe 15 Sekunden mit der
Hand geschiittelt und 15 bis 30 Minuten, bis zur Bildung von zwei Phasen, auf Eis inkubiert.
Die Probe wurde dann 30 Minuten bei 4°C mit 12000 g zentrifugiert (Eppendorf
Kiihlzentrifuge 5403). Im néchsten Schritt erfolgte die Phasenpriaparation, wobei die walrige
obere Phase, welche die RNA enthilt, abgenommen und mit 500 pl Isopropanol vermischt
wurde. Nach 10 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe bei 4°C und
12000 g fiir 45 Minuten zentrifugiert (Prizipitation). Der Uberstand wurde dann abgenommen
und verworfen. Das Pellet wurde dann zwei Mal mit je 1 ml 75 % igem Ethanol gewaschen
(Zentrifugation mit 12000 g fiir jeweils 15 - 30 Minuten). Nach restloser Entfernung des
Alkohols aus dem Tube wurde das Pellet 10 Minuten getrocknet und schlieSlich in 50 ml
RNase freiem Wasser aufgenommen.

Da die erhaltene RNA Inhibitoren der cDNA-Synthese enthielt, wurde eine zusitzliche
Aufreinigung mittels einer Lithiumchloridfiallung notwendig. Hierzu wurde die RNA-Losung
in dquivalentem Volumen 8 M LiCl aufgenommen, geschiittelt und {iber Nacht bei —20°C
inkubiert. Nach einer drei stiindigen Inkubation bei -4°C (oder —20°C iiber Nacht) wurde die
Losung fiir 30 Minuten bei 10000g und 4° C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abpipettiert und das Pellet in einem weiteren Zentrifugationsschritt mit 70% igem Ethanol

gewaschen. Zuletzt erfolgte die Auflosung der RNA in RNAse freiem Wasser.

2.3 Umschreiben von RNA in cDNA (Reverse Transkription)

2.3.1 Prinzip der Reversen Transkription

Fiir eine PCR-Amplifikation miissen RNA Proben in ¢cDNA umgeschrieben werden. Bei
dieser Reversen Transkription wird RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in eine
einzelstringige DNA-Sequenz umgeschrieben. Die reverse Transkriptase stammt aus Viren,
z.B. dem Affen-Myeloblastosis-Virus (AMV) oder dem Moloney-Maus-Leukdmie-Virus
(MMLYV). Sie wird nach ihrem Produkt, der cDNA (,,complementar® DNA) auch als cDNA-

Synthese bezeichnet. Als Templates dienten die aus den Biopsien isolierten RNA-Proben. Die
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aus der reversen Transkription resultierende cDNA kann in einer Polymerase-Ketten-Reaktion

eingesetzt werden, um die Genexpression zu analysieren.

2.3.2 Reagenzien

In Tabelle 1 sind die Reagenzien, die fiir die Synthese von cDNA verwendet wurden,

aufgelistet:

Tabelle 1: Reagenzien fiir die reverse Transkription mit Multiscribe Reverse Transcriptase (TagMan Reverse Transcription

Reagents, Perkin Elmer, Weiterstadt)

10x TagMan Puffer 1 KCl 500 mM
Tris-HCI 100 mM
pH 8,3
dNTPs dATP je2,5mM
dTTP
dCTP
dGTP
Random Primer [d(N)s] 50 uM
MgCl, 25 mM
Reverse Transkriptase MultiScribe 50 Upnl
RNAse Inhibitor 20 U/ul

2.3.3 Durchfuihrung der Reversen Transkription

Folgendes Arbeitsprotokoll wurde fiir die Synthese von 20 ul cDNA mit der Superscript
Reversen Transkriptase angewendet:

Die ¢cDNA-Synthese wurde mit dem TagMan Reverse Transcription Reagents von Applied
Biosystems (Darmstadt) durchgefiihrt.

Zur Synthese von 50 ml cDNA mit der Multiscribe Reversen Transkriptase wurde folgender

Standardansatz erstellt:
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S5ul RNA
15ul H,0 dest.
11l MgCl,

10 ul  dANTP-Mix

Sul RT-Puffer

2,5ul  Random Primer

1 ul RNAse Inhibitor

0,5 ul  Reverse Transkriptase

Das Reaktionsgemisch wurde dann im Thermocycler folgenden Reaktionsschritten

ausgesetzt:

25°C 10 min (Primer-Annealing),
48°C 30 min (Gegenstrang-Synthese)

95°C 5 min (Denaturierung)

Die gewonnene cDNA wurde entweder direkt weiter fiir die quantitative RT-PCR eingesetzt

oder bei -20°C aufbewahrt.

2.4 Die Polymerase-Kettenreaktion

2.4.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur
Amplifikation von Nukleinsduren. Mithilfe der PCR lésst sich ein spezifisches DNA-Stiick
aus einem komplexen Nukleinsduregemisch amplifizieren. Die zu amplifizierende DNA-
Matrize wird als template bezeichnet. Analog zur DNA-Replikation in eukaryotischen Zellen
erfolgt die Amplifikation von DNA-Abschnitten bei der PCR mittels einer DNA-Polymerase
Diese thermostabile DNA-Polymerase benétigt ein sequenzspezifisches Oligonukleotid-
Primerpaar, das den Enden des templates homolog ist. Die PCR durchlduft drei Schritte: 1.)
Denaturierung der doppelstringigen DNA, das heiit die beiden DNA-Matrizen-Stringe

werden bei 9°C voneinander getrennt. 2.) Spezifische Hybridisierung der Primer an die
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homologe Zielsequenz auf der DNA bei 37-65°C (Anlagerung). Die Anlagerungstemperatur
richtet sich nach GC-Gehalt und Lénge der verwendeten Primer. 3.) Von den Primern
ausgehende DNA-Synthese durch die Polymerase bei 72°C (Elongation). Das neu-
synthetisierte DNA-Fragment kann in der darauf folgenden Amplifikationsrunde selbst als
Matrize dienen, wodurch in mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen eine exponentielle

Anreicherung des spezifischen DNA-Stiicks moglich ist.

2.4.2 Materialien und Durchfihrung der PCR

Alle konventionellen PCRs wurden mit dem 7aq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hilden)
durchgefiihrt. Dieser enthilt folgende Inhaltsstoffe: steriles H,Og4esr. und einen Master Mix
bestehend aus Reaktionspuffer, 7ag Polymerase und dNTPs. Folgender Ansatz wurde fiir ein

25 pl Reaktionsgemisch mit Quiagen Master Mix angewandt:

Quiagen MM: 12,5 ul

H,O steril 9,0 ul

Primer 1 0,5 pul

Primer 2 0,5 pul

DNA 2,5 ul (ca. 100ng)

Der Reaktionsansatz wurde in einem Primus Thermo-Cycler 9600 (MWG Biotech,

Ebersberg) amplifiziert. Amplifikationsprogramm:

1 Zyklus Denaturierung: 94° C 5 min
Anlagerung: X°C 1 min
Extension: 72°C 1 min

30 - 35 Zyklen Denaturierung: 94° C 45s

Anlagerung: X°C 55s
Extension: 72° C 1 min
Extension: 72° C 10 min

X° C = Annealingstemperatur des jeweiligen Primerpaares.
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2.5 Genotypisierung von H. pylori mittels Polymerase-Kettenreaktion

Das Vorhandensein des cagd Gens, welches als Markergen der Cag-Pathogenitétsinsel
fungiert, wurde nach der Isolation der DNA aus den Biopsien mittels PCR iiberpriift. Primer,
die sich in der mittleren Region des cagd Gens befinden, wurden mittels der Primerdesign
Software Primer-Express erstellt. Die cagA-Primersequenzen sowie deren Schmelztemperatur
sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Firma MWG-Biotech lieferte die Primer in lyophilisierter
Form. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden in sterilem Wasser aufgenommen, wobei

jeweils eine Primerkonzentration von 25 pM erstellt wurde.

Tabelle 2: Fiir die Genotypisierung von H. pylori verwendete Primersequenzen

PCR- m" Primersequenzen

Produkt

cagA 58°C FP° 5’-GTATGGGGGCAATGGTGGTC-3"
RP¢ 5"-GATTCTTGGAGGCGTTGGTGTAT-3

“Annealingtemperatur, bVorw[irtsprimer, “Riickwdrtsprimer

Der Reaktionsansatz wurde in einem Primus Thermo-Cycler 9600 (MWG Biotech,

Ebersberg) amplifiziert. Amplifikationsprogramm:

1 Zyklus Denaturierung: 94° C 5 min
Anlagerung: 59°C 30s
Extension: 72°C  45s

30 Zyklen Denaturierung: 94° C 30s
Anlagerung: 59°C  30s

Extension: 72° C 10 min
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2.6 Quantitative Genexpressionsanalyse mittels Real-Time TagMan RT-
PCR

2.6.1 Prinzip der quantitativen RT-PCR

Die TagMan-Real-Time (RT) PCR ermoglicht es, eine quantitative Aussage iiber die mRNA
Expression bestimmter Proteine zu treffen. Diese Methode macht sich die 5'— 3’
Exonukleaseaktivitit der AmpliTaq DNA Polymerase zu Nutze. Sémtliche Schritte der
herkdmmlichen PCR laufen auch bei der TagMan PCR in der gleichen Weise ab. Vor Beginn
der PCR wird zu jeder Probe eine fluorogene Sonde hinzugegeben, die sich nur an die zu
amplifizierende DNA-Matritze anlagert. Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, dessen
Enden mit Farbstoffen markiert sind: das 5’-Ende mit einem fluoreszenten Reporterfarbstoff
(Fluoreszeinderivat), das 3 -Ende mit einem Quencherfarbstoff (Rhodaminderivat). Wahrend
der PCR wird die fluorogene Sonde zusammen mit den Primern am Matritzenstrang
hybridisiert. Solange die Sonde intakt ist, ist die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes sehr
gering. Aufgrund der rdumlichen Néhe der zwei Farbstoffe unterdriickt nimlich der Quencher
die Reporterfluoreszenz. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz-Energie-Transfer (FET)
bezeichnet. In der Elongationsphase trifft die Taq Polymerase nun auf die Sonde und beginnt
sie zu verdringen. Es entsteht eine Y-formige Sekundirstruktur, wodurch die 5'— 3’
Exonukleaseaktivitdt der AmpliTaq DNA Polymerase aktiviert und die Sonde abgeschnitten
wird. Hierbei wird die rdumliche Nédhe — und damit auch die FET — zwischen den beiden
Farbstoffen unterbrochen, was zu einer Zunahme der Reporterfluoreszenz fiihrt. Da freie,
nicht  hybridisierte  Sonde nicht gespalten wird, ist die Zunahme der
Reporterfarbstofffloureszenz zu jedem Zeitpunkt der PCR direkt proportional zur
Konzentration der amplifizierten Zielsequenz. Nach jeder Elongation werden die Proben, die
sich in Glaskapillaren befinden, mit einem Laser angeregt und emittieren also proportional zur
gebildeten DNA-Menge ein Signal. Dieses Fluoreszenzsignal wird von einer entsprechenden
Linse gemessen und von einem Computer gespeichert. Die Verdnderung der Fluoreszenzen
der verschiedenen Farbstoffe wurden mit Hilfe des 7700 ABI PRISM Sequence Detectors
(Applied Biosystems) Zyklus fiir Zyklus erfasst. Hierbei ermittelt das Gerét fiir jede Probe
den sogenannten Ct-Wert. Der Ct-Wert bezeichnet jene Zykluszahl, bei der zum ersten Mal
die Reporterfluoreszenz das Baselinesignal mefbar iiberschreitet, das heilit, wenn zum ersten

Mal die durch die PCR-Amplifikation entstandene Fluoreszenz detektierbar wird. Auf diese



2. Material und Methoden 45

Weise wird die Zunahme der Fluoreszenzintensitit gegen die Zykluszahl aufgetragen. Mit
geeigneten Referenzproben, deren Kopienzahl bekannt ist, ldsst sich auf die urspriingliche
Kopienzahl der zu untersuchende Probe zuriickschlieBen. Um letztlich eine quantitative
Aussage tiber die mRNA-Expression eines bestimmten Gens zu erhalten, wird die gemessene
Kopienzahl auf die Transkriptzahl eines sogenannten Referenzgens bezogen, welche in jeder
Probe zusitzlich bestimmt wird. Das Referenzgen wird hierbei mdglichst so gewdhlt, daf3
dessen Expression durch den Versuchsansatz moglichst nicht beeinflusst wird. Die
Kopienzahlen der in dieser Arbeit detektierten Zielgene wurden auf das Referenzgen GAPDH
(Gycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) normalisiert und als Kopienzahlen pro 100000
Kopien GAPDH angegeben.

2.6.2 Reagenzien

Bei der TagMan-PCR wurde der TagMan Universal Master Mix angewandt. Dessen
Inhaltsstoffe sind in Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3: Inhaltsstoffe des TagMan Univeral Master Mix Kits (Perkin Elmer, Weiterstadt).

DNA-Polymerase AmpliTaq Gold 5U/ul
AmpErase UNG 1 U/pl
dNTPs dATP 10 mM
dCTP 10 mM
dGTP 10 mM
dUTP 10 mM
10 X TagMan Buffer A KCl1 500 mM
EDTA 0,1 mM
Tris-HCI 100 mM
passiver Referenzfarbstoff 600 nM
ROX
pH 8,3

MgCl, 25 mM
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2.6.3 Primer und Probes fiir die TagMan-RT-PCR

Primer- und Probesequenzen wurden mittels der Primerdesign Software Primer-Express
erstellt. Um die Amplifikation von genomischer DNA zu verhindern, wurden die Primer in
unterschiedliche Exons gelegt. Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech in
lyophilisierter Form geliefert. Die lyophilisierte DNA wurde in sterilem Wasser
aufgenommen, wobei jeweils eine Primerkonzentration von 25 pM erstellt wurde. Ebenfalls in
lyophilisierter Form wurden die fluorogenen Oligonukleotidsonden (Probes) geliefert. Bei der
Auflésung in sterilem Wasser wurde eine Probekonzentration von 10 pM erstellt. Die Primer-
und Probesequenzen mit den dazugehorenden Annealingtemperaturen sowie die GroBe der

jeweiligen cDNA sind in der nachfolgenden Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Fiir die quantitative TagMan RT-PCR verwendete Primer- und Probesequenzen.

PCR- Tm" Primer- und Probesequenzen
Produkt
GAPDH human 58°C FP® 5- ACGGATTTGGTCGTATTGGGC -3’
246 bp RP¢ 5- TTGACGGTGCCATTGAATTTG -3’
p¢ 5- CCTGGTCACCAGGGCTGCTTTTAA-3"
TNF-o human 58°C FP 5’- GCCCAGGCAGTCAGATCATCTTC -3’
180 bp RP 5"-TGAGGTACAGGCCCTCTGATGG -3’
P 5’- CGAAACCCGAGTGACAAGCCTGTAGC-3’
IFN-y human 58°C FP 5’- CCTGGCTTTTCAGCTCTGCATC -3’
150 bp RP 5- CTTCAAAATGCCTAAGAAAAGAGTTCC -3
P 5- TTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCA-3’

IL-12Rf; human 58°C FP 5- CACATACTTTTAGAGGATGCTCATTGG -3°

192 bp RP 5- CTTCAAAATGCCTAAGAAAAGAGTTCC -3°
P 5- TTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCA-3’

IL-4 human 58°C FP 5’- CACAGGCACAAGCAGCTGAT -3’

88 bp RP 5’- CCTTCACAGGACAGGAATTCAAG -3’

P 5’- CGGCTCGACAGGAACCTCTGGG -3’
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L-8 human
73 bp

Foxp3 human
66 bp

TNF-o Maus
72 bp

IFN-y Maus
72 bp

IL-12Rf; Maus
70 bp

IL-4 Maus
70 bp

Foxp3 Maus
70 bp

58°C

58°C

58°C

58°C

58°C

58°C

58°C

FP
RP

FP
RP

g

FP
RP

FP
RP

5- GCCAACACAGAAATTATTGTAAAGCTT-3’
5- AATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTT-3’
5’- AGAGCTCTGTCTGGACCCCAAGGAAAAC-3’

5-ATGCCTCCTCTTCTTCCTTGAA-3’
5’- GGGCATCCACCGTTGAGA-3’
5’- CCCATGCCACCATCGCAGCTG-3’

5-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’
5’-CCAGCTGCTCCTCCACTTG-3"
5’-CCTGTAGCCCACGTCGTAGCAAACCA-3’

5’-CAGCAACAGCAAGGCGAAA-3’
5-CTGGACCTGTGGGTTGTTGAC-3’
5'-AGGATGCATTCATGAGTATTGCCAAGTTTGA-3’

5-ACCTGAGCTCTGCGAAATTCA-3’
5’-CCTGGGCTGTAGGCTGCTT-3’
5-TACCGACGCTCTCAAAACTCACATCCAA-3’

5’-CGCCATGCACGGAGATG-3’
5'CGAGCTCACTCTCTGTGGTGTT-3"
5-TGCCAAACGTCCTCACAGCAACG-3’

5-TTCGAGGAGCCAGAAGAGTTTC-3’
5’-GGGCCTTGCCTTTCTCATC-3"
5’-CAAGCACTGCCAAGCAGATCATCTCCT-3’

“Annealingtemperatur, °Vorwdirtsprimer, Riickwirtsprimer, “Probe
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2.6.4 Durchfihrung der TagMan-RT-PCR

Folgender Ansatz wurde fiir ein 30 pl Reaktionsgemisch mit Universal Master Mix (Perkin

Elmer) angewandt:

Universal MM: 15 ul

H,O steril 8,2 ul
Primer 1 0,6 ul
Primer 2 0,6 ul
Probe 0,6 ul
cDNA 5l

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

2.7 Histopathologische Aufarbeitung von humanem und murinem

Magengewebe

Prinzipiell bestehen zwei Moglichkeiten, Gewebe so zu behandeln, daf3 diese gefarbt werden
konnen. Eine Moglichkeit ist es, das Gewebe zu fixieren und anschliefend in Paraffin

einzubetten. Die Morphologie der in Paraffin eingebetten Priparate bleibt gut erhalten.
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Manche Antigene werden jedoch durch die vorher notwendige Formalinfixierung irreversibel
durch Aldehyde vernetzt, d.h. "maskiert", was ein erhebliches Problem bei
immunhistochemischen Farbungen darstellen kann. Die andere Mdglichkeit besteht darin, das
Gewebe umgehend einzufrieren, um sogenannte Kryoprédparate herzustellen. Diese Methode
ermoglicht einerseits eine schnelle Beurteilung des gefarbten Materials (schnelle
Diagnosefindung) und Antigenstrukturen bzw. labile Antigene werden nicht maskiert oder
zerstort. Andererseits ist die Morphologie der Kryopréparate schlechter als bei Préparaten, die

in Paraffin eingebettet sind.

2.7.1 Herstellung von Praparaten durch Einbettung in Paraffin

Von den aus Routineendoskopien gewonnenen Antrum- und Corpusbiopsien und von aus der
Maus herauspréparierten longitudinalen Magenstreifen wurden in Paraffin eingebettete

Préparate hergestellt.

2.7.1.1 Reagenzien

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die Reagenzien, die bei der Herstellung von Paraffin-

eingebetteten Priparaten verwendet wurden:

Tabelle 5: Zur Herstellung von Paraffin-eingebetteten Priparate verwendete Reagenzien

Formalin 4% Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Ethanol 70% Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Ethanol 96% Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Isopropanol 100% Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Xylol Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Paraffin (Histosec) Merk

Aqua dest. Staub & Co. Chemichandelsgesellschaft mbH

2.7.1.2 Fixierung und Vorparaffinisierung

Damit das frisch entnommene Gewebe in mdglichst natlirlichem Zustand erhalten bleibt und
nicht durch autolytische Vorginge zersetzt wird, muss es in wissrigem Fixierungsmedium

fixiert werden. Das frische Gewebe wird in einem Fixierungs-und Einbettautomaten mit
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Formalin fixiert, iber eine aufsteigende Alkoholreihe entwédssert und gehértet und iiber ein
Intermedium (z.B. Xylol) in Paraffin {iiberfiihrt. Dieses Verfahren erlaubt eine gute
Entwésserung, Hértung und Paraffinierung des Gewebes. Um die Diffusion der Fliissigkeiten
ins Gewebe zu optimieren und so das Ergebnis wesentlich zu verbessern, konnen die
Temperaturen der Einbettmedien erhoht werden.

Uber Nacht wurden die Priparate in einem Fixierungsapparat (,,Pathcentre*; SHANDON)
fixiert und vorparaffinisiert. Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden hierfiir vollzogen und

sind in Tabelle 6 dargestellt:

Tabelle 6: Arbeitsprotokoll des Fixierungsapparates

Arbeitsschritt Reagenz Einwirkdauer Temperatur
1. Formalin 4% 60 Minuten 40°C
2. Formalin 4% 60 Minuten 40°C
3. Ethanol 70% 60 Minuten 40°C
4. Ethanol 70% 60 Minuten 40°C
5. Ethanol 96% 45 Minuten 40°C
6. Ethanol 96% 60 Minuten 40°C
7. Isopropanol 45 Minuten 40°C
8. Isopropanol 60 Minuten 40°C
9. Xylol 60 Minuten 40°C
10. Xylol 60 Minuten 40°C
11. Paraffin 15 Minuten 60°C
12. Paraffin 15 Minuten 60°C
13. Paraffin 30 Minuten 60°C
14. Paraffin 60 Minuten 60°C

2.7.1.3 Einbettung der Préparate

Die Paraffineinbettung der Préparate in Paraffinblocke erfolgte in 60°C warmen, fliissigen
Paraffin (Histosec, Merk) in einer Einbettungsmaschine (,,TBS 88 Paraffin Embedding
System: Thermal Unit, Cool Unit, Dispenser Unit“; MEDITE Medizintechnik, 31303
Burgdorf, Germany). Anschlieend wurden die Paraffinblocke auf einer Kiihlplatte (,,Tissue
Cool Plate COP 20*; MEDITE Medizintechnik, 31303 Burgdorf, Germany) abgekiihlt, damit

sie sich festigen und gut zu schneiden sind.
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2.7.1.4 Herstellung von Schnittpraparaten

Am Rotationsmikrotom (,,Microm HM 335 E*“; MICROM GmbH, 69190 Walldorf, Germany)
wurden von den Paraffinblocken 2 um dicke Schnitte angefertigt. Pro Magenbiopsieblock
wurden je sieben Schnitte erstellt. Ein Schnitt wurde jeweils fiir eine HE-Féarbung gefertigt,
um spater eine Klassifizierung der H. pylori-induzierten Gastritis vorzunechmen. Die iibrigen
sechs Schnitte dienten der ndheren Charakterisierung leukozytirer Subpopulationen (CD4,
CD8, CD20, CD56, CD68, Foxp3) mittels immunhistochemischer Farbung. Die frisch
geschnittenen Schnitte wurden in einem Paraffin-Streckbad (,,Paraffin Streckbad, TFB 35°;
MEDITE Medizintechnik, 31303 Burgdorf, Germany), um Falten im Paraffinschnitt zu
vermeiden, bei 50°C gestreckt. Das Aufziehen der Schnitte erfolgte auf ,,SuperFrost PLUS
Objekttriger (MENZEL-GLASER, Germany). Die Objekttriiger wurden danach ca. 30
Minuten auf einem Objekttrager-Strecktisch (,,OTS 40%; MEDITE Medizintechnik, 31303
Burgdorf, Germany) bei 53°C getrocknet.

2.7.1.5 Entparaffinierung der Schnittpraparate

Vor einer Farbung miissen die Gewebeschnitte von ihrem Einbettmedium, dem Paraffin,
befreit werden. Die Schnittpridparate wurden iiber Nacht im Brutschrank (,,Heraeus Function
Line®; KENDRO LABORATORY PRODUCTS, 63450 Hanau, Germany) bei ca. 60°C
inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit Xylol entparaffiniert und iiber eine absteigende
Alkoholreihe in Wasser {iberfiihrt, da Fiarbungen in der Regel in wéssrigen Losungen
erfolgen. Folgende Entparaffinierungsschritte wurden vor einer Hdmatoxillin-Eosin-Farbung

angewendet und sind in Tabelle 7 aufgefiihrt:

Tabelle 7: Arbeitsprotokoll fiir die Entparaffinierung vor H.E.-Fdrbungen

Arbeitsschritt Reagenz Einwirkdauer
1. Xylol 120 Sekunden
2. Xylol 120 Sekunden
3. Xylol 120 Sekunden
4. Isopropanol 25 Sekunden
5. Ethanol 96% 25 Sekunden
6. Ethanol 96% 25 Sekunden
7. Ethanol 70% 25 Sekunden
8. Aquadest. 25 Sekunden
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Da die Entparaffinierung fiir die immunhistochemisch zu farbenden Schnitte variiert, sind die

genauen Arbeitsschritte in Tabelle 8 aufgefiihrt:

Tabelle 8: Arbeitsprotokoll fiir die Entparaffinierung vor immunhistochemischen Farbungen

Arbeitsschritt Reagenz Einwirkdauer
1. Xylol 10 Minuten

2. Xylol 10 Minuten

3. Isopropanol 5 Minuten

4, Isopropanol 5 Minuten

5. Ethanol 96% 5 Minuten

6. Ethanol 70% 5 Minuten

7. Aqua dest. 5 Minuten

2.7.1 Herstellung von Kryopréaparaten

Von aus der Maus herauspriparierten longitudinalen Magenstreifen wurden Kryopéparate
hergestellt.

2.7.2.1 Reagenzien

Folgende Tabelle 9 gibt einen Uberblick iiber die Reagenzien, die bei der Herstellung von

Kryopréparaten verwendet wurden:

Tabelle 9: Zur Herstellung von Kryoprdparaten verwendete Reagenzien

Tissue-Tek, O.C.T Combound SAKURA, 23800 Zoeterwoude, Netherlands
Fliissiger Stickstoff Linde
Aceton MERK, Darmstadt, Germany




2. Material und Methoden 33

2.7.2.2 Durchfuhrung

Das frische Gewebe wurde in Kryogefifle (ecoLab-Kunstoff Dosen mit Schanierdeckel,
NEOLAB Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, 69123 Heidelberg, Germany) in OCT-
Medium aufgenommen und anschliefend in fliissigen Stickstoff getaucht (Schockgefrierung).
Diese Schockgefrierung bietet den Vorteil, dal das Gewebe innerhalb kiirzester Zeit auf tiefe
Temperaturen (-80°C) abgekiihlt wird, wodurch Gefriertartefakte (z.B. durch zu langsames
Herunterkithlen des Gewebes) vermieden werden. Die Kryopridparate wurden in einem

Gefrierschrank bei -80°C aufbewahrt.

2.7.2.3 Herstellung von Gefrierschnitten

Die schockgefrorenen Praparate wurden in ein Kryostat eingelegt. Bei einem Kryostat handelt
es sich um ein Rotationsmikrotom, welches sich in einer Gefrierkammer befindet. Mikrotom
und Gefrierkammer bilden ein abgeschlossenes System, um die Temperatur darin konstant zu
halten. Mit dem Kryostat ,,Microm Hm 550 (MICROM GmbH, 69190 Walldorf, Germany)
wurden von den Kryoprédparaten 5 um dicke Gefrierschnitte hergestellt. Diese wurden auf
,SuperFrost“ PLUS Objekttriger (MENZEL-GLASER, Germany) aufgezogen. Die Schnitte

wurden anschlieBend bei Raumtemperatur tiber Nacht getrocknet.

2.7.2.4 Fixierung und Konservierung der Gefrierschnitte

Die Gefrierschnitte wurden nach ihrer Trocknungsphase in 4°C kaltem Aceton fixiert. Die

Aufbewahrung der fixierten Schnitte erfolgte in einem Gefrierschrank bei -80°C.
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2.8 Hamatoxillin-Eosin-(HE)-Farbung

2.8.1 Reagenzien

In nachfolgender Tabelle 10 sind alle Reagenzien aufgefiihrt, die bei der Himatoxillin-Eosin-

Féarbung verwendet wurden:

Tabelle 10: Zur HE-Férbung verwendete Reagenzien

Héamatoxillin nach Mayer Apotheke des Klinikum Rechts der Isar
Ethanolische Eosinlosung 1% Apotheke des Klinikum Rechts der Isar
Ethanol 70% Staub & Co. Chemichandelsgesellschaft mbH
Ethanol 96% Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Isopropanol 100% Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Xylol Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Aqua dest. Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH
Histolab Covermount Labonord, Germany

2.8.2 Prinzip und Durchfiihrung der HE-Farbung

Die  Himatoxilin-Eosin-(HE)-Farbung ist die  gebriuchlichste  Ubersichtsfirbung
histologischer Schnitte und farbt Zellkerne, das Zytoplasma und von den extrazelluldren
Strukturen vor allem die kollagenen Fasern. Zellstrukturen, die sich mit basischen bzw. sauren
Farbstoffen farben, nennt man basophil bzw. azidophil. Das Chromatin der Zellkerne nimmt
auf Grund seines Nukleinsdurengehaltes den basischen Farbstoff Hdmatoxilin an und farbt
sich blau. Das Zytoplasma der Zellen ist azidophil und férbt sich mit dem sauren Eosin rot.
Nach vorhergehender Entparaffinierung der Schnitte folgt die Farbung mit Hamatoxilin und
anschlieend mit Eosin. Nach dem Férbeschritt mit Eosin werden die Schnitte iiber eine
aufsteigende Alkoholreihe entwissert. Die HE-Farbungen wurden in einem HE-
Féarbeautomaten (,,H.E. TST 30“ MEDITE Medizintechnik, 31303 Burgdorf, Germany)
durchgefiihrt. Folgende Férbeschritte wurden bei Raumtemperatur nach vorhergehender

Entparaffinierung der Schnitte angewendet (Tabelle 11):



2. Material und Methoden 55

Tabelle 11: Arbeitsprotokoll fiir die H.E.-Fdrbung

Arbeitsschritt Reagenz Einwirkdauer
1. Hamatoxilin 3 Minuten

2. Hématoxilin 3 Minuten

3. Aqua dest. 2 Minuten

4. Aqua dest. 2 Minuten

5. Eosin 2 Minuten

6. Ethanol 96% 30 Sekunden
7. Isopropanol 25 Sekunden
8. Isopropanol 25 Sekunden
9. Xylol 1,5 Minuten
10. Xylol 1,5 Minuten

Um den Schnittpriparaten Schutz zu bieten, wurden sie mit einem durchsichtigen
Einschlussmedium durchtrinkt und ein Deckglas aufgebracht. Das Eindecken der Pridparate
erfolgte im Eindeckautomaten (,,Promounter RCM 2000 Coverslipping machine*; MEDITE
Medizintechnik, 31303 Burgdorf, Germany) mit dem Eindeckmedium Histolab Covermount;

danach wurden die Schnitte getrocknet.

2.8.3 Histopathologische Klassifikation gastraler Pathologien

Die histologische Beurteilung der HE-gefirbten humanen Gewebeschnitte in bezug auf
gastrale Pathologien im Antrumbereich des Magens wurde im Institut fiir Pathologie der TU
Miinchen durchgefiihrt. Eine Gastritis-Klassifizierung erfolgte entsprechend der "updated"
Sydney-Klassifikation (Dixon et al., 1996). Sie beinhaltet eine Kombination von
topographischen, morphologischen und é&tiologischen Informationen und klassifiziert diese
Verdnderungen anhand endoskopischer und histologischer Kriterien. Hierbei wurden
einerseits die verschiedenen Grade der granulozytiren und lymphozytéren Infiltration erfasst.
Das Ausmall der granulozytidren Infiltration bestimmt die Aktivitit der Gastritis.
Verschiedene Stdrken der neutrophilen Infiltration (GO keine, G1 milde, G2 méBige, G3
ausgeprigte granulozytire Infiltration) lassen sich unterscheiden und bestimmen so die
Aktivitdt der Gastritis von ,nicht aktiv bzw. GO“, ,geringgradig aktiv bzw. GI,
,miBiggradig aktiv* bzw. G2, bis ,,hochgradig aktiv* bzw. G3. Bei der Beurteilung der
Chronizitit der Gastritis unterscheidet man verschiedene Grade der Infiltration mit

lymphozytiren Zellen (CD4/CD8 positiven Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen,
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Monozyten, Mastzellen). Je nach Infiltrationsgrad (LO keine, L1 milde, L2 maiBige, L3
ausgepragte lymphozytére Infiltration) wird die Chronizitit der Gastritis beurteilt.

Bei den Mdéusen erfolgte die Beurteilung der mit zunehmender Infektionsdauer
fortschreitenden Magenschleimhautentziindung aus Griinden der einheitlichen Evaluierbarkeit
am Ubergang von Antrum zu Corpus. Dieser Referenzbereich wurde ausgewihlt, da er in den
HE-gefarbten Schnitten gut zu erkennen ist. Im Corpusbereich des Magens sind viele
Parietalzellen vorhanden, im Antrumbereich jedoch nicht. Die Parietalzellen farben sich
aufgrund ihres Mitochondrienreichtums mit dem sauren Farbstoff Eosin kréftig an. Die
leuchtend rot angefdrbten Parietalzellen heben sich von den iibrigen stark basophilen
Driisenzellen des Magens deutlich ab. Im Corpusbereich finden sich eben diese rot
leuchtenden Zellen, am Ubergang zum Antrumbereich werden diese Zellen immer weniger,

bis sie letztendlich ganz verschwinden.

2.9 Immunhistochemische = Farbungen  muriner und  humaner

Magenschleimhaut

Anhand charakteristischer membranstiandiger und nukledrer Marker wurden die leukozytiren
Subpopulationen in der murinen und der humanen Magenschleimhaut charakterisiert. Im

Nachfolgenden sind die spezifischen Marker der leukozytiren Zellen aufgefiihrt.

Leukozytéare Zellpopulation Marker
Humane T-Helfer Lymphozyten CD4

Humane Zytotoxische T-Lymphozyten CDS8

Humane regulatorische T-Lymphozyten Foxp3
Humane B-Lymphozyten CD20
Humane Natiirliche Killerzellen CD56
Humane Makrophagen CD68

Murine T-Lxmphozyten CD3

Murine B-Lymphozyten CD45R/B220
Murine Makrophagen F4/80

Murine Dendritische Zellen CDllc
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2.9.1 Reagenzien

Im Nachfolgenden sind die Reagenzien, die bei immunhistochemischen Férbung der murinen
und humanen Magenschleimhaut verwendet wurden, tabellarisch zusammengefasst. In
Tabelle 12 sind die verwendeten Reagenzien bei immunhistochemischen Farbungen an
humanem Gewebe dargestellt. Tabelle 13 zeigt die bei immunhistochemischen Farbungen an

murinem Gewebe verwendete Reagenzien.

Tabelle 12: Reagenzien fiir Immunhistochemie an humanem Gewebe

Primdrantikorper IgG1 Monoklonaler Maus-anti-human CD4; Klon 4B14,(Novocastra)
IgG1 Monoklonaler Maus-anti-human CD8; Klon C8/144b, (Dako)
IgG1 Monoklonaler Maus-anti-human CD20, Klon L26, (Dako)
IgG1 Monoklonaler Maus-anti-human CD68, Klon KP1, (Dako)
IgG1 Monoklonaler Maus-anti-human CD56, Klon 1B6, (Novocastra)
IgG1 Monoklonaler Maus-anti-human Foxp3,Klon 236A/E7,(Abcam)

Antikorper- Chem Mate Antikorperverdiinnungslosung,S 2022, (Dako)

verdiinnungslosung

Sekundirantikorper biotinylierter Ratte-anti-Maus-Antikorper, K5001, DAKO-LSAB-KITT,
(Dako)

Komplexlosung Streptavidin-Horse-Radish-Peroxidase-Komplex, K5001, DAKO-LSAB-
KITT, (Dako)

chromogene Diaminobenzidin, DAB, K5001, DAKO-LSAB-KITT, (Dako)
Substratlosung
Gegenfirbung Héamalaun nach Mayer, (Merk)

Tris- Stammlosung (1) 60,5 g Trizma Base T1503, (Sigma) in 700 ml aqua dest.
Einstellung des ph-Werts auf ph 7,6 mit 2 N HCI, (Merk)
Auffiillen mit aqua dest. auf 1000 ml, darin 90g NaCl (Merk) losen

Lagerung bei Raumtemperatur

Tris-Puffer- 100ml Tris-Puffer-Stammlosung auf 1000ml mit aqua dest. auffiillen
Gebrauchslosung (11) (1: 10 Verdiinnung der Stammldsung mit aqua dest.)
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Citratpuffer (10mMol,
ph 6,0)

EDTA-Puffer (10mMol,

ph 8,0)

Alkoholische Losungen

Blockierlosungen

2,1 g Citronensdauremonohydrat pro analysis, (Merk) in 1000ml a.d. 16sen
Einstellung des ph-Werts auf ph 6,0 mit 2 N NaOH, (Merk)
Lagerung bei 4°C

0,372 g EDTA (Sigma) in 1000 ml a.d. l6sen
Einstellung des ph-Werts auf ph 8,0 mit 1 N NaOH, (Merk)

Xylol (Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH)
Isopropanol (Staub & Co. Chemichandelsgesellschaft mbH)
Ethanol 96% (Staub & Co. Chemichandelsgesellschaft mbH)
Ethanol 70% (Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH)

Wasserstoffperoxid 30%, (Merk) 1: 20 in aqua dest. verdiinnt
Avidin-Biotin-Blocking Kit, SP 2001 (Vektor Laboratories)

Tabelle 13: Reagenzien fiir Inmunhistochemie an murinem Gewebe

Primdrantikorper

Antikorper-

verdiinnungslosung

Sekundirantikorper

Komplexlosung

chromogene

Substratlosung

Gegenfirbung

IgG1 Rat-anti-mouse CD3; Klon CD3-12,(Linaris)

1gG2a Rat-anti-mouse CD45R; Klon RA3-6B2b, (Linaris)
IgG2b Rat-anti-mouse F4/80, Klon A3-1, (Serotec)

IgG1 Hamster-anti-mouse CD11¢, Klon HL3, (BD Bioscience)

Chem Mate Antikorperverdiinnungsldsung, S 2022, (Dako)

biotinylierter Rabbit-anti-Rat-Antikérper, PK 6104, Vectastain ABC-KIT, (Vector
Laboratories)

1gG1 Maus-anti-Hamster-Antikérper, biotinyliert, Klon G70-204, (BD Bioscience)

Avidin-Horse-Radish-Peroxidase-Komplex PK 6104, Vectastain ABC-
KIT, (Vector Laboratories)

Diaminobenzidin, DAB, K5001, DAKO-LSAB-KITT, (Dako)

Héamalaun nach Mayer, (Merk)
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Tris- Stammlosung (1) 60,5 g Trizma Base T1503, (Sigma) in 700 ml aqua dest.
Einstellung des ph-Werts auf ph 7,6 mit 2 N HCI, (Merk)
Auffiillen mit aqua dest. auf 1000 ml, darin 90g NaCl (Merk) 16sen

Lagerung bei Raumtemperatur

Tris-Puffer- 100ml Tris-Puffer-Stammldsung auf 1000ml mit aqua dest. auffiillen
Gebrauchslisung (11) (1: 10 Verdiinnung der Stammldsung mit aqua dest.)

Citratpuffer (10mMol, 2,1 g Citronensduremonohydrat pro analysis, (Merk) in 1000ml a.d. 16sen
ph 6,0) Einstellung des ph-Werts auf ph 6,0 mit 2 N NaOH, (Merk)
Lagerung bei 4°C

EDTA-Puffer (10mMol, 0,372 g EDTA (Sigma) in 1000 ml a.d. 16sen
ph 8,0) Einstellung des ph-Werts auf ph 8,0 mit 1 N NaOH, (Merk)

Trypsin-Losung 0,05% 0,025 g Trypsin (Sigma) in 50 ml Tris-Puffer 16sen

Alkoholische Losungen  Xylol (Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH)
Isopropanol (Staub & Co. Chemichandelsgesellschaft mbH)
Ethanol 96% (Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH)
Ethanol 70% (Staub & Co. Chemiehandelsgesellschaft mbH)

Blockierlésungen Wasserstoffperoxid 30%, (Merk) 1: 20 in aqua dest. verdiinnt
Avidin-Biotin-Blocking Kit, SP 2001 (Vektor Laboratories)
Normal-Rabbit-Serum, PK 6104, Vectastain ABC-KIT (Vector Laboratories)

2.9.2 Prinzip der Immunhistochemie

In der Immunhistochemie werden immunbiologische Erkenntnisse zur Identifizierung und zur
histologischen und zytologischen Lokalisation bestimmter Proteine oder anderer antigen
wirkender Stoffe verwandt. Grundlage der immunhistochemischen Anfarbung ist die Antigen-
Antikorper-Reaktion. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die immunhistochemischen
Féarbungen eine indirekte Nachweismethode, ndmlich die Labelled Streptavidin-Biotin-
(LSAB)-Methode, gewihlt. Die LSAB-Methode bedient sich der Affinitdt des Avidin zum
Biotin. Das Avidin ist ein aus Hiihnereiweis gewonnenes Glykoprotein, das heute auf
gentechnischen Weg erzeugt wird, um hohere Reinheit zu gewdhrleisten. Dieses

»treptavidin® wird aus Streptomyces avidinii hergestellt und hat vier freie Bindungsstellen,



2. Material und Methoden 60

um an Biotin zu binden. Bei Biotin handelt es sich um Vitamin H, das sich gut an
Sekundirantikorper koppeln lédsst. Bei der indirekten Nachweismethode werden die Schnitte
zundchst mit einem spezifischen, unkonjugierten Antikorper gegen das gesuchte Antigen
beschichtet, welcher sich fest an das Antigen bindet (Antigen-Antikdrper-Komplex). Nach
Abspiilen der Schnitte mit zum Beispiel Tris-Puffer wird eine zweite Losung aufgetragen, die
einen markierten biotinylierten Sekundirantikorper enthdlt. Der Sekunddrantikdrper bindet
spezifisch an den Primérantikdrper womit die Verbindung zum Antigen-Antikorper-Komplex
herstellt wird. Im dritten Schritt wird das direkt mit einem Enzym (Alkalische Phosphatase
(AP) oder Horse-Radish-Peroxidase (HRP)) gebundene Streptavidin aufgebracht. Dieses hat
vier freie Bindungsstellen fiir das an den Sekundirantikorper konjugierte Biotin. Aufgrund
der hohen Affinitdit zu Biotin lagern sich mehrere Streptavidinmolekiile an den
Sekunddrantikorper an. Zum Schluss wird ein Substraten-Chromogenengemisch aufgetragen.
Die Alkalische Phosphatase bzw. die Peroxidase spalten ihr zugehoriges Substrat. Die
Spaltprodukte reagieren mit den farblosen Chromogensubstanzen und bilden so unldsliche
Azofarbstoffe. Bei der Alkalischen Phosphatase entwickelt sich das Chromogen Fast Red rot,

bei der Peroxidase reagiert das Chromogen Diaminobenzidin (DAB) braun.

2.9.3 Antigendemaskierung

Damit der Primarantikdrper gut an das Antigen im Gewebe binden kann, ist meist eine
Vorbehandlung der entparaffinierten Gewebeschnitte notig, die das Antigen gut zugénglich
macht. Diese Vorbehandlung wird auch ,,Demaskierung* genannt. Hauptséchlich stehen zwei
verschiedene Moglichkeiten der Antigen-Demaskierung zur Verfiigung. Die enzymatische
Andauung des Gewebes durch verschiedene Enzyme, unter anderen zum Beispiel Protease
oder Trypsin, und die hitzeinduzierte Demaskierung durch Kochen der Schnitte, unter anderen
im Dampfkochtopf oder in der Mikrowelle. In der vorliegenden Arbeit wurden bei allen
immunhistochemischen Firbungen folgende verschiedene Antigen-Demaskierungsmethoden
ausgetestet.
Hitzeinduzierte Demaskierung des Antigens durch Kochen der Schnitte in ~ Citratpuffer

(10 mMol, ph 6,0) im handelsiiblichen Dampfkochtopf fiir 7 Minuten

Hitzeinduzierte Demaskierung des Antigens durch Kochen der Schnitte in EDTA- Puffer
(10 mMol, ph 8,0) in einer Mikrowelle (900Watt) fiir 20 Minuten
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Enzymatische Demaskierung des Antigens in einer Inkubationskammer (,,VYSIS
HYBrite®, Meditec, Germany) bei 37°C durch Inkubation der Schnitte mit einer
0,05%-igen Trypsinlosung

2.9.4 Blockade der endogenen Enzymaktivitat

Um unspezifische Hintergrundfarbungen zu vermeiden, wurden in allen zu farbenden
Schnitten das endogen vorkommende Enzym Peroxidase und endogenes Biotin blockiert. Die
Blockade der endogenen Peroxidasetétigkeit erfolgte mit 5% iger Wasserstoffperoxid-Losung,
endogenes Biotin wurde mit einer kommerziell erhidltlichen Avidin-Biotin-Blockierlosung

geblockt.

2.9.5 Blockade mit Normalserum

Es kann eventuell notwenig sein, elektrostatische Ladungen der Proteine im
Untersuchungsgut abzusittigen, um unspezifische Hintergrundfirbung zu vermeiden.
Immunglobuline kénnen unspezifisch durch hydrophobische Bindungen an Membranen oder
Fettgewebe gebunden werden. Die Proteine des Normalserums binden an die
unterschiedlichen Ladungen des Gewebes, so dal der nachfolgende Primérantikdrper nur
noch spezifische Bindungen mit dem Untersuchungsmaterial eingehen kann. Wichtig hierbei
ist, das Normalserum nach der Inkubation vom Schnitt nur ablaufen zu lassen, da sonst der
Ausgangszustand wieder hergestellt werden wiirde. Die Normalseren stammen in der Regel
aus der gleichen Spezies wie der Sekundérantikorper. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
Blockierungsmethode bei allen immunhistochemischen Firbungen an murinen Paraffin-

eingebetteten Geweben durchgefiihrt.



2. Material und Methoden 62

2.9.6 Immunhistochemische Farbung Paraffin-eingebetteter Gewebeschnitte

Im Folgenden sind die Arbeitsschritte immunhistochemischer Farbungen mittels der LSAB-

Nachweismethode an Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten protokollarisch aufgefiihrt.

A o e

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Entparaffinierung der Gewebeschnitte

Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Antigendemaskierung:

Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Blockade der endogenen Peroxidasetitigkeit mit 5 prozentiger H,O,-Ldsung fiir 15
Minuten

Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Blockade des endogenen Biotins mittels einer Avidin-Biotin-Blockierldsungen fiir
insgesamt 30 Minuten (15 min Avidin-Block, Spiilen mit Tris-Puffer, 15 min
Biotin-Block)

Abschiitteln der Biotin-Blockierlosung (nicht spiilen) und Einlegen der Schnitte in
eine feuchte Kammer, um Austrocknung zu verhindern

wenn notig:  Absittigung elektrostatischer Ladungen der Proteine im
Untersuchungsgut durch Normalserum fiir 60 Minuten

Auftragen von der vorher erstellten Primérantikorperverdiinnung (Antikorper wird
in Antikdrper-Verdiinnungslosung verdiinnt) auf die gesamte Schnittfliche,
Inkubationszeit bei Raumtemperatur 60 - 90 Minuten

Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Auftragen des biotinylierten Sekundérantikorpers, Inkubationszeit 25 Minuten
Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Auftragen des LSAB-Peroxidase-Komplexes, Inkubationszeit 25 Minuten

Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Inkubation des Enzym-Substrat-Chromogengemisches, Inkubation fiir 7 Minuten
Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

Gegenfarbung der Zellkerne mit Himalaun fiir 1 Minute

Spiilen der Schnitte in lauwarmen Leitungswasser

Entwisserung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis zu Xylol
Eindecken der Priparate in dem FEindeckautomaten (,,Promounter RCM 2000
Coverslipping machine®; MEDITE Medizintechnik, 31303 Burgdorf, Germany)
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2.9.7 Immunhistochemie an Gefrierschnitten

Immunhistochemie an Gefrierschitten kommt zum FEinsatz, wenn es um einen
Antigennachweis besonders labiler Antigene geht, welche z.B. bei der Formalinfixierung
zerstort werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die immunhistochemische Farbung an
Gefrierschnitten zum Nachweis des CD11c-Antigens auf Dendritischen Zellen angewandt.
Die Arbeitsschritte bei immunhistochemischen Farbungen an Gefrierschnitten sind im

Folgenden protokollarisch aufgefiihrt:

1. Trocknen der aus dem Gefrierschrank (-80°C) entnommen Gefrierschnitte

2. Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

3. Blockade der endogenen Peroxidasetdtigkeit mit 5 prozentiger H,O,-Losung fiir 15
Minuten

4. Auftragen von der vorher erstellten Primérantikorperverdiinnung (Antikorper wird in
Antikorper-Verdiinnungslosung ~ verdiinnt) auf die gesamte  Schnittflache,
Inkubationszeit bei Raumtemperatur 60 - 90 Minuten

5. Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

6. Auftragen des biotinylierten Sekundarantikorpers, Inkubationszeit 25 - 30 Minuten

7. Spilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

8. Auftragen des LSAB-Peroxidase-Komplexes, Inkubationszeit 25 - 30 Minuten

9. Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

10. Inkubation des Enzym-Substrat-Chromogengemisches, Inkubation fiir 7 Minuten

11. Spiilen der Schnitte 3 x 1 Minute in Tris-Puffer

12. Gegenfirbung der Zellkerne mit Himalaun fiir 1 Minute

13. Spiilen der Schnitte in lauwarmen Leitungswasser

14. Entwésserung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis zu Xylol

15. Eindecken der Prdparate in dem Eindeckautomaten (,,Promounter RCM 2000
Coverslipping machine*; MEDITE Medizintechnik, 31303 Burgdorf, Germany)
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2.9.8 Semiquantitative Evaluation immunhistochemisch gefarbter leukozytarer

Subpopulationen

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte erfolgte unter einem Mikroskop
(Olympus BH-2, Olympus Deutschland GmbH) mit einer 1000-fachen VergroBerung. Pro
Magenbiopsie wurden die einzelnen Zellen der je gefarbten leukozytiren Subpopulationen in
sechs repriasentativen Gesichtsfeldern ausgezédhlt und die Anzahl der Zellen pro
Quadratmillimeter bestimmt. Die Anzahl der pro Quadratmillimeter vorhandenen Zellen
wurde wie folgt berechnet:

Der mit der 1000-fachen VergroBerung zu sehende Ausschnitt besitzt einen Radius von 0,1
mm. Die Flidche ldsst sich dann mit der Formel Flache ist gleich Pi multipliziert mit dem
Radius im Quadrat (A = 7 x 0,1 mm?) berechnen. Es ergibt sich eine Fldache von 0,031 mm’
pro Gesichtsfeld. Somit entspricht die Fliche der 6 ausgezéhlten Felder 0,189 mm®. Um die

Lymphozytenzahl pro mm* angeben zu kénnen, wurden die Auszihlungsergebnisse mit dem

Faktor 5,3 multipliziert.

2.10 Enzymhistochemie: Naphtol AS-D Chlorazetatesterase-Farbung

2.10.1 Reagenzien und Herstellung der Farbel6sung

In nachfolgender Tabelle 14 sind die Reagenzien, die fiir die Naphtol AS-D

Chloracetatesterase-Farbung verwendet wurden, aufgefiihrt.

Tabelle 14: Arbeitsprotokoll fiir die Herstellung der Naphtol AS-D Chloracetatesterase-Firbelosung

Naphtol AS-D Sigma

Hexazonium Merk

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Tris 5%-Puffer Sml Tris-Stammldsung + 95 ml aqua dest
Natronlauge (NaOH) 1N Merk

sauren Hdmalaun nach Mayer Apotheke des Klinikum Rechts der Isar
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Herstellung des Inkubationsmediums:
13 mg Naphtol AS-D werden mit 2 ml DMSO verriihrt,
separat wird Hexazonium wird mit 100 ml 5 % Tris-Puffer verriihrt

Vermischen der beiden Losungen, ph-Einstellung zwischen ph 6,2 und 6,5 mit NaOH

2.10.2 Prinzip und Durchfiihrung der Farbung

Bei der Enzymbhistochemie wird ein Enzym bzw. seine enzymatischen Aktivitit im Gewebe
oder in Zellen nachgewiesen. Durch Anbieten des geeigneten Substrats reagiert das Enzym
und es entstehen Produkte, die bereits sichtbar sind oder sichtbar gemacht werden konnen.

Die NaphtolAS-D Chlorazetatesterase, auch als spezifische Esterase bezeichnet, ist ein
Marker fiir neutrophile Granulozyten. Das Reaktionsprodukt ist rot.

In Gefrierschnitten des Magens von chronisch infizierten Mausen wurden die neutrophilen
Granulozyten mittels Naphtol AS-D Chlorazetatesterase-Farbung nachgewiesen. Die Schnitte
wurden 30 Minuten getrocknet und anschlieBend mit der Inkubationslosung bei 60°C im
Brutschrank fiir 90 Minuten inkubiert. Nach kurzem Abspiilen der Schnitte folgte die
Gegenfarbung des Gewebes mit saurem Hédmalaun nach Mayer fiir 10 Minuten. Die Priparate

wurden gebldut und anschlieend in Einbettmedium eingebettet.

2.11 Kultur von H. pylori

2.11.1 Materialien und Durchfiihrung

Die Anzucht von H. pylori erfolgte in BHI-Medium (Brain heart infusion) oder auf WC-
Agarplatten. Tabelle 15 und 16 faBit die hierfiir ndtigen Reagenzien zusammen. Bei der
Herstellung von BHI-Medium wurden BHI und Hefeextrakt in 1000 ml destilliertem Wasser
aufgenommen und vermischt. AnschlieBend wurde die Losung autoklaviert. Bei Gebrauch des
Fliissigmediums erfolgte die Zugabe von 10% FCS und Antibiotika. Die Lagerung erfolgte
bei 4°C. Fiir die Herstellung von WC-Agarplatten wurden WC-Agar, Hefeextrakt und

destilliertes Wasser vermischt und die Losung autoklaviert. Nach anschliefender Abkiihlung
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auf unter 50°C wurden 10% FCS und DENT-Supplement zugesetzt. AnschlieBend wurden die

Platten ausgegossen. Bis zum Gebrauch wurden die Petrischalen umgedreht bei 4°C gelagert.

Tabelle 15: Reagenzien zur Herstellung von BHI-Medium (Brain Heart Infussion)

BHI (Sigma) 36g/1

Hefeextrakt (Sigma) 0,25%

Aqua dest ad 1000 ml

FCS* 10%
DENT-Supplement (Oxoid)* 2 Rohrchen/1000ml

- Vancomycin Smg

- Trimethoprim Lactat 2,5 mg
- Cefsulodin 2,5 mg

- Amphotericin B 2,5 mg

“Zugabe nach dem Autoklavieren bei maximal 56°C

Tabelle 16: Reagenzien zur Herstellung von WC-Agar-Platten (Wilkins Chalgren)

WC-(Wilkins Chalgren)-Agar (Oxoid) 43¢/l

Hefeextrakt (Sigma) 0,25%

Aqua dest ad 11

FCS* 10%
DENT-Supplement (Oxoid)* 2 Rohrchen/1000ml

“Zugabe nach dem Autoklavieren bei maximal 56°C

2.11.2 Kultur von H. pylori in Uberschichtungskultur und Flissigmedium

In der gegenwirtigen Studie wurde der mausadaptierten H. pylori Sydney Stamm (H. pylori
strain SS1) verwendet. Alle Arbeiten wurden deshalb unter der Sicherheitsbank in
Laborrdumen durchgefiihrt, die fiir Arbeiten mit S2-Status zugelassen sind. 100 pl einer
Glyzerinkultur (siche unten) wurden in 500 ul BHI/10%FCS Medium aufgenommen und je
100 pl auf BHI-Agarplatten ausplattiert. Die Kultur erfolgte anschlieBend unter
mikroaerophilen Bedingungen (10% CO,, 5% O, und 85% N,) bei 37°C im Brutschrank. Das
Anwachsen der Kulturen bendtigte bei dieser Animpfdichte ungefdhr 3 Tage. Beim Ernten der
Stimme wurde die Vitalitdt lichtmikroskopisch iiberpriift. Hierbei wurde besonders auf die

Morphologie (helikal oder kokkoid) und auf die Beweglichkeit geachtet.
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Fir die Vermehrung von groferen H. pylori Mengen wurden Fliissigkulturen eingesetzt.
Hierbei wurde das Medium mit H. pylori beimpft, bis eine ODs753 von 0,1-0,2 erreicht war.
AnschlieBend erfolgte die Kultur in Zellkulturflaschen mit Membranverschlul unter
mikroaerophilen Bedingungen (10% CO,, 5% O und 85% N») bei 37°C im Brutschrank. Die
Kultur wurde hierbei auf einem Inkubationsschiittler mit 130 rpm geschiittelt. Nach ungeféhr
24h erfolgte das Ernten der Stamme. Nach diesem Zeitraum wurde eine von ODs7g von 0,7-1

erreicht.

2.11.3  Langzeitlagerung von H. pylori

Fiir die Langzeitlagerung von H. pylori wurden Keime aus Uberschichtungskulturen geerntet
und in BHI aufgenommen. Zur Standardisierung wurde diese initiale Kultur auf eine ODs7g
von 1,0 eingestellt. 10ml einer solchen Losung wurden abzentrifugiert und anschlieBend in
Iml BHI mit 20% Glycerin und 10% FCS aufgenommen. Je 100ul wurden in 1,5 ml
Eppendorfrohrchen bei —80°C eingefroren.

2.12 Infektion der Maus mit H. pylori

C57BL/6 Maiuse wurden von Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) erworben und
unter spezifischen keimfreien Bedingungen (SPF, specific pathogen free) gehalten. Alle
Experimente wurden gemifl dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt und durch die
Regierung von Oberbayern genehmigt. Die Zucht der Tiere erfolgte im S2-Tierstall des
Instituts fiir medizinische Mikrobiologie/Immunologie/Hygiene der TU-Miinchen. Die
Inokulationsexperimente mit Mausen wurden mit dem mausadaptierten H. pylori Sydney
Stamm (H. pylori strain SS1) durchgefiihrt. Dieser Bakterienstamm wurde von Dr. Richard
Ferrero (Institute Pasteur, Paris) zur Verfligung gestellt. Die Bakterien wurden auf
Agarplatten bei 37°C unter microaerophilen Bedingungen kultiviert. Nach 24 bis 48 Stunden
Kultur, wurden die Keime direkt in Brucella-Broth Néhrmedium (Oxoid) iiberfiihrt. Die
Morphologie und Beweglichkeit der Keime wurde lichtmikroskopisch (Vergroferung 400x)

gepriift. Da sich kokkoide und bewegungslose Keime nicht zur Infektion der Miuse eignen,
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wurden nur Bakteriensuspensionen zur Infektion verwendet, in denen die Rate der gut
beweglichen, spiralféormigen Bakterien mindestens bei ca 90% lag. Sechs Wochen alte
C57BL/6 Weibchen wurden mit dem mausadaptierten H. pylori Sydney Stamm (H. pylori
strain SS1) infiziert. Die Infektion wurde nach zwei Tagen wiederholt. Die Tiere erhielten
durch eine in den Magen eingefiihrte Fiitterungsnadel die Bakteriensuspension (0,1 ml der
Suspension mit einer ODsog von 5). 0,1 ml der Suspension enthalten niherungsweise 5x10°
Organismen. Kontrollméduse erhielten Nahrmedium ohne Bakterien.

Nach 4, 6, 8, 12, 19 und 24 Wochen wurden die Méduse nach kurzer Isofluran-Narkose durch
zervikale Dislokation getdtet. Nach Aufschneiden der Abdominalhaut wurden die Migen
entnommen und in sterilem Wasser gewaschen. Ein longitudinaler Magenstreifen vom
Duodenum bis zum Osophagus wurde entlang der groBen Kurvatur abpripariert, {iber Nacht
in 4%igem Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Von den
Gewebeblocken wurden 2um dicke Schnitte fiir histologische und immunhistochemische
Féarbungen angefertigt. Der restliche Magen wurde zweigeteilt. Ein Teil wurde in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und anschlieBend gemdrsert. Das Gewebe diente zur RNA-Isolation
fiir anschlieBende Gen-Expressions-Analysen bestimmter Zytokine mittels quantitativer RT-
PCR. Der restliche Magenanteil wurde in BHI-Medium aufgenommen und ca 5 min
geschiittelt zum Auswaschen der Keime aus den Driisen. Das bakterienenthaltende Medium
wurde nun verdiinnt (1:10; 1:100; 1:1000). 50 ul der verschiedenen Verdiinnungsstufen
wurden anschlieBend auf WC-DENT Platten ausplattiert. 5 Tage spéter wurde die Anzahl der
Bakterienkolonien gezdhlt. Dies dient einerseits dem Nachweis der Infektion, andererseits zur

Bestimmung der Infektionsstérke.
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3. Ergebnisse

3.1. Dynamik der gastralen Inflammation nach H. pylori-Infektion im

Mausmodell

Die bakterielle Infektion mit H. pylori ist eine der hdufigsten Infektionskrankheiten des
Menschen. Da eine Beobachtung der Infektionsdynamik im Menschen nicht mdglich ist,
wurde die zeitliche Dynamik der durch H. pylori verursachten Magenschleimhautentziindung
anhand eines murinen Infektionsmodelles beobachtet.

Nach Infektion der Maus mit H. pylori kommt es wie auch bei Menschen zu einer
Entziindungsreaktion, die durch das Einwandern von Entziindungszellen in die
Magenschleimhaut charakterisiert ist. Um die Dynamik dieser Magenschleimhautentziindung
darzustellen, wurden C57BL/6-Miuse mit H. pylori infiziert und nach unterschiedlicher
Infektionsdauer (1-6 Monate) getotet. Alle Experimente wurden gemiB3 dem deutschen
Tierschutzgesetz durchgefiihrt und durch die Regierung von Oberbayern genehmigt. Sechs
Wochen alte C57BL/6 Weibchen wurden mit dem mausadaptierten H. pylori Sydney Stamm
(H. pylori strain SS1) infiziert. Kontrollméuse erhielten Ndhrmedium ohne Bakterien. Nach 4,
8, 12, 19 und 24 Wochen wurden die Méuse euthanasiert. Die Midgen wurden entnommen und
in sterilem Wasser gewaschen. Ein longitudinaler Magenstreifen vom Duodenum bis zum
Osophagus wurde entlang der groBen Kurvatur abpripariert und fiir histologische und
immunhistochemische Férbungen benutzt. Ein Teil wurde in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend gemdrsert. Das Gewebe diente zur DNA- und RNA-
Isolation. Der zweite Magenanteil wurde fiir den Nachweis der Infektion mittels Urease-
Schnelltest benutzt. Die histologischen Schnitte des murinen Magenstreifens wurden einer
Hématoxillin/Eosin-Farbung unterzogen. Abbildung 2 zeigt die gastrale Inflammation jeweils
am Ubergang vom Antrum- zum Corpusbereich des Magens nach 4, 8, 12, 19 und 24
wochiger Infektionsdauer. Der Antrum/Corpus-Ubergang wurde aus Griinden der

einheitlichen Evaluierung als Referenzbereich gewéhlt.
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Abbildung 2: Dynamik der gastralen Inflammation nach H. pylori-Infektion im Mausmodell: HE-Firbung
des Antrum/Corpus-Ubergangs nach (A, B) 4 Wochen Infektion, (C, D) 8 Wochen Infektion, (E, F) 12 Wochen

Infektion, (G, H) 19 Wochen Infektion, (I ,J) 24 Wochen Infektion. Vergroperung 100x: A, C, E, G, I;
Vergrofserung 200x: B, D, F, H, J;

70
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In Abbildung 2 ist die Dynamik der gastralen Inflammation gut ersichtlich. Nach 4 wochiger
Infektion der Méuse mit H. pylori sind im Antrum/Corpus-Bereich kaum Entziindungszellen
zu sehen. Mit zunehmender Infektionsdauer kommt es zu einer deutlichen Vermehrung des
entziindlichen Infiltrats erst in basalen, spéter auch in allen Schichten der gesamten Mukosa.
Nach 24 Wochen hat sich in der Magenschleimhaut eine chronische Gastritis entwickelt.
Nach mehreren Monaten zeigt sich zudem eine zunehmende gastrale Hyperplasie mit

deutlichem Verlust von Parietalzellen (gastrale Atrophie).

3.2 Leukozytdre Subpopulationen in der H. pylori infizierten

Magenschleimhaut der Maus

Um das leukozytire Entziindungsinfiltrat genauer zu charakterisieren, wurden die in die
murine ~ Magenmukosa  eingewanderten  leukozytiren = Subpopulationen  mittels
immunhistochemischer Farbungen niher dargestellt. Die murinen Leukozyten wurden anhand
threr CD-Oberflaichenmarker gefarbt, wobei CD3 als Marker der T-Lymphozyten,
CD45R/B220 als Marker der B-Lymphozyten fungierte. Zusétzlich wurden Makrophagen
bzw. Dendritische Zellen anhand ihrer Oberflichenantigene F4/80 bzw. CDllc
immunhistochemisch dargestellt. Tabelle 16 fasst die etablierten Farbeprotokolle fiir die
einzelnen Oberflaichenantigene zusammen. Die in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden
zuerst in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert, anschlieBend wurden die Antigene
mit der jeweiligen optimalen Antigendemaskierung demaskiert. Gefrierschnitte bedurften
keiner Entparaffinierung oder Antigendemaskierung. Endogene Enzymaktivitit und
unspezifische Bindungsstellen im Gewebe wurden jeweils durch verschiedene Ldsungen
blockiert. Die Schnitte wurden anschlieBend mit dem Priméarantikorper inkubiert. Nach dem
Primérantikorper folgte die Inkubation des biotinylierten Sekundérantikorpers und des
Peroxidase markierten Strepavidin-Komplexes (AB-Komplex) fiir jeweils 30 Minuten. Nach
Zugabe des Substrat-Chromogengemisches wurden die jeweiligen Antigene mit

Diaminobenzidin (DAB) geférbt, die Gegenfarbung des Gewebes erfolgte durch Hamalaun.
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Tabelle 16: Etablierte Firbeprotokolle fiir die Oberflichenantigene CD3, CD45R, F4/80, CD1l1c
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Antigen S | Ag-Demaskierung Blockierung 1. Antikdrper 2. Antikdrper
CD3 P | 20 min EDTA-Puffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Ratte-anti- | biotinylierter
T-Lymphozyten (ph 8), Mikrowelle A-B-Block 10 min | Maus 1:200, Kaninchen-anti-
NKS 60 min 60 min Ratten-Ak
CD45R P |7 min Citratpuffer | 5% H,0,, 15 min IgG2a  Ratte- | biotinylierter
B-Lymphozyten (ph 6), Dampfkoch- | A-B-Block 10 min anti-Maus 1:50, | Kaninchen-anti-
topf NKS 60 min 60 min Ratten-Ak
F4/80 P | 20 min Trypsinlsg. | 5% H,0,, 15 min IgG2b  Ratte- | biotinylierter
Makrophagen (0,05%), Inkubations- | A-B-Block 10 min | anti-Maus 1:10, | Kaninchen-anti-
kammer bei 37°C NKS 60 min 90 min Ratten-Ak
CD11c G 5% H,0,, 15 min IgGl Hamster- | biotinylierter
Dendritische anti-Maus 1:10, | Maus-anti-
Zelle 60 min Hamster-Ak

Abkiirzungen: S: Schnitt, P: Paraffin, G: Gefrierschnitt; H,O,: Wasserstoffperoxid; Blockade der endogenen Peroxidase, A-
B-Block: Avidin-Biotin-Blockierlosung; Blockierung des endogenen Biotins, NKS: Normal Kaninchen Serum; Blockade

unspezifischer Bindungen des Sekundirantikdrpers an das Gewebe

3.2.1 Die T-Lymphozyten

T-Lymphozyten wurden anhand ihres CD3 Oberflichenantigens geféarbt. Abbildung 3 zeigt

CD3" T-Lymphozyten, die infolge der chronischen H. pylori-Infektion in die

Magenschleimhaut der Maus eingewandert sind. Eine deutliche T-lymphozytére Infiltration in

die Mukosa ldsst sich beobachten. Die T-Lymphozyten sind in allen Schichten der

Schleimhaut vorhanden (transmurale Infiltration).

Abbildung 3: CD3" T-Lymphozyten in der murinen Magenschleimhaut am Antrum/Corpus Ubergang. (A)
Vergroferung 200x, (B) Vergroferung 400x
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3.2.2 Die B-Lymphozyten

B-Lymphozyten = wurden anhand ihres  Oberflichenmarkers = CD45R  (B220)
immunhistochemisch geférbt. Abbildung 4 zeigt CD45R™ B-Lymphozyten, die infolge der
chronischen H. pylori-Infektion in die Magenschleimhaut der Maus eingewandert sind. Die B-
Lymphozyten sind in allen Schichten der Schleimhaut vorhanden. Ein nestartiger
Zusammenschluss der B-Lymphozyten zu kleineren Follikeln kann ebenso beobachtet

werden. Insgesamt findet sich bei der Maus eine ungewdhnlich starke B-Zell-Antwort.

Abbildung 4: CD45R* B-Lymphozyten in der murinen Magenschleimhaut am Antrum/Corpus Ubergang.
Vergrofserung 100x, (B) Vergrofierung 200x, (C) Vergrofierung 400x

3.2.3 Die Infiltration der Makrophagen in die murine Magenschleimhaut

Die murinen Makrophagen wurden anhand ihres Oberflichenmarkers F4/80
immunhistochemisch gefirbt. Abbildung 5 zeigt F4/80° Makrophagen, die infolge der
chronischen H. pylori-Infektion in die Magenschleimhaut der Maus eingewandert sind.
Insgesamt befinden sich nur wenige Makrophagen in der Magenschleimhaut. Die Zellen sind

meist nur in den submukosen Schichten der Schleimhaut vorhanden.
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Abbildung 5: F4/80° Makrophagen in der murinen Magenschleimhaut am Antrum/Corpus Ubergang. (A)
Vergroferung 100x, (B) Vergroferung 200x

3.2.4 Dendritische Zellen in der murinen Magenschleimhaut

Dendritische Zellen befinden sich vor allem im peripheren Gewebe auf der Suche nach
moglichen Pathogenen und Infektionsherden. Sie sind spezialisiert auf Antigen- (Ag-)
Aufnahme und Prozessierung. Mit ihren fiihlerartigen Zellfortsdtzen suchen sie das sie
umgebende Gewebe kontinuierlich nach pathogenen Antigenen ab, um diese nach erfolgter
Phagozytose naiven T-Zellen zu prasentieren. Dendritische Zellen im Gastrointestinaltrakt des
Menschen spielen ein wichtige Rolle bei der Initiierung der angeborenen und adaptiven
Immunitét (Banchereau et al., 2000; Moser und Murphy, 2000). Die dendritischen Zellen in
der murinen Mukosa wurden anhand ihres CD-Oberfichenmarkers CDllc
immunhistochemisch gefdrbt. In Abbildung 6 sind dendritische Zellen in der murinen
Magenschleimhaut zu sehen. Die tentakelformigen Ausldufer der Zelle, die in das Lumen
einer Magendriise zu ragen scheinen, sind gut zu erkennen. Es ist gezeigt worden, daf3
intestinale DCs epitheliale Tight-Junction Verbindungen 6ffnen kénnen und ihre Dendriten in
das Darmlumen aussenden konnen (Rescigno et al., 2001). Moglicherweise ist dieses

Phénomen auch im Magen von Bedeutung.
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Abbildung 6: CD11c" dendritische Zellen in der murinen Magenmukosa. (Vergrofierung 400x)

3.2.5 Die granulozytare Infiltration in die murine Magenschleimhaut

Neutrophile Granulozyten sind als phagozytierende Zellen wichtige Effektorzellen des
innaten Immunsystems. Sie konnen eindringende Pathogene eliminieren und die Entstehung
der adaptiven Immunantwort zum Beispiel durch Ausschiittung von Mediatoren oder
Antigenprésentation fordern.

Der wichtigste Vermittler der granulozytéren Infiltration in die humane Magenschleimhaut ist
das Chemokin IL-8 (Baggiolini et al., 1989), welches nach der Infektion mit H. pylori in
groflen Mengen ausgeschiittet wird (Bodger und Crabtree, 1998). Im Genom der Maus ist das
Gen dieses potenten Chemoattraktant jedoch nicht vorhanden, da es im Laufe der
phylogenetischen Entwicklung der Mausspezies verloren gegangen ist (Modi und Yoshimura,
1999). Als funktionelle Homologa fungieren MIP-2 und das aus Keratinozyten stammende
Chemokin KC, welche in der Lage sind, Neutrophile anzulocken (Watanabe et al., 1993;
Rovai et al., 1998). Dennoch sind Mause nicht in der Lage, auf invasive Keime, wie zum
Beispiel Shigellen, mit einer von neutrophiler Infiltration gepriagten Entziindungsreaktion zu
reagieren (Singer und Sansonetti, 2004). Um zu priifen, ob bei einer chronischen Infektion mit
H. pylori ein Einwandern von neutrophilen Granulozyten in die murine Mukosa stattfindet,
wurde versucht, das Vorhandensein eines granulozytiren Infiltrats in der murinen
Magenschleimhaut nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden in Gefrierschnitten von

chronisch infizierten Méusen die Granulozyten mit Hilfe einer Chloracetatesterase-Farbung
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gefdrbt. Die Chloracetatesterase Farbung farbt neutrophile Granulozyten und Mastzellen
spezifisch an (Li, 2001). Die Gefrierschnitte wurden nach 30 miniitiger Trocknung fiir 90
Minuten mit der frisch angefertigten Chloracetatesterase-Féarbelosung inkubiert. Die
Gegenfarbung des Gewebes erfolgte mit Himalaun.

Abbildung 7 zeigt eine Chloracetatesterase-gefarbte murine Magenschleimhaut. Bei den in
der Submukosa vorhandenen Zellen handelt es sich um Mastzellen, die eindeutig durch ihre
GroBe und durch die im Zytoplasma vorhandenen Granula zu identifizieren sind. Im

Vergleich dazu zeigt Abbildung 7 B einen sich in der Mukosa befindlichen neutrophilen

Granulozyt, der in Gegentiberstellung zu den Mastzellen deutlich kleiner ist.

Abbildung 7: Neutrophile Granulozyten in der mit H. pylori chronisch infizierten murinen
Magenschleimhaut. Chloracetatesterase-Fdrbung einer chronisch infizierten murinen Magenschleimhaut. (A)
wenige Neutrophile Graulozyten in der Mukosa. Bei den in der Submukosa angefirbten Zellen handelt es sich
um Mastzellen. (B) Neutrophiler Granulozyt (Pfeil) in Gegentiberstellung zu Mastzellen.

(A) Vergroferung 100x, (B) VergrofSerung 400x.

Wie aus Abbildung 7 ersichtlich wird, kommt es infolge der chronischen H. pylori-Infektion
lediglich zu einer sehr schwachen Infiltration der Magenmukosa mit neutrophilen
Granulozyten. Ein granulozytdres Infiltrat, das in irgendeiner Weise mit der granulozytéren

Entziindungsreaktion des Menschen vergleichbar wire, ist praktisch nicht vorhanden.
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3.2.6 Die mukosale Expression von Zytokinen und T-Zell-Markern im murinen

Magen

Die chronische Infektion der Maus mit H. pylori verursacht eine chronisch aktive Entziindung
der Magenschleimhaut. Das entziindliche Infiltrat besteht hauptsdchlich aus B- und T-
Lymphozyten und zeigt ein transmurales Verteilungsmuster. Um regulatorische, pro- und
anti-inflammatorische Effektorzellantworten genauer zu untersuchen, wurden spezifische
Marker dieser Effektorzellantworten mittels TagMan RT-PCR in der infizierten
Magenmukosa quantifiziert und deren Expression mit nicht infizierten Méusen verglichen.
Als Marker einer Thl-Antwort wurden IL12p40, IL12Rp und TNF-o bestimmt. Wie aus
Abbildung 7 hervorgeht, infiltrieren hauptsidchlich Th1-Zellen in die infizierte Mukosa, die
Infiltration mit Th2-Zellen scheint sehr schwach zu sein. Schon in vorangegangenen Studien
konnte gezeigt werden, dafl es in der H. pylori-infizierten Mukosa im Rahmen einer
stattfindenden Thl-Polarisierung zu einer vermehrten Ausschiittung von IFN-y kommt
(Smythies et al., 2000). Unsere eigenen Untersuchungen bestétigten diese Beobachtung. Die
Markergene fiir eine Thl-gewichtete Immunantwort IL-12R, IL-12p40 und TNF-a werden
in der infizierten murinen Magenschleimhaut vermehrt exprimiert. Gleichzeitig werden nur
geringe mRNA Kopienzahlen des Th2 Markergens IL-4 in der infizierten murinen
Magenmukosa gefunden. Im Mittel finden sich in der infizierten Schleimhaut ca. 400 mRNA
Kopien IL-12p40 pro eine Million B-Actin Kopien, dagegen sind ca. 8§ mRNA Kopien IL-4
pro eine Millionen B-Actin Kopien vorhanden. Mechanismen der Immunregulation bzw.
Immunsupression wurden anhand spezifischer Marker regulatorischer T-Zellen néher
evaluiert. Foxp3 ist ein spezifischer Marker CD4'/CD25" Treg-Zellen, deren
immunregulatorischer, supprimierender Effekt zellkontaktabhidngig vermittelt wird. Zudem
wurden ebenso antiinflammatorische Zytokine, wie IL-10 bzw. TGF-B mittels TagMan RT-
PCR quantifiziert. In chronisch infizierten Mausen war die Foxp3 Expression ca. 100 mal
héher als in nicht infizierten Méiusen. Ahnlich wie Foxp3 werden auch IL-10 und TGF-B in
chronisch infizierten Miusen vermehrt exprimiert, was fiir ein Zusammenspiel verschiedener

regulatorischer Effektorzellantworten spricht.
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Abbildung 7: Gastrale Zytokinsekretion wihrend der chronischen H. pylori-Infektion der Maus
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C57BL/6-Mduse wurden mit H. pylori SS1-Stamm infiziert und nach 180 Tagen euthanasiert. Nicht infizierte Kontrollmduse

erhielten keimfreie Erndhrung. Die gastrale Zytokinexpression wurde mittels real-time RT-PCR analysiert und auf f-Actin-

Kopienzahlen normalisiert. Die Daten reprdsentieren zwei identische Versuche mit fiinf Mdusen pro Gruppe und sind

dargestellt als arithmetischer Mittelwert + SEM. Die p Werte wurden mit dem Students-t-Test berechnet. [(*) p < 0,05, (***)

p < 0,001;]
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3.3. Leukozytare Subpopulationen in der humanen H. pylori infizierten

Magenschleimhaut

Infolge der Infektion mit H. pylori kommt es zur Aktivierung des angeborenen und des
erworbenen Immunsystems. Es folgt eine Entziindungsreaktion, die durch das Einwandern
von Entziindungszellen des innaten und adaptiven Immunsystems in die Magenschleimhaut
charakterisiert ist. Um das leukozytdre Entzlindungsinfiltrat dieser beiden Anteile genauer zu
charakterisieren, wurden die in die humane Magenmukosa eingewanderten leukozytiren
Subpopulationen nédher charakterisiert. Humane Leukozyten wurden anhand ihrer CD-
Oberflichenmarker immunhistochemisch geférbt, wobei CD4 als Marker der T-Helfer-Zellen,
CDS8 als Marker der zytotoxischen T-Zellen fungierte. Der Transkriptionsfaktor Foxp3 diente
als Marker der regulatorischen T-Zellen. Mittels CD56 und CD68 wurden natiirliche
Killerzellen bzw. Makrophagen charakterisiert. B-Lymphozyten wurden anhand ihrer
Oberflachenantigens CD20 immunhistochemisch dargestellt. Tabelle 17 fasst die etablierten
Férbeprotokolle fiir die einzelnen Oberflichenantigene zusammen.

Nach Entparaffinierung der Schnitte und Austestung der optimalen Vorgehensweise zur
Antigendemaskierung erfolgte die Blockade der endogenen Peroxidase- bzw. Biotinaktivitit.
Nach dem Primérantikorper erfolgte die Inkubation des biotinylierten Sekundirantikorpers
und des Peroxidase-markierten Strepavidin-Komplexes (AB-Komplex) fiir jeweils 30
Minuten. Die jeweiligen Antigene wurden mit Diaminobenzidin (DAB) geférbt, die

Gegenfarbung des Gewebes erfolgte durch Himalaun.
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Tabelle 17: Etablierte Firbeprotokolle fiir die Oberflichenantigene CD4, CDS8, CD20, CD56,
Transkriptionsfaktor Foxp3

80

CD68 und fiir den

Antigen S | Ag-Demaskierung Blockierung 1. Antikorper 2. Antikdrper
CD4 P | 20 min Citrat-Puffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Maus-anti- | biotinylierter
T-Helfer-Zellen (ph 6), Mikrowelle A-B-Block 10 min | human 1:200, Ratten-anti-
60 min Maus-Ak
CDs8 P |7 min Citratpuffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Maus-anti- | biotinylierter
zytotox. T-Zellen (ph 6), Dampfkoch- | A-B-Block 10 min | human 1:50, Ratten-anti-
topf 60 min Maus-Ak
Foxp3 P | 20 min EDTA-Puffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Maus-anti- | biotinylierter
regulat. T-Zellen (ph 8), Mikrowelle A-B-Block 10 min | human 1:40, Ratten-anti-
60 min Maus-Ak
CD68 P |7 min Citratpuffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Maus-anti- | biotinylierter
Makrophagen (ph 6), Dampfkoch- | A-B-Block 10 min human 1:1000, Ratten-anti-
topf 60 min Maus-Ak
CD56 P |7 min Citratpuffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Maus-anti- | biotinylierter
NK-Zellen (ph 6), Dampfkoch- | A-B-Block 10 min | human 1:50, Ratten-anti-
topf 60 min Maus-Ak
CD20 P |7 min Citratpuffer | 5% H,0,, 15 min IgG1 Maus-anti- | biotinylierter
B-Lymphozyten (ph 6), Damptkoch- | A-B-Block 10 min | human 1:500, Ratten-anti-
topf 60 min Maus-Ak

Abkiirzungen: S: Schnitt, P: Paraffin, H,O,: Wasserstoffperoxid; Blockade der endogenen Peroxidase, A-B-

Block: Avidin-Biotin-Blockierlosung; Blockierung des endogenen Biotins;

Desweiteren wurden Zytokine mittels TagMan RT-PCR in der infizierten Magenmukosa

quantifiziert und deren Expression mit nicht infizierten Individuen verglichen.

3.3.1 Die Zellen des innaten

Magenschleimhaut

Immunsystems in der H. pylori infizierten

Der erste Kontakt des Keimes mit Magenepithelzellen fiihrt in erster Linie zur Induktion einer
unspezifischen (innaten) Immunantwort. Die Adhésion von H. pylori an die Epithelzelle
induziert die Ausschiittung von chemoattraktiven Faktoren, wie beispielsweise Interleukin 8

(IL-8), die neutrophile Granulozyten an den Ort der Infektion rekrutieren. Desweiteren spielen
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Makrophagen und natiirliche Killerzellen bei der unspezifischen Immunantwort eine wichtige
Rolle.

Abbildung 8 (A) zeigt anhand einer HE-Farbung die Schleimhaut eines nicht-infizierten im
Vergleich zu einem chronisch infizierten Patienten (B). Wihrend in der gesunden Mukosa nur
vereinzelte Leukozyten zwischen den Driisen vorhanden sind, findet sich in der Schleimhaut
des infizierten Patienten ein ausgeprigtes leukozytdres Infiltrat. Ebenso lassen sich hier die
Langzeitfolgen einer chronischen Infektion beobachten. In der Ubersichtsabbildung 8 (B)
lasst sich eine deutliche Atrophie mit Rarefizierung der Driisen sowie intestinale Metaplasie
beobachten. Bei weiterer VergroBerung (C) sind die flir intestinale Metaplasie
charakteristischen Becherzellen (schwarze Pfeile) gut zu erkennen.

Neutrophile Granulozyten sind in der gesunden Magenmukosa nur vereinzelt vorhanden,
dagegen finden sich diese Zellen in der infizierten Magenmukosa nahezu ubiquitir.
Abbildung 8 (D) zeigt infiltrierende neutrophile Granulozyten (hellblaue Pfeile) in der
infizierten Magenschleimhaut. Um das granulozytdre Infiltrat anschaulicher darzustellen,
wurde die spezifische Esterase der neutrophilen Granulozyten in der chronisch infizierten

Mukosa mittels einer Chloracetatesterase-Farbung dargestellt (Abbildung 9).

Abbildung 8: Humane Magenschleimhaut eines nicht-infizierten und eines chronisch mit H. pylori infizierten
Patienten, HE Firbung (A) Nicht-infizierte Magenschleimhaut; Vergréferung 100x, (B) chronisch mit H.
pylori infizierte Magenschleimhaut; Vergrofierung 50x, (C) chronisch mit H. pylori infizierte Magenschleimhaut.
Becherzellen sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet; Vergrofferung 200x, (D) chronisch mit H. pylori
infizierte Magenschleimhaut. Neutrophile Granulozyten sind durch hellblaue Pfeile gekennzeichnet;
Vergroferung 400x
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Abbildung 9: Neutrophile Granulozyten in der humanen Magenschleimhaut eines chronisch mit H. pylori
infizierten Patienten, Chloracetatesterase-Firbung; Die Neutrophilen sind durch das Reaktionsprodukt der
Enzymhistochemie rot dargestellt, der Pfeil markiert mehrere einzelne, im Epithel gelegene neutrophile

Granulozyten. Vergroferung 400x.

Naturliche Killer-Zellen, die auf eindringende Pathogene schnell reagieren konnen, sind ein
wichtiger Teil der angeborenen (innaten) Immunantwort. Durch die Produktion von IFN-y
und TNF-o nehmen die NK-Zellen auch eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der
adaptiven Immunantwort ein. NK-Zellen wurden mittels ihres CD-Oberfldchenmarkers CD56
nach immunhistochemischer Methodik gefarbt. In Abbildung 10 sind die NK-Zellen

dargestellt. Die Zellen infiltrieren alle Schichten der chronisch infizierten Magenmukosa.

e
\-\M

e

Abbildung 10: CD56" NK-Zellen in der H. pylori infizierten humanen Magenschleimhaut. (A) Vergrofierung
200x, (B) Vergrofierung 400x
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Makrophagen sind als phagozytierende Zellen ein ebenfalls wichtiger Bestandteil des
innaten Immunsystems. Sie nehmen eine Schliisselrolle als Effektorzellen des zell-
vermittelten Immunsystems ein, da sie durch Antikorper markierte Keime phagozytieren und
eliminieren (Janeway, 2005). Die Makrophagen wurden anhand ihres Oberflichenmarkers
CD68 immunhistochemisch gefirbt. Abbildung 11 zeigt CD68" Makrophagen, die infolge der
chronischen H. pylori-Infektion in die Magenschleimhaut des Patienten eingewandert sind.
Ahnlich zum Infiltrationsmuster in der murinen Mukosa, ist das AusmaB der

Schleimhautinfiltration mit Makrophagen nur schwach ausgeprigt.

Abbildung 11: CD68" Makrophagen in der H. pylori infizierten humanen Magenschleimhaut. (A)
Vergroferung 200x, (B) Vergroferung 400x

3.3.2 Die Zellen des adaptiven Immunsystems in der H. pylori infizierten
Magenschleimhaut

Die adaptive Immunantwort auf die H. pylori-Infektion ist von einer zellvermittelten und
einer humoralen Komponente geprégt.

T-Lymphozyten, die Effektorzellen der zellvermittelten, adaptiven Immunantwort, kann man
anhand ihrer auf der Zelloberfliche exprimierten Korezeptoren in verschiedene
Subpopulationen einteilen. Zellen, die den CD8-Korezeptor exprimieren (CD8" T-Zellen),
erkennen Fremdpeptide, die iiber MHC-I-Molekiile prasentiert werden, und differenzieren zu

zytotoxischen Effektorzellen. CD4" T-Zellen erkennen Fremdpeptide, die mittels MHC-II-
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Molekiile préasentiert werden. Sie werden als T-Helfer-Zellen bezeichnet. Die T-Helfer
Zellen wurden anhand ihres Oberflidchenantigens CD4 gefirbt. Abbildung 12 zeigt CD4" T-
Lymphozyten, die infolge der chronischen H. pylori-Infektion in die Magenschleimhaut des
Patienten eingewandert sind. Eine deutliche Infiltration der T-Helfer Zellen in die Mukosa
lasst sich beobachten, sie sind in allen Schichten der Schleimhaut vorhanden (transmurale

Infiltration).

Abbildung 12: CD4" T-Lymphozyten in der H. pylori infizierten humanen Magenschleimhaut (A)
Vergrdferung 200x, (B) Vergrdoferung 400x

T-Helfer Zellen konnen sich in Thl-, Th2-Zellen oder regulatorische T-Zellen differenzieren
(Constant und Bottomly, 1997; O'Garra, 1998; Lane, 2000; Liu et al., 2001; Salomon und
Bluestone, 2001; Sperling und Bluestone, 2001).

Um die Polarisierung der T-Helfer-Zellantwort genauer zu charakterisieren, wurden
spezifische Marker mittels Genexpressionsanalyse in der mit H. pylori infizierten
Magenmukosa von 65 Patienten quantifiziert und mit nicht infizierten Patienten (n=43)
verglichen. Der spezifischste Marker von Thl-Zellen ist die IL-12 Rezeptor p2-Kette (IL-
12RB2). Ein weiterer Marker fiir die Th-1-Antwort ist das von den Th1-Zellen gebildete IFN-
y. Als Indikator fiir eine Th2-Polarisierung der Immunantwort wurde die IL-4 Genexpression
in der Magenschleimhaut der infizierten Patienten gemessen. Abbildung 13 =zeigt die
Zytokinexpressionsprofile in der infizierten Magenschleimhaut im Vergleich zu nicht
infizierten Patienten. Die Marker fiir eine Th1-Polarisierung der Immunantwort werden in der
infizierten Schleimhaut vermehrt exprimiert. Beispielsweise wird im Gegensatz zur gesunden
Magenschleimhaut im Mittel etwa doppelt so viel [FN-y und dreimal mehr IL-12-R2 in der
infizierten Schleimhaut exprimiert. Dagegen ist die Expression von IL-4 in nicht-infizierter

bzw. in infizierter Schleimhaut nur in &uBlerst geringen Mengen oder iiberhaupt nicht



3. Ergebnisse 85

nachweisbar. Die lokale gastrale Helferzellantwort wéahrend der H. pylori-Infektion zeigt also

eine Th1-Ausrichtung.
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Abbildung 13: Gastrale Zytokinsekretion in der H. pylori infizierten und nicht infizierten humanen
Magenschleimhaut. Die gastrale Zytokinexpression wurde mittels real-time RT-PCR analysiert und auf GAPDH-
Kopienzahlen normalisiert. Hp- n=43, Hp+ n=65. Die Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen bei IFN-y und IL-12-
RpB2 waren signifikant (p < 0,001). Die p-Werte wurden mit dem Rank-Sum Test berechnet. Der Unterschied in der II-4
Expression zwischen der Hp+ und Hp- Patientengruppe war nicht signifikant (p=0,28)

Zytotoxische T-Zellen erkennen korpereigene Zellen, die mit Viren oder intrazelluldren
Bakterien infiziert sind. Die immunhistochemische Fédrbung der zytotoxischen T-Zellen
erfolgte mittels ihres CD8 Oberflichenantigens und ist in Abbildung 14 dargestellt. Man
findet ebenfalls eine deutliche Infiltration der zytotoxischen T-Zellen in die humane Mukosa

(transmurale Infiltration).

Abbildung 14: CD8' T-Lymphozyten in der H. pylori infizierten humanen Magenschleimhaut (A)
Vergrofserung 200x, (B) Vergrifierung 400x
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Die humorale Komponente der adaptiven Immunantwort auf die Infektion mit H. pylori wird
durch B-Lymphozyten vermittelt (Kosunen et al., 1992). Die Ausbildung von kleineren
Lymphfollikeln ist geradezu charakteristisch fiir eine H. pylori-Infektion (Ernst et al., 2001).
Die immunhistochemische Farbung der B-Lymphozyten erfolgte anhand ihres CD20
Oberflichenmolekiils. Abbildung 15 zeigt CD20" B-Lymphozyten, die infolge der
chronischen Infektion mit H. pylori in die humane Magenmukosa eingewandert sind. Die B-
Lymphozyten infiltrieren die gesamte Schleimhaut. Die Ausbildung von B-Zell-Clustern kann

ebenfalls beobachtet werden.

Abbildung 15: CD20" B-Lymphozyten in der H. pylori infizierten humanen Magenschleimhaut (A)
Vergrdferung 200x, (B) Vergrdoferung 400x

3.3.3 Die regulatorische T-Zell Antwort in der H. pylori infizierten
Magenschleimhaut

Unter den CD4" T-Zellen existieren mehrere Untergruppen mit regulatorischen
Eigenschaften, darunter die regulatorischen Trl-Zellen, die Th3-Zellen und die CD4"/CD25"
Treg-Zellen (Thompson und Powrie, 2004). Diese Zellen sind in der Lage, die Immunantwort
auf eindringende Pathogene zu supprimieren und damit zu modulieren. Die kiirzliche
Entdeckung des Transkriptionsfaktors Foxp3 als sehr spezifischen Marker von CD4"/CD25"
regulatorischen T-Zellen (Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003) ermoglicht einen direkten
Nachweis dieses Zelltyps in der Magenmukosa. Die CD4'/CD25" regulatorischen T-Zellen
wurden anhand des Transkriptionsfaktors Foxp3 immunhistochemisch gefarbt. Foxp3 ist ein

spezifischer Marker von CD4"/CD25" Treg-Zellen, deren immunregulatorischer,
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supprimierender Effekt zellkontaktabhingig vermittelt wird. Abbildung 16 (A) zeigt in die
chronisch infizierte Magenmukosa eingewanderte regulatorische T-Zellen. Im Vergleich dazu
konnen in der nicht mit H. pylori infizierten humanen Mukosa (B) keine regulatorischen T-

Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Regulatorische T-Lymphozyten in der chronisch infizierten und nicht infizierten humanen
Magenschleimhaut. (A) Foxp3 Férbung einer chronisch mit H. pylori infizierten Mukosa. Vergrdflerung 200x.
(B) Foxp3 Férbung einer nicht infizierten Mukosa. Vergriofserung 200x.

Im Einklang hiermit ist in der chronisch infizierten Magenschleimhaut die Foxp3 Expression
hoher als in der nicht infizierten Mukosa. Abbildung 17 zeigt die mittels Tagman RT-PCR
quantifizierte Foxp3 Expression in der Mukosa infizierter (n=65) und nicht-infizierter
Patienten (n=43). Vergleicht man beide Patientengruppen, so wird Foxp3 bei infizierten
Patienten etwa 50 mal stiarker exprimiert als bei nicht infizierten Patienten.

Zur weiteren Charakterisierung von anti-inflammatorischen Prozessen in der H. pylori
infizierten Magenschleimhaut wurde die Expression der Zytokine IL-10 und TGF-f . in
gleicher Weise quantifiziert. Abbildung 17 zeigt, dall IL-10 und TGF- infolge der H. pylori-

Infektion vermehrt exprimiert werden.
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Abbildung 17: Expression regulatorischer Marker in der H. pylori infizierten und nicht-infizierten humanen

Magenschleimhaut. Die Foxp3-, TGF-f- und IL-10-Expression wurde mittels real-time RT-PCR analysiert und auf 10°

GAPDH-Kopienzahlen normalisiert. Hp- n=43, Hp+ n=65. Die p-Werte wurden mit dem Rank-Sum Test berechnet. p <
0,001

Neben dem Vorhandensein von pro-inflammatorischen Anteilen in der Immunantwort 14sst
sich also auch eine anti-inflammatorische Komponente feststellen. Die vermehrte Infiltration
mit Foxp3™ T-Zellen wie auch die Expression von anti-inflammatorischen Zytokinen spricht
fiir ein Zusammenspiel verschiedener regulatorischer Effektorzellantworten bei der

regulatorischen Immunantwort auf H. pylori.

3.4 Abhangigkeit der leukozytaren Subpopulationen und der Zytokin-
/Chemokin-Expression vom H. pylori Stammtyp

H. pylori Stimme, welche die sogenannte cag-Pathogenititsinsel (cagPAI) besitzen, erzeugen
zumeist eine stirkere Entziindungsreaktion als cagPAI-negative Staimme. Der Einfluss des H.
pylori-Stammtypes auf die unterschiedlichen Bestandteile der innaten und adaptiven
Immunitét konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden.

Um dies zu untersuchen, wurde bei 104 Patienten der bakterielle Stammtyp (in Bezug auf die
cagPAI), sowie das Infiltrationsausmal} leukozytérer Subpopulationen in die Magenmukosa
bestimmt. 104 Patienten (48 Minner und 56 Frauen) wurden in die Studie eingeschlossen.
Nach DNA-Isolierung aus Biopsiematerial wurde das Vorhandensein von cagA, eines
Markergens der Pathogenititsinsel, mittels PCR bestimmt. In dieser Population waren 62

Patienten (29 Ménner und 33 Frauen) mit einem cagA-positiven H. pylori-Stamm infiziert,
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was einen Anteil von 60 % ausmacht. Die restlichen 40 % der Population, 42 Patienten (19
Minner und 23 Frauen) waren mit einem cag4-negativen H. pylori-Stamm infiziert.

Die jeweiligen Effektorzellen der innaten, adaptiven und regulatorischen Immunantworten
wurden durch immunhistochemische Fiarbungen charakterisiert. Diese Zellen wurden unter
dem Mikroskop mit einer 1000-fachen VergroBerung in sechs reprasentativen Gesichtsfeldern
ausgezdhlt. AnschlieBend wurde die Korrelation der entsprechenden Leukozytenzahl mit dem
infizierenden H. pylori Stamm untersucht. Desweiteren wurde der Einflul des H. pylori
Stammtypes auf Zytokin/Chemokin Antworten der einzelnen Anteile der Immunantwort

quantifiziert.

3.4.1 Die innate Immunantwort in Abhangigkeit vom infizierenden H. pylori
Stammtyp

Um den EinfluB der cagPAIl auf die Entstehung und das Ausmal} der unspezifischen
Immunantwort zu untersuchen, wurde die Stirke der granulozytdren Infiltration in
Abhidngigkeit vom infizierenden H. pylori Stammtyp evaluiert. Die granulozytére
Entziindungsreaktion wurde an Hdmatoxylin-Eosin (HE) gefdrbten Schnitten beurteilt. Eine
Gastritis-Klassifizierung erfolgte entsprechend der "updated" Sydney-Klassifikation (Dixon et
al., 1996). Sie beinhaltet eine Kombination von topographischen, morphologischen und
atiologischen Informationen und klassifiziert diese Verdnderungen anhand endoskopischer
und histologischer Kriterien. Hierbei konnen einerseits die verschiedenen Grade der
granulozytdren und lymphozytiren Infiltration erfasst werden. Das Ausmall der
granulozytdren Infiltration (GO keine, G1 milde, G2 méBige, G3 ausgepriagte granulozytire
Infiltration) bestimmt die Aktivitdt der Gastritis.

Um den Einfluss der cagPAI auf die Pathogenese der neutrophilen Gastritis zu bestimmen,
wurde die Prisenz von verschiedenen Stammtypen mit dem Vorhandensein unterschiedlicher
Grade der granulozytiren Infiltration im Antrum korreliert. Tabelle 18 fasst die Ergebnisse

dieser Untersuchungen zusammen.
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GO Gl G2 G3 p Wert
n n n n
CagA-
n=42 4 7 31 0
cagA+ 0,017
n=62 2 7 40 13

Tabelle 18: Stirke der antralen granulozytiren Infiltration bei Patienten mit unterschiedlichen H. pylori Stimmen (G0,
fehlende; G1, milde; G2, mdfiige; G3, starke granulozytire Infiltration). Der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen
war signifikant, p = 0,017; p Wert wurde mit Hilfe eines Mann-Whitney U Tests errechnet.

Wie aus Tabelle 18 ersichtlich wird, hatten die 42 Patienten, die mit einem cagA4-negativen H.
pylori-Stamm infiziert waren, vor allem niedrige bis moderate Gastritisgrade. Die 62
Patienten, die mit einem cagd’ H. pylori -Stamm infiziert waren, hatten hohere
Gastritisgrade. Der Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen war signifikant. Dies
zeigt die bedeutende Rolle der cagPAI fir die Entstehung der granulozytiren Infiltration in
der Magenschleimhaut.

Da das Chemokin IL-8 eines der wichtigsten Vermittler der H. pylori induzierten
granulozytdren Infiltration ist (Baggiolini et al., 1989; Yamaoka et al., 1996), wurde die
Expression mittels TagMan RT-PCR in der Magenschleimhaut quantifiziert und mit den
verschiedenen infizierenden Stammtypen korreliert. Abbildung 18 zeigt die IL-8 Expression
in einer Untergruppe von Patienten (n=65) in Abhingigkeit vom infizierenden H. pylori

Stammtyp.
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Abbildung 18: IL-8 Expression in der humanen Magenmukosa in Abhiingigkeit vom infizierenden H. pylori Stammtyp.
Die gastrale IL-8 Expression wurde mittels TagMan RT-PCR analysiert und auf 10° GAPDH-Kopienzahlen normalisiert.
cagA’: cagA-negative Patientengruppe n=32, cagA': cagA-positive Patientengruppe n=33; Der Unterschied zwischen

beiden Patientengruppen war signifikant, p < 0,001; Der p-Wert wurde mittels eines Mann-Whitney U Tests errechnet.
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Wie aus der Abbildung 18 ersichtlich wird, ist die gastrale IL-8 Expression bei Patienten, die
mit cagA” Stimmen infiziert sind, gering. Die Infektion mit cagA-positiven Stimmen ist mit
deutlich erhohter IL-8 Expression assoziiert. Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind

hochsignifikant (p<0,001; Mann-Whitney U Test).

Die Infiltrationsstarke der nattrlichen Killerzellen und Makrophagen, weitere Bestandteile
der innaten Immunantwort, wurde ebenfalls mit dem infizierenden Stammtyp korreliert. Nach
immunhistochemischer Charakterisierung der CD56 " natiirlichen Killerzellen und der CD68"
Makrophagen, wurde die Anzahl der jeweiligen in der Magenschleimhaut vorkommenden
Zellen mit dem infizierenden Stammtyp korreliert. Abbildung 19 A zeigt die Anzahl der
natiirlichen Killerzellen, Abbildung 19 B die Anzahl der Makrophagen in Abhingigkeit vom

infizierenden Stammtyp.
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Abbildung 19: Anzahl der CD56* NK-Zellen und der CD68" Makrophagen pro mm’ in der humanen Magenmukosa in
Abhiingigkeit vom infizierenden H. pylori Stammtyp. Die Zellen wurden immunhistochemisch charakterisiert und unter dem
Mikroskop mit einer 1000-fachen Vergrdfferung in sechs reprdsentativen Gesichtsfeldern ausgezdhlt. Anschlieffend wurde
die Anzahl pro mm’ ausgerechnet. cagA’: cagA-negative Patientengruppe, n = 42; cagA”: cagA-positive Patientengruppe, n

=062,

Abbildung 19 (A) zeigt, daB3 die NK-Zell-Infiltrationsstirke nicht vom infizierenden H. pylori
Stammtyp abhiingt. Der Unterschied zwischen der cagA” und der cag4™ Patientengruppen war
nicht signifikant (p = 0,835; Mann-Whitney U Test). Aus Abbildung 19 (B) wird ersichtlich,
daB das Ausmal} der Makrophageninfiltration vom infizierenden H. pylori Stammtyp abhingt.
Zwischen den beiden Patientengruppen besteht ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,02;
Mann-Whitney U Test). Eine Abhéngigkeit der leukozytdren Infiltrationsstirke vom
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infizierenden Stammtyp ist also nur bei Makrophagen, nicht jedoch bei NK-Zellen zu

beobachten.

3.4.2 Einfluss des H. pylori-Stammtyps auf die adaptive Immunantwort

Die gesunde Magenmukosa enthélt nur sehr wenige mononukledre Zellen (CD4/CD8 positive
Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten, Mastzellen). Nach Infektion mit
H. pylori kommt es neben einem granulozytdren Infiltrat auch zur Infiltration mononukledrer
Zellen. Die Sydney Klassifikation unterscheidet verschiedene Grade der lymphozytiren
Infiltration (LO keine, L1 milde, L2 méaBige, L3 ausgepriagte lymphozytére Infiltration). Das
mononukledre Infiltrat verschwindet nach Eradikation nur sehr langsam, wohingegen die
Granulozyten bereits wenige Tage nach Beginn der Eradikation nicht mehr nachweisbar sind
(Witteman et al.,, 1995). Um die Chronizitit der Gastritis abzuschitzen, wurden die
verschiedenen Grade der mononukledren Infiltration bei 104 mit H. pylori infizierten
Patienten im Antrum erfasst. AnschlieBend wurde der Einfluss der cagPAI auf die Stirke der
mononukledren Infiltration bestimmt, indem man die Prisenz von verschiedenen Stammtypen
mit dem Vorhandensein unterschiedlicher Grade der mononukledren Infiltration korrelierte.

Tabelle 19 fasst die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammen.

LO L1 L2 L3 p Wert
n n n n
CagA-
n=42 1 15 25 1
cagA+ 0,001
n=62 0 8 38 16

Tabelle 19: Stirke der antralen mononukledren Infiltration bei Patienten mit unterschiedlichen H. pylori Stimmen (L0,
fehlende; L1, milde; L2, mdfige; L3, ausgeprdgte mononukledre Infiltration). p < 0,001; p-Wert wurden mit Hilfe eines
Mann-Whitney U Tests errechnet.

Aus Tabelle 19 wird ersichtlich, dafl die Patienten, die mit einem cagA-negativen H. pylori-
Stamm infiziert waren, vor allem milde bis méBiggradige mononukledre Infiltration der
Magenschleimhaut aufwiesen. Patienten, die mit einem cagd”™ H. pylori Stamm infiziert
waren hatten zumeist eine stiarkere mononukleédre Infiltration. Der Unterschied zwischen den

beiden Patientengruppen war signifikant (p < 0,001; Mann-Whitney Rank Sum Test).
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3.4.2.1 Einfluss des H. pylori Stammtyps auf die T-Helfer Zell Antwort
Um den Einfluss der cagPAI auf die Infiltration der Magenschleimhaut mit T-Helfer Zellen

zu untersuchen, wurden die Anzahl der CD4" Zellen pro mm® bestimmt und mit dem cagA-

Status korreliert.
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Abbildung 20: Anzahl der CD4'T-Lymphozyten pro mn’ in der humanen Magenmukosa in Abhiingigkeit vom
infizierenden H. pylori Stammtyp. Die Zellen wurden immunhistochemisch charakterisiert und unter dem Mikroskop mit
einer 1000-fachen Vergroflerung in sechs reprisentativen Gesichtsfeldern ausgezdihlt. Anschlieffend wurde die Zellanzahl

pro mnt’ ausgerechnet. cagA’: cagA-negative Patientengruppe, n = 42; cagA”: cagA-positive Patientengruppe, n = 62;

Abbildung 20 zeigt die durchschnittliche Anzahl von CD4" Zellen pro mm? bei der cagA-
positiven und cagAd-negativen Patientengruppe. Wie aus Abbildung 20 ersichtlich wird,
befinden sich bei der Patientengruppe, die mit einem cagA-positiven H. pylori Stamm infiziert
sind, deutlich mehr T-Helfer-Zellen in der Magenschleimhaut als bei denen, die mit einem
cagA-negativen Stamm infiziert sind. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war
signifikant (p-Wert = 0,027). Der p-Wert wurde mit einem Mann-Whitney Rank Sum Test

ausgerechnet.

3.4.2.2 Einfluss des H. pylori Stammtyps auf die zytotoxischen T-Zellen

Als weiterer Bestandteil der adaptiven Immunantwort wurde die Anzahl der in der
Magenschleimhaut vorkommenden CDS8" zytotoxischen T-Zellen mit dem infizierenden
Stammtyp korreliert. Wie aus Abbildung 22 ersichtlich wird, besteht zwischen den beiden
Patientengruppen, die mit verschiedenen H. pylori-Stimmen infiziert sind, kein signifkanter

Unterschied (p-Wert = 0,567; Mann-Whitney U Test).
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Abbildung 22: Anzahl der CD8'T-Lymphozyten pro mm’® in der humanen Magenmukosa in Abhdingigkeit vom
infizierenden H. pylori Stammtyp. p = 0,567, p-Wert wurde mittels eines Mann-Whitney U Tests errechnet. cagA™: cagA-
negative Patientengruppe, n = 42; cagA”: cagA-positive Patientengruppe, n = 62;

3.4.2.3 Einfluss des H. pylori Stammtyps auf die B-Zell-Antwort

Die in der infizierten Magenschleimhaut vorhandenen B-Lymphozyten wurden ausgezéhlt
und mit dem infizierenden H. pylori Stamm korreliert. Das nestartige Vorkommen der B-
Zellen in solchen Lymphfollikeln machte eine genaue Auszdhlung der einzelnen B-
Lymphozyten unméglich. Aus diesem Grund wurden nur klar abgrenzbare CD20" Zellen
(auBerhalb von Lymphfollikeln) ausgezihlt und als MaB fiir die Stirke der B-Zell-Infiltration
gewertet. Es muss also beriicksichtigt werden, dal die absolute Anzahl der in den
Magenbiopsien vorkommenden B-Lymphozyten um ein Vielfaches hoher ist. In Abbildung

23 ist die Anzahl der B-Lymphozyten pro mm” mit dem H. pylori Stammtyp korreliert.
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Abbildung 23: Anzahl der CD20'B-Lymphozyten pro mnt’ in der humanen Magenmukosa in Abhiingigkeit vom
infizierenden H. pylori Stammtyp. cagA": cagA-negative Patientengruppe, n = 42; cagA”: cagA-positive Patientengruppe, n
= 62; Der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen war signifikant, p = 0,012; p-Wert wurde mittels eines Mann-

Whitney U Tests errechnet.
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Wie Abbildung 23 zeigt, sind in der Magenschleimhaut von Patienten, die mit einem cagA”
Stamm infiziert sind, deutlich mehr B-Lymphozyten vorhanden als in der Mukosa von
Patienten, die mit einem cagA™ Stamm infiziert sind. Der Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen war signifikant (p-Wert = 0,012; Mann-Whitney Rank Sum Test). Die
Korrelation der Anzahl vorhandener B-Zell-Follikel mit den verschiedenen H. pylori-
Stammtypen, ergab ein dhnliches Bild. Es waren mehr B-Zell-Follikel in den mit einem cag4”
H. pylori Stamm infizierten Magenbiopsien vorhanden, als in den mit cagd™ Stimmen

infizierten Magenbiopsien.

3.4.2.4 Die regulatorische T-Zell Antwort in Abhangigkeit vom H. pylori Stammtyp

Um zu priifen, ob die regulatorische T-Zell-Antwort abhingig vom infizierenden H. pylori
Stamm ist, wurde die gastrale Foxp3 Expression bei Patienten, die mit unterschiedlichen H.

pylori Stammtypen infiziert waren, bestimmt. Abbildung 24 zeigt die Foxp3 Expression in

Abhingigkeit vom H. pylori Stammtyp.
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Abbildung 24: Gastrale Expression des regulatorischen Markergens Foxp3 in der humanen Magenmukosa in
Abhiingigkeit vom infiziereneden H. pylovi Stammtyp: Foxp mRNA Kopienzahlen wurden auf 10° GAPDH Kopienzahlen
normalisiert. cagA’: cagA-negative Patientengruppe n=32, cagA”: cagA-positive Patientengruppe n=33; Der Unterschied
zwischen beiden Patientengruppen war signifikant, p < 0,028; Der p-Wert wurde mittels eines Mann-Whitney U Tests

errechnet.

Aus Abbildung 24 wird ersichtlich, daB Foxp3 in der Patientengruppe, die mit cagA”
Stimmen infiziert ist, deutlich stirker exprimiert wird, als in der mit cagA™ Stimmen
infizierten Patientengruppe. Der Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen war
signifikant (p = 0,028; Mann-Whitney U Test). Die Infektion mit einem cagd’™ H. pylori
Stamm ruft also eine stirkere regulatorische T-Zell Antwort hervor als ein cagA4-negativer

Keim.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden die humane und murine Immunantwort auf die Infektion
mit H. pylori charakterisiert und miteinander verglichen. Weiterhin wurde untersucht,
welchen Einfluss der Virulenzfaktor cagd auf die einzelnen Anteile der Immunantwort

besitzt.

4.1 Die unspezifische Immunantwort auf H. pylori

Die Adhidsion des Keimes an die Magenepithelzellen fiihrt zundchst zur Induktion einer
unspezifischen Immunantwort (Ernst et al.,, 2001). Die Effektorzellen der unspezifischen
Immunantwort neutrophile Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen infiltrieren die
Mukosa und nehmen als phagozytierende und zytotoxische Zellen eine bedeutende Rolle ein.
Bei H. pylori handelt es sich um einen primir extrazelluldren Keim (Israel und Peek, 2001),
obwohl Studien ergeben haben, dafl der Keim auch intrazelluldr {iberlebt (Kwok et al., 2002;
Semino-Mora et al., 2003). Um den Keim wirksam bekdmpfen zu koénnen, sind also
phagozytierende Zellen von groBer Bedeutung. Histologische Untersuchungen der infizierten
Magenmukosa bestétigte eine deutliche Infiltration der Magenschleimhaut mit neutrophilen
Granulozyten infolge der H. pylori-Infektion. Ebenso konnte gezeigt werden, daf
Makrophagen in die infizierte Schleimhaut einwandern. Frithere Studien zeigten, dall H.
pylori iiber Phagozytose eliminiert werden kann (Israel und Peek, 2001). Makrophagen sind
wichtige Effektorzellen des innaten wie auch spezifischen Immunsystems. Sie eliminieren
zum einen eindringende Pathogene. Zum anderen fordern sie die Entstehung der adaptiven
Immunantwort durch  Antigenprdsentation (Janeway, 2005). Angesichts dieser
Schliisselposition war die geringe Anzahl der in der infizierten Mukosa vorhandenen
Makrophagen {iiberraschend. H. pylori scheint mit der Funktion von Makrophagen zu
interferieren und so seiner Eliminierung zu entgehen. Allen et al. zeigten in einer Studie, daf3
H. pylori seine eigene Aufnahme in Makrophagen verzdgert und der intrazelluldren
Eliminierung durch Bildung von Megasomen entgehen kann (Allen, 2000; Allen, 2001).
Diese Effekte werden durch das vacuolisierende Zytotoxin (VacA) vermittelt (Allen, 2000;
Allen, 2001). Dariiberhinaus kann H. pylori in Makrophagen die Produktion von reaktiven
Stickstoff-Molekiilen, eine effektive Waffe gegen mikrobielle Pathogene, durch kompetitive



4. Diskussion 97

Hemmung verhindern (Nathan und Shiloh, 2000; Gobert et al., 2001). Die Rolle der
Makrophagen bleibt in der Bekdmpfung von H. pylori unklar. Die geringe Anzahl der in die
Magenschleimhaut eingewanderten Makrophagen und die Tatsache, daB VacA" Keime ihre
eigene Phagozytose durch Makrophagen hemmen konnen (Ramarao et al., 2000; Ramarao et
al., 2001), deutet auf eine eher untergeordnete Rolle hin. In der vorliegenden Studie konnten
ebenfalls natirliche Killerzellen in der Magenschleimhaut immunhistochemisch
nachgewiesen werden. NK-Zellen nehmen im innaten Immunsystem eine wichtige
Schliisselposition ein, da sie in der frithen Phase einer Infektion Pathogen-befallene Zellen
effektiv zerstoren konnen. Sie vermitteln zelluldre Zytotoxizitdt und produzieren Chemokine
und inflammatorische Zytokine, wie IFN-y und TNF-a (Trinchieri, 1989). Neben der
wichtigen Rolle in der wunspezifischen Immunantwort haben NK-Zellen auch
immunmodulatorische FEigenschaften, die eine nachfolgende adaptive Immunantwort
beeinflussen. Zwischen NK-Zellen und dendritischen Zellen finden wechselseitige
Interaktionen statt, die die adaptive Immunantwort in verschiedener Weise beeinflussen
konnen (Fernandez et al., 1999; Ferlazzo et al., 2002; Gerosa et al., 2002; Piccioli et al.,
2002). Eine Studie aus der eigenen Arbeitsgruppe legt den Schluss nahe, dafl die NK-Zellen
moglicherweise eine ,,Helferfunktion® bei der Polarisierung der T-Zell Antwort einnehmen.
Die Studie konnte zeigen, dall durch H. pylori-stimulierte DCs in hohem Mafle IL-12 bilden
und hierdurch die IFN-y Sekretion aus NK-Zellen induzieren. Die zytotoxische Aktivitdt der
NK-Zellen blieb aber unbeeinflusst (Hafsi et al., 2004). IFN-y ist ein entscheidender Faktor,
der die Funktion von Makrophagen (Phagozytose, Antigenprozessierung und
Antigenprasentation) maBigeblich fordert und zudem die Differenzierung der ThP-Zellen zu

Th1-Zellen vermittelt.

4.2 Die spezifische Immunantwort auf H. pylori

Zahlreiche Studien, in denen Lymphozyten aus der Magenschleimhaut von infizierten
Individuen untersucht wurden, dokumentieren eine starke, hauptsdchlich von IFN-y-
produzierenden T-Zellen gepriagte T-Zell-Antwort (Bamford et al., 1998; Lindholm et al.,
1998; Blanchard et al., 2004), was eine Polarisierung der adaptiven Immunantwort in

Richtung Th1-Antwort nahelegt.
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Die Untersuchung der Zytokin-Expressionprofile in der Magenschleimhaut im Rahmen der
vorliegenden Studie bestitigt die Infiltration von hauptsdchlich Thl-Zellen in die
Magenschleimhaut. Die Gene fiir IL-12R und IFNy sind in der infizierten Magenschleimhaut
vermehrt exprimiert, wohingegen die IL-4 Expression nur sehr gering ist. Im Allgemeinen
wird eine Thl polarisierte Immunantwort eingeleitet, wenn der Korper mit intrazelluldren
Pathogenen konfrontiert ist (Janeway, 2005). Als Effektorzellen der Thl Antwort fungieren
beispielsweise Makrophagen und zytotoxische T-Zellen, die auf die Phagozytose bzw.
Zerstorung der infizierten Korperzellen spezialisiert sind. B-Lymphozyten werden als

Effektorzellen einer Th2 polarisierten Immunantwort angesehen (Janeway, 2005).

Makrophagen haben neben ihrer wichtigen Rolle bei der innaten Immunitdt auch eine
Schliisselposition als Effektorzellen der spezifischen Immunitit inne. Wie bereits oben
beschrieben, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal Makrophagen in die H. pylori
infizierte Magenmukosa einwandern. Die verhéltnisméBig geringe Anzahl der Makrophagen

in der infizierten Schleimhaut war jedoch unerwartet.

Zytotoxische T-Zellen

Durch immunhistochemische Fiarbung konnten in der vorliegenden Arbeit zytotoxische T-
Zellen in der infizierten Schleimhaut dargestellt werden. Ebenso konnte gezeigt werden, daf3
diese Zellpopulation zahlenmifBig stark vertreten ist. Frithere Studien bestitigen eine
Infiltration CD8" zytotoxischer T-Zellen in die H. pylori infizierte Magenschleimhaut (Fan et
al., 1994; Hatz et al., 1996). Ob zytotoxische T-Zellen bei der Eliminierung des Keimes eine
bedeutende Rolle spielen, ist jedoch fraglich. Immunisierungs-Experimente in Mausen haben
ergeben, daB eine schiitzende Immunisierung gegen H. pylori im wesentlichen von CD4" T-
Zellen abhingt, aber unabhingig von CD8" T-Zellen ist (Ermak et al., 1998; Pappo et al.,
1999).

Desweiteren ilibernehmen zytotoxische T-Zellen im Immunsystem die Eliminierung von
intrazelluldren Pathogenen wie Viren (Janeway, 2005). Wie bereits erwihnt, handelt es sich
bei H. pylori aber primdr um einen extrazelluldren Keim. Dennoch konnten erst kiirzlich
erschienene Studien die Existenz intrazelluldrer Bakterien und auch deren aktive Invasion in
kultivierte Magenepithelzellen dokumentieren (Amieva et al., 2002). Die Wahrnehmung
dieser Nische konnte die Ineffektivitdt nicht zellgdngiger Antibiotika, und damit das hdufige
Versagen der Eradikationstherapie mit diesen Substanzen erklidren (Engstrand et al., 1997).
Die intrazelluldre Lokalisation des Keimes konnte eine Erkldrung fiir die starke zytotoxische

T-Zell Antwort und fiir die Th1 Polarisierung der T-Helfer Zell-Antwort sein.
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Wabhrscheinlich haben zytotoxische T-Zellen, &hnlich wie die NK-Zellen, -eine
,Helferfunktion® bei der Polarisierung der T-Zell Antwort inne. Bramford et al. konnten
zeigen, dal} zytotoxische T-Zellen einen groflen Anteil an der IFN-y Produktion in der H.
pylori-infizierten Magenschleimhaut {ibernehmen (Bamford et al.,, 1998). Durch diese
Zytokinproduktion konnten die zytotoxischen T-Zellen zu der Polarisierung der T-Zell
Antwort in Richtung Th1-Phinotyp beitragen.

B-Zellen

Bei der Infektion mit H. pylori wandern B-Lymphozyten in die Mukosa ein, aggregieren und
bilden kleinere Lymphfollikel mit Keimzentren. Sie sind flir die humorale Komponente der
Immunantwort zustidndig. Eine starke humorale Immunantwort gegen H. pylori kann im
Serum von infizierten Patienten nachgewiesen werden (Blanchard et al, 1999). Die
Immunglobulin-Subklassen IgG2a (charakteristisch flir eine Thl-Antwort) und IgGl
(charakteristisch fiir eine Th2-Antwort) (Toellner et al., 1998) konnen beide im Serum
nachgewiesen werden, wobei IgG2a jedoch liberwiegt (Bontkes et al., 1992; Mitchell et al.,
2001). In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, da3 die Infektion mit H. pylori
eine starke Infiltration von B-Lymphozyten und gleichzeitige Ausbildung von Lymphfollikeln
in der Magenschleimhaut verursacht. Fiir die Th2-Polarisierung charakteristische Zytokine
konnten jedoch in der Magenschleimhaut nicht nachgewiesen werden. Es stellt sich die Frage,
warum B-Zellen in der Magenmukosa so zahlreich vorhanden sind und ebenfalls funktionelle
Antikorper gegen H. pylori produzieren (Ferrero et al., 1997), obwohl das fiir ihre
Aktivierung notwendige Zytokin IL-4 fehlt.

Eine mogliche Erklarung dieses Phanomens ist, da} die Aktivierung der B-Lymphozyten nur
in geringem Mafle am Infektionsort selbst erfolgt. Es mull davon ausgegangen werden, dal3
die B-Zell-Aktivierung hauptsidchlich in den umliegenden Lymphknoten stattfindet (Friedl
und Brocker, 2002).

Ein anderer Erkldrungsansatz flir das zahlreiche Vorkommen der B-Zellen in der
Magenschleimhaut ist, da3 hier die B-Zellen-Aktivierung unabhidngig von T-Helfer-Zellen
stattfindet. Dies wiirde auch erkldren, warum in der Magenschleimhaut kein IL-4 gefunden
wurde. In den meisten Féllen ist fiir die Aktivierung von B-Zellen eine Interaktion dieser
Zellen mit T-Helfer Zellen notwendig. Einige Studien konnten jedoch zeigen, dal Menschen
mit Wiskott-Aldrich-Syndrom (Erkrankung des Immunsystems mit defekter humoralen
Immunitédt) und T-Zell-defiziente Méduse mehrere Antikorperklassen gegen verschiedenen
Antigene bilden kénnen (Liu et al., 1991; Bachmann und Zinkernagel, 1997). Diese Antigene
werden auch als Thymus-independent (TI-)-Antigene bezeichnet (Janeway, 2005). TI-
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Antigene sind in Lage, B-Zellen ohne Hilfe von T-Zellen zu aktivieren, so daB diese
proliferieren und Antikorper bilden. Ein Beispiel fiir ein TI-Antigen ist bakterielles LPS. LPS
bindet an das LPS-bindende Protein und bildet mit CD14 einen Komplex, welchen an TLR 4
auf der Oberfliche der B-Zellen bindet und diese dadurch aktiviert (Janeway, 2005).
Bekanntlich besitzt H. pylori als gram-negativer Keim LPS, eine Aktivierung der B-Zellen

ohne die Hilfe von T-Zellen wire also durchaus denkbar.

4.3 Regulatorische T-Zellen spielen eine Schltsselrolle bei der chronischen

Persistenz von H. pylori

Im Gegensatz zu anderen gastrointestinalen Pathogenen heilt eine Infektion mit H. pylori
nicht spontan aus, sondern persistiert als chronische Gastritis ohne addquate Therapie ein
Leben lang. Die Immunantwort des Menschen ist nicht in der Lage, den Keim zu eliminieren,
so daB eine chronische Infektion bestehen bleibt. Es stellt sich die Frage, warum das
Immunsystem diesen Keim nicht eliminieren kann, werden doch die meisten anderen
pathogenen Bakterien sehr wirksam bekdmpft. Immunisierungsexperimente in Tiermodellen
konnten zeigen, daB H. pylori eliminiert werden kann, wenn die von ihm eingeleitete Thl
Antwort geniigend verstiarkt wird (Ermak et al., 1998; Akhiani et al., 2002). Da aber die
eingeleitete Immunantwort auf den Keim nicht die geniligende Stérke erreicht, muss in
Betracht gezogen werden, dall H. pylori wahrscheinlich die Immunantwort herunterreguliert
und dadurch seiner Eliminierung entgeht.

Frithere Studien zeigen, daBl regulatorische T-Zellen bei verschiedenen mikrobiellen
Infektionen fiir die Suppression der Immunantwort von groBer Bedeutung sind (Belkaid und
Rouse, 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dall H. pylori eine starke regulatorische T-
Zell Antwort verursacht. Es ist erstmals gelungen regulatorischen T-Zellen anhand ihres
spezifischen Markers Foxp3 mittels Immunhistochemie in der H. pylori infizierten humanen
Magenschleimhaut direkt nachzuweisen. Durch Genexpressionsanalysen konnte eine starke
Induktion einer regulatorischen T-Zell Antwort bestdtigt werden. Ebenso konnte die Stérke
der regulatorischen T-Zell Antwort mit dem Vorhandensein der cagPAI assoziiert werden.
Foxp3" Treg Zellen infiltrieren die infizierte Magenmukosa. In der uninfizierten Schleimhaut
konnten keine Foxp3" Treg Zellen nachgewiesen werden, was darauf hinweist, daB H. pylori

das Einwandern der natiirlichen Treg Zellen in die gastrale Schleimhaut induziert. Die
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physiologische Relevanz dieser Ergebnisse wird deutlich, wenn man bedenkt, daf} bereits
wenige Tregs die Proliferation und Zytokinproduktion einer grofen Anzahl von T-
Effektorzellen in vitro hemmen konnen (bei einem Verhéltnis Treg/Teffector von 1:10,
Hemmung der Proliferation und Zytokinsekretion aus Effektorzellen um 60%) (Thornton und
Shevach, 1998).

Ebenso bestitigen Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe die Vermutung, dal
regulatorische T-Zellen in der Immunantwort auf H. pylori eine bedeutende Rolle einnehmen.
Maiuse, bei denen die regulatorischen T-Zellen mittels eines anti-CD25 Antikorpers in vivo
depletiert wurden, wiesen schon nach vier Wochen Infektion mit H. pylori eine wesentlich
stirkere Entziindung der Magenmukosa und eine deutlich verringerte bakterielle
Kolonisationsdichte auf, verglichen mit nicht-depletierten Tieren. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit Studienergebnissen der Arbeitsgruppe Rhagavan et al, die den Effekt der H.
pylori-Infektion in T-Zell-defizienten nu/nu Miusen untersuchte. In dieser Studie wurden
Lymphozyten aus Lymphknoten von Mausen isoliert und in T-Zell-defiziente nu/nu Mause
transferiert. AnschlieBend wurden die T-Zell-defizienten Mause mit H. pylori infiziert. Aus
gesunden Méusen wurden anschlieBend CD25-depletierte und nicht-depletierte T-Zellen in
Nacktmiuse transferiert. Tiere, die CD25-depletierte Zellen erhalten haben, entwickelten eine
deutlich stirkere Entziindung der Magenschleimhaut als Méause, die nicht-depletierte T-Zell
Populationen erhalten haben. Als Folge der verstirkten Inflammation in Tieren mit CD25-
depletierten T-Zellen war die bakterielle Kolonisationsdichte im Magen deutlich erniedrigt
(Raghavan et al., 2003).

Die durch H. pylori induzierte regulatorische T-Zell Antwort scheint die Magenschleimhaut
vor einer zu starken Immunantwort und dadurch verursachten Immunpathologien zu schiitzen.
Gleichzeitig begiinstigt dies jedoch die chronische Persistenz des Keims, da die durch
regulatortische T-Zellen gehemmte Immunantwort nicht ausreicht, den Keim zu eliminieren.
Von einem evolutiondren Standpunkt aus gesehen, stellt die Pathogenpersistenz

wahrscheinlich einen von Bakterium und Wirt eingegangenen Kompromiss dar.
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4.4 Vergleich der humanen und murinen H. pylori induzierten

Immunantwort

Um Unterschiede zwischen der humanen und murinen Immunantwort zu untersuchen, fand
das Infektionsmodell, in dem C57BL/6-Miuse mit dem H. pylori Stamm SSI1 infiziert
wurden, in unserer Studie Anwendung.

In dieser Arbeit konnte durch immunhistochemische Untersuchungen und
Genexpressionsanalysen festgestellt werden, dal3 die murine Immunantwort auf die Infektion
mit H. pylori der humanen Immunantwort sehr dhnlich ist. Mittels der Untersuchung von
Zytokinexpressionsprofilen in der murinen Magenmukosa konnte gezeigt werden, da3 es in
der Maus, genauso wie beim Mensch, liberwiegend zu einer Infiltration mit Th1-Zellen in die
Magenmukosa kommt. Ebenso konnte durch immunhistochemische Untersuchungen gezeigt
werden, dal3 trotz fehlender IL-4 Expression eine starke lokal-gastrale B-Zell Antwort beim
Menschen vorhanden ist.

Des weiteren konnen in der Maus ebenso H. pylori spezifische Antikorper IgG1 und I1gG2a
(bzw. IgG2c in der Maus, die dem humanen Subtyp IgG2a entsprechen) (Martin et al., 1998)
im Serum detektiert werden, was Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe bestitigen.
Obwohl in der Schleimhaut das Th2 spezifische Zytokin I1L-4 nicht dedektiert werden konnte,
zeigen die vorhandenen Antikorper, dall eine Th2 Immunantwort in der Maus genauso wie
beim Menschen vorhanden ist. Die Aktivierung der B-Zellen und somit die keimspezifische
Antikorperproduktion findet nicht am Infektionsort selbst statt, sondern in den sekundir
lymphatischen Organen. Eine Studie an Mausen konnte zeigen, dafl bei Tieren, die an
Autoimmungastritis erkrankt waren, IL-4 exprimierende CD4" T-Zellen und somit die
autoreaktiven Antikdrper bildenden Zellen, in Milz und gastralen Lymphknoten vorhanden
waren, jedoch nicht im Magen selbst (Katakai et al., 1998).

Beim Vergleich der beiden Immunantworten fallt dennoch ein wesentlicher Unterschied auf.
Im Gegensatz zum Menschen kommt es in der Maus infolge der Infektion nur zu einer
schwachen Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Magenschleimhaut. Ein
granulozytéres Infiltrat, das in irgendeiner Weise mit der granulozytiren Entziindungsreaktion
des Menschen vergleichbar wire, ist praktisch nicht vorhanden. Der wichtigste Vermittler der
granulozytiren Infiltration in die humane Magenschleimhaut ist das Chemokin IL-8
(Baggiolini et al., 1989), welches nach der Infektion mit H. pylori in grolen Mengen
ausgeschiittet wird (Yamaoka et al., 1996). Im Genom der Maus ist das /L-§ Gen, im

Gegensatz zum /L-8-Rezeptor-kodierendem Gen, nicht vorhanden. Wahrscheinlich ist das /L-
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8 Gen im Laufe der phylogenetischen Entwicklung der Mausspezies verloren gegangen (Modi
und Yoshimura, 1999). Eine kiirzlich erschienen Studie konnte in einem intestinalen
Infektionsmodell zeigen, daB3 IL-8 eine entscheidende Rolle bei der Granulozyteninfiltration
des Darmes spielt. Die intestinale Entziindungsreaktion auf die Infektion mit dem invasiven
Keim Shigella war bei Miausen, denen rekombinantes humanes IL-8 verabreicht wurde, von
einer starken granulozytiren Infiltration geprdgt. Méuse, denen kein rekombinantes IL-8
verabreicht wurde, konnten kein granulozytéres Infiltrat entwickeln (Singer und Sansonetti,
2004). Die fehlende Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten infolge einer H. pylori-
Infektion in die Magenschleimhaut ist damit aller Wahrscheinlichkeit nach in dem Fehlen des

fiir IL-8 kodierenden Gens begriindet.

4.5 Abhangigkeit der Immunantwort vom H. pylori Stammtyp

Zahlreiche Studien konnten zeigen, daB cagA4 -Stimme mit einem signifikant hoheren Risiko
fir schwere Gastritis, Atrophie, gastroduodenale Ulkuserkrankungen und distalem
Magenkarzinom assoziiert waren als cagA’-Stimme (Kuipers et al., 1995; Peek, Jr. et al.,
1995; Parsonnet et al., 1997; van Der Hulst et al., 1997). Ahnlicherweise fiihren im
Mausmodell Infektionen mit cagd™ H. pylori Stimmen nicht zur Entwicklung von starken
Entziindungsreaktionen, wohingegen cagd® Stimme eine stirkere Inflammation sowie
mukosale Schéden hervorrufen (Marchetti et al., 1995). Mehrere Gene der cagPAI kodieren
fiir ein Typ-IV Sekretionssystem, welches bakterielle Makromolekiile, darunter auch das
CagA-Protein in die Wirtszelle transloziert (Odenbreit et al., 2000). CagA interagiert mit
mehreren  intrazelluliren =~ Wirtsproteinen  und  hat  multiple  Effekte  auf
Signaltransduktionswege der Epithelzelle (Backert und Selbach, 2005). In die Zellen
transloziertes CagA stort die normale Funktion von "Tight Junctions", so daB die
Epithelbarriere permeabilisiert wird.

Uber den Einfluss des H. pylori-Stammtypes auf die einzelnen Effektorarme der innaten und
adaptiven Immunantwort konnte bisher noch keine genaue Aussage getroffen werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, welche Teile der innaten und adaptiven
Immunantwort auf H. pylori von CagA abhéngen.

Die histopathologische Evaluierung von Magenbiopsien mit verschiedenen Stammtypen
infizierter Patienten ergab einen eindeutigen Einfluss von CagA auf die Entstehung der

granulozytaren Infiltration in der Magenschleimhaut. Patienten, die mit einem cagA-
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negativen H. pylori-Stamm infiziert waren, wiesen vor allem niedrigradige bis moderate
Grade der granulozytiren Infiltration auf. Im Einklang mit fritheren Studien konnte in der
vorliegenden Arbeit bei Patienten, die mit einem cagd” H. pylori-Stamm infiziert waren, eine
starkere granulozytdre Infiltration beobachtet werden (Peek, Jr. et al., 1995; Yamaoka et al.,
1996). Die Ursache dieser stammabhingigen granulozytiren Infiltration ist die ebenfalls
cagA-abhingige Expression des wichtigsten Chemokins fiir Neutrophile IL-8 in
Magenepithelzellen (Peek, Jr. et al., 1995; Yamaoka et al., 1996). Microarray-Analysen aus
der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dal Magenepithelzellen eine Reihe von Chemokingenen,
darunter das Gen fiir IL-8, cagPAI-abhéngig hochregulieren. Stimuliert man die Epithelzellen
mit einem cagA’ H. pylori-Stamm, exprimieren diese wesentlich mehr IL-8 als Epithelzellen,
die mit einem cagPAIl-negativen H. pylori-Stamm (CagE-k.o.-Stamm) stimuliert wurden.
Passend hierzu zeigte die Untersuchung der IL-8 Expression in unserer Biopsiebank, daf3
cagA” H. pylori Stimme eine hohere IL-8 Expression in der Magenschleimhaut induzierten
als cagA™ Stamme. Da IL-8 das wichtigste Chemokin fiir Granulozyten ist, erklirt dies die
starke Abhdngigkeit der granulozytiren Infiltration von CagA.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB3 sich bei der Patientengruppe, die mit
einem cagA-positiven H. pylori Stamm infiziert sind, deutlich mehr CD4" T-Helfer-Zellen in
der Magenschleimhaut befinden als bei Patienten, die mit einem cagA4-negativen Stamm
infiziert sind. CD4" T-Zellen werden von APC, v.a. von dendritischen Zellen, aktiviert.
Analysen aus der eigenen Arbeitsgruppe konnten jedoch zeigen, dafl die Funktion von
dendritischen Zellen cagA-unabhéngig ist. DCs werden von H. pylori unabhingig vom
Vorhandensein der cagPAI aktiviert. So ist das Transkriptom der dendritischen Zelle bei
Stimulation mit einem cagPAI-positiven H. pylori Stamm praktisch identisch mit dem
Transkriptiom bei Stimulation mit einem isogenen cagPAl-Knockout Stamm (nicht
publizierte Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe). Obwohl das Transkriptionsprofil der
Epithelzelle also in hohem MaBe cagPAI-abhingig ist, sind die durch H. pylori ausgelosten
transkriptionellen Verdnderungen der DC unabhéngig von der cagPAl

Moglicherweise kann die verstirkte CD4" T-Zell Antwort bei Infektion mit einem CagA-
positiven H. pylori Stamm dadurch erklirt werden, dal CagA ein immunodominantes Antigen
ist, welches von APC erkannt und présentiert wird. Mehrere Studien konnten CagA-
spezifische CD4" T-Zell Klone aus dem Magen isolieren, deren Proliferation CagA-abhingig
ist (D'Elios et al., 1997a; D'Elios et al., 1997b; D'Elios et al., 1999). Die verstiarkte CD4 T-
Zell-Antwort war von einer verstirkten mukosalen Infiltration mit Makrophagen und B-

Lymphozyten, den Effektorzellen von Th1/Th2 Antworten, begleitet. Die Infektion mit einem
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CagA-positiven H. pylori Stamm ist stets von einer starken CagA-spezifischen humoralen
Immunantwort begleitet. Anti-CagA-spezifische Antikorper sind im Serum von Patienten, die
mit einem cagA” Keim infiziert sind, immer nachweisbar (D'Elios et al., 1997b). Es kommt
also offensichtlich zu einer klonalen B-Zell Expansion mit der Produktion von anti-CagA
Antikorpern. Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe konnten desweiteren zeigen, dafl
bestimmte Chemokine, wie zum Beispiel CCL-20 (MIP-30) in der infizierten
Magenschleimhaut cagA4-abhidngig vermehrt aus Epithelzellen ausgeschiittet werden. Da
CCL-20 ein potentes Chemoattraktant fiir B-Lmphozyten ist (Cook et al., 2000; Varona et al.,
2001), wire dies eine weitere mogliche Erklarung fiir die stirkere mukosale B-Zell-Antwort
bei Infektion mit einem cagd™ Stamm. Die starke B-Zell-Antwort trigt moglicherweise zur
antikorper-abhéngigen Aktivierung von Makrophagen bei (Ravetch und Bolland, 2001).

Als weitere cagA-abhingige Komponente der durch H. pylori induzierten Immunantwort
konnte in der vorliegenden Arbeit die regulatorische T-Zell Antwort identifiziert werden.
Durch Genexpressionsanalysen konnte eine starke Induktion einer regulatorischen T-Zell
Antwort bestitigt werden. Mittels quantitativer RT-PCR konnte gezeigt werden, dal3 bei
Patienten, die mit einem cagA4-positiven Stamm infiziert sind, eine deutlich hohere Foxp3
Expression vorliegt als Patienten die mit einem cagAd-negativen Stamm infiziert sind. Im
Mausmodell existiert in vivo eine natiirliche Selektion gegen cagd™ H. pylori-Stimme, die
eine starke Entziindungsreaktion verursachen (Philpott et al., 2002). Aus diesem Grund ist es
iberraschend, daB je nach Land 60-95 % der weltweit infizierten Individuen mit einem
cagA’-Stamm infiziert sind (Blaser und Atherton, 2004). Die starke regulatorische T-Zell
Antwort supprimiert die protektive anti-mikrobielle Th1-Antwort und kdnnte auf diese Weise

zu dem evolutiondrem Erfolg von cagd™ H. pylori Stimmen beitragen.

4.6 Modell der H. pylori induzierten Immunantwort

Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit und weiterer Ergebnisse
der Arbeitsgruppe ermoglicht ein besseres Verstindnis der durch H. pylori ausgeldsten
Immunitét. Abbildung 25, zeigt in welcher Weise die innate und adaptive Immunitét von H.
pylori beeinflusst wird, und welche Rolle das bakterielle T4SS hierbei spielt.

Zwei verschiedene Zelltypen, die Magenepithelzelle und APC, spielen bei der Induktion der
Immunantwort auf die Infektion mit H. pylori eine entscheidende Rolle. Primédren Kontakt hat

H. pylori mit der Magenepithelzelle. Die Epithelzelle reagiert auf diesen ersten Kontakt vor
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allem durch die Ausschiittung von Chemokinen. Hauptsidchlich werden Chemokine der
,CXC*“-Klasse ausgeschiittet, welche fiir die Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten verantwortlich sind. Die bedeutendste Rolle spielt in diesem Zusammenhang
das Chemokin CXCL-8 (IL-8), dessen Ausschiittung aus den Epithelzellen in starkem Maf3e
von der cagPAI abhingig ist. Genchip-Analysen aus der eigenen Arbeitsgruppe konnten
zeigen, dal} als einziges nicht-CXC-Chemokin ein Chemokin der ,,CC*-Klasse, nimlich CCL-
20, H. pylori-abhingig ausgeschiittet wird. Hierbei zeigte sich, dal die CCL-20 Expression
sehr stark durch die cagPAI induziert wird. CCL-20 vermittelt die Infiltration von T und B-
Zellen in die Magenmukosa. Auf diese Weise werden also ebenfalls Teile des adaptiven
Immunsystems cagA-abhiingig beeinflusst. In Ubereinstimmung hiermit konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dall bei Patienten, die mit einem cagA-positiven Stamm infiziert
waren, die T- und B-Zell Infiltration in der Schleimhaut verstirkt war, verglichen mit

Patienten, die mit einem cagA4-negativen Stamm infiziert waren.

Der Kontakt mit APCs, und hier vor allem mit dendritischen Zellen, ist fiir die Vermittlung
der adaptiven Immunitit von grofer Bedeutung. Dendritische Zellen prisentieren CD4" T-
Helfer Zellen bakterielle Antigene. Th-Zellen aktivieren wiederum B-Zellen und
Makrophagen. Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dafl die Aktivierung
der DC cagPAIl-unabhéngig geschieht. Nichts desto trotz konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, daf3 die Infektion mit einem cagA-positiven H. pylori Stamm im Gegensatz zu einem
cagA-negativen Stamm zu einer verstirkten Infiltration mit Zellen des adaptiven
Immunsystems fithrt. Mogliche Ursachen hierfiir sind einerseits, dal cagd die adaptive
Immunitit auf der Ebene der T-Helfer Zellen beeinflusst. CagA ist ein immunodominantes
Antigen. Die Infektion mit einem cagA-positiven H. pylori Stamm hat eine klonale Expansion
von cagA-spezifischen Th-Zellen zur Folge, was moglicherweise zu einer verstirkten
adaptiven Immunitét fiihrt (D'Elios et al., 1997a; D'Elios et al., 1997b; D'Elios et al., 1999).
Desweiteren beeinflusst CagA die Barrierefunktion von Epithelzellen, was auch zur
verstirkten adaptiven Immunantwort durch cagA4-positive Stammtypen beitragen konnte. In
die Zellen transloziertes CagA stort die normale Funktion von "Tight Junctions",
infolgedessen die Integritit der Epithelbarriere beeintrdchtigt wird (Amieva et al., 2003).
Durch diese aufgelockerte Epithelbarriere gelangen moglicherweise bakterielle Antigene
leichter in das subepitheliale Kompartiment. Dort werden die Antigene von APC
aufgenommen und prisentiert, wodurch die adaptive Immunantwort mdglicherweise verstérkt

initilert wird. Eine weitere Moglichkeit der cagPAI-abhingigen Einflussnahme auf die
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adaptive Immunitdt konnte durch die verstiarkte Anlockung von Granulozyten erklart werden.
Zellkontakt-vermittelt oder durch sezernierte Botenstoffe konnen Neutrophile die Funktion
von Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen und auch B-Zellen potenzieren (Nathan,

2006).
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Abbildung 25: Modell der H. pylori induzierten Immunantwort. Die cagPAI-abhiingigen Anteile sind durch rote Pfeile
gekennzeichnet: Die Epithelzelle reagiert nach stattgehabtem Kontakt mit H. pylori durch die Ausschiittung von
hauptséchlich ,,CXC*“ Chemokinen, welche fiir die Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler Granulozyten verantwortlich
sind. Die Ausschiittung dieser CXC-Chemokine erfolgt cagPAI abhéngig. Einige Gene in der cagPAI kodieren fiir ein Typ 4

Sekretionssystem (T4SS), welches bakterielle Makromolekiile in die Wirtszelle transloziert. Eines dieser translozierten
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Proteine, CagA, interagiert mit zahlreichen intrazelluliren Wirtsproteinen und hat multiple Effekte auf die
Signaltransduktiosprozesse in der Wirtszelle (Backert und Selbach, 2005). Als weiteres wichtiges Molekiil wird
Peptidoglykan (PG) in die Wirtzelle injiziert. PG wird durch NOD-1 erkannt, wodurch anschlieBend NF«B aktiviert und die
Sekkretion von IL-8 induziert wird (Keates et al., 1997). Als einziges nicht-CXC-Chemokin wird durch H. pylori die
Expression von CCL-20 induziert. CCL20, ein Chemokin der ,,CC“-Klasse, wird ebenfalls cagPAl-abhéngig exprimiert.
CCL-20 vermittelt die Infiltration von T und B-Zellen in die Magenmukosa. Bakterielle Antigene werden von APCs, vor

allem von DCs aufgenommen und an CD4" T-Helfer Zellen prisentiert. Die Aktivierung der DCs geschieht cagPAI-
unabhingig. Th-Zellen aktivieren B-Zellen und Makrophagen. CagA als immunodominantes beeinflusst Antigen die

adaptive Immunitét auf der Ebene der T-Helfer Zellen. Die Infektion mit einem cagAd-positiven H. pylori Stamm hat eine
klonale Expansion von cagA-spezifischen Th-Zellen zur Folge. CagA beeiflusst die Barrierefunktion von Epithelzellen. In
die Zellen transloziertes CagA stort die normale Funktion von "Tight Junctions", infolgedessen die Integritit der
Epithelbarriere beeintrichtigt wird. Durch diese aufgelockerte Epithelbarriere gelangen bakterielle Antigene auf leichtere
Weise in das subepitheliale Kompartiment. Die cagPAI spielt bei der Aktivierung zytotxischer T-Zellen und NK-Zellen keine
Rolle. DC: dendritische Zelle, NG: neutrophiler Granulozyt, NK: natiirliche Killerzelle, CDS": zytotoxische T-Zelle, CD4":
T-Helfer Zelle, B: B-Lymphozyt, M®: Makrophage, T4SS: Typ 4 Sekretionssystem, PG: Peptidoglykan.
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5. Zusammenfassung

Die Entdeckung von Helicobacter pylori vor liber 20 Jahren durch Warren und Marshall hat
nicht nur das Verstindnis der gastralen Physiologie, sondern auch die klinische
Gastroenterologie, nachhaltig verdndert (Warren JR und Marshall BJ, 1983; Marshall und
Warren, 1984). Obwohl nur 10-20 % der infizierten Personen klinisch fassbare Folgeleiden
entwickeln, ist eine Infektion mit H. pylori fiir den betrdchtlichen Anteil der weltweiten
Morbiditdt und Mortalitdt im Bereich der Gastroenterologie verantwortlich. Die Infektion ist
die Hauptursache fiir die Entstehung von peptischen Ulzera sowie des Magenkarzinoms und
des MALT-Lymphoms (Parsonnet et al., 1991; Uemura et al., 2001; Suerbaum und Michetti,
2002). Die durch H. pylori induzierte Entzliindung und die darauthin eingeleitete
Immunantwort spielt fiir die Entstehung gastraler Pathologie und wahrscheinlich fiir die
Karzinogenese eine entscheidende Rolle (Fox et al., 2000). Frithere Studien konnten zeigen,
dall im murinen Modell die T-Zell-vermittelte Immunantwort der essentielle Mediator der H.

pylori-assoziierten Karzinogenese ist (Eaton et al., 1999; Roth et al., 1999; Fox et al., 2000).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Anteile der durch H. pylori induzierten
Immunantwort systematisch charakterisiert. An einer vorhandenen Magenbiopsiebank wurden
histologische und molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt. Bei iiber 100 Patienten
wurden mittels immunhistochemischer Farbungen leukozytdre Subpopulationen (T-Helfer-
Zellen, zytotoxische T-Zellen, B-Lymphozyten, NK-Zellen, Makrophagen und regulatorische
T Zellen) in der H. pylori-infizierten Magenmukosa nachgewiesen und quantitativ
charakterisiert. Ebenso wurden die fiir die einzelnen Effektorzellantworten charakteristischen
Zytokinprofile durch TagMan RT-PCR quantifiziert. B-Lymphozyten, CD4" und CD8" T-
Zellen reprasentieren den grofiten Teil des entziindlichen Infiltrats, wohingegen nur eine
geringe Infiltration von Makrophagen und NK-Zellen beobachtet werden kann. Die
quantitative Untersuchung der Zytokin-Expressionsprofile in der Magenschleimhaut im
Rahmen der vorliegenden Studie zeigte, dall es zu einer liberwiegenden Infiltration von Thl-
Zellen in die H. pylori-infizierte Magenschleimhaut kommt. TagMan RT-PCR Analyse
zeigte, dall die Gene fiir IL-12Rp und IFNy in der infizierten Magenschleimhaut stark

exprimiert waren, wohingegen die IL-4 Expression nur sehr gering war.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des bakteriellen Typ-IV

Sekretionssytem (T4SS) auf die Immunantwort evaluiert. Das T4SS wird von den Genen auf
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der cag Pathogenititsinsel kodiert. Ein Markergen der cagPAI ist das cagd Gen. Zahlreiche
Studien konnten zeigen, daB cagd® H. pylori Stimme mit einer stirkeren
Entziindungsreaktion assoziiert waren als cagA™ Stimme (Cover et al., 1990; Crabtree et al.,
1991; Blaser et al., 1995; Kuipers et al., 1995; Parsonnet et al., 1997; van Der Hulst et al.,
1997). Es ist bisher jedoch nicht klar, welche zelluliren Anteile der innaten und adaptiven
Immunantwort davon betroffen sind. Zu diesem Zweck wurde bei allen in diese Studie
eingeschlossenen Patienten der bakterielle Stammtyp mittels PCR aus Magengewebe
bestimmt. In anschlieBenden Assoziationsstudien wurde der EinfluB von cagd auf die
einzelnen Anteile der spezifischen und unspezifischen Immunantwort untersucht. Es zeigte
sich ein deutlicher Einfluss von CagA auf die Entstehung der granulozytiren Infiltration in
der Magenschleimhaut. Patienten, die mit einem cagAd-negativen H. pylori-Stamm infiziert
waren, wiesen vor allem niedrigradige bis moderate Grade der granulozytiren Infiltration auf,
wihrend bei Patienten, die mit einem cagd™ H. pylori-Stamm infiziert waren, eine stirkere
granulozytédre Infiltration beobachtet werden konnte (Peek, Jr. et al., 1995; Yamaoka et al.,
1996). Eine mogliche Ursache hierfiir ist, daf es in der Magenepithelzelle zur Ausschiittung
von CXC-Chemokinen in cag4-abhingiger Weise kommt.

Desweiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, da3 bei Patienten, die mit
einem cagA-positiven H. pylori Stamm infiziert sind, deutlich mehr CD4" T-Helfer-Zellen,
Makrophagen und B-Lymphozyten die Magenschleimhaut infiltrieren als bei Patienten, die
mit einem cagA-negativen Stamm infiziert sind. Eine mdogliche Erkldrung hierfiir ist, dal3
CagA als ein stark immunodominantes Antigen fungiert. Frithere Studien zeigten bereits, dafl
es im Rahmen der Infektion zur klonalen Expansion von CagA-spezifischen CD4" T-Zellen
(D'Elios et al., 1997a; D'Elios et al., 1997b; D'Elios et al., 1999) und B-Zellen kommt, was die
Produktion von anti-CagA Antikdrpern zur Folge hat.

In dritten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal H. pylori neben der
proinflammatorischen Antwort auch die Infiltration der Magenschleimhaut mit
regulatorischen T-Zellen ausldst. Unter den CD4 " T-Zellen existieren mehrere Untergruppen
mit regulatorischen Eigenschaften, darunter die regulatorischen Trl-Zellen, die Th3-Zellen
und die CD4"/CD25" Treg-Zellen (Thompson und Powrie, 2004). Die kiirzliche Entdeckung
des Transkriptionsfaktors Foxp3 als sehr spezifischen Marker von CD4'/CD25"
regulatorischen T-Zellen (Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003) ermdglicht einen direkten und
spezifischen Nachweis dieses Zelltyps in der Magenmukosa. Mittels Immunhistochemie

konnte erstmals eine Infiltration regulatorischer T- (Treg-) Zellen infolge der H. pylori
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Infektion dargestellt werden. Desweiteren wurde mittels RT-PCR-Analyse die gastrale Foxp3
Expression bei infizierten (n= 65) und nicht-infizierten Patienten (n= 43) quantifiziert. Es
zeigte sich, daB es im Verlauf der H. pylori-Infektion zu einer stark erhohten Foxp3
Expression kommt. In parallelen Versuchen der Arbeitsgruppe konnte in einem murinen
Treg-Depletionsmodell gezeigt werden, da3 diese durch H. pylori induzierte Treg Antwort die
gastrale Inflammation supprimiert und dadurch vor der Entstehung ausgepréigter
Immunpathologie schiitzt. Gleichzeitig begiinstigt jedoch die Hemmung der Immunantwort
die bakterielle Kolonisation und Persistenz. Interessanterweise zeigte sich, dal bei Patienten,
die mit einem cagA4-positiven Stamm infiziert waren, eine deutlich héhere Foxp3 Expression
vorliegt, als Patienten, die mit einem cagAd-negativen Stamm infiziert waren, was zum
evolutioniren Erfolg von cagA™ H. pylori Stimmen beitragen kénnte.

Abschliefend wurde im vierten Teil der Arbeit die murine mit der humanen Immunantwort
auf die Infektion mit H. pylori verglichen. Die Maus stellt einen wichtigen Modellorganismus
fiir die Untersuchung der anti-mikrobiellen Immunantwort dar. C57BL/6 Méuse wurden mit
H. pylori infiziert und iiber einen Zeitraum von sechs Monaten beobachtet. Die zeitliche
Dynamik der Inflammation wurde auf zelluldrer Ebene und auf Zytokinebene im Mausmodell
analysiert. Die zelluldren Bestandteile der Immunantwort, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen wurden mittels immunhistochemischer Farbungen
dargestellt. Die Zytokinantwort wurde mehrere Monate nach der Infektion mittels
quantitativer TagMan RT-PCR analysiert. Der systematische Vergleich der humanen mit der
murinen Immunantwort im Magen ergab groBe Ahnlichkeiten der beiden Immunantworten.
Bei C57Bl/6 Miausen kommt es, ebenso wie beim Menschen, zu einer Thl Polarisierung der
Immunantwort. Im Unterschied zum Menschen konnte jedoch bei der Maus keine
granulozytire Infiltration in die Magenmukosa beobachtet werden. Dies ist

hochstwahrscheinlich Folge einer Deletion des /-8 Gens im Genom der Maus.
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