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1. Einleitung
1.1. Helicobacter pylori - Epidemiologie, Pathogenese und klinische Relevanz

1.1.1. Die Entdeckung von H. pylori

Im Jahr 2005 wurden Barry Marshall und Robin Wartren fir die Entdeckung des
Magenkeims Helicobacter pylori (H. pylori) mit dem Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin
ausgezeichnet. Schon Anfang der 1980-er Jahtre hatten die beiden australischen Mediziner
postuliert, dass es ein Bakterium gebe, welches an die im Magen herrschenden Bedingungen
adaptiert sei und beim Menschen zu einer Entziindung der Magenschleimhaut fithren kénne
(Watren and Marshall, 1983). Warren war aufgefallen, dass etwa die Hilfte aller Biopsien der
Magenschleimhaut, die er als Pathologe untersuchte, von kleinen s-férmigen, Campylobacter-
dhnlichen Bakterien besiedelt war. Die Keime traten vor allem im Antrum des Magens auf und
tberall dort, wo die Bakterien zu finden waren, gab es Anzeichen einer Entziindung der
Schleimhaut (Watren and Marshall, 1983). Es gelang den beiden Wissenschaftlern die Keime
zu isolieren und im ILabor zu kultivieren. In einer zweiten Arbeit konnten Warren und
Marshall bereits ein Jahr spiter eine Assoziation der Infektion mit Magen- und
Duodenalulzera nachweisen (Marshall and Watren, 1984).

Dennoch wat es zunichst fur die beiden Wissenschaftler schwer, die Fachwelt von der
bedeutenden Rolle des Bakteriums zu tiberzeugen. Die These ,.keine Sdure — kein Ulkus* war
zu sehr in den Képfen der Arzte und Wissenschaftler verwurzelt. Es war nicht vorstellbar,
dass ein Bakterium in der Ulkusentstehung eine entscheidende Rolle spielen kénnte. Zum
endgiiltigen Beweis der Pathogenitit des Keimes und der Erfillung des dritten Koch’schen
Postulates startete Marshall einen Selbstversuch. Er trank die Bakterienlésung und entwickelte
innerhalb weniger Tage eine akute Gastritis, die histologisch nachgewiesen wurde und
tatsdchlich auf die Besiedlung der Magenschleimhaut durch die Keime zuriickzufithren war
(Marshall et al., 1985). Zunichst wurde der gramnegative Keim det Campylobacter-Familie
zugeordnet. In phylogenetischen Analysen stellte sich jedoch heraus, dass sich das Bakterium
wesentlich von den tbrigen Campylobacter-Spezies unterschied. Deshalb wurde 1989 ein neuer
Genus geschaffen: Helicobacter (Owen, 1998). Der Keim wurde in Helicobacter pylori (H. pylori)
umbenannt (Goodwin and Armstrong, 1990). Zu diesem Zeitpunkt waren nur zwei
Helicobacter-Spezies bekannt, Helicobacter pylori und Helicobacter mustelae. Inzwischen umfasst das
Genus Helicobacter mehr als 20 Spezies (Owen, 1998). Heute wird ein &4thiologischer
Zusammenhang zwischen der H. pylori-Infektion und der Entstehung peptischer Magen- und

Duodenalulzera sowie Neoplasien des Magens als selbstverstindlich erachtet.
H. pylor: ist unter dem Lichtmikroskop sichtbar. Es ist ein ca. 2-4 Wm langes s-férmiges,

gramnegatives Bakterium mit ein bis drei helixartigen Drehungen. Typischerweise besitzt der
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Keim an einem Pol vier bis sechs Flagellen, die thm eine aktive Fortbewegung ermdglichen
(Dunn et al., 1997). H. pylori kann sich bei periplasmatischen pH-Werten zwischen 6,0 und 8,0
vermehren, der optimale pH fiir das Wachstum liegt bei 7,0 (Scott et al., 1998). Der Keim
kann weder unter zu sauren (pH<4,0) noch unter zu alkalischen (pH>8,2) Bedingungen
wachsen. Um sich im sauren Magen ein neutrales pH-Optimum zu schaffen und damit ein
Uberleben zu ermdglichen, setzt das Bakterium das Enzym Urease ein (Sachs et al., 2003).
Dieses Enzym setzt Harnstoff zu Ammoniak (NH3) und Kohlenstoffdioxid (COz) um. Utrease
ist Uberwiegend intrazelluldr lokalisiert. Bei neutralen pH-Werten der Umgebung ist die
Aktivitit der Urease gering. Befindet sich der Keim jedoch im sauren Milieu, nimmt die
Aktivitit um ein Vielfaches zu. Dabei wird der pH-abhingige Harnstoffkanal (Urel) durch
Protonierung getffnet, was zu einer deutlichen Steigerung der Membranpermeabilitit fiir
Harnstoff fihrt (Weeks et al., 2000). Harnstoff gelangt in das Zytoplasma und kann dort
dutch Utrease zu NH3 und CO; gespalten werden. Das apolare Ammoniak gelangt in das
bakterielle Periplasma und in die duBlere Umgebung des Bakteriums und puffert die
Magensiure ab. Dies erméglicht dem Keim im sauren Magenmilieu zu tbetleben und
lebenslang zu persistieren.

Beste Wachstumseigenschaften 7n vitro zeigt Helicobacter pylori auf einem bluthaltigen
Nihrmedium unter mikroaerophilen Bedingungen in einer Atmosphire mit 5% Sauerstoff,

5-10% Kohlenstoffdioxid und 85% Stickstoff bei 37°C (Owen, 1998).

1.1.2. Epidemiologie

Die Infektion mit H. pylori kommt weltweit vor und betrifft alle Bevolkerungsgruppen.
Etwa 50% der Weltbevolkerung sind mit dem Bakterium infiziert, dabei gibt es groGe
Unterschiede in der Privalenz der H. pylori-Infektion zwischen Industrienationen und
Entwicklungslindern. Man geht in Entwicklungslinder bei Erwachsenen von einer Privalenz
von 80-90% aus, wihrend in den entwickelten Lindern die Infektionsrate in den letzten
Jahrzehnten auf bis zu 10-20% gesunken ist (Exrnst et al., 2000).

In entwickelten Lindern ist die Infektionsrate innerhalb einer Population deutlich
abhingig von der untersuchten Altersgruppe: Bei dlteren Menschen ist die Privalenz der
H. pylori-Infektion am héchsten. Dies liegt vor allem daran, dass die Infektion bei Kindern
immer meht abnimmt. Die Infektion mit dem Keim erfolgt Gberwiegend im Kindesalter,
meist nach dem ersten und vor dem flnften Lebensjahr, und der Keim persistiert in den
meisten Fillen lebenslang (Rothenbacher and Brenner, 2003). Die Infektionsrate bzw.
Reinfektionsrate nach erfolgreicher Helicobacter-Eradikation in entwickelten Lindern liegt bei
Erwachsenen deutlich unter 1% pro Jahr. Die Infektion tritt gehduft bei Kindern aus Familien

mit niedrigem sozioSkonomischem Status auf. Dichtes Zusammenleben, mangelnde Hygiene
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und niedriger Bildungsstand sind mit einer hohen Infektionsrate assoziiert (Frenck, Jr. and
Clemens, 2003; Malaty, 2007).

Die Ubertragung von H. pylori erfolgt vor allem oral-oral von Mensch zu Mensch,
insbesondere von Mutter zu Kind. Auch eine fikal-orale Uberttagung ist prinzipiell moglich,
hat aber wahrscheinlich eine cher untergeordnete epidemiologische Bedeutung (Megraud,
1995). In den entwickelten Lindern nimmt die Durchseuchungsrate immer mehr ab. So ist bei
Kindern deutscher Nationalitit, die auch in Deutschland geboren wurden, die Privalenz der
H. pylori-Infektion mit 2-5% sehr niedrig (Rothenbacher and Brenner, 2003). In
Entwicklungslindern ist die Pridvalenz bei Kindern dagegen nach wie vor sehr hoch und
betridgt zum Beispiel in Gambia bei 5-jihrigen Kindern sogar 95% (Frenck, Jr. and Clemens,
2003).

1.1.3. Die klinische Relevanz von H. pylori

Die klinische Konsequenz einer Infektion mit H. pylori variiert stark und wird sowohl
dutch mikrobielle als auch durch wirtsspezifische Faktoren und Umweltfaktoren beeinflusst
(Suerbaum and Michetti, 2002; Ernst et al., 2000). Die gastroduodenalen Erkrankungen, die
mit einer Infektion in Verbindung gebracht werden, reichen von ciner harmlosen Gastritis bis
hin zum Ulkus, Magenkarzinom und MALT-Lymphom.

Im Gegensatz zu anderen bakteriellen Infektionen im Magen-Darm-Trakt heilt eine
Infektion mit H. pylori meist nicht spontan aus, sondern persistiert ohne Therapie ein Leben
lang als chronische Antrum- oder Pangastritis. 80-90% dieser Patienten werden jedoch nie
Symptome entwickeln und die Entzindung der Mukosa kann nur histologisch nachgewiesen
werden (Suerbaum and Michetti, 2002). Eine akute H. pylori-Infektion wird in der Regel nicht
erkannt, denn die meisten Patienten ignorieren die kurzzeitigen Symptome wie Ubelkeit oder
Erbrechen. 10-20% der Infizierten entwickeln jedoch gastrointestinale Erkrankungen
(Abbildung 1).
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Asymptomatisch

a / bei 80-90% der Infizierten
H. pylori
Antrum Ulcus duodeni
pradominante 2-10% der Infizierten
Gastritis
N | Chron. %Ie 1
ormale Gastriti
— astritis I riculi
Magenmukosa bei 100% der Séure | gf(';'f ventricull
Infizierten \ Korpus

pradominante

Gastritis \ Atrophie /

Magen-
intestinale  —®  Kainom
Mataplasie < 1% der Infizierten

MALT Lymphom

< 1% der Infizierten

Jahrzehnte

Abbildung 1: Natiirlicher Verlauf der H. pylori-Infektion und Lebenszeitrisiko fiir
verschiedene gastrointestinale Erkrankungen: Alle H. pyloti-infizierten Personen entwickeln
eine chronische Gastritis. Diese verlauft bei 80-90% der Infizierten asymptomatisch. Je nach Lokalisation der
Gastritis  im Magen wund dem  individuellen  Vermigen zur Magensinresekretion  entwickeln  sich
unterschiedliche Krankbeitsbilder. 2-10% der Infizierten entwickeln im Laufe ibres Lebens ein Ulcus duodeni
(vorwiegend solche Personen, die viel Sdure produzieren und demzufolge eine Antrum-pridominante Gastritis
haben). Personen mit Hypochlorhydrie hingegen entwickeln héufiger eine Korpus-pridominante Gastritis und
haben ein erbibtes Risiko zur Entwicklung eines Ulens ventriculi und eines Magenkarzinoms. Bei weniger als

1% der infizierten Personen entstebt ein MALT-Lymphom.

Die Infektion mit H. pylorz fihrt bei allen betroffenen Personen zu einer chronischen
Entziindung der Magenschleimhaut, deren Ausmal} und Lokalisation jedoch stark variieren
kann. H. pylori ist fir die Mehrzahl der duodenalen und gastralen Ulzera verantwortlich. Circa
95% aller Duodenalulzera und 70% der Magenulzera entstehen auf dem Boden einer
Infektion mit H. pylori (Rothenbacher and Brenner, 2003). Das Lebenszeitrisiko, peptische
Ulzera zu entwickeln, liegt bei H. pylori-positiven Patienten zwischen 3% in den USA und 25%
in Japan (Rothenbacher and Brenner, 2003; Suerbaum and Michetti, 2002). Die Eradikation
des Keimes fiihrt zu einer starken Abnahme det H. pylori-assoziierten peptischen Ulzera. Fiir
die klinischen Folgen der Entzindung sind auch die Lokalisation der Gastritis und die
individuelle Fahigkeit des Wirtes zur Magensduresekretion entscheidend.

Bei Patienten mit hoher Sdutesckretion kommt es vor allem zur Kolonisation des
Magenantrums. Die hohe Sdureproduktion der im Magenkorpus gelegenen Parietalzellen

verhindert eine Korpusbesiedlung und scheint hierbei ausschlaggebend fiir die Entstehung
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einer Antrum-pridominanten Gastritis zu sein. Die Antrumgastritis fordert eine
Hypergastrinimie, was wiederum eine vermehrte Sekretion von Magensiure mit sich bringt.
Die hohe Sduresekretion wiederum férdert die Entstehung von duodenalen Ulzera.

Bei Patienten mit getinger Sdureproduktion kommt es im Gegensatz dazu hiufiger zu
einer Korpusgastritis. Die Korpus- oder Pangastritis ist mit einem erhéhten Risiko zur
Entstehung eines Magenkarzinoms assoziiert (Lai and Sung, 2007; El-Omar et al., 2001).
Magenkrebs ist weltweit einer der hiufigsten Karzinomtypen und die zweithdufigste
krebsassoziierte Todesursache (Suerbaum and Michetti, 2002). Die Entdeckung von H. pylori
revolutionierte das Verstindnis dieser Neoplasie, die inzwischen als Paradigma fiir ein
infektionsassoziiertes, chronisch entzundlich vermitteltes Karzinom steht.

Metaanalysen zeigten, dass im weltweiten Mittel bei H. pylori-infizierten Personen das
Risiko, ein Magenkarzinom zu entwickeln, um etwa das Zweifache gegeniiber nicht-infizierten
Personen erhoht ist (Odds Ratio 1,92-2,56; 95% KI) (Lochhead and El-Omar, 2007). Man
muss sogar davon ausgehen, dass die meisten Studien die Bedeutung von H. pylori fur die
Entstehung des Magenkarzinoms unterbewerten. Dem Magenkarzinom vom intestinalen Typ
gehen in der Regel histopathologische Verinderungen, wie Atrophie und intestinale
Metaplasie, voraus (Fox and Wang, 2007). Diese Verinderungen der Mikroumgebung im
atrophischen Magen hemmen das Wachstum von H. pylri und fithren schlieBlich zur
Eliminierung des Keimes (Rad et al., 2000b). Daher ist H. pylori und damit auch die Bildung
von Immunglobulinen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung des Magenkarzinoms nicht immer
nachweisbar, obwohl die Kolonisation mit dem Bakterium tiber Jahrzehnte bestand und die
damit verbundenen pathophysiologischen Verinderungen schlieBllich zum Karzinom fihrten.

In sorgfiltig durchgefiihrten Studien, die zusitzliche, verfeinerte Nachweismethoden fiir
H. pylori beriicksichtigen, wurde ein bis zu 21-fach erhdhtes Risiko zur Entwicklung eines
Non-Cardia Magenkarzinoms bei Nachweis einer aktuellen oder fritheren H. pylori-Infektion
gezeigt (Ekstrom et al., 2001; Brenner et al., 2004; Brenner et al., 2004). Bei diesen Studien
wurden zusitzlich Antikérper gegen CagA IgG, die linger nachweisbar sind als das
routinemifig angewandte anti-H. pylori IgG, bestimmt.

1994 wurde H. pylori durch die ,International Agency for Research on Cancer” als
Karzinogen der Klasse 1 eingestuft IARC, 1994). Epidemiologische Studien zeigten, dass eine
Infektion mit H. pylori die Entstehung des distalen Magenkarzinoms (non-cardia cancer) vom
intestinalen, wie auch vom diffusen Typ férdert. Die Entstehung der Cardia-Karzinome ist bei
Infektion mit H. pylori jedoch nicht erthSht (Lochhead and El-Omar, 2007).

In Deutschland, wie auch in anderen entwickelten Lindern, war in den letzten
Jahtzehnten parallel zur Abnahme der H. pylori-Infektionsrate auch eine stetige Abnahme der
Inzidenz des Magenkarzinoms zu beobachten. In Lindern mit einer hohen Infektionsrate ist

die Inzidenz des Magenkarzinoms jedoch weitethin hoch (Brenner et al, 2004). In
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prospektiven Studien wurde gezeigt, dass die Eradikation des Keimes das Risiko zur
Entstehung eines Magenkarzinoms senkt (Uemura et al., 2001). Ebenso kann das Risiko des
Wiederauftretens von endoskopisch resezierten Magenfrithkarzinomen gesenkt werden
(Suerbaum and Michetti, 2002).

Neben dem Magenkarzinom erhdht eine Infektion mit H. pylori auch das Risiko, ein
gastrales MALT-Lymphom zu entwickeln. Zwischen 72 und 98% der Patienten mit MALT-
Lymphomen sind mit H. pylori infiziert (Suerbaum and Michetti, 2002). Die Eradikation des
Keimes allein bewirkt bei 70-80% der Patienten eine Regression des gastralen MALT-
Lymphoms. Bei den Patienten, deren Lymphome bei H. pylori-Eradikation persistieren, finden
sich in der Regel bestimmte genetische Verdnderungen, wie beispielsweise die Translokation
t(11;18)(q21;921) (Lochhead and El-Omar, 2007). Mehr als 60% der Patienten mit
niedriggradigem MALT-Lymphom, die nach FEradikation von H. pylri eine komplette
histologische Remission erreichen, bleiben dauerhaft in kompletter histologischer Remission
(Wundisch et al., 2005).

Neben gastroduodenalen Erkrankungen wird die H. pylori-Infektion auBlerdem mit
verschiedenen extra-gastralen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Diskutiert wird eine
Reihe von Krankheiten, die das kardiovaskuldre, hepatobilidre, dermatologische,
immunologische und himatologische System betreffen. Fiir die meisten dieser Erkrankungen
ist der Zusammenhang mit der H. pylori-Infektion jedoch nicht eindeutig gekldrt und wird
kontrovers diskutiert. Gut nachgewiesen ist jedoch die Assoziation der Infektion mit der
Idiopathischen Thrombozytopenischen Purpura (ITP) sowie der unerklirten Eisenmangel-
andmie. Die ITP ist charakterisiert durch die Bildung von Autoantikérpern gegen
Thrombozytenantigene, was zu einer Zerstérung dieser Thrombozyten fithrt. Eine kirzlich
verbffentlichte Studie zeigte bei H. pylori-infizierten Patienten mit I'TP eine Kreuzreaktion von
anti-CagA-Antikérpern mit Thrombozytenantigenen. Anti-CagA-Antikérper binden bei dieser
Erkrankung zwei Thrombozytenantigene, wihrend sie bei gesunden Personen nur ein Antigen
erkennen (Franceschi et al., 2004; Franceschi and Gasbarrini, 2007). Von klinischer Bedeutung
ist, dass bei einem Teil der Patienten mit I'TP die Eradikation von H. pylori zu einem Anstieg
der Thrombozytenzahl fithrt (Franceschi and Gasbarrini, 2007).

Die ungeklirte Eisenmangelandmie ist eine weitere hdmatopoetische Erkrankung, die
moglicherweise im Zusammenhang mit einer H. pylori-Infektion steht (Rad et al., 2006¢). Es
wurden verschiedene Mechanismen zur Entstehung der H. pylori-assoziierten Eisen-
mangelandmie vorgeschlagen (Franceschi and Gasbarrini, 2007). So koénnte die Anidmie
einerseits dutch die chronische Entzindung bedingt sein, anderseits fithrt die H. pylori-
Infektion zu einer Abnahme des intragastralen Ascotrbinsdurespiegels und zu einer
verringerten  Sdureproduktion. Beides sind wichtige Faktoren fiir die effiziente

Eisenresorption. Von klinischer Relevanz ist, dass ein Teil der Patienten mit unerklirter
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Eisenmangelanimie von der H. pylori-Eradikation profitiert (Franceschi and Gasbarrini, 2007;
Cardenas et al., 2000).

1.1.4. Die Virulenzfaktoren von H. pylori

Das Ausmal3 der klinischen Manifestation einer Infektion mit H. pylorz kann stark variieren
(Fox and Wang, 2007). Die Entstehung von gastroduodenalen Erkrankungen ist vor allem
vom H. pylori-Stamm und den damit verbundenen Pathogenitits- bzw. Virulenzfaktoren des
Bakteriums abhingig. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht wichtiger Virulenzfaktoren von H. pylori

und deren Funktion.

Tabelle 1: Die Virulenzfaktoren von H. pylori und deren Funktion

Virulenzfaktoren Funktion

Flagellen Beweglichkeit des Bakteriums

Utrease Pufferung von Magensiure

cag-Pathogenititsinsel Kodiert fiirr Typ IV Sekretionssystem

Adhisine: BabA, SabA, AlpA, AlpB, Adhision des Bakteriums an die Oberfliche von Zielzellen

HopZ, HopH (OipA)
Vakuolisierendes Zytotoxin (VacA) Zytotoxische Wirkung auf das gastrale Epithel; Hemmung

der Leukozytenproliferation; Hemmung der Phagozytose

in Makrophagen
Katalase, Superoxid-Dismuthase Schutz des Bakteriums vor oxidativen Schiden
Neutrophil Activating Protein Aktivierung neutrophiler Granulozyten

(NapA)

Nach der oralen Aufnahme miissen die Bakterien fiir kurze Zeit im sauren Milieu des
Magenlumens tberleben, bevor sie das fast neutrale Milieu des epithelnahen Magenschleims
erreichen. Hierbei helfen den Keimen zum einen die Flagellen, die eine eigene Bewegung
erméglichen, und zum anderen das Enzym Urease, das fir eine pH-neutrale Umgebung sorgt
(Suerbaum and Michetti, 2002).

H. pylori kann mit Hilfe verschiedener Adhisionsmolekile an die Epithelzellen binden.
Der durch Adhision vermittelte Kontakt zwischen Bakterium und Wirtszelle ist eine
Voraussetzung fiir weitere pathogene Prozesse. Das am besten charakterisierte Adhisin ist das
,outer-membrane” Protein BabA, das an Lewis B (Leb) Blutgruppenantigene auf der
Oberfliche von Epithelzellen bindet (Ilver et al, 1998). Etwa 65% der in Deutschland

vorkommenden H. pylori-Stimme exprimieren BabA. In verschiedenen Studien konnte gezeigt
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werden, dass BabA mit der Entstehung von H. pylri-induzierten Ulzera und Karzinomen
assozilert ist (Rad et al., 2002; Suerbaum and Michetti, 2002). Ein Teil der H. pylori-Stimme
sezerniert das vakuolisierende Zytotoxin VacA. VacA ist ein porenbildendes Protein, das
vakuolisierende Effekte auf verschiedene Zelllinien hat (Fox and Wang, 2007). Die
Vakuolisierung erhéht die transzelluldre Permeabilitdt und fihrt zur verstirkten Freisetzung
von Bicarbonat, organischen Anionen und Harnstoff, was 2zu besseren Wachstums-
bedingungen fiir den Keim beitrdgt. VacA-positive Stimme koénnen in den betroffenen Zellen
Apoptose auslésen (Suerbaum and Michetti, 2002) und hemmen auBlerdem die T-Zell-
Proliferation (Gebert et al., 2003). In westlichen Lindern ist die Infektion mit H. pylor-
Stimmen, die bestimmte Varianten des »acA4-Gens besitzen, mit einem hoheren Risiko zur
Ulkus- und Karzinomentstehung assoziiert (Atherton et al., 1997). H. pylori-Stimme, welche
die cag-Pathogenintitsinsel (aagPAl) besitzen, werden als besonders pathogene Stimme
angesehen (Fox and Wang, 2007). Die ¢agPAl besteht aus einer Serie von Genen, die fiit ein
so genanntes Typ IV Sekretionssystem (T4SS) kodieren (Backert et al., 2000). Uber dieses
Sekretionssystem wird nach Adhdrenz des Keimes an die Epithelzelle das Protein CagA sowie
Peptidoglykan (Viala et al., 2004) in die Wirtszelle transloziert. Dadurch werden intrazelluldre
Signaltransduktionskaskaden aktiviert und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus
der Epithelzelle induziert. So ist z.B. die Freisetzung von 11.-8 aus Epithelzellen abhingig vom
T4SS (Brandt et al., 2005).

Eine Vielzahl von klinischen Studien zeigt, dass die Infektion mit cagA* Helicobacter-
Stimmen hiufiger zu Ulkuskrankheit, Magenkarzinomen und schwerer Gastritis mit
intestinaler Metaplasie und Atrophie fithrt als eine Infektion mit g4 Stimmen (Blaser et al.,
1995; Fox and Wang, 2007; Parsonnet et al., 1997).

1.1.5. Die Therapie der H. pyloriInfektion

Ohne adidquate Therapie persistiert H. pylori in der Regel ein Leben lang im Magen
infizierter Personen. Tabelle 2 fasst die Indikationen zur H. pylori-Eradikation zusammen.
Diese wurden von der European Helicobacter Pylori Study Group (EHPSG) erstellt und als
,Maastricht IIT Consensus Report 2005 publiziert (Malfertheiner et al., 2007):
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Tabelle 2: Von der European Helicobacter Pylori Study Group erstellte Indikationen
zur Eradikation von H. pylori (Maastricht III Consensus Report 2005)

Magen- und Duodenalulkus

Atrophische Gastritis

Gastrales MALT-Lymphom

Non-ulcer Dyspepsie

Nicht-abgeklirte Dyspepsie (in Gebieten mit einer Privalenz der Infektion >10%)
Z.n. Resektion eines Magenkarzinoms

Verwandte ersten Grades von Patienten mit Magenkarzinom

Ungeklirte Eisenmangelanimie

Chronisch idiopathische thrombozytopenische Purpura

Vor Beginn einer NSAID Therapie bei NSAID-naiven Patienten

Bei Entwicklung einer gastrointestinalen Blutung unter Langzeit-Aspirin-Therapie

Auf Wunsch des Patienten (nach Diskussion von Risiken und Nutzen mit Arzt)

Nach den Maastricht III Richtlinien ist die Therapie erster Wahl die Triple-Therapie mit
einem Protonenpumpenhemmer (PPI; z.B. Omeprazol 20 mg), Clarithromycin (500 mg) und
Amoxicillin (1000 mg) oder PPI, Clarithromycin (500 mg) und Metronidazol (500 mg). Die
Medikamente werden zweimal tdglich tiber einen Zeitraum von mindestens sieben Tagen
verabreicht.

In Gebieten mit einer Metronidazol-Resistenz <40% hat die Kombination
PPI/Clarithromycin/Metronidazol einen kleinen Vorteil und ist deshalb zu bevorzugen.
Ebenso ist diese Kombination bei Penicillin-Allergie zu empfehlen. In Regionen mit einer
Metronidazol-Resistenz >40% sollte PPI/Clarithromycin/ Amoxicillin eingesetzt werden.

Ist die Clarithromycin-Resistenz in einer Region >15-20%, sollte dieses Antibiotikum
nicht eingesetzt werden, weil es zu einer deutlichen Senkung der Eradikations-Erfolgsrate
kommt.

Bei Versagen der Erstlinientherapie wird die Bismuth-Quadruple-Therapie empfohlen
(Bismuthsalz 4 x 120 mg, PPI, Tetracyklin 4 x 500 mg und Metronidazol 3 x 500 mg; tiber
einen Zeitraum von zehn bis vierzehn Tagen). In Deutschland ist Bismuth jedoch nicht
erhiltlich. Steht kein Bismuth zur Verfiigung, sollte die Zweitlinientherapie mit PPI,
Amoxicillin und Metronidazol durchgefiihrt werden. Moglich ist auch die Kombination PPI
mit Tetracyklin (500 mg) und Metronidazol (500 mg) (Malfertheiner et al., 2007).

Bei Versagen dieser Zweitlinientherapie sollte der Keim isoliert werden und eine
Antibiotika-Resistenztestung etfolgen, an der die weitere antibiotische Therapie ausgerichtet

werden muss.
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Der Eradikationserfolg sollte sechs bis acht Wochen nach Ende der Therapie tberprift
werden. Hierzu kann ein Urease-Atemtest durchgefithrt werden. Aufgrund des
Malignititsrisikos ist bei Eradikation aufgrund eines Magenulkus eine gastroskopische
Kontrolluntersuchung obligat. Der Eradikationserfolg kann hierbei 2z.B. im Rahmen eines
Utrease-Schnelltests untersucht werden. Eine serologische Untersuchung eignet sich nicht zur
Uberpriifung des Eradikationserfolges (Malfertheiner et al., 2007). Die Reinfektionsrate nach

erfolgreicher Eradikation ist in westlichen Lindern gering (<1% pro Jaht).

1.2. Immunantwort bei der H. pylori-Infektion

Zum Schutz vor eindringenden Erregern entwickelten alle mehrzelligen Organismen
schon frith in der Evolution Abwehrmechanismen, um Pathogene zu zerstéren und ihre
Virulenzfaktoren zu neutralisieren (Medzhitov and Janeway, Jr., 1997). Diese phylogenetisch
dlteste Form der Abwehr wird als angeborene (innate) Immunitdt bezeichnet und nutzt
Rezeptoren, um damit Pathogene zu erkennen. Erst im Laufe der Evolution entwickelten
Wirbeltiere, zusitzlich zur angeborenen Immunitit, das so genannte adaptive (spezifische)
Immunsystem, welches ein gezieltes Vorgehen gegen Erreger erméglicht (Hoffmann et al,,
1999).

Die Infektion mit H. pylori verursacht bei allen infizierten Personen eine chronische
gastrale Entziindung (Dooley et al.,, 1989). Diese Entziindungsantwort ist sowohl durch die
Induktion der angeborenen als auch der erworbenen Immunitit charakterisiert (Prinz et al.,

2003).

1.2.1. Die angeborene Immunitét

Das angeborene Immunsystem kann Infektionserreger bekdmpfen, ohne dass der
Organismus zuvor mit dem Erreger Kontakt hatte. Die Abwehr kann auf mehreren Ebenen
stattfinden und setzt sich hdufig aus unterschiedlichen Komponenten zusammen
(mechanische/physikalische, chemische und zellulire) (Basset et al., 2003). Die physikalische
Barrierefunktion von Epithelien der Haut und der Schleimhiute im Respirations-,
Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt stellt einen ersten Schutz vor eindringenden Pathogenen
dar. Diese Barriere wird zusitzlich durch physiologische Funktionen wie Zilienbewegungen
oder die Sekretion von Mukus verstirkt.

Eine weitere Ebene der Abwehr stellt die Sekretion von Stoffen dar, die sowohl Erreger
angreifen als auch Immunreaktionen einleiten kénnen. Hierzu gehéren z.B. Proteine oder

Peptide, die Pathogene direkt oder indirekt angreifen (z.B. Sekretion von antimikrobiellen
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Peptiden, beispielsweise Defensine, durch Epithelzellen). Zudem werden verstirkt Zytokine
und Chemokine, wie TNF-a, IL-4, 11.-12 oder IL.-8, sezerniert, die die Induktion weiterer
innater und adaptiver Immunmechanismen vermitteln (z.B. die Chemotaxis von Zellen des
Immunsystems in das infizierte Organ).

Das zellulire System in der angeborenen Immunitit umfasst Epithelzellen, Mastzellen,
dendritische Zellen (DCs), natiitliche Killer-Zellen (NK-Zellen), zytotoxische T-Zellen sowie
phagozytierende Zellen, wie Makrophagen und Granulozyten. Erkannt werden Erreger
anhand ihrer charakteristischen Strukturmolekiile, so genannten Pathogen-assoziierten
molekularen Muster (,,pathogen-associated molecular patterns®, PAMPs). Diese kénnen tiber
bestimmte Rezeptoren, den ,,pattern recognition receptors® (PRRs), detektiert werden (Basset
et al.,, 2003). Die Aktivierung der angeborenen Immunantwort ist eine Vorraussetzung fir die
Einleitung der nachfolgenden adaptiven Immunitit, welche erst nach einigen Tagen ihre
vollstindige Effektivitit etlangt. Dabei stellen Antigen-prisentierende Zellen (APC) ein
entscheidendes Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven Immunitdt dar
(Banchereau et al., 2000).

Bei der Vermittlung der H. pylori-induzierten Entziindungs- und Immunantwort spielt die
Epithelschicht des Magens eine wichtige Rolle. Die Adhision von H. pylri an das
Magenepithel induziert zunidchst eine unspezifische Immunantwort. Nach Kontakt mit dem
Keim erlangt die Epithelzelle die Fihigkeit, Chemokine zu bilden, die die Infiltration der
Lamina propria des Magens mit inflammatotischen Zellen bewitken. Die vermehrte Sekretion
von 1L-8 ist eine der ersten Antworten der Epithelzellen auf die Infektion mit H. pylori
(Algood and Cover, 2006). Dieses Chemokin rekrutiert vor allem neutrophile Granulozyten in
die Mukosa, die zur Schidigung der Schleimhaut beitragen (Suerbaum and Michetti, 2002;
Algood and Cover, 2006). Neben IL-8 sind auch weitere Chemokine der C-X-C-Familie (z.B.
GRO-a = growth regulated o)) bei der Vermittlung der granulozytiren Antwort entscheidend
(Yamaoka et al., 1998; Wilson and Crabtree, 2007). Neutrophile Granulozyten eliminieren die
Baktetien und sezernieren ihrerseits Zytokine, die einerseits die nachfolgende spezifische
Immunantwort beeinflussen (Wilson and Crabtree, 2007), andererseits aber auch die Apoptose
der Epithelzellen verursachen und so zur entziindungsassoziierten Gewebezerstorung
beitragen kénnen (Ernst et al., 2006). H. pylor-Stimme, die agPAl positiv sind, induzieren
eine stirkere Sektetion des proinflimmatorischen IL-8 und der C-X-C-Chemokine im
Magenepithel (Suerbaum and Michetti, 2002).

Ein weiterer Zelltyp, der bei der H. pylori-induzierten innaten Immunantwort eine Rolle
spielt, sind Makrophagen. H. pylori induziert die Aktivierung von Makrophagen, die zur
Steigerung der Phagozytosefihigkeit sowie der Sekretion inflammatorischer Zytokine, wie

z. B. IL-1, TNF- oder I1-6, fithrt. Die hierbei beteiligten Mechanismen sind zum grof3en Teil
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unbekannt. Kirzlich wurde jedoch gezeigt, dass Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) eine Rolle bei der
Erkennung von H. pylori durch Makrophagen spielt (Mandell et al., 2004).

Neben der Rolle bei der Vermittlung innater Immunvorginge tibernechmen
Monozyten/Makrophagen, aber auch dendritische Zellen, eine wichtige Rolle bei der
Induktion adaptiver Immunitit. Sie prisentieren Antigene an T-Zellen und leiten hiermit eine
Antigen-spezifische Immunantwort ein (Wilson and Crabtree, 2007).

In vitro Experimente zeigen, dass intakte H. pylri und eine Reihe von H. pylor-
Bestandteilen auch die Aktivierung von Mastzellen bewirken koénnen. Ein hierfir

verantwortlicher H. pylori-Faktor ist VacA. VacA kann die Chemotaxis von Mastzellen in den

Magen und die Expression zahlreicher proinflammatorischer Zytokine, wie 1L-1, TNF-0,
IL-6, 1L-13 und 11.-10, induzieren (Algood and Cover, 2000).

1.2.2. Aktivierung des adaptiven Immunsystems bei der H. pylori-Infektion

Die spezifische oder adaptive Immunabwehr entwickelte sich im Laufe der Evolution der
Vertebraten aus der angeborenen Immunabwehr. Sie zeichnet sich durch die
Anpassungsfihigkeit gegentiber den verschiedenen Krankheitserregern aus. So sind die Zellen
der adaptiven Immunabwehr in der Lage, spezifische Strukturen (Antigene) der Erreger zu
erkennen und eine Antigen-spezifische zellulire Abwehr einzuleiten oder Antikérper zu
bilden. Es entstehen dabei Antigen-spezifische Effektorzellen, die eine erneute Infektion mit
demselben Pathogen verhindern kénnen. Neben Antigen-prisentierenden Zellen (APC), wie
dendritischen Zellen (DCs), sind vor allem die T- und B-Zellen wichtige Elemente in der
Abwehr. Die Aktivierung von DCs ist fiir die nachfolgende adaptive Immunantwort von
groBer Bedeutung. Die adaptive Immunitit zeichnet sich durch eine zellvermittelte und eine
humorale Komponente aus. Beide Systeme erginzen sich und kénnen zusammen Pathogene
wirksam bekimpfen und eliminieren.

Unreife dendritische Zellen erkennen mittels der PRRs Erreger an ihren PAMPs, nehmen
diese in die Zellen auf und prisentieren die Antigene an T-Zellen (Basset et al., 2003). Die
Induktion einer TLR-abhingigen Signalkaskade bewirkt die Ausreifung der DCs und die
Prisentation von Antigen-Peptiden auf ihrer Zelloberfliche. Reife DCs exprimieren verstirkt
MHC-I und MHC-II-Molekiile sowie kostimulatorische Molekiile, wie z.B. CD80 und CD86,
die fur die T-Zell-Aktivierung notwendig sind (Banchereau and Steinman, 1998). Nach der
Antigenaufnahme wandern die dendritischen Zellen in die T-Zell-Zone der sekundiren
lymphatischen Organe, wo sie mit naiven T-Zellen zusammentreffen. Die T-Vorliufer-Zellen
besitzen auf ihrer Oberfliche verschiedene T-Zell-Rezeptoren (TCR). Sie binden mit einem
fir das prisentierte Antigen spezifischen TCR an die DCs, werden darauthin aktiviert und

proliferieren zu zytotoxischen Zellen oder Helferzellen. Lymphozyten, die das
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Zelloberflichenprotein CD4 tragen (T-Helfer-Zellen, Th-Zellen), binden an das MHC-II-
Molekiil, wihrend CD8* Lymphozyten (zytotoxische T-Zellen) das MHC-I-Molekiil erkennen
(Banchereau and Steinman, 1998). Zur vollstindigen Aktivierung benétigen naive T-Zellen
zusitzlich zur Erkennung des Antigens tber TCR noch kostimulatorische Molekiile.
Kostimulatorische Molekiile auf der Oberfliche von DCs sind z.B. die B7-Molekiile CD80
und CD86 oder das Molekil CD40, an welche T-Zellen iber ihre Oberflichenmolekiile CDD28
bzw. CD40L binden. Die weitere Ausdifferenzierung von T-Helfer-Zellen zu einer Tu1- bzw.
Tu2-Zelle wird tiber die Zytokine IL.-12 bzw. IL-4 entscheidend beeinflusst (Murphy and
Reiner, 2002).

Unter Einfluss von 11.-12 entwickeln sich Tul-Zellen, die selber IFN-yY sezernieren
(Trinchieri, 2003). Tul-Zellen leiten die Tul-Immunantwort ein, die Uberwiegend gegen
intrazellulire Pathogene gerichtet ist. Durch die Tul-Antwort werden Makrophagen aktiviert,
die das Pathogen durch Phagozytose aufnehmen und eliminieren koénnen. Zusitzlich
stimuliert die Tul-Antwort B-Lymphozyten zur Produktion bestimmter Antigen-spezifischer
Antikérperklassen (IgG2a). Im Gegensatz dazu leiten Tu2-Zellen eine Th2-Immunantwort
ein, die vor allem auf die Eliminierung extrazellulirer Pathogene spezialisiert ist. Tu2-Zellen
produzieren in erster Linie IL-4 und IL-10, regen B-Zellen zur Produktion von
Immunglobulinen an und induzieren die Ausreifung und Rekrutierung von eosinophilen
Granulozyten (Wilson and Crabtree, 2007).

Eine weitere Gruppe der CD4+ T-Zellen sind T-Zellen mit regulatorischen Higenschaften
(Treg). Es gibt mehrere Untergruppen von Tre, welche die Aufgabe haben, die pathologische
und physiologische Immunantwort zu kontrollieren. Diese Zellen sind wichtig bei der
Privention von immun-vermittelten Allergien, Autoimmunitit oder entzindlichen Darm-
erkrankungen. Sie regulieren die Immunantwort auf eine Vielzahl von Infektionen (Robinson
et al., 2007). CD8* zytotoxische T-Zellen besitzen die Fihigkeit, Zellen zu detektieren und
abzut6ten, welche virale Antigene oder Tumorantigene exprimieren.

Die Vermittler der humoralen Immunitit sind B-Lymphozyten. Nach spezifischer
Aktivierung durch eine Antigen-prisentierende Zelle und unterstiitzt durch T-Helfer-Zellen,
beginnen B-Lymphozyten mit der klonalen Expansion und Differenzierung zu Plasmazellen.
Die Plasmazellen sezernieren Immunglobuline (Ig), die Antigene erkennen und binden. In der
Entwicklung der B-Zellen wunterlaufen die Gene der Immunglobuline einen
Rekombinationsprozess, wodurch verschiedene Antigen-spezifische Immunglobuline gebildet
werden. Jede einzelne Plasmazelle produziert nur ein Immunglobulin mit Spezifitit fir ein
Antigen.

Die adaptive Immunantwort auf eine Infektion mit H. pylori ist von einer zelluliren und
humoralen Komponente geprigt. Nach der spezifischen Aktivierung durch eine APC kommt

es zur klonalen Expansion und Differenzierung der T-Lymphozyten. In Vakzinierungs-
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modellen sind T-Helfer-Zellen von zentraler Bedeutung fur die bakterielle Elimination bei der
H. pylori-Infektion (Ermak et al, 1998). Die Aufgabe dieser Zellen besteht darin, die
Proliferation von T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen tiber die Sekretion verschiedener
Zytokine zu steuern. Da H. pylori ein vorwiegend nicht-invasiver Keim ist, wiirde eine Tu2-
Antwort erwartet werden. Paradoxerweise besitzen die T-Zellen der Mukosa infizierter
Patienten jedoch einen Ty1-Phinotyp (Suetbaum and Michetti, 2002), der durch die Sekretion
von INF-y charakterisiert ist. Ebenso wird eine gastrale Zytokinantwort beobachtet, die fir
die Tul-Polarisierung typisch ist. Hierzu geh6rt die verstirkte Expression von
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-12, TNF-0, und 1L.-18, im Verlauf der Infektion. Im
Gegensatz dazu ist die gastrale Expression von 1L-4 sehr gering (Robinson et al., 2007).

Obwohl die gastrale Antwort Tul-geprigt ist, beobachtet man bei infizierten Personen
eine statke AntikGrperantwort. Die chronische Infektion fiihrt zur Bildung von spezifischem
IgM, IgA und IgG (Ernst et al., 2000). IgG (sowohl IgG1 als auch IgG2) und IgA lassen sich
dabei im Allgemeinen sowohl lokal im Magengewebe als auch systemisch im Serum
nachweisen (Wilson and Crabtree, 2007). Die Antikérperproduktion fithrt aber nicht, wie zu
erwarten, zu einer FEradikation der Infektion, sondern kann zu einem zusitzlichen
Gewebeschaden verursachen (Ernst et al.,, 2006). AuBlerdem spielt die B-Zell-Antwort eine
bedeutende Rolle bei H. pylori-induzierten Autoimmunprozessen (Robinson et al., 2007). In
diesem Fall kommt es zu einer Kreuzreaktion zwischen bakteriellen Antigenen und Antigenen
des Wirtes, die zu einer lokalen Entziindung und Zellschidigung fithrt. So wurde z.B.
molekulares Mimikry zwischen bakteriellen Antigenen und Epitopen der Parietalzell
H*-K*-ATPase nachgewiesen (Amedei et al., 2003).

Neben einer proinflaimmatorischen Immunreaktion induziert H. pylori auch eine
regulatorische T-Zell-Antwort. Studien zeigten, dass Ty die Tul-Antwort unterdricken und
so zur Persistenz der H. pylori-Infektion beitragen (Rad et al., 2006a; Raghavan and Holmgren,
2005; Wilson and Crabtree, 2007).

1.3. Dendritische Zellen

Paul Langerhans beschrieb bereits 1868 die ersten dendritischen Zellen in der Epidermis
der Haut, hielt diese Zellen jedoch fiir Bestandteile des Nervensystems. Erst in den 70-er
Jahren des letzten Jahrhunderts fanden Steinman und Cohn dhnliche Zellen in peripher
lymphatischen Organen von Maiusen; nach ihrem charakteristischen mikroskopischen
Erscheinungsbild mit zahlreichen astférmigen, zytoplasmatischen Ausldufern nannten sie
diese dendritische Zellen (DC; von griechisch dendros = Baum) (Steinman and Cohn, 1973).

Mitte der 80-er Jahre erkannte man, dass DCs und die bereits vor mehr als hundert Jahren
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entdeckten Langerhanszellen einem gemeinsamen Zellsystem angehéren (Schuler and
Steinman, 1985). In den folgenden Jahren wurden verschiedene Typen von DCs auch in
anderen lymphatischen Organen sowie in zahlreichen nicht-lymphatischen Geweben
nachgewiesen und ihre Funktion beschrieben.

Die dendritischen Zellen stellen die bedeutendste Gruppe der Antigen-prisentierenden
Zellen dar. Sie zeichnen sich durch verschiedene Eigenschaften aus, die es ihnen ermdglichen,
die spezifische Immunantwort gegen Mikroorganismen zu aktivieren. DCs kommen in nahezu
allen peripheren Geweben des Korpers vor. Sie kénnen extrazellulire Bestandteile durch
Phagozytose und Endozytose aufnehmen, in der Zelle prozessieren und anschliefend die
Peptide auf ihrer Oberfliche im MHC-Komplex prisentieren (Banchereau and Steinman,
1998). DCs findet man in allen peripheren Organen in einer inaktiven Vorstufe (steady-state).
Sie wandern erst nach dem Kontakt mit dem Pathogen und dessen Aufnahme in die

regionalen Lymphknoten, um dort T-Zellen zu aktivieren.

1.3.1. Subtypen dendritischer Zellen

DC:s stellen keine homogene Zellpopulation dar. Verschiedene DC-Subtypen durchlaufen
unterschiedliche Differenzierungswege, exprimieren unterschiedliche Oberflichenmolekiile
und besitzen spezifische Funktionen (Shortman and Liu, 2002). Alle Typen von DCs haben
jedoch das Knochenmatk als gemeinsamen Bildungsort und entwickeln sich dort aus
Vorlauferzellen. Entscheidende Faktoren bei der Differenzierung zu DCs sind GM-CFS und
Flt-3-Ligand (Banchereau et al., 2000; Ardavin et al., 2001). Diese sind notwendig fiir die
Differenzierung von CD34* himatopoetischen Stammzellen zu myeloiden (CMP = common
myeloid precursors) und lymphoiden (CLP = common lyphoid precursors) Vorlduferzellen.
Beide Zellpopulationen unterscheiden sich durch ihre Oberflichenmarker und durch die
unterschiedlichen =~ Wachstumsfaktoren und  Transkriptionsfaktoren, die fiir ihre
Differenzierung notwendig sind. Es wurde bereits gezeigt, dass CMPs und CLPs
unterschiedliche Profile an PRRs exprimieren und damit unterschiedliche Pathogene erkennen
koénnen (Shortman and Liu, 2002).

Unter dem Einfluss von Flt3-Ligand differenzieren die lymphoiden Vorldufer zu
plasmazytoiden DCs (pDCs) und konventionellen DCs (¢cDCs) (Wu and Liu, 2007). CLPs
kénnen aulerdem weiter zu Vorlduferzellen von T- und B-Lymphozyten reifen.

Aus myeloiden Vorlduferzellen kénnen sich tber verschiedene Votliuferstadien
Granulozyten, Monozyten, cDCs und unter Einfluss von Flt3-Ligand auch pDCs entwickeln.
Unter inflammatorischen Bedingungen, z. B. durch die Anwesenheit von GM-CSF, kénnen

auch Monozyten weiter zu cDCs differenzieren (Cella et al., 1997).



Einleitung 23

pDCs wurden als erstes in humanem Blut und in Tonsillen identifiziert. Inzwischen
wurden sie aber auch bei Miusen in Knochenmark, Blut, Milz, Lymphknoten, Leber,
Peyer’schem Plaque und Mukosagewebe charakterisiert. Im inaktiven Zustand sind diese
Zellen rund und weisen nicht die charakteristische Form von DCs auf (Shortman and Naik,

2007). Die Aktivierung der pDCs flihrt zur Sekretion von Zytokinen, besonders von Typ 1
Interferonen, wie IFN-a oder IFN-f (Krug et al., 2001). Durch das freigesetzte IFN-ot/3

werden natirliche Killer-Zellen (NK-Zellen) aktiviert und zur Sekretion von IFN-Y angeregt
(Bauer et al, 2001). Uber die Ausschiittung von verschiedenen Zytokinen humaner und
muriner pDCs werden CD4* und CD8* T-Zellen aktiviert.

Obwohl pDCs die Moglichkeit besitzen, virale Antigene nach viraler Infektion zu
prozessieren und prisentieren, scheint ihre Fihigkeit, exogene Antigene via MHC-I-Molekiile
zu prisentieren (Kreuzprisentation), limitiert. Durch die Bildung von Typ I IFNs wihrend
einer viralen Infektion férdern pDCs jedoch die Fihigkeit anderer DCs, naive CD8* T-Zellen
zu aktivieren und damit eine zytotoxische T-Zellantwort auf exogene Antigene einzuleiten
(Liu, 2005). Weiterhin vermitteln pDCs auch die Differenzierung humaner B-Zellen zu
Immunglobulin-produzierenden Plasmazellen. Hierzu trigt die Bildung beider Typ 1
Interferone sowie von I1.-6 bei (Jego et al., 2003). pDCs exprimieren TLR7 und TLR9, was
ihre starke Antwort auf Einzelstrang-RNA (ssRNA) sowie auf bakterielle und virale DNA
erklirt (Yrlid et al., 2006). Virus-aktivierte pDCs induzieren in erster Linie eine Tul-Antwort.
Unter bestimmten Bedingungen kénnen aktivierte pDCs aber auch eine Ty2-Immunantwort
einleiten (Colonna et al., 2004). Immature pDCs hingegen haben tolerogene Funktionen. Sie
kénnen Anergie von T-Zellen induzieren und spielen auch eine Rolle bei der Elimination
potentiell autoreaktiver T-Zellen (Vandenabeele and Wu, 1999; Penna et al., 2001).

cDCs werden entsprechend ihrer Lokalisation im Gewebe weiter unterteilt. So
unterscheidet man dendritische Zellen der Haut (Langerhanszellen der Epidermis sowie
dermale DCs), Mukosa-assoziierte DCs, DCs der lymphatischen Gewebe und DCs von
interstitiellen Geweben, einschlielich der Lunge und Leber (Wu and Liu, 2007). Alle
Subtypen werden in einem inaktiven Stadium im Organismus beobachtet. cDCs besitzen die
strukturellen Vorraussetzungen, um dullerst effizient Antigene zu erkennen, aufzunehmen und
diese letztlich den T-Zellen, gebunden an MHC-I und MHC-II, zu prisentieren. Neben der
Fihigkeit zur Antigenprisentation kénnen c¢DCs nach entsprechender Stimulation auch
proinflammatorische Zytokine, 2z.B. 11-12, IIL-6 und IL-10, bei Stimulation mit
Lipopolysacchariden ausschiitten (Langenkamp et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit
wurden ausschlieBlich CD11lct ¢DCs aus Vorlduferzellen aus dem Knochenmark
verschiedener Mausstimme mit Hilfe von GM-CSF generiert und weiter untersucht.

pDCs und cDCs exprimieren unterschiedliche TLRs. Bei pDCs findet man eine Reihe von
TLRs, TLR7 und TLRY mit eingeschlossen. Humane pDCs exprimieren die Rezeptoren 1, 6,
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7,9 und 10, nicht jedoch 2, 3, 4, 5 oder 8. Dies erklirt, warum diese pDCs nicht auf bakterielle
Produkte wie Peptidoglykan, Lipopolysaccharide oder Flagellin antworten. Murine pDCs
exprimieren alle TLRs auB3er den Rezeptoren 3, 10 und 11.

Unter allen Zelltypen des Organismus besitzen c¢DCs das breiteste TLR-Repertoire.
Humane ¢DCs exprimieren alle Toll-like Rezeptotren, bis auf TLRY, wihrend murine cDCs
alle bekannten TLRs exprimieten — ausgenommen TLR10, der jedoch in der Maus

grundsitzlich nicht vorkommt (Germain, 2004).

1.3.2. Die zentrale Rolle dendritischer Zellen bei der Induktion innater und

adaptiver Immunantwort

DCs zirkulieren als unreife Votlduferzellen in der Blutbahn, bevor sie in petriphere
Gewebe cinwandern. Hier findet man DCs in unterschiedlichen Reifestadien, die sich jeweils
durch charakteristische Expression von Oberflichenmolekilen sowie in ihrer spezifischen
Funktion unterscheiden. Die Wanderung der DCs aus dem peripheren Gewebe in die
Lymphknoten sowie ihre funktionelle Differenzierung werden durch verschiedene Signale
eingeleitet. Hierzu gehéren die Ausschiittung inflammatorischer Zytokine, wie das von
Makrophagen sezernierte IL-10 oder TNF-o, und das Erkennen von mikrobiellen
Bestandteilen (z.B. bakterielle DNA oder LPS) tiber die PRRs.

Unreife DCs kénnen ein  Antigen durch Phagozytose, Makropinozytose oder
rezeptorvermittelte Endozytose aufnehmen; sie wandern dann im aktivierten Zustand tber die
Lymphbahnen zu den regionalen Lymphknoten, wo sie eine T-Zell-Antwort induzieren
(Banchereau and Steinman, 1998).

Die rezeptorvermittelte Endozytose erfordert die Bindung eines Antigens an einen
Rezeptor der DCs. Dafiir exprimieren die DCs unter anderem den Mannoserezeptor und
Scavenger-Rezeptoren (Medzhitov, 2001; Shakushiro et al., 2004). Uber Fc-Rezeptoren
kénnen DCs zusitzlich Antigene aufnehmen und prozessieten, die bereits an Antikérper
gebunden haben (Regnault et al., 1999; Bajtay et al., 2000). Bei der Prozessierung wird das
endogene Antigen durch Proteasen und Peptidasen gespalten (Hart, 1997), um anschliellend
den T-Lymphozyten tber MHC-I- und/oder MHC-II-Komplexe prisentiert zu werden.

Wihtend die DCs iber Lymphbahnen in die umliegenden Lymphknoten wandern,
dutchlaufen die Zellen einen Aktivierungsprozess, der eine Reihe an phinotyischen,
morphologischen und funktionellen Verdnderungen mit sich bringt. Dutrch diese
Verdnderungen entstehen reife, Antigen-prisentierende DCs mit hoch effizientem
stimulatorischem  Potential. EHs kommt zu einer gesteigerten Expression der
Oberflichenmolekiile MHC-I und MHC-II sowie zur verstirkten Bildung verschiedener
Adhidrenzmolekile (z.B. CD54 und CD58) und kostimulatorischer Molekile, wie CD80
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(B7.1), CD86 (B7.2) und CD40 (Hart, 1997). Reife DCs vetlieren aulerdem die Fahigkeit zur
Phagozytose und Makropinozytose (Sato and Fujita, 2007). Sie sezernieren zudem
verschiedene Zytokine, wie z.B. IL-12 oder 11.-4, die Einfluss auf die T-/NK-Zell-Aktivierung
und die Reifung weiterer DCs nehmen.

Neben der Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen kénnen DCs jedoch auch
anti-inflammatorische ~ Zytokine, wie z.B. IL-10, freisetzen. IL-10 hemmt die
Antigenpisentation und die T-Zell-Aktivierung und verhindert damit eine tberschieBende
Entziindungsreaktion (Wallet et al., 2005).

Naive T-Zellen gelangen iber den Blutkreislauf zu den peripheren lymphatischen
Organen (Janeway, Jr. and Medzhitov, 2002). Erkennen die naiven T-Zellen ein iber
MHC-Molekiile prisentiertes Antigen mit ihrem spezifischen T-Zell-Rezeptor (priming),
proliferieren sie und differenzieren zu T-Effektorzellen. Die T-Zellen bendtigen fiir ihre
Aktivierung dreierlei Signale von APCs: 1) Antigenprisentation; 2) Kostimulation;
3) Zytokinsekretion.

DCs prisentieren Antigene tiber MHC-Komplexe an T-Zellen. Uber ihre T-Zell-
Rezeptoren (T'CR) kénnen T-Zellen diese erkennen und binden. Zur Aktivierung der T-Zelle
ist jedoch die zusitzliche Kostimulation von Seiten der APC nétig. Kostimulatorische
Molekile der DCs, wie zB. CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) oder CD40, koénnen mit
entsprechenden Oberflichenmolekiilen der T-Zellen interagieren. Zur Bindung an die
B7-Molekiile exprimiert die T-Zelle CD28 an ihrer Oberfliche, iiber CD40L bindet sie an
CD40-Molekiile der DCs. Diese beiden Signale, Antigenprisentation und Kostimulation,
fihren zusammen zur verstirkten Freisetzung von IL-2 aus aktivierten T-Zellen, was zur
Proliferation der T-Zellen fihrt (Lanzavecchia and Sallusto, 2001). Die Antigen-Erkennung
ohne zusitzliche kostimulatorische Molekile fihrt dagegen zur T-Zell-Toleranz. Dadurch
wird die Proliferation und Differenzierung der T-Zellen in Effektorzellen verhindert und die
weitere Immunantwort gehemmt.

Handelt es sich bei den Antigenen um zytosolische Proteine (sowohl kérpereigene als
auch virale) oder kreuzprisentierte Peptide, wird das Antigenpeptid tiber ein MHC-I-Molekiil
prasentiert. Naive CD8* T-Zellen erkennen den MHC-I-Peptid-Komplex und werden zu
zytotoxischen T-Effektorzellen aktiviert (Jensen, 2007). Zytotoxische T-Zellen kénnen Zellen,
die virale Proteine oder Tumorantigene exprimieren, detektieren und abtéten.

Wird hingegen das Antigen (z.B. bakterielle Proteine, Proteine von Pilzen) tber einen
MHC-II-Komplex prisentiert, werden vor allem Zellen des CD4* T-Helfer-Typs (Tn)
aktiviert, die nahezu alle Komponenten der adaptiven Immunitit regulieren. Abhingig von
den durch DCs ausgeschiitteten Zytokinen, differenziert die naive T-Zelle zu einer Tul-Zelle
bzw. Tu2-Zelle. Ein wichtiges Zytokin, das bei der Induktion einer Twul-Antwort

ausgeschiittet wird, ist IL-12. Bei der Differenzierung von Tu2-Zellen spielt dagegen das
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Zytokin II.-4 eine Rolle (Murphy and Reiner, 2002). Die aktivierten Tyl- und Tu2- Zellen
verlassen den Lymphknoten und wandern in das entziindete Gewebe, um dort ihre Funktion
als Effektorzellen zu erfiillen. Die Tu-Zellen sezernieren dabei selbst Zytokine. Ein typisches

Zytokin, das von Tul-Zellen ausgeschiittet wird, ist IFN-Y. Im Gegensatz dazu produzieren

Tu2-Zellen unter anderem IL-4 und IL-5. IL-4 und IFN-y fungieren als autokrine
Wachstumsfaktoren detr jeweiligen T-Helfer-Zellen und hemmen zusitzlich die
Ausdifferenzierung der jeweils anderen Subgruppe (Liew, 2002). Tul-Zellen leiten eine Tul-
Immunantwort ein, die fir die Bekdmpfung intrazellulirer Bakterien, vieler Viren und
Tumorzellen benétigt wird (Patterson, 2000). Durch Tul-spezifische Zytokine werden vor
allem Makrophagen, NK-Zellen, zytotoxische T-Zellen und neutrophile Granulozyten
aktiviert. In B-Zellen férdert IFN-y auBlerdem einen Isotypenwechsel der IgG
Immunglobuline hin zu IgG2a (Martin et al.,, 1998; Finkelman et al., 1988; Stevens et al,,
1988). Die Tu-2-Immunantwort ist gegen extrazellulire Pathogene, wie z.B. Parasiten,
gerichtet. IL-4 ist ein potenter Stimulus von B-Zellen. Anders als IFN-Y, kontrolliert IL-4 in
der Maus den Antikérperklassenwechsel zu den Isotypen IgG1 und IgE (Gor et al.,, 2003).
Zudem kommt es im Rahmen einer Tu2-Antwort typischerweise zur Austreifung und
Rekrutierung von eosinophilen und basophilen Granulozyten und Mastzellen.

Werden DCs wiederholt hohen Mengen an 1L-10 ausgesetzt, wird die Bildung von
regulatorischen T-Zellen (Tyg) eingeleitet. Die Ty, sind durch die Produktion immun-
suppressiver Faktoren, beispielsweise 11.-10 und TGF-B, charakterisiert. Sie unterdriicken
durch ihre Zytokin-Produktion die Effektor-Zell-Antworten Tul und Tu2 (MacPherson et al.,
1999).

1.4. Toll-like Rezeptoren

1.4.1. Mustererkennende Rezeptoren

Das angeborene Immunsystem nutzt zur Detektierung von Pathogenen vor allem
mustererkennende Rezeptoren (Pattern recognition receptors; PRRs). Es handelt sich hierbei
um Rezeptoren der Wirtszelle, die Pathogene anhand bestimmter molekularer Strukturen, den
PAMPs, erkennen (Medzhitov and Janeway, Jr., 1998). Zelloberflichenkomponenten von
Mikroorganismen, wie Glykoproteine, Proteine, Peptide, Lipide, Oligo- oder Polysaccharide,
aber auch bakterielle und virale Nukleinsiduren, konnen so erkannt werden. Die PAMPs
besitzen konservierte Strukturen, die beim Wirt selbst nicht vortkommen. Dies ermdglicht dem
Immunsystem, Erreger zu erkennen und zwischen kérpereigenem und kérperfremdem

Gewebe zu unterscheiden. Meist reprasentieren PAMPs Strukturen, die groen Gruppen von
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Mikroorganismen gemeinsam sind, wie beispielsweise die Lipopolysaccharide der dulleren
Zellwand aller gramnegativer Bakterien (Aderem and Ulevitch, 2000). Letztlich fithrt diese
Eigenschaft der PAMPs dazu, dass eine limitierte Anzahl keimbahnkodierter Rezeptoren eine
groB3e Vielfalt an Mikroorganismen erkennen und abwehren kann (Medzhitov and Janeway,
Jr., 1997). PRRs werden sowohl auf der Zelloberfliche als auch intrazelluldr exprimiert; oder
sie werden ins Blut oder in Gewebsflissigkeiten sezerniert. Man findet sie bei einer Reihe von
Zellen des angeborenen Immunsystems, insbesondere auf Epithelzellen, Granulozyten,
Mastzellen und Antigen-prisentierenden Zellen, wie Makrophagen und dendritischen Zellen.
Sie dienen der Opsonierung von Mikroorganismen, der Aktivierung der Komplement- oder
Gerinnungskaskade, der Aktivierung proinflaimmatorischer Signalwege oder der Induktion
von Apoptose.

Innerhalb der PRRs gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptor-Familien. Eine
zentrale Rolle spielen dabei die Toll-like Rezeptoren (TLRs). Alle Mitglieder der TLR-Familie
sind membranstindig, manche befinden sich an der Zelloberfliche, andere in intrazelluliren
Organellen. Auch die Scavenger-Rezeptoren und C-Typ Lektin-Rezeptoren zihlen zu den
Oberflichen-PRRs. Beispiele fir Familien der intrazelluliren PRRs sind RIG-I, DAE oder
NOD-Proteine (nucleotide-binding oligomerization domain-Proteine) (Chamaillard et al.,
2003). Molekiile der NOD-Familie erkennen Bestandteile des Peptidoglykans in der
bakteriellen Zellwand. NOD1 detektiert y-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid (E-DAPO),
wihrend NOD2 Muramyl-Dipeptide (MDP) etkennt. Beide NOD-Proteine regulieren
proinflaimmatorische Signalwege tber die Aktivierung von NF-kB. Zu der Gruppe der
sezernierten PRRs gehdren unter anderem Capsel-reaktives Protein (CRP) oder Serum
Amyloid Protein (SAP), welche in der akuten Phase einer Infektion in der Leber gebildet
werden (Janeway, Jr. and Medzhitov, 2002).

1.4.2. Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

Die bisher am besten charakterisierte Klasse an PRRs in Sdugetieren stellt die Familie der
TLR dar. Der Rezeptor Toll wurde in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt, wo er in
der Embryogenese bei der dorso-ventralen Ausrichtung des Embryos von Bedeutung ist
(Anderson et al., 1985). Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind transmembrane Rezeptoren; sie sind
charakterisiert durch den intrazelluliren Bereich, der dem IL-1-Rezeptor dhnlich ist (TIR =
Toll/Intetleukin-1-Rezeptor), und den extrazelluldren, Leucin-reichen Abschnitt (leucin rich
repeats, LRR) (Gay and Keith, 1991; Medzhitov et al., 1997; Akira et al., 2006). Aufgrund von
Sequenzhomologien zu dem IL-1-Rezeptor (IL-1R), iber welchen in Sdugetieren die
Aktivierung des nukledren Faktors-kB (NF-kB) induziert wird, wurde ein Zusammenhang

zwischen Toll und der Einleitung der angeborenen Immunitit vermutet (Gay and Keith,
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1991); dies wurde mit Untersuchungen an Drosophila-Stimmen, die eine Mutation im Toll-
Signalweg aufweisen, bestitigt (Lemaitre et al., 1996). Inzwischen wurden in Sdugetieren
homologe Sequenzen zu Toll identifiziert und als Toll-like Rezeptoren bezeichnet (Medzhitov
et al., 1997). Beim Menschen sind zehn verschiedene TLRs bekannt, in der Maus konnten
bisher zwolf TLRs (Kaisho and Akira, 2000) identifiziert werden, die direkt durch
verschiedenste PAMPs oder endogene Liganden aktiviert werden kénnen. Dabei werden
PAMPs oder endogene Liganden vom LRR-Bereich der TLRs erkannt. Uber die TIR-
Domine der Rezeptoren wird eine intrazellulire Signalkaskade eingeleitet. Fiir viele der TLRs
kennt man bereits die Liganden. Durch die Aktivierung der TLRs wird die Expression
verschiedener immunstimulatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-6, IL.-8, sowie kostimulatorischer
Molekiile induziert (Medzhitov et al, 1997). Die Sekretion diese Zytokine fithrt zutr
Aktivierung des Immunsystems. TLRs werden von verschiedenen Immunzellen, einschlieSlich
DCs, Makrophagen, B-Zellen, einigen Gruppen von T-Zellen, sowie von Nicht-Immunzellen,
wie Fibroblasten oder Epithelzellen, exprimiert (Akira et al., 2006). Dabei variiert die
Expression der TLRs von Zelltyp zu Zelltyp. AuBlerdem ist die Expression der TLRs nicht
statisch, sondern kann durch Pathogene, durch die Ausschiittung von Zytokinen oder durch
Stressfaktoren moduliert werden. Die TLRs 1, 2, 4, 5 und 6 befinden sich auf der Oberfliche
von Zellen, wihrend TLR3, 7, 8 und 9 vor allem intrazellulir, z.B. in der Endosomen-
membran, gefunden werden.

Als Liganden fur TLRs wutrden Bestandteile von Bakterien, Viren, Protozoen oder Pilzen
beschrieben (Kawai and Akira, 2007). In Tabelle 3 sind die heute bekannten Liganden fir die
verschiedenen TLRs aufgezihlt. Die TLR1-10 werden beim Menschen exprimiert. In der
Maus findet man TLR1-9 sowie TLR11-13. TLR10 wird in der Maus nicht exprimiert (Kaisho
and Akira, 2006). Durch kombinatorische Dimerisierung (z.B. zwischen TLR1 und TLR2 oder
TLR2 und TLRO) und zusitzliche Erkennungsmolekiile (z.B. CD14 bei TLR4) witd die
Erkennungsvielfalt der Rezeptoren noch vergréBert. Die Stimulation von TLRs, die sich auf
DCs oder Makrophagen befinden, fithrt zur Aktivierung verschiedener Transkriptions-
faktoren, wie NF-kB, AP-1 und IRF3, und damit zur Expression proinflammatorischer
Zytokine, Chemokine und Typ I Interferone sowie kostimulatorischer B7-Molekiile auf der
Oberfliche von DCs. Zusitzlich wird die Phagozytosefihigkeit durch Freisetzung von

Sauerstoff- und Stickstoffradikalen gesteigert.
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Tabelle 3: Bekannte TLRs und ihre Liganden (Akira et al., 2006)
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TLR Ligand Ursprung des Liganden

TLR1 Triacyl-Lipopetide Bakterien und Mykobaktetien

TLR2 Peptidoglykan Gram-positive Bakterien
Diacyl-Lipopeptide Mykoplasmen
Triacyl-Lipopetide Bakterien und Mykobakterien
Lipoteichonsiure B-Streptokokken
Porine Neisserien
Lipoarabinomannan Mykobakterien
Zymosan Saccharomyces cerevisiae
Phospholipomannan Candida albicans
Glucuronoxylomannan Cryptococcus neoformans
tGPI-mutin Trypanosomen
Himagglutinin Protein Masernvirus
noch nicht bekannt HCMV, HSV1

TLR3 dsRNA Viren

TLR4 Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negative Bakterien
Glucuronoxylomannan Cryptococcus neoformans
Mannan Candida albicans
Glycoinositolphospholipide Trypanosomen
Envelope proteins RSV, MMTV
Hitzeschock Protein 60, 70 Wirt
Fibrinogen Wirt

TLR5 Flagellin Bakterien

TLRO6 Diacyl Lipopeptide Mykoplasmen
Lipoteichonsiure B-Streptokokken
Zymosan Saccharomyces cerevisiae

TLR7 ssRNA RNA Viren

TLR8 ssRNA RNA Viren

TLR9 CpG-DNA (unmethylierte DNA) Bakterien und Mykobakterien
DNA Viren
Hemozoin Plasmodien

TLR10 Noch nicht bekannt

TLR11 Noch nicht bekannt uropathogene Bakterien
Profillin-hnliche Molekule Toxoplasma gondii

TLR12 Noch nicht bekannt

HCMV” = Human Cytomegalie Virusy HSV'1 = Herpes simplex: Typ1 Virus; RSV = Respitatory-Syncytial Virus;
MMTV = Maus-Mammatumor Virus
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1.4.3. TLR-vermittelte Signalwege

Der Kontakt von TLRs mit mikrobiellen Bestandteilen fihrt zu einer gesteigerten
Expression von Transkriptionsfaktoren und aktiviert damit die Bildung wichtiger Mediatoren
der angeborenen Immunitit, wie z.B. Zytokine und Chemokine. Zusitzlich wird tber die
TLR-Signalwege, z.B. tiber Expression kostimulatorischer Molekile, die Einleitung der
adaptiven Immunitit induziert (KKawai and Akira, 2007). Einige TLRs induzieren auBlerdem
Typ I Interferone und aktivieren damit eine antivirale Antwort (Kawai and Akira, 2007).
Durch die Stimulierung der TLRs werden Adaptermolekiile, die eine TIR-Domine enthalten,
zur Bindung an die TIR-Domaine der TLRs rekrutiert. Es gibt vier Adaptermolekiile(Akira et
al., 20006):

- Myd88 (myeloid differentiation primary response protein)

- TIR-associated protein (TIRAP)/Myd88-adaptot-like protein (MAL)

- TIR-domain-containing adapter protein-inducing IFN-f (TRIF)/TIR-containing
molecule 1 (TICAMI)

- TRIF-related adaptor molecule (TRAM)

Die unterschiedlichen Antworten der TLRs auf Pathogene werden durch unterschiedliche
Kombination dieser Adaptermolekile ausgelést. Myd88 und TRIF sind fir die Aktivierung
von Signalwegen, die zur Produktion proinflaimmatorischer Zytokine und Typ I Interferone
fihren, verantwortlich. Alle TLR, mit Ausnahme von TLR3, nutzen einen Myd88-abhingigen
Signalweg (Kawai and Akira, 2005). TIRAP fungiert zusammen mit Myd88 als
Adaptermolekil fir TLR1, TLR2, TLR4 und TLRG6. TLR4 nutzt zusitzlich zu Myd88 und
TIRAP auch noch TRAM und TRIF als Adaptermolekiile. TLR3 interagiert ausschlieBlich mit
dem Molekiil TRIF. Abbildung 2 stellt die TL.R-vermittelten Signalwege im Uberblick dar.
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Abbildung 2: Signalkaskade der TLRs und Aktivierung verschiedener Transkriptions-
faktoren: Nach Aktivierung der TLRs durch die Bindung des entsprechenden Liganden kommt es znr
Aktiviernng intrazellularer Adaptermolekiile nnd Kinasen. Es werden der Myd88-abhdngige nnd MydSS-
nnabhéingige Signalweg unterschieden. Uber beide Wege werden der Transkriptionsfaktor NF-KB sowie
verschiedene Interferon-regulierende-Faktoren, wie IRF3, IRF5 und IRF7, aktiviert. NF-kB sowie IRF5
induzgieren die Produktion proinflammatorischer Zytokine. Die Aktiviernng von IRF3 und IRF7 fiibrt zur
Induktion von Dyp I Interferonen.

Myd88: Myeloider Differenzierungsfaktor 88; TIRAP: TIR-assoziiertes Adapterprotein; TRIF: TIR-
enthaltendes  Adaptermolekiil; TRAM: TRIF-verwandtes Adaptermolekiil; IRAK: IL-1-Regeptor-
assoziterte Kinase; TRAF: Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter Faktor; IRF: IFN-regulierender
Faktor; IFEN: Interferon; NF-KkB: Nukledrer Faktor-kB; IKK: IkB-Kinase-Komplex; TBK1: T ANK-
Binding-Komplex; RIP-1: Receptor-Interacting-Protein-1; ICAMI : intrazellnlires Adhdsionsmolekiill
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1.4.3.1. Der Myd88-abhéngige Signalweg

Das Adaptermolekiil Myd88 setzt sich aus einer C-terminalen TIR-Domine und einer
N-terminalen ,, Todesdomine” zusammen. Uber die TIR-Domine tritt Myd88 mit der TIR-
Domine der TLRs in Wechselwirkung. Myd88 rekrutiert IRAK4 (IL-1 receptor associated
Kinase 4) zu den TLRs und bindet Uber die Todesdomine an IRAK4, was zur
Phosphorylierung von IRAK1 fihrt (Takeda and Akira, 2005). Das aktivierte IRAK1 bildet
mit TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor-associatd Factor 6) einen Komplex, was zur
Aktivierung von zwei verschiedenen Signalwegen fiihrt. Uber den einen Weg werden MAP-
Kinasen (mitogenaktivierte Proteinkinasen) aktiviert, was wiedetrum zur Aktivierung des
Transktiptionsfaktors AP-1 fithrt und Gene, die an der inflammatorischen Antwort beteiligt
sind, induziert. Der zweite Signalweg aktiviert tber TAK1/TAB den IkB Kinase (IKK)-
Komplex. Hierdurch wird die Phosphotylierung und anschlieBende Degradierung von IkB
induziert, was zur Einwanderung von NF-KB in den Zellkern fithrt (Takeda and Akira, 2005).
NF-kB induziert dann die Transkription von Genen inflammatorischer Zytokine,
einschlieBlich TNF-a, 11.-6, IL-1B und I1.-12 (Kawai and Akira, 2007). Myd88-defiziente
Miuse zeigen keine Produktion inflammatorischer Zytokine als Antwort auf alle TLR-
Liganden (Kawai et al., 1999; Schnare et al., 2000; Takeuchi et al., 2000).

Zusitzlich werden Myd88-abhingig die Transkriptionsfaktoren IRF5 und IRF7 aktiviert.
IRF5 induziert Gene, die fir proinflammatorische Zytokine, wie IL-6 IL-12 oder TNF-a,
kodieren (Takaoka et al., 2005). Im Gegensatz dazu ist IRF7, der tber TLR7 und TLR9
aktiviert wird, essentiell fiir die Induktion von IFN-0/P bei viraler Infektion (Honda et al.,

2005). Bei TLR7 und 9 erfolgt die Induktion von IFN-¢ zusitzlich tber NF-kB.

TLRs, die ausschlief3lich tiber Myd88-Adaptermolekiile funktionieren, sind TLR5, 7 und 9.
Die TLRs 1, 2, 4 und 6 benétigen im Gegensatz dazu zur Einleitung ihres Signalweges und
schlieBlich der Ausschiittung inflammatorischer Zytokine zusitzlich zum Myd88-Molekiil
noch das Adapterprotein TIRAP. Analog zum Myd88-abhingigen Signalweg der TLRs
werden auch die Signalkaskaden des II.-1-Rezeptors sowie des I1.-18-Rezeptors tiber Myd88

vermittelt (Schnare et al., 2001).

1.4.3.2. Der Myd88-unabhéngige Signalweg

AuBler bei TLR3 und TLR4 ist die intrazellulire Signaltransduktion aller TL.Rs vollstindig
Myd88-abhingig. Experimente mit Myd88-defizienten Makrophagen zeigten die Existenz
eines Myd88-uanbahingigen Signalweges lediglich bei TLR3 und TLR4 (Youn et al., 2005).
Die Aktivierung dieser Myd88-unabhingigen Signalwege durch Bindung spezifischer Liganden
an TLR3 und TLR4 (zB. LPS oder dsRNA) fiihrt zur Reifung von DCs, zur Expression
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kostimulatorischer Molekiile und zur Regulation der Typ I Interferon-Antwort (Akira et al.,
20006). Beide Rezeptoren nutzen bei der Induktion der Signalkaskade das Adapterprotein
TRIF.

TLR4 kann sowohl tber TRIF als auch tber Myd88 eine Zellantwort auslésen. Im
Myd88-unabhingig vermittelten Signalweg bendtigt TLR4 zusitzlich zum TRIF-Molekiil
noch das Adapterprotein TRAM. Uber TRIF/TRAM wird zum einen TRAF6-abhingig der
Transkriptionsfaktor NF-KB aktiviert, was zur Expression inflammatorischer Zytokine und
IFN-B fithrt (Kaisho and Akira, 2006). Zum anderen kann {iber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF3 direkt die IFN-B Expression induziert werden.

Die Signaliibertragung von TLR3 ist vollstindig unabhingie von Myd88 und fihrt
ausschlieBlich iber TRIF zur Aktivierung von IRF3 und NF-kB. IRF3 induziert vor allem die
Bildung von IFN-B. Die TRIF-abhiingige NF-KB Aktivierung zeigt eine verspitete Kinetik
und fiihrt beispielsweise zur Induktion der IFN-f3 und ICAM1 Expression.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Infektion mit H. pylori ist eine der hiufigsten Infektionskrankheiten des Menschen.
Ohne adiquate Therapie persistiert der Keim ein Leben lang im Magen der Infizierten und ist
fir eine Reihe von gastroduodenalen Krankheiten, wie peptische Ulzera, Magenkarzinom und
MALT-Lymphom, verantwortlich. Die durch den Keim ausgeldste Entzindungsantwort ist
von groler Bedeutung bei der Entstehung gastraler Pathologien. Die Mechanismen der
Erkennung von H. pylori durch Zellen des Immunsystems und der Einleitung der
Entziindungsantwort werden bisher jedoch nur unzureichend verstanden. Ziel dieser Arbeit
war es zu untersuchen, welche Rolle Toll-like Rezeptoren bei der Erkennung von H. pylori
durch die dendritische Zelle spielen und inwieweit dies bei der Induktion der Immunantwort
in vivo von Bedeutung ist.

Im ersten Teil der Arbeit sollten die molekulaten Grundlagen der Interaktion von
dendritischen Zellen mit H. pylori untersucht werden. Folgende Fragen galt es hierbei zu
kliren:

(1) Inwieweit kann H. pylori an DCs binden und von DCs internalisiert werden? Hierzu
sollten fluoreszenz- und konfokalmikroskopische Aufnahmen von DCs, die mit GFP-
exprimierendem H. pylori inkubiert wurden, analysiert werden.

(2) Kann H. pylori Reifungsprozesse in DCs induzieren? Hierzu sollte untersucht werden,
ob H. pylori in DCs die Sekretion von Zytokinen, die Prisentation von Antigen an T-Zellen

und die Kostimulation mittels kostimulatorischer Molekiile induzieren kann.
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(3) Inwieweit ist die durch H. pylori induzierte Reifung der DCs von TLRs abhingig? Zur
Beantwortung dieser Frage sollten Versuchsreihen mit stimulierten BMDCs aus verschiedenen
Mausstimmen  durchgefithrt werden. Von besonderem Interesse sollte dabei die
dutchflusszytometrische Analyse stimulierter BMDCs aus WT, Myd88-/-, IL-1R/- und IL-18-/-
Tieten sein. Zum anderen sollte die Sekretion bestimmter Zytokine aus den DCs det
verschiedenen Maus-Stimme miteinander verglichen werden. Um die molekularen Ereignisse
der Interaktion zwischen H. pylori und dendritischen Zellen noch genauer zu untersuchen,
sollten auBlerdem Genexpressionsanalysen an infizierten und nicht-infizierten DCs
durchgefiithrt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Bedeutung der TLR-abhingigen Erkennung von
H. pylori fir die Induktion innater und adaptiver Immunitit iz vivo untersucht werden. Hietzu
sollte ein murines H. pylori-Infektionsmodell etabliert werden. Die Infektion von WT und
Myd88-/- Miusen sollte dabei folgende Fragen kliren:

(1) Hat Myd88-Defizienz einen Einfluss auf die gastrale Entzindungsantwort? Hierzu
sollten zunichst das Ausmal} und der Schweregrad der Gastritis mikroskopisch bestimmt
werden. Weiterhin sollte die Expression bestimmter Zytokine der Mukosa nach Infektion mit
H. pylori niher untersucht und mittels TaqMan-PCR quantitativ. bestimmt werden.
Insbesondere sollte hierbei die Expression von Thl-typischen Zytokinen untersucht werden.

(2) Beeinflusst Myd88~/- die Kolonisation von H. pylri im Magen? Hierzu sollte die
Expression ureB DNA infizierter Méduse analysiert und zusitzlich eine quantitative Kultur zur
Bestimmung der bakteriellen Kolonisation des Magens durchgefiihrt werden.

(3) Inwieweit beeinflusst die Myd88-abhingige Erkennung von H. pylori die Polarisierung
der T-Zell-Antwort? Zur Klirung dieser Frage sollte im Serum infizierter Mause Helicobacter-
spezifische IgG1 und IgG2c Titer mittels ELISA bestimmt werden.

Anhand dieser Versuche sollte gezeigt werden, welche Rolle TLRs bei der Interaktion von

H. pylori mit DCs sowie im Infektionsmodell spielen.
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2. Material und Methoden

2.1. H. pyloriStamme und Kultur von H. pylori
2.1.1. H. pylori-Stamme

Fir die Mausinfektionsexperimente wurden zunichst verschiedene H. pylor-Stimme
getestet. In Tabelle 4 sind die Stimme hinsichtlich ihrer baktetiellen Virulenzfaktoren

charakterisiert.

Tabelle 4: H. pylori-Stimme und ihre Virulenzfaktoren

H. pylori-Stamm Virulenzfaktoren

SS1 vacAst; cagPAl+; ¢agPAl jedoch hinsichtlich IL-8 Induktion in
Zielzellen nicht funktionell;

HP76 vacAs2/ m2; cagP Al-negativ;

256 vacAs1/m1; cagP A1+

X47-2AL vacAs2m2; cagP Al-negativ;

B128 vacAs1/m1; cagP A+

G27 vacAs1/m1; cagP A1+

G27 GFP-H.pylori vacAs1/m1; cagP A1+

Die mausadaptierten H. pylori-Stimme SS1, X47-2AL, 256 und B128 wurden von Dr.
Richard Ferrero (Institute Pasteur, Paris, Frankreich) zu Verfiigung gestellt. Das GFP-
Expressionsplasmid wurde von Dr. Steffen Backert (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie,
Otto von Guericke Universitit, Magdeburg, Deutschland) freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt. Der H. pylori-Stamm G27 wurde im Rahmen einer anderen Studie mit dem Plasmid

transformiert (Dossumbekova et al., 20006).

2.1.2. Herstellung von Selektivndhrbéden

Die Anzucht von H. pylori erfolgte auf WC-Agarplatten (Wilkins Chalgren-Agarplatten). In
Tabelle 5 sind die dafiir n6tigen Reagenzien aufgelistet. Zur Herstellung der Platten wurden
WC-Agar und Hefeextrakt in destilliertem Wasser gelost und autoklaviert. AnschlieSend
wurde die Losung auf etwa 50°C abgekiihlt, bevor 10% Fetales Kélberserum (FCS) und eine
Antibiotika-Mischung (DENT-Supplement) zugegeben werden konnten. Das Agar wurde
unter der Sterilbank in Petrischalen ausgegossen. Die Platten wurden bis zum Gebrauch

umgedreht bei 4°C gelagert.
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Tabelle 5: Reagenzien zur Herstellung von 1 Liter WC- Agar (Wilkins Chalgren-Agar)

WC-Agar (Oxoid; Basingstoke; UK) 43 g/1

Hefeextrakt (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 0,25%

Aqua dest. ad 11

FCS (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)® 10%
DENT-Supplement (Oxoid)? 2 Rohtchen/1000 ml

- Vancomycin 5 mg

- Trimethroprim Lactat 2,5 mg
- Cefsulodin 2,5 mg

- Amphotericin B 2,5 mg

“Zugabe nach dem Antoklavieren bei maximal 56°C

2.1.3. Anzucht von H. pylori auf Nahrbéden

Die Anzucht von H. pylori erfolgte in einem Labor mit Sicherheitsstufe 2 (S2 Labor).
Hierzu wurden 100 Ul eingefrorene Bakterienkultur auf einer WC-Agarplatte ausgestrichen.
Die Kulturplatten wurden anschlieBend bei 37°C im Brutschrank unter mikroaerophilen
Bedingungen (10% COa, 5% O: und 85% Ny) bebriitet. Nach ungefihr drei Tagen sind die
Baktetien auf den Nihrboden angewachsen. Beim Ernten wurde ihre Vitalitdt
lichtmikroskopisch tUberprift. Dabei wutrde die Beweglichkeit und Morphologie der Bakterien
beurteilt. Erstrebenswert sind méglichst viele sehr bewegliche, helikale Bakterien. Wachsen die
Keime zu dicht oder werden sie zu lange auf der Platte belassen, werden sie kokkoid und
verlieren ihre Beweglichkeit. Fuar die Weiterzucht der Bakterien bzw. fur die
Weiterverarbeitung wurden nur Kulturen verwendet, deren Bakterien iberwiegend helikal und

beweglich waren.

2.1.4. Langzeitlagerung von H. pylori

Zur Langzeitlagerung von H. pylori wurden Keime mit einem Wattestdbchen von
Agarplatten geerntet und in Brain Heart Infusion (BHI) Medium aufgenommen. Tabelle 6
zeigt die zur BHI-Herstellung verwendeten Materialien. Die Vitalitit der Keime wurde unter
dem Lichtmikroskop tberprift. Zur Standardisierung wurden jeweils 10 ml der initialen
Kultur photometrisch auf eine ODs;z von 1,0 eingestellt. AnschlieBend wurde die
Bakterienlsung abzentrifugiert (10 min bei 3500 g). Der Uberstand wurde verworfen und die
Keime in 1 ml Lésung, bestehend aus BHI, 20% Glycerin und 10% FCS, aufgenommen. Je
100 pl davon wutden in 1,5 ml Eppendorfréhrchen bei -80°C eingefroren.
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Tabelle 6: Reagenzien zur Herstellung von BHI-Medium (Brain Heart Infusion)

BHI (Sigma) 36 g/1
Hefeextrakt (Sigma) 0,25%
Aqua dest. ad 1000 ml
FCS (Invitrogen)? 10%

“Zugabe nach dem Antoklavieren bei maximal 56°C

2.1.5. Herstellung von bakteriellen Lysaten und Bestimmung der Protein-

konzentration

Zur Herstellung von H. pylori Lysat wurden Bakterien zunichst auf WC-DENT-Agat-
Platten ausgestrichen. Nach drei Tagen Wachstum wurden die Keime mit einem
Wattestibchen in 20 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) geerntet. Tabelle 7 enthilt die
Reagenzien zur Herstellung von PBS. Zur Lyse wurden die Keime im Réhrchen auf Eis
gekthlt und mit Ultraschall behandelt. Dazu wurden die Keime fiinfmal mit jeweils 50
Ultraschallst6Ben (output control: 3,3; duty cyde: 50) lysiert. Zwischen den einzelnen
Beschallungen wurden die Keime jeweils fir zwei Minuten auf Eis gekihlt. Die 250
Ultraschallst6Be entsprechen einer Beschallungszeit von vier Minuten.

Zur Kontrolle des angestrebten Lysats wurde die Bakterien-Lésung lichtmikroskopisch
beurteilt. Falls noch vitale Keime in der Lésung gefunden wurden, wurde erneut fiir einige
Minuten beschallt. Die Konzentration des Lysats wurde photometrisch mit Hilfe der
Bradford-Methode bestimmt und anschlieBend entsprechend der gewiinschten Konzentration
mit PBS verdunnt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zunichst nach Tabelle 8 ein Standard
hergestellt. Hierzu wurde erst eine Losung mit 200 pg BSA/ml PBS gemischt und
anschlieBend in verschiedenen Konzentrationen mit PBS verdinnt (BSA, Pierce, Rockford,
USA). Der Standard wurde zur spiteren photometrischen Doppelbestimmung zweifach
hergestellt. Der BioRad-Fabstoff (Bio-Rad Laboratoriers, Miinchen, Deutschland) wurde vor
Verwendung 1:5 mit Aqua dest. verdinnt. Die Lésung wurde gut geschiittelt und bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Proben nach
Bedarf verdinnt. Zu jeweils 100 ul Lysat bzw. Standard-Konzentration wurde je 1 ml
Farbstofflésung pipettiert.

Sodann wurden die Negativkontrolle und die Standardreihe photometrisch (Bradford

6,25 — 100 pl/ml) gemessen (BioPhotometer, Eppendotf, Hamburg). Am Ende ermittelte das
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Gerit einen vk-Wert. Wenn dieser kleiner als 10% war, wurden anschlieBend alle Proben

photometrisch bestimmt. Die Proteinkonzentrationen wurden vom Gerit in pg/ml

angegeben.

Tabelle 7: Reagenzien zur Herstellung von Phosphate Buffered Saline (PBS)

KCl 0,2 ¢
NaCl 80 g
KH2PO,4 0,2 ¢
NaHPO, 1,44¢
Aqua dest. ad 1000 ml, pH 7,4

Tabelle 8: Standard fiir Bradford-Proteinassay von Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories)

BSA/ml PBS BSA (w) PBS (u)
100 pl/ml 50 50
75 ul/ml 37,5 62,5
50 ul/ml 25 75
25 ul/ml 12,5 87,5
12,5 pl/ml 6,25 93,75
6,25 pl/ml 3,12 96,88
Negativkontrolle 0 100

2.1.6. Quantitative H. pylori-Kultur nach Reisolation aus dem murinen
Magen

2.1.6.1. Herstellung von Selektivndhrbéden

Zur Anzucht von H. pylori aus infizierten Mausemigen wurden Selektivnihrbéden, die
zusitzlich zu der DENT-Antibiotika-Kombination auch Bacitracin, Nalidixinsdure und
Polymyxin B enthalten, hergestellt. Diese Antibiotika-Komponenten wurden gewihlt, um das
Wachstum diverser Bakterien aus dem Magen der Maus zu unterdriicken. H. pylori weist jedoch
gegeniiber diesen Antibiotika Resistenzen auf und wichst daher auf diesen Platten. Tabelle 9
enthilt die Reagenzien dieser Selektivndhtboden. Die Herstellung der Nahrboden entspricht

der von WC-Agar-Platten.
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Tabelle 9: Reagenzien zur Herstellung von Bacitracin-WC-Agar-Platten

WC-(Wilkins Chalgren)-Agar (Oxoid) 43 ¢/1

Hefeextrakt (Sigma) 0,25%

Aqua dest. ad 11
FCS(Invitrogen)? 10%
DENT-Supplement (Oxoid) 2 Rohrchen/1000 ml
Bacitracin 200 mg
Nalidixinsiure 10,7 mg

PolymyxinB » 3,3 mg

“Zugabe nach dem Auntoklavieren bei maximal 56°C

2.1.6.2. Durchfiihrung der quantitativen H. pylori-Kultur

Zur Feststellung der quantitativen H. pylori-Besiedlung des Magens infizierter Mause
wurde nach der Entnahme der Migen ein kleines Stick Magengewebe abgetrennt und in
500 ul BHI in einem 2 ml Eppendorfréhrchen aufgenommen. Die Réhrchen (inklusive 500 ul
BHI) wurden zuvor gewogen. Nachdem das Magenstiickchen zugegeben worden war, wurde
anhand der Gewichtsdifferenz (vor und nach Zugabe des Magenstiickchens) das jeweilige
Magengewicht ermittelt.

AnschlieBend wurden die RShrchen fiir zehn Minuten geschiittelt, um die Bakterien aus
dem Driisengewebe herauszuwaschen. Die Magen-Lésung wurde dann 1:10, 1:100 und 1:1000
verdinnt. Von diesen Verdinnungen wurden jeweils 100 il Lésung auf eine Bacitracin-Platte
ausplattiert und im Brutschrank inkubiert.

Nach flnf Tagen wurden die Kolonien ausgezihlt. Die Anzahl der Kolonien wurde nun
auf das Magengewicht bezogen und schliefllich die CFU (Colony Forming Units) pro 100 Ug

Magengewebe bestimmt.
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2.2. Infektion von Méausen mit H. pylori

2.2.1. Mausstdmme

Fir die Infektionsversuche dieser Arbeit lag ein Tierversuchsantrag vor (Prof. S. Bauer,
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, Technische Universitit
Miinchen). Alle Infektionen erfolgten im Infektionsstall (S2) des Institutes fiir Mikrobiologie
der TU Miinchen. Fir die Infektionsversuche wurden folgende Mausstimme eingesetzt:

C57BL/6 (Hatlan Winkelmann, Borchen, Deutschland)

Myd88-/- (Dr. S. Akira, Osaka-Universitit, Japan)

IL-1R/- (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA)

1L-18/- (Inst. fiir Med. Mikrobiologie TUM, Prof. Heeg; (Hochholzer et al., 2000))

2.2.2. Inokulation der Mause mit H. pylori

Zur Infektion der Miuse wurde H. pylori auf WC-Agar-Platten ausgestrichen und bei
optimaler Bedingung im Brutschrank angeziichtet. Am dritten Tag wurde die Vitalitit der
Keime mikroskopisch tberprift und anschlieBend nur Platten mit Gber 90% vitalen, also
spiralférmigen und gut beweglichen H. pylori in BHI geerntet. Die BHI-Keim-Losung wurde
photometrisch auf eine ODs7s von 10 eingestellt. Diese OD entspricht der Keimzahl von
10°/ml Flussigkeit.

Jeder Maus wurden von dieser Lésung 100 pl mit einer Knopfkaniile méglichst tief in die
Speiseréhre injiziert. Dazu wurden die Miuse jeweils am Nacken mit Zeigefinger und
Daumen gehalten und der Schwanz mit dem kleinen Finger an die Handfliche gedriickt. Die
Infektion wurde drei und finf Tage spiter wiederholt. Inokuliert wurden sechs Wochen alte

mannliche Mause.

2.3. Gewinnung von Mauseserum

Vier Monate nach Infektion wurde den Miusen 100 ul Ketamin-Xylacin-Lésung (10%
Ketamin (Dr. E. Griub AG, Bern, Schweiz), 2% Xylacin (Bayer, Leverkusen, Deutschland),
Aqua dest.) intraperitoneal zur Anisthesie gespritzt. AnschlieBend wurde den Miusen mit
einer Insulinspritze aus der Vena subclavia oder intrakardial Blut abgenommen. Sollten die
Miuse anschlieBend getétet werden, wurden insgesamt ca. 500 Wl Blut entnommen. Diente die
Blutabnahme zur Antikérperbestimmung, reichte eine Menge von 50 Ul aus der V. subclavia

aus. Das Blut wurde bei 10000 g fiir zehn Minuten abzentrifugiert, der Uberstand (Serum)
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abpipettiert und der Rest verworfen. Das Serum wurde bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung

eingefroren.

2.4. Téten der Méause und Bearbeiten der Méagen

2.4.1. Praparation des Gewebes fiir histologische und molekularbiologische

Untersuchungen

Getotet wurden die Mduse in der Regel 16 Wochen nach Infektion mittels Genickbruch.
Dazu wurden die zuvor anisthesierten Miuse am Schwanz gehalten, ein dicker Stift wurde am
Genick des Tieres angelegt und daraufhin das Tier am Schwanz bis zum Nackenbruch in die
Linge gezogen.

Den toten Tieren wurde der Magen herauspripariert und in sterilem PBS kurz gewaschen.
AnschlieBend wurde mit einer feinen Schere der groflen Kurvatur entlang ein schmaler
Gewebesteifen abgeschnitten. Dieses Magenstiick, welches Gewebe vom Osophagus bis zum
Duodenum enthielt, wurde noch einmal in einer mit PBS gefiillten Petrischale ausgewaschen
und fir die histologischen und immunhistologischen Expetrimente vorbereitet. Dazu wutde
sowohl das 6sophageale als auch das duodenale Ende der Biopsie mit einem Faden markiert
und das Gewebe vor der Fixierung in Paraffin in die Lige gezogen. So war es spiter moglich,
den gesamten Gewebestreifen mikroskopisch auf einem Schnittpriparat zu betrachten. Dieses
Gewebestiick wurde in 1 ml 4%-igem Paraformaldehyd (PFA) bis zur Einbettung aufbewahrt.

Der Rest des Magens wurde jeweils in zwei gro3ere und ein kleineres Stiick geteilt. Auch
diese Magenteile wurden noch einmal in sterilem PBS gewaschen.

Eines der groBeren Stiicke wurde dazu verwendet, eine quantitative H. pylori-Kultur
vorzunehmen, siche Kapitel 2.1.6.

Das zweite Magensegment wurde zur Isolation von DNA und RNA verwendet. Dazu
wurde es mit einer Schere weiter zerstlickelt und die kleinen Gewebeteilchen in einem 2 ml
Eppendorfréhrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend wurde das Gewebe
mit einem Morser homogenisiert und auf zwei Eppendotfréhrchen, eines zur spiteren RNA-
und eines zur DNA-Isolation, aufgeteilt. Beide R6hrchen wurden bis zur Weiterverarbeitung
bei -80°C aufbewahrt.

Das kleinere Magenteil wurde zum Nachweis von H. pylori in einen Urease-Test gegeben

(siche Kapitel 2.5.).
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2.5. Urease-Test zum Nachweis der Infektion mit H. pylori

H. pylori exprimiert das Enzym Utrease, welches die Spaltung von Harnstoff zu
Kohlenstoffdioxid und Ammoniak katalysiert. Die Base Ammoniak puffert im Magen die
saure Umgebung des Keimes ab und schafft so gute Bedingungen fiir das Uberleben der
Bakterien. Der Nachweis von H. pylori kann relativ einfach durch die Bestimmung der
Expression von Urease tber ein Indikatorverfahren erfolgen.

Tabelle 10 fasst die fir den OCPC-Urease-Test (O-Cresolphthalein Complexone) ver-

wendeten Reagenzien zusammen.

Tabelle 10: Reagenzien zur Herstellung von OCPC-Urease-Test

EDTA 2Na 2,5 mmol/1
Harnstoff (Metck) 100 mg/dl
OCPC (Sigma) 2,5 mmol/1

Der pH der Losung wurde auf 7,0 eingestellt.

Dieser Urease-Test bleibt unter Aufbewahrung bei 4-8°C fiir mindestens ein Jahr stabil.
Zum Nachweis von H. pylori im Magen von Midusen wird die Biopsie in 500 ul Urease-Test
gegeben. Bei Raumtemperatur (25°C) wurde nun inkubiert, bis eine Farbreaktion sichtbar

wurde. Je nach Anzahl der Keime variierte die Dauer von zehn Sekunden bis zu einem Tag.

2.6. Isolation von Nukleinsduren

2.6.1. Isolation von DNA

Die Priparation der DNA aus den Magenbiopsien erfolgte mit dem DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland). Zur Isolation der DNA sind drei Schritte nétig. Im ersten
Schritt wird das Gewebe lysiert, im zweiten die DNA ausgefillt und im letzten Schritt die
DNA von den iibrigen Gewebebestandteilen getrennt.

Zur Vorbereitung der DNA-Isolation wurde das Magenstickchen in einem 2 ml
Eppendorfrohrchen auf flissigem Stickstoff so lange gemérsert, bis das Gewebe pulverisiert
war. Zur Lyse wurden 180 ul ATL-Puffer und 20 ul Proteinase K auf das gemérserte Gewebe
gegeben. Dann wurde gut geschiittelt und anschlieBend das Gemisch fiir mindestens drei
Stunden bei 55°C auf einem Schiittler inkubiert. Dabei entstand eine viskse Losung, die vor

der Fillung der DNA noch einmal fiir 15 Sekunden gut geschiittelt wurde. Ausgefillt wurde
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die DNA durch die Zugabe von 200 ul AL-Puffer und die anschlieBende zehnminiitige
Inkubation bei 70°C. Zuletzt erfolgte die Trennung der DNA von den restlichen
Bestandteilen der Biopsie. Hierzu wurden der Losung 200 pl Ethanol (96-100%) zugegeben,
gut geschiittelt und die Mischung auf eine spezielle Sdule aufgetragen. Diese wurde eine
Minute bei 6000 g zentrifugiert (Tischzentrifuge; Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Bei der
Zentrifugation wurde die DNA an die Membran der Sdule gebunden, wihrend alle iibrigen
Gewebebestandteile die Membran durchdrangen und im Sammeltube aufgefangen wurden
und anschlieBend verworfen werden konnten. Die DNA wurde dann mit 500 pl AW-Puffer
gewaschen (Auftragung auf die Sdule und Zentrifugation bei 6000 g fiir eine Minute). Der
Waschschritt wurde wiedetholt, nun wurde jedoch bei 10000 g fiir drei Minuten zentrifugiert,
so dass der gesamte im Waschpuffer enthaltene Alkohol entfernt wurde. Zuletzt wurde die
DNA zweimal eluiert. Hierzu wurde die Sdule in ein 2 ml Eppendotf-Tube gestellt, 200 pl
AE-Puffer auf die Sdule gegeben und diese bei 6000 g fiir eine Minute zentrifugiert. Auf
dieselbe Siule wurden noch einmal 200 ul AE-Puffer pipettiert und bei 6000 g eine weitere

Minute zentrifugiert. Die gewonnene DNA-Lésung wurde bis zur Weiterverwendung bei
-20°C aufbewahrt.

2.6.2. Isolation von RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte nach der von Chomczynski und Mitarbeitern
entwickelten Methode (Chomczynski and Sacchi, 1987). Die Isolation der RNA umfasst drei
Schritte. Im ersten Schritt werden die Zellen lysiert, im nichsten erfolgt die Phasenpriparation
und im letzten Schritt die Fillung der RNA. Zunichst wurde zur Lyse 1 ml peqGOLD
TriFast Reagenz (Peglab Biotechnologie GmbH, Etlangen, Deutschland) auf das gemorserte
Magengewebe pipettiert. Das Gemisch wurde gut geschittelt und anschlieBend fur
30 Minuten auf dem Schittler bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Phasenpriparation wurden
nun 200 pl Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugefiigt AnschlieBend wurden
die Proben 15 Sekunden mit der Hand geschtttelt und 15 bis 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Nachdem sich zwei Phasen gebildet hatten, wurden die Proben fiir 20 Minuten bei 4°C mit
10000 g abzentrifugiert (Eppendorf Kiihlzentrifuge 5403). Im nichsten Schritt wurde die
wissrige obere Phase, ca. 500 ul, welche die RNA enthilt, abgenommen und mit 500 pl
Isopropylalkohol (Merck) vermischt. Zur Fillung der RNA wurden die Proben nun fiir zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei 4°C und 10000 g erneut fir
20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das
Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 75%-igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation mit 12000 g

fir jeweils 15 Minuten). Nach griindlicher Entfernung des Alkohols aus dem Roéhrchen wurde
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das Pellet zehn Minuten getrocknet und schlieSlich in 50 Wl RNAse-freiem Wasser (Merck)
aufgenommen. Die aufgefangene RNA-L6ésung wurde bis zur Weiterverwendung bei -20°C

aufbewahrt.

2.6.3. MaBBnahmen zur Vermeidung von RNAse-Kontaminationen

Um einen Abbau der RNA durch exogene RNAsen zu vermeiden, wurden alle
Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt. Aulerdem wurden die frisch isolierten RNA-Pellets in
RNAse-freiem Wasser aufgenommen. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden wihrend
allen Arbeitsschritten Einmalhandschuhe getragen und diese regelmiBlig gewechselt.
AuBlerdem wurden Pipettenspitzen, Reaktionsgefille und Lésungen jeweils fiir zwei Stunden

bei 121°C und 2 Bar autoklaviert und anschlieSend vier Stunden bei 65°C getrocknet.

2.7. Reverse Transkription

2.7.1. Prinzip der reversen Transkription

Da die Tag-Polymerase einzelstringige RNA nicht als Matrize erkennen kann, musste die
RNA zunichst in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dies erfolgt mit
Hilfe einer RNA-abhingigen DNA-Polymerase, der reversen Transkriptase, welche zur
Ausgangs-RNA einen komplementiren DNA-Strang (cDNA) bildet. Durch den Einsatz
spezifischer Primer kann eine bestimmte RNA-Sequenz zur Umschreibung in c¢cDNA
ausgewihlt werden. Es besteht aber auch die Méglichkeit, Random Primer, ein Gemisch aus
kurzen Oligonukleotiden mit zufilligen Sequenzen, zu verwenden. Die Transkription findet
dann an verschiedenen, unspezifischen Stellen der RNA statt. Diese Methode wurde in der

vorliegenden Arbeit angewandt.

2.7.2. Reagenzien und Durchfiihrung

Die reverse Transkription wurde mit der SuperScript Reversen Transkriptase der Firma

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt. Tabelle 11 zeigt die ndtigen Reagenzien.
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Tabelle 11: Reagenzien fiir SuperScript™ II Reverse Transkriptase

5x Reaktionspuffer Tris-HCL 250 mmol/1
KCl1 375 mmol/1
MgCl, 15 mmol/1
pH 8,3
Dithiothreitol (DTT) 0,1 mol/1
Desoxynucleotid-Mix (dNTP) dATP je 10 mmol/1
dT'TP
dCTP
dGTP
Random Hexamer 250 ng/ul
Reverse Transkriptase SuperScript™ II 200 U/ul
RNAse Inhibitor RNAse OUT™ 40 U/ul

Zur Synthese von cDNA aus RNA wurde zunichst ein Ansatz aus 1 ul Random Hexamer

und 10 pl RNA-Losung hergestellt. Die zehnminiitige Inkubationszeit des Ansatzes konnte

zur Herstellung eines weiteren Ansatzes genutzt werden:

4 Wl 5x Reaktionspuffer
2u DTT

1 ul ANTP Mix

1 Wl SuperScript 11

AnschlieSend wurden beide Ansitze zusammen pipettiert. Der Gesamtansatz wurde im
Primus 96 plus (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) erst bei 42°C fir 60 Minuten und
fir weitere funf Minuten bei 95°C inkubiert. Zur fertigen cDNA wurden noch 80 ul Aqua

dest. zugegeben. Bis zur Verwendung wurden die Proben bei -20°C aufbewahrt.

2.8. Real-time quantitative PCR
2.8.1. Prinzip der quantitativen RT-PCR

Die real-time TaqMan-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir DNA und cDNA, die
auf dem Prinzip der herkémmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht und zusitzlich
die Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von

Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt.
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Zusitzlich zu den beiden Primern, die in jeder PCR bendtigt werden, wird in dieser
Reaktion eine fluoreszierende Sonde (eine so genannte Probe) eingesetzt. Die Probe ist ein
Oligonukleotid, dessen 5-Ende mit einem Reporter-Fluoreszenz-Farbstoff (FAM) und sein
3-Ende mit einem Quencherfarbstoff (TAMRA) markiert ist. Die Probe ist in ihrer
Nukleotidsequenz spezifisch fiir die zu amplifizierende DNA-Matritze. Sie bindet an eine
Gensequenz zwischen beiden Primern. Solange die beiden Fluoreszenzfarbstoffe nahe
zusammen sind, wird nach Anregung durch den Laser die Energie des Reporterfarbstoffes auf
den Quencherfarbstoff ibertragen. Wihrend der PCR wird die Probe vom DNA-Strang
geldst und mit Hilfe der 5-Nuklease-Aktivitdt der Taq-Polymerase verdaut. Hierbei wird die
raumliche Nihe zwischen den beiden Farbstoffen der Probe unterbrochen, was zu einer
Zunahme der Reporterfluoreszenz fithrt. Da die freie, nicht hybridisierte Sonde nicht
gespalten witrd, ist die Zunahme der Reporterfarbstofffluoreszenz zu jedem Zeitpunkt der
PCR direkt proportional zur Konzentration der amplifizierten Zielsequenz. Das TagMan-
Gerit 7700 ABI PRISM Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) regt
mit einem Laser die Proben an und misst und speichert ihr Fluoreszenzsignal. Nach jeder
Elongation der Proben wird die Fluoreszenz, die sich proportional zur gebildeten DNA-
Menge verhilt, erneut gemessen. Das Gerit ermittelt fiir jede Probe den so genannten Ct-
Wert. Der Ct-Wert entspricht der Zykluszahl, bei der die Reporterfluoreszenz zum ersten Mal
das Baselinesignal messbar iiberschreitet, das heif3t, wenn zum ersten Mal die durch die PCR-
Amplifikation entstandene Fluoreszenz detektierbar wird. Der Ct-Wert wird zum Vergleich
verschiedener Proben herangezogen und ist somit der wichtigste Parameter bei der TagMan-
PCR. Mit geeigneten Referenzproben, deren Kopienzahl bekannt ist, kann man auf die

urspriingliche Kopienzahl der zu untersuchenden Probe riickschlieB3en.

2.8.2. Primer und Probes fiir die TagMan-PCR

Primer- und Probesequenzen wurden mit Hilfe der Primerdesign Software Primer-
Express (Applied Biosystems) erstellt. Um die Amplifikation von genomischer DNA zu
verhindern, wurden die Primer iiber Exongrenzen gelegt. Die Primer wurden bei der Firma
MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) in lyophilisierter Form bestellt. Die gelieferten
Primer wurden in sterilem Wasser aufgenommen, wobei jeweils eine Primerkonzentration von
25 umol/l erstellt wurde. Ebenfalls in lyophilisierter Form wurden die fluorogenen
Oligonukleotidsonden (Probes) von der Firma MWG-Biotech hergestellt. Bei der Auflésung
in sterilem Wasser wurde eine Probekonzentration von 4 [imol/] erstellt. Die Probes wurden
in lichtgeschiitzten Behiltern bei -20 °C gelagert. Die Primer- und Probesequenzen mit den

dazugehérenden Annealingtemperaturen sowie die Linge des jeweiligen PCR-Produktes sind

in der nachfolgenden Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Primer- und Probesequenzen fiir die quantitative TagMan RT-PCR

PCR-Produkt Tm Primer- und Probesequenzen
mouse 58°C FP 5- TTCAACACCCCAGCCATGTA -3’
B-Aktin-DNA RP  5-TGTGGTACGACCAGAGGCATAC -3’

P 5- TAGCCATCCAGGCTGTGCTGTCCC -3

mouse $-Aktin 58°C FP 5- CGTGAAAAGATGACCCAGATCA -3

RP 5- CACAGCCTGGATGGCTACGT -3

P 5- TTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCA -3’
mouse IFN-y 58°C FP 5- CAGCAACAGCAAGGCGAAA -3

RP 5- CTGGACCTGTGGGTTGTTGAC -3’

P 5- AGGATGCATTCATGAGTATTGCCAAGTTTGA -3’
mouse IL-10 58°C FP 5- CCAGAGCCACATGCTCCTAGA -3

RP 5- GGTCCTTTGTTTGAAAGAAAGTCTTC -3’

P 5- CTGCGGACTGCCTTCAGCCAGG -3
mouse IL-12A 58°C FP 5- ACTAGAGAGACTTCTTCCACAACAAGAG -3’

=IL12p35 RP 5- GCACAGGGTCATCATCAAAGAC -3

P 5- AGCTGCCTGCCCCCACAGAAGA -3’

mouse IL-12B 58°C FP 5- CTACAGCACCAGCTTCTTCATCA -3’
=IL-12p40 RP 5- TCAAAGGCTTCATCTGCAAGTTC -3

P 5- CATCATCAAACCAGACCCGCCCA -3
mouse TNF-u« 58°C FP 5- CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA -3’

RP 5- CCAGCTGCTCCTCCACTTG -3’

P 5- CCTGTAGCCCACGTCGTAGCAAACCA -3
mouse IL-6 58°C FP 5- ACAAGTCGGAGGCTTAATTACACAT -3

RP 5- TTGCCATTGCACAACTCTTTTC -3

P 5- TTCTCTGGGAAATCGTGGAAATG -3
H. pylori 58°C FP 5- CAACAAATCCCTACAGCTTTTGC -3
ureB-DNA RP 5- CCATCAGCAGGGCCAGTT -3

P 5- AGCGGTGTAACAACGATGATTGGTGGC -3’

T = Annealingtemperatur; FP = 1 orwdrtsprimer; RP = Riickwdrtsprimer; P = Probe
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2.8.3. Durchfiihrung der TagMan-PCR

Fir die quantitative TagMan-PCR wurde der gebrauchsfertige Absolute™ QPCR ROX
Mix (ABgene, Hamburg, Deutschland) eingesetzt. Folgender Ansatz wurde fir ein 25 l

Reaktionsgemisch mit Universal Master Mix verwendet:

Absolute™ QPCR ROX Mix 12 ul
H,O steril 5,5 ul
Primer (25 WM) e 1w
Probe (10 uM) 0,5 ul
cDNA 5w

Der Reaktionsansatz wurde in einem ABI PRISM Sequence Detector 7700 (Applied

Biosystems) nach folgendem Temperaturschema amplifiziert:

1 Zyklus: AmpErase-Verdau 50°C 2 min
Denaturierung: 95°C 15 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

Die Aufzeichnung und Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der ABI PRISM
Sequence Detection Software Version 1.9.1 (Applied Biosystems). Zur Quantifizierung der

Ergebnisse dieser Arbeit wurden alle Messungen auf B-Aktin bezogen.

2.9. Generierung von BMDCs

2.9.1. Isolation von Knochenmarkzellen

Die dendritischen Zellen wurden aus C56BL/6-WT, Myd88-/-, IL18R-/- und IL1R-/-
Miusen generiert. Dazu mussten zuerst Knochenmarkszellen aus den Oberschenkelknochen

der Miuse gewonnen werden. Die Mduse wurden nach kurzer Isofluran-Narkose durch
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zervikale Dislokation getttet. AnschlieBend wurde das Fell der Hinterbeine entfernt und die
Muskulatur mit Hilfe eines Skalpells méglichst sorgfiltic abpripariert. Die Oberschenkel
wurden oberhalb des Hiftgelenkes mit einer Schere abgetrennt. Nun wurden die restlichen
Muskeln entfernt und die Knochen und Gelenke mit einem Papiertuch abgerieben, bis
sdmtliches Muskel- und Sehnengewebe entfernt wat. Bevor die Knochen erdffnet wurden,
wurden sie zur Desinfektion dreimal kurz in 70% Ethanol getaucht. Dabei ist wichtig, darauf
zu achten, dass die Knochen unbeschidigt sind, denn beim Waschen in Alkohol kénnen die
Knochenmarkszellen zerstoért werden. Das Ethanol wurde mit sterilem PBS abgewaschen,
bevor im nichsten Schritt die Gelenke von Femur und Tibia abgetrennt wurden.

AnschlieBend wurde das Knochenmark mit PBS aus Femur und Tibia herausgespiilt.
Hierzu wurde eine Spritze mit 27G-Nadel zu Hilfe genommen. Die herausgelésten Zellen
wurden durch ein Nylon-Zellsieb (PorengréBe 100 pm; BD GmbH, Heidelberg, Deutschland)
in ein 50 ml Falcon-Réhrchen (BD Falcon™) gespiilt.

Die Knochen wurden so lange mit PBS gespiilt, bis diese durchsichtig erschienen. Hierzu
wurden ungefihr 30 ml PBS benétigt. Zum Schluss wurde noch das Nylon-Sieb mit etwas
PBS abgespiilt. Nach Zentrifugation bei 340 g fiir sieben Minuten wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 5 ml Medium aufgenommen. Tabelle 13 zeigt die

Zusammensetzung des verwendeten Zellkultur-Mediums.

Tabelle 13: Zellkultur-Medium zur Anzucht von BMDC

RPMI 1640 very low endotoxin (Biochem AG FG1415)

FCS 10%
Penicillin 1%
Streptomycin 1%
B-Metcaptoethanol 50mM (Invitrogen, 2- Mercaptoethanol) 0,1%

2.9.2. Reifung von BMDCs in GM-CSF-haltigen Medien

Zur Anzucht von BMDCs (bone marrow detived DCs) wurden die isolierten Knochen-
matkszellen in 5 ml Medium geldst, mit einer Neubauerzidhlkammer gezihlt und schlieBlich je
5x10> Zellen pro ml Medium aufgenommen. Je 5x10° Zellen wurden in eine Petrischale (BD
Falcon™) gegeben und mit 8 ml Medium und 1 ml GM-CSF-Uberstand aufgefiillt. Aus einer
Maus koénnen Zellen fir acht bis zehn Petrischalen isoliert werden. Die Zellen wurden bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Zwei Tage nach der Priparation wurden zu jeder Petrischale

10 ml Medium mit 1% GM-CSF zugegeben. Am fiinften Tag nach der Isolation wurden aus
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jeder Schale 10 ml Medium entnommen und durch neues GM-CSF-haltiges Medium ersetzt.
Dieser Schritt wurde nach zwei Tagen wiederholt.

Am siebten Tag nach der Isolation wurden die Zellen in ein 50 ml Falcon-Réhrchen
geerntet. Die Petrischale wurde mit frischem Medium gut abgespiilt. AnschieBend wurde die
Zelllbsung abzentrifugiert (340 g; 7 Minuten) und in 1 ml Medium aufgenommen. Danach

wurden die Zellen ausgezihlt und fir H. pylor-Stimulationsexperimente benutzt.

2.9.3. Herstellung von GM-CSF-haltigen Uberstanden

Zur Reifung von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark von Miusen wurde dem
Medium GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) zugesetzt. Das
verwendete GM-CSF wurde aus dem Uberstand einer B-Zell hybridoma Zell-Linie (G418
resistent) gewonnen.

Die Zellen wurden einige Tage im Brutschrank angeziichtet. Dann wurden die GM-CSF-
produzierenden Zellen uber vier bis finf Tage durch Zugabe von Neomycin (1 mg/ml)
selektioniert. Die tibrig gebliebenen Zellen wurden nun fiir bis zu zehn Tage erneut in Kultur
gebracht, bis sich das Medium gelb verfdrbt hatte. Das Medium wurde dann abgenommen
und steril filtriert. AnschlieBend musste ausgetestet werden, in welcher Konzentration der
GM-CSF-Uberstand zur Stimulation von BMDC eingesetzt werden sollte. Dazu wurden DCs
mit verschiedenen Mengen von GM-CSF-Uberstand stimuliert und anschlieBend mittels
FACS-Analyse der Prozentsatz an CD1lc-positiven Zellen bestimmt. Angestrebt wurden
mindestens 90% CD11c* Zellen. Ein optimales Ergebnis wurde beim Einsetzen von 1%
GMCSF-haltigem Uberstand erreicht. Der hergestellte GM-CSF-Uberstand wurde bei -20°C

bis zur Verwendung aufbewahrt.

2.9.4. Stimulation von BMDCs mit H. pylori

Die reifen, geernteten BMDCs wurden auf einer Neubauer Zihlkammer ausgezahlt. Dazu
wurden die Zellen 1:5 mit Trypan-blau verdiinnt und von dieser Verdinnung 10 ul auf die

Zihlkammer gegeben. Die Zell-Zahl wurde mit folgender Formel bestimmt:
Zellen/ml = gezihlte Zellen/4 x 10* x Verdinnung

Zur Stimulation der BMDCs mit H. pylori wurden 5 x 105 Zellen pro ml Medium
aufgenommen. Auch hier wurde dem Medium 1% GM-CSF zugegeben, da sonst die Zellen
entdifferenzieren. Von dieser Zelllésung wurden je 100 Ul pro Loch einer 96-Loch-Platte

pipettiert.
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Stimuliert wurden die Zellen mit H. pylori Lysat, in verschiedenen Konzentrationen
(1-10 pg/ml) und LPS (100 ng/m). Einige Locher der Platte wurden als Negativ-Kontrolle
genutzt und daher nicht stimuliert. Die Platten wurden im Brutschrank inkubiert.

Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung
mittels ELISA zur Bestimmung der 1L-10- und 1L-12-Konzentration bei -20°C eingefroren.

Die stimulierten BMDCs wutden entweder zur FACS-Analyse vorbereitet oder
abzentrifugiert (340 g / 7 Minuten) und das Zellpellet fur die RNA-Isolation in 1ml Ttizol
aufgenommen.

Ein kleiner Teil der BMDCs wurde mit H. pylori inkubiert und anschlieBend gefirbt, um
die Adhirenz von H. pylori an DCs zu zeigen.

2.10. Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay

2.10.1. Prinzip des ELISA

Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) ist eine quantitative Nachweismethode
fiir Proteine. Zunichst wird eine ELISA-Mikropipettierplatte im Uberschuss mit einem
Antikérper (Capture antibody) beschichtet, der gegen das nachzuweisende Protein gerichtet
ist. AnschlieBend wird die Probe dazugegeben, um das darin enthaltene Antigen an dem
Antikérper zu binden. Ein folgender Waschschritt trigt dazu bei, dass nur das gewiinschte
Protein gebunden bleibt. Die Detektion des gebundenen Proteins erfolgt durch einen
biotinylierten Detektionsantikorper. Im nichsten Schritt wird Streptavidin zugegeben, welches
an das Enzym HRP (Streptavidin-Hourse-Raddish-Peroxidase) gebunden ist. Das enthaltene
Avidin bindet an den biotinylierten Detektionsantikérper. Zuletzt erfolgt die Zugabe von
Chromogen TMB (Tetramethylbenzidine). Hierdurch wird nach einer bestimmten Zeit eine
der Konjugatkonzentration dquivalente Farbreaktion hervorgerufen. Diese kann mit einem
Photometer gemessen und die Konzentration des nachzuweisenden Proteins anhand einer

Standardkurve berechnet werden.

2.10.2. Reagenzien fiir ELISA

In der votliegenden Arbeit wurde die IL-10- und IL-12-Proteinkonzentration in
Zellkultur-Uberstinden nach Stimulation mit H. pylri mit Hilfe von ELSA bestimmt.
Weiterhin wurden H. pylori-spezifische IgG1 und IgG2c Titer im Serum der Versuchstiere
gemessen. Tabelle 14 enthilt die fiir den IL-12-ELISA verwendeten Reagenzien.
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Tabelle 14: Reagenzien fiir den IL-12-ELISA (Biosource Europe, Nivelles, Belgien):

Coating-Puffer B

Blocking-Lésung

Standard Diluent

Waschpuffer

Stopp-Losung

Coating-Antikérper (Biosource)

Detektions-Antikorper (Biosource)

Streptavidin-Horseraddish-

Peroxidase Conjugate

Stabilized Chromogen (Biosource)

NaHCO;

Na,COs3

H20 dest.

NaCl

Na,HPO4 * H,O
KH,;PO4

KCl

BSA (Sigma)

H20 dest.

NaCl

Na,HPO, * H,O
KH,PO4

KCl

BSA

Tween 20 (Biosource)
H20 dest.

NaCl

Tween 20

H20 dest.

H>SO4 (Biosource)
Rat x Ms IL.-12
0,125 mg/0.125 ml

Rat x Ms IL-12 Biotin
0,125 mg/0,125 ml

0,025 mg/0,125ml

43¢

5,3g

ad 1000 ml, pH 9,4
80¢g

142 ¢

02¢g

02¢g
50¢g
ad 1000 ml, pH 7,4
80¢g

142 ¢
02¢g
02¢g

50¢g

1 ml
ad 1000 ml, pH 7,4
90¢g

1 ml
ad 1000 ml, pH 7,4
1,8 N

1,25 ug/ml
Verdiinnung

in Coating-Puffer-B
0,125 ul/ml
Verdinnung

in Standard Diluent
10 ulin 10 ml
Standard Diluent

Standardverdiinnungen (Biosource) 1:2 Verdiinnungen beginnend mit 500 pg/ml

IL-10 wurde ebenfalls mit dem ELISA CytoSet von Biosource durchgefithrt. Dabei
konnte jeweils derselbe Ansatz von Coating-Puffer, Blocking-Lésung, Standard Diluent,
Waschpuffer und Stopp-Lésung wie fiir den IL-12-ELISA verwendet werden. Tabelle 15

enthilt die weiteren Reagenzien.
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Tabelle 15: Reagenzien fiir IL-10-ELISA

Coating-Antikérper (Biosource) Rat x Ms IL-10 1,25 ug/ml
0,125 mg/0.125 ml Verdiinnung
in Coating-Puffer-B
Detektions-Antikorper (Biosource) Rat x Ms IL-10 Biotin 0,06 pl/ml
Verdinnung

in Standard Diluent
Streptavidin-Horseraddish- 0,025 mg/0,125ml 10 ulin 10 ml
Peroxidase Conjugate Standard Diluent
Stabilized Chromogen (Biosource)

Standardverdiinnungen (Biosource) 1:2 Verdinnungen beginnend mit 2000 pg/ml

Um die Entwickling der adaptiven Immunitit bei Infektion mit H. pylori zu bestimmen,
wurden im Serum infizierter Mduse mit Hilfe von ELISA H. pylori-spezifische IgG2¢ und

IgG1 Antikérper bestimmt. Tabelle 16 enthilt die hierzu verwendeten Reagenzien.

Tabelle 16: Reagenzien fiir ELISA fiir IgG1 und IgG2c

Antikdrper:
IgG2c: biotinylierter Maus-anti-Maus IgG2,>  1:1000 in Blocking-
monoklonal Losung
(BD Biosciences)
IgG1: biotinylierter Ratte-anti-Maus 1:1000 in Blocking-
IgG1 monoklonal Losung
(BD Biosciences)
Coating: H. pylori Lysat 50 pg/ml
Waschpuffer: 1 x PBS 11
0,05 % Tween (Biosource) 500 wl
Blockingpuffer: 1 x PBS 11
BSA (Sigma) 10¢g
Strept-HRP 1:1000 in Blocking-
Losung

Chromogen-TMB (Biosource)
Stopp-Losung H>SO4 (Biosource) 10N

>
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2.10.3. Durchfiihrung des ELISA zur Messung der Zytokinsekretion

Zunichst wurden NUNG Maxisorb 96-Loch Platten mit dem Coating-Atikérper
beschichtet. In jede Vertiefung wurden hierzu 100 ul Antikérper-Losung pipettiert.
AnschlieBend wurden die Platten mit Klebefolie bedeckt und tiber Nacht (12-18 h) bei 4°C
inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Platten zuerst ausgeleert und ausgeklopft. Dann
wurde in jede Vertiefung 300 Wl Blocking-Lésung gegeben. Nach einer Inkubation von
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur wurden die Platten erneut ausgeklopft und
dann mit je 300 Ul Waschlsung viermal ausgewaschen. Dabei musste darauf geachtet werden,
dass die Locher nie austrocknen. AnschlieBend wurden je 100 Wl Standard, Negativkontrolle
und Proben in geeigneter Verdinnung in Doppelbestimmung auf die Platte pipettiert. Die
Platten wurden daraufhin mit einer Folie abgedeckt und fir 90 Minuten bei Raumtemperatur
und 700 rpm auf dem Horizontalschiittler geschiittelt.

Nach erneutem Waschen (4 x mit 300 pul Waschpuffer) wurden in jedes Well 100 ul
biotinylierter Detektionsantikérper gegeben und die Platten bei 700 rpm bei Raumtemperatur
eine Stunde geschiittelt. Der Waschschritt wurde wiederholt und anschlieend je 100 pl
Streptavidin/HRP in jede Vertiefung gegeben. Die Platten wurden fur weitere 45 Minuten
geschiittelt (abgedeckt, Raumtemperatur, 700 rpm).

Im letzten Waschschritt wurde erneut viermal mit je 300 W Waschpuffer gewaschen und
schlielich je 100 pl Chromogen TMB in jedes Loch pipettiert. Mit Alufolie bedeckt, wurden
die Platten inkubiert (Raumtemperatur, 700 rpm), bis eine Blaufirbung der Losung eintrat
(10-15 Minuten).

Die Reaktion wurde dann mit 100 Wl Stopp-Losung angehalten. Die Messung und

Auswertung erfolgte mit dem Plate Reader bei 450 nm.

2.10.4. Durchfihrung des ELISA zur Bestimmung von H. pylori-spezifischen
1gG1 und 18G2c Antikdrper-Titer im Mausserum

Zur Bestimmung von H. pylori-spezifischen IgG1 und IgG2c Antikérpern im Mausserum
wurden NUNC Maxisorb Platten (Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland) zundchst mit
H. pylori Lysat beschichtet. Dazu wurden 50 Ul H. pylori Lysat (50 pg/ml in PBS) in jedes Well
der 96-Platte gegeben. Die anschlieBende Inkubation der mit Klebefolie abgedeckten Platte
erfolgte bei 4°C tiber Nacht. Am folgenden Tag wurden die Platten ausgeleert und ausgeklopft

und dreimal mit je 100 pl Waschpuffer gewaschen. Im nichsten Schritt wurden die Wells mit
je 100 ul Blocking-Lésung geftllt und bei 37°C fir zwei Stunden inkubiert. Nach dem
folgenden Waschschritt (3 x mit 100 pl Waschpuffer) wurden die Proben aufgetragen. Das
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Miuseserum wurde hierzu 1:1000 in der Blocking Solution verdinnt und davon 100 ul pro
Well verwendet. Als Negativ-Kontrollen wurden jeweils 100 (Ul Blocking Solution verwendet.
Erneut wurde unter denselben Bedingungen inkubiert, bevor der nichste Waschschritt (3 x
mit 100 pl Waschpuffer) vorgenommen wurde. Als nichstes wurden je 100 pl des AntikSrpers
(IgG1 bzw. IgG2c 1:1000 verdinnt in Blocking Lésung) in die Locher gegeben. Auf dem
Horizontalschiittler wurden die Platten fiir 90 Minuten bei 700 tpm geschiittelt. AnschlieBend
wurde erneut gewaschen (3 x mit 100 Ul Waschpuffer) und 100 pl Streptavidin-HRP, 1:1000
verdinnt in Blocking Solution, auf die Platten aufgetragen. Der nichste Inkubationsschritt
wurde bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten durchgefihrt.

Nach einem letzten Waschschritt (3 x mit je 100 pl Waschpuffer) wurde in jedes Loch
100 pl Chromogen pipettiert. Die Platten wurden mit Alufolie abgedeckt und nach 20

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Farbreaktion mit je 100 ul 1 N
Schwefelsdure gestoppt. Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem Plate Reader bei 450
nm. Da hierbei keine Verdinnungsreihe zur Verfiigung steht, konnte die Auswertung der

Ergebnisse lediglich anhand des Vergleichs von relativen Messwerten (OD) erfolgen.

2.11. Durchflusszytometrie

2.11.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) ist ein
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Oberflichenmolekiilen und intrazelluliren
Proteinen von Zellen. Die Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenz-
farbstoff-markierten Proben bestimmte Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen, wie
z. B. die Expression von Obetflichen- oder intrazelluliren Molekiilen, auf Einzelzellebene zu
analysieren. Grundlage ist eine Antigen-Antikérper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-
matkierten Antikérpern durchgefiihrt wird. In dem FACS-Gerit befindet sich ein stindiger
Fluss einer Tragerflissigkeit (sheath fluid), in welche die Probe in Form einer Zellsuspension
eingebracht wird. Zur Analyse werden die Zellen durch hydrodynamische Fokussierung wie
an einer Perlenkette an einem gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenlinge vorbeigeleitet.
Bei Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen
Laserstrahl werden diese auf ein héheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen
die Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau
zuriick. Ein Photodetektor registriert die emittierte Photonenkonzentration. Diese verhilt sich
proportional zur Menge an gebundenen Antikérpern pro Zelle und ermdglicht so eine

Aussage tiber z.B. die Expression von Oberflichenmolekiilen. Zusitzlich werden durch die
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Lichtbeugung und -streuung Informationen tber die ZellgréBle und die Binnenstruktur (wie
KerngroBe oder Granularitit) der Zellen gewonnen.

Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist moglich,
wenn sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei ciner gemeinsamen Wellenlinge anregen
lassen, aber Uber unterschiedliche Emissionsspektren verfiigen.

In der vorliegenden Arbeit wurden dendritische Zellen mit monoklonalen Antikérpern fiir
CDl11c IgG1, CD80 IgG2, CD86 IgG2a und IA gefirbt. Um eine unspezifische Bindung der
Fc-Teile der Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérper an die Oberflichenrezeptoren
Fcyl (CD64), Feyll (CD16) und FeyIll (CD32) zu vermeiden, wurden diese Rezeptoren mit
Hilfe von einem gegen die Fc-Rezeptoren gerichteten Antikdrper (Fe-Block) blockiert. Die
Fluoreszenz wurde mit einem FACS-Calibur flow cytometer und der Softwate CELLQuest
(beides Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Zur Auswertung der
Messungen wurde ein Histogramm erstellt, in welchem die Fluoreszenz gegen die Zellzahl

dargestellt ist.

2.11.2. Reagenzien

Die verwendeten Antikérper wurden alle von BD Biosciences (Becton Dickinson)
hergestellt. Folgende Antikérper wurden zur Farbung von stimulierten BMDC benutzt:

- Allophycocyanin (APC)-konjugierter armenischer Hamster-anti-Maus
CD11c monoklonaler Antikérper IgG1)

- R-Phycoerythrin (r-PE)-konjugierter armenischer Hamster-anti-Maus
CD80 monoklonaler Antikérper (IgG2)

- R-Phycoerythrin (r-PE)-konjugierter Ratte-anti-Maus CD86
monoklonaler Antikérper (IgG2a) (PE-labeled)

- Biotinylierter anti-Maus IA> monoklonaler Antikérper

Des Weiteren wurden ein Puffer, bestehend aus 1 x PBS mit 0,5% BSA und 0,01%

Natriumacid, und ein Fe-Block (BD Biosciences) zur Farbung benétigt.

2.11.3. Durchfiihrung

BMDCs wurden nach 24 Stunden Stimulation mit H. pylori geerntet, abzentrifugiert und
anschlieBend so aufgenommen, dass 100 pl Puffer 1 x 106 Zellen enthielten. Zu dieser
Zelllésung wurde zur Blockierung der oberflichlichen Fe-Rezeptoren 1 ml 1:100 verdinnter
Fc-Block gegeben. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei 4°C wurde die Losung mit

einer Zentrifuge fir drei Minuten bei 4°C und 3000 rpm abzentrifugiert.
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Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit Puffer so verdiinnt, dass 600 Ll
Puffer 105 bis 5 x 105 Zellen enthielten. Die Lésung wurde auf sechs Eppendorfréhrchen a
100 ul verteilt. Die Firbungen wurden wie in Tabelle 17 angegeben durchgefthrt.

Tabelle 17: Firbung von BMDC

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6

Negativ- CD11c APC CD11c APC CD11c APC  CD11c APC MHC II bio SA

Kontrolle 1.100) (1:100) (1:100) single col. PE single col.
(1:100) (1:100)
CD86 (B7.2) PE. MHC II CD80 PE
(1:200) (entspricht AP (1:200)
fiir C57B/6
Tiere) -bio
(1:100)

Die gefirbten Proben wurden nun bei 4° C fiir 20 Minuten nochmals inkubiert, dann bei
3000 rpm fiir drei Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 500 pl Puffer
gewaschen und nochmals abzentrifugiert. Die Proben 1, 2, 4 und 5 wurden nun in 500 Wi, die
Proben 3 und 6 in 100 ul Puffer aufgenommen. Die in 500 Ul Puffer aufgenommenen Zellen

wurden bei 4°C aufbewahrt. Die Proben 3 und 6 wurden zusitzlich mit Streptavidin-PE 1:200

gefirbt und fir 15 Minuten im Kihlschrank inkubiert. Nach dieser letzten Inkubationszeit
wurden alle Proben noch zweimal mit je 500 il Puffer gewaschen. Zuletzt wurden die Proben
jeweils in 1000 pl Puffer in einem FACS-R&hrchen aufgenommen.

Die Proben koénnen bis zur FACS-Analyse fir maximal 14 Stunden dunkel bei 4°C

gelagert werden.
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2.12. cDNA Microarray-Analyse

Zur Untersuchung der molekularen Ereignisse bei der Interaktion zwischen H. pylori und
dendritischen Zellen wurden Genexpressionsanalysen benutzt. Die hierbei angewandte
Microarray-Analyse erlaubt eine globale Untersuchung der Genexpression.

Zunichst wurden hierzu BMDCs aus WT und Myd88-defizienten Mdusen fir sechs
Stunden mit H. pylori (MOIL 50) stimuliert (die basale Kontrolle blieb unstimuliert).
AnschlieBend wurde aus den Zellen die Gesamt-RNA wie zuvor beschrieben isoliert. Jeweils
5 Hg RNA wurden markiert und an Affymetrix MOE430A 2.0 Genchips hybridisiert
(entsprechend der Angaben des Herstellers; Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Dr. Roland
Lang und seine Atbeitsgruppe (Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Immunologie, TU
Miinchen) fithrten die Untersuchungen durch.

Die Microarrays wurden zunichst hinsichtlich der allgemeinen Assay-Qualitit mittels des
Simpleaffy package fiir R analysiert. Zwei biologische Replikate pro Bedingung wurden
untersucht. Eine Liste von signifikant regulierten Genen (H. pylori stimuliert versus
unstimuliert) wurde durch Anwendung des SAM Multiclass Algorithmus des SAMR Package
fur R ermittelt. Die False Discovery Rate wurde hietbei als <1% definiert. 1546 Probe-Sets
waren hierbei signifikant durch H. pylori reguliert. Ein weiteres Filtern der signifikant
regulierten Gene erfolgte durch Anwendung eines Minimum-Fold-Change-Kriteriums (Fold-
Change Expression >3; basal versus H. pylori stimuliert). Eine weitere Datenverarbeitung
erfolgte mit Hilfe von Spotfire DecisionSite Software (Spotfire, Sommerville, USA).

Hierarchisches Clustering erfolgte mittels des Programms Genesis (Version 1.1.3).

2.13. Fluoreszenzmikroskopie und Laser Scanning Mikroskopie

2.13.1. Mikroskopische Untersuchungen

Zum Nachweis der Bindung von H. pylri an dendritische Zellen wurde die
Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Hierzu wurden DCs zunichst mit GFP-markiertem
H. pylori inkubiert und anschlieBend die Firbung von Zellkern mit fluoreszierendem TOPRO3
und des Zytoplasmas mit fluoreszierendem Nile red vorgenommen. Der Grundaufbau des
Fluoreszenzmikroskops entspricht einem Auflichtmikroskop. Die fiir die Anregung des
Fluoreszenzfabstoffes notwendige Wellenldnge wird mit optischen Filtern herausgefiltert. Bei
der Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie werden Fluoreszenzsignale aus allen Ebenen des
Objekts reflektiert, deshalb kann nicht genau festgestellt werden, ob sich die Bakterien
intrazellulir befinden oder nur an der DC adhirieren. Um zu sehen, ob H. pylori witklich auch

in die DCs internalisiert wird, wurden zusitzliche Versuche mit dem konfokalen
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Laserscanningmikroskop durchgefithrt. Auch hierzu wurden DCs mit GPP-markiertem
H. pylori inkubiert und anschlieBend die Membran der DC gefirbt. Das
Laserscanningmikroskop erzeugt virtuelle optische Schnitte durch das Objekt. Zum Abrastern
(Scannen) des Objektes muss der Laser nacheinander auf viele Punkte des Objektes gelenkt
werden. Um ein Bild zu erhalten, wird das Objekt Punkt fiir Punkt abgescannt. Hierzu sind
zwei Scan-Spiegel nétig. Einer fiir die Punkte innerhalb einer Zeile (x-Richtung) und ein
zweiter flir die Zeilen des Bildes (y-Richtung). Dieses Abscannen steuert ein Rechner. Zudem
kann der Rechner tiber einen weiteren Stellmotor das Objekt in Richtung des Strahlengangs
(z-Richtung) bewegen. Die dabei entstandenen Schnittbilder kénnen anschlieBend durch eine
geeignete Software zu einer rdumlichen Darstellung zusammengesetzt werden. Im Gegensatz
zur Auflichtmikroskopie ist es dadurch méglich, die Position der fluoreszierenden Struktur
innerhalb des untersuchten Objektes auch entlang der optischen Achse (z-Scan) genau zu

bestimmen.

2.13.2. Reagenzien

Zur Firbung der DCs wurden die in Tabelle 18 zusammengestellten Reagenzien
verwendet. Zur Kernfirbung diente TOPRO3, die Firbung von dendritischem Zytoplasma
erfolgte mit Nile red.

Tabelle 18: Reagenzien zur Fluoreszenztirbung (TOPRO3 und Nile red)

1x PBS
Paraformaldehyd 4%
Saponin-Puffer PBS
Saponin (AppliChem, Darmstadt, 0,5 %
Deutschland)
BSA 0,5 %
NaAcid 0,01 %
TOPRO3 (Invitrogen) 1 pg/ml 1: 1000 verdinnt
Nile red (Sigma) 0,5 mg/ml in Aceton 5ul
75:25 Glycerol:H,O-Losung 5 ml
Hamster-anti-Maus CD11c IgG1 mAb 1: 50 verdunnt

Antikorper (APC labeled) (BD)
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2.13.3. Durchfiihrung

Zum Beweis der Adhirenz von H. pylori an dendritische Zellen wurden BMDCs nach
sieben Tagen Anzucht fiir 24 Stunden in Gewebe-Kultur-Slides (BD) gegeben. Anschlieend
wurden diese Zellen fiir 15 Minuten mit H. pylori G27-GFP (MOI 10 bzw. MOI 50) inkubiert.
Nach grindlichem Waschen mit PBS (zehnmal) wurden die Zellen in 4%-igem
Paraformaldehyd (PFA) fixiert und mit Saponin-Puffer fir 25 Minuten inkubiert. Zur
Kernfirbung wurden die Zellen mit 1:1000 verdiinntem TOPRO3 gefirbt und fiir weitere
40 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die membranésen und zytoplasmatischen Lipide
mit 0,5 mg/ml Nile red (Sigma; verdinnt in einer 75%-igen glycerolhaltigen wissrigen
Losung), welches als Mounting-Medium verwendet wurde, gefirbt.

Um die Aufnahme von H. pylri in dentritische Zellen zu beweisen, wutrden
Oberflichenmolekiile (CD11c) der dendritischen Zellen mittels anti-CD11c Antikérpern
gefirbt und mit GFP-markiertem H. pylori inkubiert. Nach siebentigiger Anzucht der BMDCs
in Petrischalen und einer weiteren 24-stiindigen Kultur in Gewebe-Kultur-Slides wurden diese
Zellen mit H. pylori G27-GFP MOI 10 fiir sechs Stunden inkubiert. Nach griindlichem
Waschen (zehnmal) und der Fixation mit 4%-igem PFA wurde die Firbung mit einem 1:50
verdinnten APC-markierten armenischen Hamster-anti-Maus CD11c IgGl mAb
monoklonalen Antikérper (BD) durchgefithrt. Die Auswertung dieser Firbungen wurde mit
einem Laser Scanning Mikroskop 510 (Carl Zeiss Microimaging; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland) durchgefthrt.

2.14. Histologische Untersuchungen

2.14.1. Einbettung der Magenbiopsien in Paraffin

Um die Autolyse der Magenbiopsien aus Mausen zu verhindern und damit das Gewebe in
moglichst natiirlichem Zustand zu erhalten, wurde das frisch entnommene Magen-Gewebe
sofort in 4%-igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die Parafineinbettung erfolgte im Institut
fiir Pathologie der TU Miinchen. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe wurde das PFA-fixierte
Gewebe zunichst entwissert und gehirtet und anschlieBend tber ein Intermedium (z.B.
Xylol) in Paraffin iiberfiihrt. Uber Nacht wurden die Priparate in einem Fixierungsapparat
(Shandon Pathcentre; Thermo Fisher Scientific, INC., Waltham, MA, USA) fixiert und vor-
paraffinisiert.

Die Einbettung der Priparate in Paraffinblocke erfolgte in 60°C warmem, flissigem
Paraffin (Histosec; Merck) (IBS 88 Paraffin Embedding System: Thermal Unit, Cool Unit,
Dispenser Unit; Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland). Zur Aushirtung wurden die
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Paraffinblécke auf einer Kihlplatte (Tissue Cool Plate COP 2; Medite Medizintechnik)
abgekihlt. Durch die Abkihlung wurde das Paraffin fest und die Blocke lieBen sich gut

schneiden.

2.14.2. Herstellung von Schnittpréparaten

Zur weiteren Verarbeitung wurden aus den Paraffinblécken 2 pm dicke Schnitte am
Rotationsmikrotom (Microm HM 335 E; Microm GmbH, Walldorf, Deutschland) angefertigt.
Um Falten im Paraffinschnitt zu vermeiden, wurden die Schnitte in einem Parrafin-Streckbad
(Paraffin Streckbad, TFB 35; Medite Medizintechnik) bei 50°C gestreckt. Danach wurden die
Schnitte auf SuperFrost Plus Objekttriger (Menzel-Gliser, Braunschweig, Deutschland)

aufgezogen. Bei 53°C wurden die Objekttriger ca. 30 Minuten getrocknet.

2.14.3. Entparaffinierung der Schnittpréparate

Bevor die Firbungen durchgefiihrt werden konnten, mussten die Gewebeschnitte aus
ihrem Einbettmedium, dem Paraffin, gelost werden. Dazu wurden die Schnittpriparate tber
Nacht bei ca. 60°C inkubiert. Zunichst wurden sie dann mit Xylol entparaffiniert und
anschlieBend iber eine absteigende Alkoholreihe in Wasser dberfihrt. Dies ist nétig, da
Firbungen in der Regel in wissrigen Losungen erfolgen. Folgende Entparaffinierungsschritte

wurden vor der Firbung angewendet:

Arbeitsschritt Reagenz Einwirkdauer

1. Entparaffinierung:

Xylol 2 x 20 min
2. Uberfiihrung ins wissrige Milieu :

Ethanol 100% 5 min

Ethanol 90% 5 min

Ethanol 70% 5 min

Aqua dest. 5 min

2.14.4. Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung

Zur besseren Differenzierung unter dem Lichtmikroskop wurden die histologischen
Priparate mit Hdmatoxylin-Eosin (HE) nach Ehtlich gefirbt. Die Firbung der Priparate
erfolgte  durch  Auftropfen von HE-Gebrauchslésung — (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland). Nach 15-45 Sekunden Einwirkzeit wurden die Priparate mit HoO abgespiilt.
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AnschlieBend wurden die histologischen Schnitte iber eine aufsteigende Alkoholreihe

entwissert und mit Eindeckmedium (Histolap Covermount) bedeckt.

2.14.5. Histopathologische Klassifikation gastraler Pathologien

Bei zunehmender Infektionsdauer mit H. pylri schreitet die Entziindung der
Magenschleimhaut der Miuse fort. Zur besseren Beurteilung und zur einheitlichen
Evaluierbarkeit wurden die histologischen Schnitte am Ubergang von Korpus zu Antrum

untersucht. Die Grade der Gastritis wurden folgendermalien definiert:

Grad 0:  kein Unterschied zu normalem Magen-Gewebe

Grad 1:  unifokale, geringgradige zellulire Infiltration in die Lamina Propria

Grad 2:  einzelne (2-5) multifokale Lisionen mit maBiger Infiltration von
Entziindungszellen in die Lamina Propria

Grad 3:  Lisionen, die ein gréBeres Mukosagebiet umfassen, oder >5 multifokale
Lisionen

Grad 4:  diffuse und schwere Entziindung, ausnahmslos transmurale Entziindung

Die Auswertung wurde von zwei von einander unabhingigen Personen durchgefiihrt.

Diese erhielten identische Ergebnisse bei nahezu allen Priparaten.

2.15. Statistik

Die statistische Auswertung aller Daten wurde mit Hilfe des T-Tests oder des Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Alle Ergebnisse mit p<<0,05 wurden als signifikant erkldrt. Die

statistische Auswertung der Microarrays wurde bereits in Kapitel 2.12. beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1. Interaktion von H. pylori mit murinen Bone Marrow-Derived Dendritic
Cells

Mikroorganismen werden von dendritischen Zellen erkannt, gebunden, aufgenommen
und prozessiert. Die Aktivierung von T-Zellen durch die DCs benétigt dreierlei Arten von
Signalen: (a) die Prisentation von Antigen durch MHC-II Molekiile, (b) Kostimulation mittels
kostimulatorischer Molekiile wie CD80 und CD86 und (c) Sektetion von Zytokinen. Um zu
untersuchen, inwieweit H. pylori diese Prozesse in DCs induzieren kann, wurden BMDCs von
C57BL/6 Wildtyp-Miusen generiert und deren Interaktion mit H. pylori im Detail analysiert
(Kapsenberg, 2003).

3.1.1. Adhérenz von H. pylori an DCs

Um ecine mégliche Adhidrenz von H. pylori an dendritische Zellen zu zeigen, wurde die
Bindung GFP-(green fluorescent protein-2)-exprimierender Bakterien an DCs mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Die GFP-Expression in Bakterien wurde durch die Transformation der Keime mit einem
GFP-Expressionsplasmid (pSB14) (Backert et al., 2005) erreicht. Hierzu wurde zunichst ein
Tropfen einer frisch geernteten Bakterienlésung (MOI 1) auf einer Agarplatte iiber Nacht
kultiviert. AnschlieBend wurde 1 pg Plasmid-DNA auf den angewachsenen Bakterienhaufen
gegeben und fir weitere 48 Stunden inkubiert. Die Bakterienkultur wurde dann auf
Kanamycin-haltige Agatplatten ibertragen und Uber weitere sieben Tage kultiviert. Die auf
dem GFP-Expressionsplasmid kodierte Kanamycin-Resistenz ermdglichte eine Selektion
erfolgreich transformierter Klone.

Zur Generierung von murinen BMDCs wurden Knochenmarkszellen aus Femur und
Tibia von Miusen isoliert und in GM-CSF-haltigem Medium angeztichtet. Am siebten Tag
wurden die Zellen geerntet und abzentrifugiert. Jeweils 2x105 Zellen wurden in die Kammern
von Gewebekultur-Objekttrigern pipettiert und fiir weitere 24 Stunden angeziichtet. Am
nichsten Tag wurden die herangereiften, an die Objekttriger adhirierenden BMDCs mit
GFP-exprimierenden H. pylori G27 (MOI 10 bzw. MOI 50) inkubiert.

Nach 15 Minuten Inkubation im Brutschrank wurden die Kultur-Objekttriger mehrmals
mit PBS gewaschen, um die nicht-adhirenten Bakterien zu entfernen. AnschlieBend wurden
die verbliebenen Zellen auf den Objekttragern fixiert und gefirbt. Zur Firbung des Zellkernes
wurde der Fatbstoff TOPRO3, zur Firbung des Zytoplasmas und der Zellmembran Nilrot-
Lésung verwendet. Nach der Firbung wurden die Kammern der Kultur-Objekttriger entfernt

und die Objekttriger eingedeckelt. Die Objekttriger wurden schlieflich unter dem
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Fluoreszenzmikroskop analysiert. Abbildung 3 zeigt in 400-facher VergroB3erung eine einzelne
dendritische Zelle, deren Kern blau und deren Zytoplasma/Zellmembran rot fluoreszieren.
Unter dem konfokalen Mikroskop imponiert das GFP-exprimierende Bakterium H. pylori
leuchtend griin. Man sieht adhdrierende Keime, die selbst nach exzessivem Waschen nicht von
der Zelle gelost wurden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass H. pyloti an dendritische Zellen adhiriert.

Abbildung 3: Adhdrenz von GFP-exprimierendem H. pyloti an BMDCs: Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnabmen von BMDCs, die 15 Minuten mit GEP-transformiertem H. pyloti inkubiert
und anschliefiend gewaschen wurden. Die Zellkerne der DCs wurden mit TOPRO3 (blan), das Zytoplasma
und die Membran mit Nile red (rot) gefarbt. Die Pfeile geigen jeweils auf GEFP-markierte H. pyloti (griin),
die an die DC adharieren. Fiir Aufnabme (A) wurden DCs mit H. pyloti mit einer Kongentration von
MOI 10 inkubiert. Fiir Aufnabme (B) wurde mit einer hoberen Bakterienzah! (MOI 50) inkubiert. Die
Aufnabmen sind 400-fach vergrifert.
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3.1.2. Aufnahme von H. pyloriin die Zelle

Voraussetzung fiir die Prisentation von Antigen ist deren Aufnahme und Prozessierung
dutch die DC. Es wurde bereits gezeigt, dass DCs Tight Junctions zwischen intestinalen
Epithelzellen o6ffnen koénnen und ihre Dendriten bis in das Lumen strecken, um
Mikroorganismen zu erkennen (Rescigno et al, 2001). Um eine mégliche Aufnahme von
H. pylori in dendritische Zellen zu zeigen, wurden BMDCs mit GFP-exprimierenden Bakterien
inkubiert und spéter mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.

Zur Durchfithrung dieses Versuches wurden Knochenmarkszellen aus den Oberschenkel-
knochen von WT Miusen isoliert und tber sicben Tage in GM-CSF-haltigem Medium
herangeziichtet. Nach dem Ernten der Zellen wurden diese fiir weitere 24 Stunden in
Gewebekultur-Objekttrigern  kultiviert. Um  die Aufnahme von H. pylori in die Zelle
nachzuweisen, wurden anschlieBend die DCs uber sechs Stunden mit dem GFP-
transformierten H. pylori G27-Stamm (MOI 10) inkubiert. Nach mehreren Waschschritten mit
PBS wurden die Zellen auf den Objekttrigern mit Paraformaldehyd fixiert. Im Anschluss
erfolgte die Firbung der DC-Membran mittels eines APC-markierten Hamster-anti-Maus-
CD11c IgG1 monoklonalen Antikorpers.

Die Aufnahme der DCs mit einem konfokalen Mikroskop zeigt in Abbildung 4 extra- und
intrazellulire Bakterien. Der definitive Nachweis einer intrazelluldren Lokalisation der Keime
erfolgte mittels eines so genannten z-Scans, wobei mikroskopische Aufnahmen der Zellen in
einer Vielzahl von Schnittebenen erfolgten.

Die Ergebnisse zeigen, dass DCs die Fahigkeit besitzen, H. pylri in die Zelle

aufzunehmen.

Abbildung 4: Aufnahme von H. pylori in BMDCs: Konfokalmikroskopische Aufnabme einer
DC, die mit GEP-transformiertem H. pyloti (MOI 10) iiber sechs Stunden inkubiert wurde und deren
Membran nach einem Waschschritt mit APC-markierten Hamster-anti-Maus-CD11¢ 1gG1 monoklonalen
Antikirpern gefirbt wurde. Die dendritische Membran stellt sich blan dar, der GEP-transformierte H. pylori
griin. 400-fache 1 ergroferung.
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3.1.3. H. pylori induziert die Oberflachenexpression von MHC-II und von

kostimulatorischen Molektlen auf BMDCs

Nach dem DCs Mikroorganismen erkannt haben, erfahren sie einen Reifungsprozess. Er
fihrt zu einer verstirkten Expression von MHC-II und kostimulatorischen Molekiilen auf der
Oberfliche der DCs. Unreife DCs, die sich noch nicht mit einem Mikroorganismus
auseinandergesetzt haben, exprimieren dagegen nur wenig MHC-II, CD80 und CD86; sie
kénnen keine naiven T-Zellen aktivieren. Um zu untersuchen, inwieweit H. pylori die
Expression von MHC-II (IAP) und von kostimulatorischen Molekilen auf DCs induziert,
wurden durchflusszytometrische Versuche mit BMDCs durchgefiihrt.

Auch fiir diese Versuche wurden BMDCs aus murinen Knochenmarkszellen generiert.
Die Zellen wurden am siebten Tag geerntet und mit 1 g bzw. 10 Ug H. pylori Lysat stimuliert.
Als Kontrollgruppe dienten Zellen, welchen anstatt von Lysat PBS zugesetzt wurde. Das
Lysat wurde aus H. pylori SS1 hergestellt. Dazu wurden die Bakterien nach Anzucht auf WC-
DENT-Agar-Platten geerntet und in 20 ml PBS aufgenommen. AnschlieBend wurden die
Keime auf Eis gekiihlt und mittels Ultraschall lysiert. Die Konzentration des Lysats wurde
photometrisch bestimmt und entsprechend der gewlnschten Konzentration mit PBS
verdinnt.

Die unstimulierten und stimulierten DCs wurden nach 24 Stunden geerntet,
abzentrifugiert und in FACS-Puffer aufgenommen (10¢ DCs pro 100 pl). Nach "Blockierung"
von oberflichlichen Fc-Rezeptoren erfolgte die Firbung mit anti-CD11c-APC, anti-CD80-
PE, anti-CD86-PE und biotinylierten anti-IA> monoklonalen Antikérpern. CD1l1c ist ein
Oberflichenmatker von BMDCs und IAP firbt die MHC-1I-Komplexe auf der Oberfliche
von DCs. Mit Hilfe der CD11c-Firbung konnten DCs von anderen Zelltypen unterschieden
werden. Nach dem Firbeschritt erfolgte die FACS-Analyse an einem FACS-Calibur
Durchflusszytometer. Die Auswertung wurde mit Hilfe der Software CELLQuest
durchgefiihrt.

In allen Versuchen betrug der Anteil der CD11c-positiven Zellen mehr als 90%. Dies
zeigt, dass die Generierung von BMDCs 7 vitro etfolgreich war und eine hohe Reinheit der
DC-Population erzielt wetden konnte. In den Histogrammen der Abbildung 5 sind die
unstimulierten dendritischen Zellen als schwarze Linie, die mit 1 [lg/ml stimulierten Zellen als
blaue Linie und die mit 10 pg/ml stimulierten DCs als rote Flichen dargestellt. Histogramm A
zeigt die Expression von CD80, Histogramm B die von CD86 und Histogramm C die
Expression von IAP innerhalb der CD11c-positiven BMDCs.

Die Ergebnisse zeigen, dass H. pylori eine dosisabhingige Hochregulation von CD80,
CD86 und IAP auf CD11c-positiven BMDCs induziert.
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Abbildung 5: FACS-Analyse der Expression von MHC-II (IA?) und
kostimulatorischen Molekiilen von DCs: Die Histogramme zeigen die Expression von CD80 (A),
CD86 (B) und LAY (C) gegatet anf CD11c-positive BMDCs. Die FACS-Analysen wurden nach
siebentagiger Angucht von BMDCs durchgefiibrt. Schwarge Kurven: unstimnlierte BMDCs; blane Kurven:
BMDCs stimunliert mit 1 g H. pyloti Lysat fiir 24 Stunden; rot gefiillte Kurven: BMDCs stimuliert mit
10 pg H. pyloti siber 24 Stunden. Dargestellt ist eines von drei Experimenten mit abnlichen Ergebnissen.
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3.1.4. Zytokinsekretion aus BMDCs nach Stimulation mit H. pylori

Als nichstes wurde untersucht, inwieweit H. pylori Zytokinsekretion in DCs induzieren
kann. Hierzu wurden nach Stimulation der Zellen mit H. pylori die IL-12p70 und IL-10 Spiegel
im Uberstand bestimmt. Die Stimulationsexperimente erfolgten in 96-Loch-Platten. Zunichst
wurden BMDCs tber sieben Tage in GM-CSF-haltigem Medium angeziichtet. Jeweils 5 x 104
Zellen wurden mit H. pylori Lysat (Stamm SS1 und G27) in verschiedenen Konzentrationen
und auBerdem mit E. w/ LPS (100 ng/ml) stimuliert. Nach 24 Stunden Stimulation wutde die
I-12p70 und I1.-10 Sekretion im Uberstand mittels ELISA bestimmt. In der Abbildung 6
sind die arithmetischen Mittel und die Standardfehler der Sekretion von I1L-12p70 und I1L-10
aus vier bis sechs Versuchen pro Gruppe dargestellt.

Die Abbildung zeigt, dass nach Stimulation mit H. pylri die 1L-12p70-Sekretion aus DCs
induziert wird. 1L-12p70 stellt einen wichtigen Faktor fiir die Aktivierung der Tul-Antwort
dar. Die Sekretion von IL-12p70 war nach Stimulation mit 100 ng/ml E. e/ LPS um das
63-fache erhoht. Bei Stimulation mit 10 (g H. pylori Lysat stieg die Sekretion um das 36-fache.

Auch die Stimulation mit 1 Ug H. pylori Lysat ergab eine verstirkte Induktion der Sekretion
(zehnfach). Sie entsprach damit jedoch nur einem Viertel der Sekretion nach Stimulation mit
10 ug Bakterien.

Die Sekretion von 1L-10 aus DCs war nach Stimulation mit H. pylori und E. coli 1LPS
weitaus geringer als die Ausschiittung von IL-12p70. Wihrend unstimulierte DCs keine
nachweisbare Menge an IL-10 sezernierten, konnte nach Stimulation mit E. ¢/ LPS eine im
Mittel um 0,19 ng/ml erhohte Sekretion gemessen werden. Bei Stimulation mit 10 pg H. pylori
Lysat betrug die Induktion im Mittel ca. 0,17 ng/ml. Auch bei der Sekretion von IL-10 nach
Stimulation mit H. pylori Lysat zeigte sich also eine Dosisabhingigkeit.

Diese Ergebnisse zeigen, dass H. pylori durch Maus-BMDCs erkannt, gebunden und auf-
genommen wird. Die DCs durchlaufen einen Reifungsprozess, der sie zur Antigen-
prisentation, Kostimulation und Zytokinsektretion befihigt. Diese Signale sind entscheidend

fur die Aktivierung von T-Zellen und die Induktion adaptiver Immunitit.
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Abbildung 6: Zytokinsekretion von BMDCs nach Stimulation mit H. pyloti: Bestinimung
der Sekretion von 1L-12p70 (A) und IL-10 (B) nach Stimulation mittels ELLSA. Stimuliert wurde jeweils
mit H. pyloti Lysat (1 und 10 fig/ mi) und E.coli LPS(100 ng/ml) Die Balken zeigen das arithmetische
Mittel und Standardfebler aus vier bis sechs Proben pro Gruppe. Die basale I1-10 Sekretion war nicht
detektierbar (n. d.). Die P-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. *P <0,05; *¥P<0,01;
**+P<0,001. Dargestellt ist eines von drei Experimenten mit dhnlichen Ergebnissen.
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3.2. Einfluss des TLR-vermittelten Signalweges auf die Aktivierung von
murinen BMDCs

Das nichste Ziel der Arbeit war, zu untersuchen, ob die durch H. pylori verursachte
Aktivierung der DCs iber Signale von Toll-like Rezeptoren vermittelt wird. Fir diese
Versuche wurden BMDCs von C57BL/6 Wildtyp und von Myd88/- Miusen verwendet.
Myd88 ist ein wichtiger Bestandteil des TLR-Signalweges, spielt aber auch bei der
intrazelluliren Weiterleitung der IL-1- und IL-18-Signalwege eine wichtige Rolle (Akira and
Takeda, 2004). Zur Abgrenzung von TLR-vermittelten Effekten und solchen, die von IL-1
bzw. IL-18 vermittelt werden, dienten in allen Versuchen BMDCs von IL1R~/- und IL18-/

Maiusen als Kontrolle.

3.2.1. Toll-like Rezeptor-abhédngige Expression von MHC-Il und
kostimulatorischen Molekiilen bei DCs nach Stimulation mit H. pylori

Zunichst wurde an DCs untersucht, ob der TLR-Signalweg die dutch H. pylori-induzierte
Antigenprisentation und Kostimulation beeinflusst. Hierzu wurde analysiert, inwieweit
H. pylori die Hochregulation von MHC-II, CD80 und CD86 auf der Obetfliche von WT,
Myd88-/-, ILIR- und IL18-- BMDCs induzieren kann.

Reife BMDCs wurden fiir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von H. pylori
SS1 Lysat (1 pg/ml bis 10 pg/ml) oder mit 100 ng E. /i LPS stimuliert. Nach detr Inkubation
wurden die Zellen geerntet, abzentrifugiert und mit anti-CD11¢c-APC, anti-CD80-PE, anti-
CD86-PE und biotinylierten anti-IA> monoklonalen Antikérpern gefirbt Die Fluoreszenz der
gefirbten Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer gemessen und analysiert.

Die Histogramme in Abbildung 7 zeigen jeweils die Expression der Oberflichen-Matker
CD80 bzw. CD86 auf CD11c-positiven DCs. Man erkennt, dass die Expression von CD80
und CD86 durch Stimulation mit H. pylori Lysat und E. c/i LPS bei WT, IL1R/- und IL18~/-
BMDCs deutlich hochreguliert wird. Im Gegensatz hierzu findet keinerlei Hochregulation bei
Stimulation von Myd88~/- BMDCs mit H. pylori Lysat statt. Die Zellen verhalten sich in der
FACS-Analyse wie unstimulierte DCs. Auch das Einsetzen von sehr hohen H. pylori Lysat-
Konzentrationen bis zu 10 (g verindert das Ergebnis nicht. Der Effekt wurde auch bestatigt,
als die Stimulierung mit verschiedenen Lysaten aus anderen H. pylori-Stimmen (HP76, G27)
erfolgte. E. cli LPS diente als Kontrolle, da bereits vorausgegangene Studien zeigten, dass die
Hochregulation von CD80 und CD86 bei Stimulierung mit E. /7 LPS auch unabhingig von
Myd88 induziert werden kann (Hoebe et al., 2003).

Wie erwartet, reagierten BMDCs aus Myd88-/- Miusen auf Stimulierung durch E. co/i LPS
mit einer deutlichen Hochtegulation von CD80/CD86, die dem Verhalten von WT DCs
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entsprach. Auch bei der Messung der Expression von IAP nach Stimulation mit H. pylori und
E. ¢oli LPS wurden die gleichen Effekte festgestellt (Abbildung 7). Eine Hochregulation von
IAP wurde bei WT, IL-18/- und IL-1R~/- BMDCs beobachtet, wihrend sich die BMDCs von
Myd88-defizienten Miusen bei Stimulation mit H. pylori Lysat wie unstimulierte Zellen
verhielten.

Wurden lebende H. pylori benutzt, so war die Hochregulation von MHC-II und
kostimulatorischen Molekiilen bei Myd88-defizienten DCs im Vergleich zu WT BMDCs
ebenfalls deutlich eingeschrinkt, jedoch nicht komplett aufgehoben.

Diese Ergebnisse zeigen: Im Kontext der H. pylori-Infektion wird die Fahigkeit der DCs
zur Antigenprisentation und Kostimulation mafBigeblich durch TLR-abhingige Erkennung des

Keimes beeinflusst.
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Abbildung 7: TLR-abhingige Hochregulation von MHC-II (Ia®) und
kostimulatorischen Molekiilen als Antwort auf H. pylori: Dargestellt sind FACS-Analysen
von CD80-, CD86- und LA*-Expression durch BMDCs ans WT, Myd88"/, IL-1R/- und 11.-187-
Mausen. Gemessen wnrden die Expressionen iiber sieben Tage kultivierter BMDCs gundchst unstimuliert
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(ungefiillte Kurven), sowie nach Stimulation mit 10 g H. pyloti S87-Lysat (hellgran ansgefiillte Kurven)
und mit 100 ng E. coli LPS (dunkelgran gefiillte Kurven) jiber 24 Stunden. Die Histogramme zeigen die
Expression von CD80 (A), von CD86 (B) und von LA (C) begogen anf CD11¢tDCs. Es ist eines von
Jeweils zwei bis drei représentativen  Experimenten mit dbnlichen Ergebnissen  dargestellt. Auch bei
Stimulation mit lebenden H. pylori war die Hochregulation von LA und der kostimulatorischen Molekiile in
Myd88-defizienten Mdusen signifikant reduziert, jedoch nicht komplett anfgeboben (Ergebnisse werden nicht

gezeigt).

3.2.2. TLR-Abhéangigkeit der H. pylori-induzierten Zytokinsekretion DCs

Um zu untersuchen, ob die Signale, die iber TLRs weitergeleietet werden, eine H. pylori-
induzierte Aktivierung von DCs bedingen, wurde weiterhin die Zytokinsekretion von BMDCs
als Antwort auf auf H. pylori bestimmt. Die Analyse der Zytokinexpression in stimulierten und
unstimulierten DCs von WT, Myd88/-, IL-1R/- und IL-187/- Miusen wurde mittels
quantitativer RT-PCR durchgefthrt.

Reife BMDCs wurden hierzu fur sechs Stunden mit 10 pg/ml H. pylori SS1 Lysat und PBS
in Petrischalen stimuliert. Die Zellen wurden dann mit PBS gewaschen. AnschlieSend erfolgte
die Isolation von RNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion. Die RT-PCR und die
quantitative Analyse der Expression von B-Aktin, 1L-12p40, IL-12p35, IL-6, TNF-ot und
IL-10 wurde mittels TagMan-PCR durchgefiihrt.

Abbildung 8 zeigt die Expression von 1L-12p40, IL-12p35, IL-6, TNF-o und IL-10 von
stimulierten und unstimulierten BMDCs. Die Zytokinexpression wurde jeweils auf die
B-Aktin-Expression normalisiert. Im Gegensatz zu den Myd887/- BMDCs nimmt bei
stimulierten DCs aus WT, ILIR/- und IL18/- Miusen die Expression dieser
proinflammatorischen Zytokine bis um das 100-Fache zu. Die Expression in Myd88~/- DCs
kann hingegen durch H. py/ori nur sehr schwach induziert werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass wichtige Schritte der durch H. pylori-induzierten Aktivierung

von dendritischen Zellen durch Signale von Toll-like Rezeptoren vermittelt werden.
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Abbildung 8 (Seite 76): Kontrolle der Zytokin-Expression iiber Signale der TLRs:
Abgebildet ist die Expression proinflammatorischer Zytokine in BMDCs aus WT, Myd$88+/-, IL-1R/~ und
1L-187/- Mdnsen unstimuliert (schwarzge Balken) und nach Stimulation mit H. pylori §87 MOI 50 jiber

sechs Stunden (grane Balken) mittels real-time PCR (normalisiert anf B-Aktin). Gezeigt werden die Daten
aus drei dbnlichen Experimenten. Die Balken zeigen das arithmetische Mittel und SEM von sechs bis acht
Excperimenten pro Gruppe. Es wurden statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Werten stinulierter
Myd88/- DCs und Werten der stimmulierten WT, 1L-1R/- und I11-18 - DCs in allen Féillen gemessen
(*P<0,05; ¥*P<0,01; ***P<0,001).

3.3. Genexpressionsanalysen in H. pylori-stimulierten BMDCs decken TLR-
abhéngige und TLR-unabhéngige Komponenten der DC-Aktivierung auf

Um die molekularen Ereignisse der Interaktion zwischen H. pylori und dendritischen
Zellen genauer zu untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen an infizierten und nicht-
infizierten DCs durchgefiihrt. Die hierbei angewandte Microarray-Analyse etlaubt eine globale
Untersuchung der Genexpression.

Fir diese Versuchsreihe wurden Knochenmarkszellen aus Oberschenkelknochen von WT
und Myd88-/- Miusen isoliert und iber sieben Tage angeziichtet. Ein Teil dieser BMDCs
wurde in Petrischalen tber sechs Stunden mit H. pylori SS1 (MOI 50) stimuliert und
anschlieBend mit PBS gewaschen. SchlieSlich wurde RNA aus den Zellen isoliert. Jeweils 5 lg
RNA wutrden entsprechend dem Affymetrix-Protokoll markiert und zu Affymetrix
MOE430A2.0GeneChips hybridisiert. Analysiert wurden die Ergebnisse mit Hilfe der
Simpleaffy Software.

3.3.1. Hierarchisches Clustering zur Visualisierung der Genexpression in
Wildtyp und Myd88-defizienten DCs nach Stimulation mit H. pylori

Zunichst wurde die Genexpression in unstimulierten WT und Myd88-defizienten DCs
untersucht und verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Genexpression bei unstimulierten
WT und Myd88-defizienten Zellen sehr dhnlich ist. Bei den 22690 Probe-Sets, die auf den
Affymetrix Chips vorhanden sind, gab es hinsichtlich der Genexpression nur in drei Fillen
signifikante Unterschiede zwischen WT und Myd88~/- DCs (p<0.01; SAM Multiclass Analysis;
Psign<0.01).

Nach der Stimulation von WT DCs mit H. pylori (MOI 50) kam es zu einer signifikanten
Regulation (Induktion oder Hemmung der Expression) von 1546 Genen (SAM Multiclass

Analysis; FDR<1%). Diese starken Verdnderungen in der Genexpression deuten darauf hin,
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dass es nach H. pylori-Stimulation zu einer tiefgreifenden Anderung des zelluliren Phinotyps
von DCs kommt.

Im Gegensatz zur basalen Genexpression konnten nach Stimulation mit H. pylori
signifikante Unterschiede in der Expression vieler Gene bei WT und Myd88-defizienten DCs
festegestellt werden. Zur vergleichenden Visualisierung der Genexpression in WT und
Myd88~/- DCs wutde ,,Hierarchic Clustering” (HC) durchgefithrt. Abbildung 9A zeigt eine
HC-Analyse, durchgefithrt an Genen, die nach der Stimulation mehr als dreifach in WT
und/oder Myd88-defizienten DCs reguliert wurden. 178 Gene wurden nach Stimulation mit
H. pylori um mehr als das Dreifache in WT und/oder Myd88-/- DCs reguliert. Wie aus
Abbildung 9B zu ersehen ist, wurden von diesen 178 Genen 70,8% nur in WT DCs, 27% in
WT und Myd88-/- DCs und 2,2% nur in Myd88-defizienten DCs verstirkt exprimiert.
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126
(70,8%)

TRIFTyp-l IFN induzierte Gene

Zytokin-Gene und Chemokin-Gene

Gene, die in Antigen-Aufnahme/-Prozessierung involviert sind
Gene, die DC/T-Zell Interaktion vermittein

Gene, die zur DC-Differenzierung/-Reifung beitragen

Abbildung 9: Das H. pylori-induzierte DC-Transkriptom ist zum groflen Teil von
Myd88-Signalwegen abhingig: Dargestellt sind die nach H. pyloti-Stimmulation regnlierten Gene von
DCs von WT und Myd88-defizienten Mdusen. (A) Hierarchisches Clustering signifikant regulierter Gene,
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die in WT oder Myd887/- BMDCs wmindestens dreifach induziert oder unterdriickt werden. Die
dnrehschnittliche Expression ist Gen-weise normalisiert mit Hilfe eines Z-score. Gemessen wurde die
Expression unstimulierter sowie mit H. pyloti S81( MOI 50; 6 Stunden) stimulierter DCs. (B) Das
Kreisdiagramm verdentlicht die Unterschiede der Transkription zwischen W und Myd88-/-. Insgesamt
waurden in den DCs (WT und Myd88--) 178 Gene mebr als dreifach reguliert. Der griine Kreis enthdlt alle
in WT regulierten Gene, waibrend der rote Kreis die regulierten Gene der MydS8-defizienten DCs enthilt.
Von den mebr als dreifach regulierten Genen  wurden 126 Gene (70,8%) nur in WI DCs reguliert, vier
Gene (2,2%) nur in Myd88"/- und 48 Gene (27%) in WT und Myd88-/- DC.

3.3.2. Einteilung der H. pyloriregulierten Gene in funktionelle Gruppen

AnschlieSend wurden jene Gene niher betrachtet, deren Expression sich um mindestens
das Dreifache nach Stimulation mit H. pylori verandert hatte. Diese ausgewihlten Gene
wurden, je nach molekularer und physiologischer Funktion, in unterschiedliche Gruppen
eingeteilt. Hietbei wurden besonders immunologische Funktionen bertcksichtigt. Die
Ermittlung der Funktion jedes einzelnen regulierten Gens erfolgte mittels Literaturrecherche
in medizinischen Datenbanken (PubMed). Folgende Gruppen wurden ermittelt und sollen
nachfolgend im Detail diskutiert werden:

- Zytokine und andere Entziindungs-assoziierte Molekiile

- Gene, die bei der Aufnahme und Prozessierung von Antigenen eine Rolle spielen

- Gene, die bei det Interaktion von DCs mit anderen Leukozyten eine Rolle spielen

- Chemokine

- Gene, die an der Differenzierung, Reifung und Funktion der DCs partizipieren

- Gene, die das zellulire Uberleben steuern

- Gene, die an der Regulation von DNA-Replikation und Zellzyklus beteiligt sind

- Gene, die an der Modulation von Zellstruktur/Zellform und am Migrationsverhalten

von DCs partizipieren

- Typ I Interferon-abhingige oder TRIF-abhingige Gene

- Regulation von c-Fos in Myd88-defizienten DCs

Nicht eingegangen wird in dieser Arbeit auf eine grofle Anzahl von Genen, die den
Lipid-, Aminosdure- und Glukosestoffwechsel oder die generelle Regulation der Transkription

und Translation beeinflussen.

3.3.2.1. Zytokine und Entziindungs-assoziierte Molekiile

DCs, die mit H. pylri stimuliert wurden, weisen eine starke Induktion pro-

inflammatorischer Zytokine auf. Tabelle 19 zeigt, dass zahlreiche Zytokine induziert werden,
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die eine wichtige Rolle bei der T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung spielen. So kommt es
z.B. zu einer bis zu 110-fachen Induktion der Expression von I1.-6, IL-1f, 1L-12, TNF-0,
IL-To.  Ein wichtiger intrazelluldrer transkriptioneller Regulator proinflammatorischer
Genexpression ist IkappaBzeta (Yamamoto et al., 2004). Das Kernprotein ist entscheidend fiir
die Expression einer groBlen Anzahl von Genen, die iber den TLR-Signalweg aktiviert
werden, und wird durch H. pylori induziert (Tabelle 19).

Neben proinflammatorischen Zytokinen kam es bei Stimulation mit H. pylori zu einer
ausgeprigten Induktion der Expression von Enzymen, welche die Regulation von
Prostaglandinen oder die Biosynthese von Stickoxid beeinflussen. Zu diesen Enzymen
gehoren Ptgs2, Ptges, Nos2 und Arg2.

Auch die Akut-Phase-Proteine SAA3 und F3, der Komplement-Faktor H2-Bf sowie das
antimikrobielle Peptid Hepcidin wurden verstirkt exprimiert. Diese Gene sind in WT DCs
nach Stimulation der Zellen deutlich verstirkt, in Myd88-defizienten DCs werden sie dagegen
kaum hochreguliert. Dies zeigt, dass der Myd88-abhingige Signalweg eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung der Immunantwort spielt. ST2 und DOK2, die hemmend auf den TLR-
Signalweg wirtken (Akira and Takeda, 2004), wurden dementsprechend nach H. pylori

Stimulation unterdriickt.
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Tabelle 19: Fiir Zytokine und andere Entziindungs-assoziierte Molekiile kodierende
Gene, die in WT und/oder Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pylori iiber sechs
Stunden um mindestens das Dreifache induziert wurden

Entrez Genname Gensymbol FCWT FC Myd88-/-
Gene ID

19225 Prostaglandin-endoperoxide Ptgs2 119,6 12,9

synthase 2 (Cox2)

16193 Interleukin 6 1L-6 112,5 33
16160 Interleukin 12b 1.-12b 59,1 1,8
21926 Tumor necrosis factor Taf-o 241 6,7
16153 Intetleukin 10 IL-10 223 1,1
16176 Interleukin 13 1L-1B 20,4 3,6
20210 Serum amyloid A 3 Saa3 18,9 2.9
80859 Nuclear factor of K light Nfkbiz 16,3 2.9

polypeptide gene enhancer in B-cells

inhibitor, zeta

14066 Coagulation factor II1 F3 14,6 7,6
84506 Hepcidin antimicrobial peptide Hamp 12,9 1,2
12702 Suppressor of cytokine signaling 3 Socs3 11,3 43
16175 Intetleukin 1o IL-1a 10,4 2,7
14962 Histocompatibility 2, complement H2-Bf 7,9 4.8
component factor B
11847 Arginase type 11 Arg2 6,6 3,2
16992 Lymphotoxin A LTA 6,5 23
54448 Interleukin 1 family, member 6 1L-1F6 6,1 1,4
16159 Interleukin 12a 11.-12a 52 1,2
16181 Interleukin 1 receptor antagonist II-1RN 4.6 2,5
50498 Interleukin 27 11.-27 (Ebi3) 3,7 1,2
215257 Interleukin 1 family, member 9 1L-1F9 35 1,8
64292 Prostaglandin E synthase Ptges 3,5 3,1
18126 Nitric oxide synthase 2, inducible Nos2 (Inos) 3,4 1,1
13449 Docking protein 2 Dok2 -3,0 -1,8
17082 Interleukin 1 receptor-like 1 I1L-1RL1 4.1 -2,6
(ST2)
16600 Kruppel-like factor 4 (gut) Kif4 -9,9 -3,0

FC = Fold change; WT = Wildtyp
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3.3.2.2. Gene, die an Aufnahme und Prozessierung von Antigen beteiligt
sind

Die Aufnahme, Prozessierung und Prisentation von Antigen ist entscheidend fiir die
Einleitung spezifischer Immunitit. Wie erwartet, wurden durch H. pylori Gene, die bei der
Antigenaufnahme und Prozessierung eine Rolle spielen, in DCs induziert.

Wie die Tabelle 20 zeigt, schlieBt diese Gruppe C-Typ Lectine, wie die klassischen
endozytotischen Mannose-Rezeptoren LY75 (DEC-205) und MARCO, ein. Auch CLEC4E,
ein weiters C-Typ Lectin, dessen Funktion noch unbekannt ist, sowie der ,Scavenger
Rezeptor” LOX-1, welcher eine Schlisselrolle bei der Endozytose von Hitzeschockproteinen
und bei der Antigen-Kreuz-Prisentation spielt (Delneste et al., 2002), wurden nach H. pylori
Stimulation verstirkt exprimiert. Ebenso wurde durch H. pylori die Expression von Molekiilen
induziert, die an der intrazelluldren Antigenprozessierung beteiligt sind. Zu diesen Molekilen
zahlen CAV1, CAV2, CPD, ACPP und UBE2L6. Bei vielen dieser Gene konnte eine
deutliche Myd88-Abhingigkeit der Induktion festgestellt werden.

Tabelle 20: An Antigen-Aufnahme und —Prozessierung beteiligte Gene, die in WT
und/oder Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pyloti iiber sechs Stunden um
mindestens das Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88-/-

56619 C-type lectin domain family 4, Clec4e 12,8 10,3
member e

56318 Lysosomal acid phosphatase Acpp 12,3 2,2

17167 Macrophage receptor with Marco 7,1 -1,2
collagenous structure

17076 Lymphocyte antigen 75 Ly75 4,5 1,9

(DEC205)

12874 Carboxypeptidase D Cpd 4.1 1,8

12389 Caveolin, caveolae protein 1 Cavl 39 2,7

56791 Ubiquitin-conjugating enzyme Ube216 39 2,0
E2LL 6

12390 Caveolin 2 Cav2 2,7 3,1
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3.3.2.3. Gene, die bei der Interaktion von DCs mit Leukozyten eine Rolle
spielen

Die Microatray-Analysen zeigten, dass eine Reihe von Genen, die an der Aktivierung von
T—Zellen oder natiirlichen Killerzellen beteiligt sind, nach Stimulation mit H. pylori in WT

DCs vermehrt exprimiert wurden (Tabelle 21).

Tabelle 21: An der T-Zell-Interaktion beteiligte Gene, die in WT und/oder Myd88+-
DC's nach Stimulation mit H. pylori iiber sechs Stunden um mindestens das Dreifache
Induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-

21939 Tumor necrosis factor receptor Tafrsf5 (CD40) 14,9 3,4
superfamily, member 5

21948 Tumor necrosis factor (ligand) Tnfsf7 (CD70) 14,0 2,6
superfamily, member 7

53606 Interferon, alpha-inducible G1p2 (Ifi15) 11,9 8,0
protein

108078 Oxidized low density lipoprotein ~ Lox-1 (Olr1) 9,6 43
(lectin-like) receptor 1

27218 Signaling lymphocytic activation Slamf1 8,5 1,1
molecule family member 1 (CD150)

21950 Tumor necrosis factor (ligand) Tnfsf9 8,0 2,3
superfamily, member 9 (41BBL)

22329 Vascular cell adhesion molecule 1~ Vcam1 6,8 2,9

(CD106)

52118 Poliovirus receptor CD155 5,8 2,1

12517 CD72 antigen CD72 4.8 -1,3

12519 CD80 antigen CD80 3,9 -1,3

12524 CD86 antigen CD86 3,5 1,3

11658 Activated leukocyte cell adhesion ~ Alcam 33 2,1
molecule

Im Gegensatz hierzu werden diese jedoch in Myd88-defizienten DCs nicht bzw. nur sehr
schwach exprimiert. Es wurde bereits gezeigt, dass Oberflichenmolekiile wie CD80 und
CD86 zusammen mit kostimulatorischen Molektilen der TNF-Familie, wie TNFSF9
(4-1BB-L), TNESF5 (CD40) und TNEFSF7 (CD70), eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung von CD4+ T-Zellen spielen. CD155, welches an DNAM-1 bindet, ist z.B. ein
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wichtiges Molekiil fir die Aktivierung von CD8" T-Zellen und NK-Zellen (Watts, 2005). Die
Interaktion von CD70 mit CD27 spielt eine ausschlaggebende Rolle in der CD8* T-Zell-
Aktivierung, wihrend das Interferon-induzierbare ubiquitin-like Protein IFI15 (ISG15) die
Proliferation von NK-Zellen induziert und die MHC-unabhingige Zytotoxizitit verstirkt
(D'Cunha et al,, 1996). Auch hier wurden die meisten Gene dieser Gruppe Uberwiegend in
WT DCs induziert, wihrend in Myd88-defizienten DCs keine bzw. nur eine geringe

Hochregulation stattfand.

3.3.2.4. Chemokinexpression in DCs durch H. pylori

DCs vermitteln, zumindest teilweise, die Chemotaxis von Immun-Effektorzellen zum Ort
der Infektion. Im Einklang hiermit kam es nach H. pylori Stimulation zu einer ausgeprigten
Induktion verschiedener Chemokine der C-C- und C-X-C-Familien. Tabelle 22 zeigt, dass es
durch die bakterielle Infektion zu einer deutlichen Induktion von CXCL2, CXCL3, CXCL10,
CCL2, CCL3, CCL4, CCL7 kam. AuBlerdem wurde CD38, das einen wichtigen Faktor fir die
Chemotaxis dendritischer Zellen darstellt, durch Stimulation mit H. pylri hochreguliert
(Partida-Sanchez et al., 2004).

Tabelle 22: Fiir Chemokine kodierende Gene, die in WT und/oder Myd88~- DCs nach
Stimulation mit H. pylori um mindestens das Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88-/-
20311 Chemokine (C-X-C motif) CXCL5 11,8 1,0
ligand 5 (ENA-78)
20310 Chemokine (C-X-C motif) CXCL2 7,1 2,4
ligand 2 (Gro-B)
15945 Chemokine (C-X-C motif) CXCL10 5,1 4,1
ligand 10 (IP-10)
20302 Chemokine (C-C motif) ligand 3 CCL3 7,6 2,4
(MIP-101)
20306 Chemokine (C-C motif) ligand 7 CCL7 (MCP-3) 7,2 1,2
20303 Chemokine (C-C motif) ligand 4 CCL4 6,8 2,8
(MIP-1PB)
20296 Chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2 (MCP-1) 3,9 1,5
54199 Chemokine (C-C motif) receptor- ~ CCRL2 6,1 3,8
like 2
12494 CD38 Antigen CD38 5,2 2,0




Ergebnisse 86

3.3.2.5. Gene, die bei der Reifung und Differenzierung von DCs eine Rolle

spielen

Die Reifung von DCs ist ein komplexer Differenzierungsvorgang, der durch ein
koordiniertes Zusammenspiel zahlreicher Gene gesteuert wird. Eine Reihe von Genen, die bei
der Differenzierung und Reifung von DCs entscheidend sind, werden durch H. pylori reguliert.
Tabelle 23 zeigt, dass Gene wie Gfil, Ednl und Csf3, die eine wesentliche Rolle im
Reifungsprozess, beim Uberleben und bei der Funktion von DCs spielen, durch H. pylori
induziert werden (Rathinam et al., 2005; Guruli et al., 2004; Roberts, 2005). Im Gegensatz
dazu wurden Gene wie Mafb und Hbex, welche bekannt dafir sind, dass sie die
Differenzierung und Reifung von DCs unterdriicken, nach Stimulation mit H. pylori
herunterreguliert (Bakri et al., 2005). Phinotypische Marker der DC-Reifung, wie CD80 oder
CD86, wurden auf Stimulation mit H. py/or7 hin induziert, wihrend Antigene wie CD206 und
CD301a, welche nur auf unreifen DCs exprimiert werden, in ihrer Expression gehemmt
wurden.

Wihtend dieses Spezialisierungsprogrammes wird die Zellteilung wahrscheinlich
gehemmt. Gene, die an der Replikation der DNA und am Nukleinsduremetabolismus beteiligt
sind, wurden vorwiegend in den unterdriickten Clustern gefunden. AuBlerdem gehérte der
Transkriptionsfaktor Myc, welcher die Zellproliferation férdert, zu den signifikant (>3-fach)
herunterregulierten Genen. Generell waren jedoch in dieser Gruppe von Genen die
Unterschiede zwischen WT und Myd88-defizienten Miusen nicht so ausgeprigt wie in den

oben beschriebenen Gruppen.

Tabelle 23: An Reifung, Funktion und Differenzierung von DCs beteiligte Gene, die in
WT und/oder Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pyloti iiber sechs Stunden um
mindestens das Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-

12985 Colony stimulating factor 3 Csf3 19,5 1,1

14581 Growth factor independent 1 Gfil 11,8 2,9

13614 Endothelin 1 Ednl 9,9 22

23886 Growth differentiation factor 15 Gdf15 3,0 1,6

59027 Pre-B-cell colony-enhancing Pbefl 3,0 2,3
factor 1

15242 Hematopoietically expressed Hhex 34 2,0
homeobox

16658 V-maf musculoaponeurotic Mafb -7.8 -3.0

fibrosarcoma oncogene family,

protein B (avian)




Ergebnisse 87

3.3.2.6. Gene, die an der Regulation von Zellteilung und Apoptose beteiligt
sind

Die Regulation der Zellteilung ist ein komplexer Vorgang, an dem eine Reihe von Genen
beteiligt sind. Tabelle 24 umfasst die regulierten Gene, welche bei der DNA-Replikation und
im Nukleinsdure-Metabolismus eine Rolle spielen. Bei den Transkripten, die in diese Gruppe
eingeordnet wurden, konnte zumeist eine Hemmung der Genexpression beobachtet werden.
So wurden z.B. Mcm5, Mecm6, Mcm7, Ung and Cdca5 nach H. pylori Stimulation signifikant
herunterreguliert. Dies deutet darauf hin, dass das Spezialisierungsprogramm der DCs von

einer Hemmung der Zellteilung begleitet wurde.

Tabelle 24: An DNA-Replikation und Zellzyklus beteiligte Gene, die in WT und/oder
Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pyloti iiber sechs Stunden um mindestens das
Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-

327762 DNA2 DNA teplication helicase Dna2l -6,1 =27
2-like

18479 P21 (CDKN1A)-activated Pakl -3,8 2,2
kinase 1

22256 Uracil-DNA glycosylase Ung -3,4 -2,5

67849 Cell division cycle associated 5 Cdca5 =33 -1,7

17219 Minichromosome maintenance Mcm6 -3,3 -2,7

deficient 6

17220 Minichromosome maintenance Mcm?7 -3,2 -2,4
deficient 7

17218 Minichromosome maintenance Mcmb -3,1 -2,1

deficient 5, cell division cycle 46

Im Gegensatz dazu wurden Gene, die fiir das Ubetleben der Zellen wichtig sind, verstirkt
transkribiert. Die Expression von Genen, welche die Apoptose hemmen oder die Zellen vor
dem programmierten Zelltod schiitzen, wurden nach Stimulation der DCs mit H. pylori
zumeist induziert, so z.B. Tnfaip3, Gadd45b, Cflar (FLIP) and Sgk (Tabelle 25).

Die Expression von proapoptotischen Genen, wie z. B. Fas, Fas-Ligand oder Bax, blieb
nach H. pylori Stimulation unbeeinflult. Verstirkt exprimiert wurden schlieSlich mehrere
Mitglieder einer Familie von Serin-Proteinase-Inhibitoren (Serpinb9, Serpinb6b und Serpincl).

Frithre Studien haben gezeigt, dass diese Protease-Inhibitoren DCs vor T-Lymohozyten-
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induzierter Apoptose wihrend der T-Lymphyozytenaktivierung schiitzen (Bladergroen et al.,
2001; Medema et al., 2001).

Tabelle 25: Fiir das Uberleben von Zellen wichtige Gene, die in WT und/oder
Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pyloti iiber sechs Stunden um mindestens das

Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-

21929 Tumor necrosis factor, alpha- Tnfaip3 4.6 2,5
induced protein 3

17873 Growth atrest and DNA-damage-  Gadd45b 4,3 2,4
inducible 45 beta

12633 CASP8 and FADD-like apoptosis ~ Cflar (FLIP) 42 2,2
regulator

20393 Serum/glucocorticoid regulated Sgk 35 2,8
kinase

20723 Serine (or cysteine) proteinase Serpinb9 3,7 1,9
inhibitor, clade B, member 9 (PAI9)

20708 Serine (or cysteine) proteinase SerpinbGb 3,5 1,9

inhibitor, clade B, member Gb

3.3.2.7. Gene, die das Umorganisieren des Zytoskeletts und das

migratorische Verhalten von DCs regulieren

Fir die Aufnahme von Antigen und fiir die Wanderung von DCs zu sekundiren
lymphatischen Organen ist die Umorganisation der Zellstruktur notwendig. Gene, die bei der
Regulation der Zellstruktur beteiligt sind, wie z.B. Ladl, Plek2, Tiam1, Pakl, Synpo odetr
Arhgap4, wurden durch H. pylori in DCs reguliert (Tabelle 26). Dies deutet auf die
Notwendigkeit zytoskelettaler Neuordnung wihrend der DC-Aktivierung hin. Im Allgemeinen
war der Einfluss der Myd88-Defizienz auf die Gene, welche an Verinderungen im
Zytoskelett, am Uberleben der Zellen und an der Zellteilung beteiligt sind, schwicher als der

Einfluss auf Gene, die fiir die Regulation der Immunantwort verantwortlich sind.
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Tabelle 26: An Zellstruktur und Zellform beteiligte Gene, die in WT und/oder
Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pyloti iiber sechs Stunden um mindestens das
Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-

16763 Ladinin 1 Ladl 44 2,0

71994 Calponin 3, acidic (F-actin- Cnn3 3,8 1,5
binding)

27260 Pleckstrin 2 Plek2 33 1,2

14544 Guanine deaminase Gda -3,7 -1,4

104027 Synaptopodin Synpo -3,2 -2,2

21844 T-cell lymphoma invasion and Tiam1 -3,0 -1,8
metastasis 1

216445 Rho GTPase activating protein 9 Arhgap9 -3,5 -1,9

171207 Rho GTPase activating protein 4 Arhgap4 -3,5 -2,5

3.3.2.8. Einfluss von H. pylori auf die Expression von Typ | Interferon-

abhangigen Genen

Beim Vergleich der WT- und Myd88-spezifischen Transkriptome fiel auf, dass eine
Gruppe von Genen Myd88-unabhingig von H. pylri induziert wird. Interessanterweise zeigte
sich, dass es sich hierbei vor allem um eine Gruppe Typ I Interferon-induzierter Gene handelt
(Tabelle 27).

Typ I Interferone spielen eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von Viren. Dartiber
hinaus haben diese Zytokine jedoch auch verschiedene Funktionen bei der Steuerung
adaptiver Immunitit gegentiber bakteriellen Mikroorganismen (Decker et al., 2005; Iwasaki
and Medzhitov, 2004). Eine Reihe Typ I-induzierter Gene, wie z.B. Cxcl10 (IP-10), NK-Zell-
Aktivierendes Protein ISG15 und Ifitl, wurden sowohl in WT als auch in Myd88-~/- DCs nach
Stimulation mit H. pylori induziert. Dies deutet darauf hin, dass es einen Myd88-unabhingigen
Mechanismus der Induktion von Typ I Interferonen gibt. Diese Typ I Interferon Antwort
koénnte entweder TRIF-vermittelt sein oder durch einen TLR-unabhingigen Rezeptor

induziert werden.



Ergebnisse 90

Tabelle 27: Typ I Interferon-abhingige Gene, die in WT und/oder Myd88/- DCs nach
Stimulation mit H. pylori iiber sechs Stunden um mindestens das Dreifache induziert

wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-

58185 Radical S-adenosyl methionine Rsad2 15,6 11,0
domain containing 2

15957 Interferon-induced protein with Ifitl 12,0 6,6
tetratricopeptide repeats 1

53606 Interferon, alpha-inducible Glp2 11,9 8,0
protein

12702 Suppressor of cytokine signaling 3 Socs3 11,3 43

14962 Histocompatibility 2, complement ~ H2-Bf 7,9 48
component factor B

19288 Pentaxin related gene Ptx3 7,0 4,6

23962 2'-5' oligoadenylate synthetase- Oasl2 6,0 47
like 2

22169 Thymidylate kinase family LPS- Tyki 5,8
inducible member 5,5

226695 Interferon activated gene 205 1£i205 5,7 4.8

16365 Immunoresponsive gene 1 Irgl 54 5,1

67775 28kD interferon alpha responsive  Ifrg28 52 4.6
protein

15945 Chemokine (C-X-C motif) CXCL10 5,1
ligand 10 IP10) 41

15958 Interferon-induced protein with Ifit2 4.4 4,0
tetratricopeptide repeats 2

24110 Ubiquitin specific protease 18 Usp18 43 3,7

15944 Interferon inducible protein 1 Ifil 34 3,0

54123 Interferon regulatory factor 7 Ief7 4,2 2,8

15950 Interferon activated gene 203 1£i203 32 2,7

231655 2'-5' oligoadenylate synthetase- Oasll 43 2,5
like 1

71586 Interferon induced with helicase Ifih1 3,6 2.3
C domain 1

64164 Interferon alpha responsive gene Ifrgl5 33 1,9

54131 Interferon regulatory factor 3 13 3,1 3,0

15959 Interferon-induced protein with Ifit3 2,6 32

tetratricopeptide repeats 3




Ergebnisse 91

3.3.2.9. Regulation von c-Fos in Myd88-defizienten DCs

Insgesamt wurden in Myd88~/- DCs nach Stimulation mit H. pylori 52 Gene um mehr als
das Dreifache hochteguliert. Davon wurden 48 Gene auch in den DCs der WT Miuse
verstirkt exprimiert. Nur vier Gene wutden allein in Myd88-defizienten DCs um mehr als das
Dreifache reguliert (Tabelle 28). Zu ihnen gehéren die Typ I Interferon-abhingigen Gene
IFIT3 und CAV-2 sowie LAT, welche nur geringfiigice Unterschiede in der Expression bei
WT und Myd88/- DCs aufweisen. Uberraschenderweise wurde der Transkriptionsfaktor c-
Fos, welcher ein negativer Regulator der IL-12-Expression ist (Agrawal et al, 2003), in
Myd88-/- DCs deutlich hochreguliert, jedoch nicht in WT DCs induziert.

Tabelle 28: Gene, die ausschlieflich in Myd88/- DCs nach Stimulation mit H. pylori
iiber sechs Stunden um mindestens das Dreifache induziert wurden

Gene ID Genname Gensymbol FCWT FC Myd88~/-
14281 FBJ osteosarcoma oncogene Fos (--Fos) 1,1 4.4
16797 Linker for activation of T cells Lat 1,9 31
15959 Interferon-induced protein with Ifi3 2,6 32

tetratricopeptide repeats 3
12390 Caveolin 2 Car2 2,7

>

3,1

>

Zusammengefasst verdeutlichen die Daten der Genexpression stimulierter DCs die
Komplexitit der Prozesse, die durch H. pylori auf molekularer Ebene induziert werden, und
zeigen die Schliisselrolle des Myd88-vermittelten Signalweges bei der Aktivierung von DCs.
Zudem ermoglichte die Microarray-Analyse die Identifikation einer Gruppe von Genen, die
durch einen Myd88-unabhingigen Mechanismus durch H. pylri induziert wurden; diese

Gruppe umfasst in erster Linie Typ I Interferon-abhingige Transkripte.

3.4. Einfluss des Myd88-abhdngigen Signalweges auf die gastrale

Inflammation /n vivo

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die Aktivierung von DCs durch H. pylori zu
groBen Teilen Giber Toll-like Rezeptoren vermittelt wird. Zur weiteren Klirung der Rolle der
TLRs wurden Antworten auf die folgenden Fragen gesucht: Welche Bedeutung hat die TLR-
abhingige Erkennung von H. pylori fir die Induktion innater und adaptiver Immunitit?
Welche Bedeutung hat die TLR-abhingige Erkennung von H. pylori fir die Entstehung
gastraler Inflammation? Welche Bedeutung hat die TLR-abhingige Erkennung von H. pylori
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auf das Ausmal3 der bakteriellen Kolonisation? Fiir diese Untersuchungen wurde ein murines
Infektionsmodell etabliert. Hierzu wurden C57BL/6-Wildtyp und Myd88-/- Miuse mit dem
mausadaptierten H. pylori-Stamm SS1 infiziert.

Die Infektion erfolgte mit je 100 Ul einer Bakterienlésung von OD5 (frisch von der Platte
geerntete Bakterien, aufgenommen in PBS und photometrisch auf eine OD von 5 eingestellt;
~ 5 x 108 Bakterien pro 100 pl). Als Kontrolle wurden WT Tiere mit je 100 pl PBS inokuliett.
Die Infektion wurde an Tag drei und finf wiederholt. Nach vier Monaten wurde den Miusen
Blut abgenommen, um aus dem Serum die Tul- und Tu2-spezfischen Antikérper IgG1 und
IgG2c zu bestimmen. AnschlieBend wurden die Tiere getotet und die Méigen entnommen, um
die bakterielle Kolonisationsdichte, die Entziindungsantwort und die Zytokinantwort im
Magen zu ermitteln. Hierzu wurde zunichst fir die histologischen Untersuchungen ein
schmaler Gewebesteifen vom Magen abgetrennt. Der Rest der Migen wurde in zwei grofiere
und ein kleineres Stiick geteilt. Eines der gréBeren Stiicke wurde dazu verwendet, die
Kolonisationsdichte von H. pylori in den Migen der Miuse zu bestimmen. Das zweite
Magensegment wurde zur Isolation von DNA und RNA verwendet, um die Zytokinantwort
nach Infektion mit H. pylori zu analysieren. Das dritte, kleinere Magenteil wurde zum

Nachweis von H. pylori in einen Urease-Test gegeben.

3.4.1. Gastrale Entziindungsantwort bei H. pylori-infizierten Wildtyp und
Myd88-defizienten Mausen

Nach Entnahme der Migen wurden diese in PBS gespiilt und anschlieBend entlang der
groBen Kurvatur vom Duodenum bis zum Pylorus ein Streifen Magengewebe
herauspripariert. Dieser Gewebestreifen wurde mit 4%-igem Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblécken wurden mit dem Rotationsmikrotom 2 um
dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttriger aufgezogen. Die Priparate wurden
entparaffiniert und anschlieBend mit Himatoxilin/Eosin gefirbt. Um das AusmaB der
gastralen Inflammation ermitteln zu kénnen, wurde eine Einteilung der Gastritis anhand der
granulozytiren und lymphozytiren Infiltration in fiinf Grade vorgenommen. Die Kiriterien zutr

Klassifikation der Schwere der Gastritis sind in Tabelle 29 dargestellt.
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Tabelle 29: Histologische FEinteilung des Gastritisgrades der Mukosa am
Korpus/Antrum-Ubergang:

Gastritisgrad Histologischer Befund

Grad 0 Kein sichtbarer Unterschied zu normalem gesundem Gewebe

Grad 1 Unifokale, leichte Zellinfiltration in die lamina propria

Grad 2 Einzelne (2-5) multifokale Lisionen mit miBiger Infiltration von

Entziindungszellen in die Lamina propria

Grad 3 Lisionen, die ein groeres Mukosagebiet umfassen, oder >5 multifokale
Lisionen
Grad 4 Diffuse, schwere Entziindung, hiufig transmurale Entziindung

Abbildung 10 zeigt histologische Aufnahmen von Magenschleimhaut infizierter und nicht
infizierter Tiere. In der Magenmukosa von nicht-infizierten WT Miusen (n = 21) (Abbildung
10A und B) sind keine Zeichen einer Entziindung zu erkennen. Nur wenige einzelne
Leukozyten sind im Bereich des Korpus/ Antrum—Ubergangs verstreut zu sehen. Ein ahnliches
Bild konnte bei nicht-infizierten Myd88-/- Miusen beobachtet werden.

Bei der Analyse der Migen der infizierten Versuchstietre, zeigten die meisten Priparate der
Migen von WT Miusen eine deutliche Entziindungsantwort im Bereich des Korpus/Antrum-
Ubergangs. Abbildung 10C verdeutlicht, dass eine groe Anzahl von mononukleiren Zellen
die Mukosa und Submukosa dieser Mduse infiltrieren. Die dichte Infiltration mit Leukozyten
in der Lamina propria und zwischen den Driisen entspricht einer Grad 4 Entziindung,
Abbildung 10D zeigt einen vergroBerten Ausschnitt aus 10C.

Die mikroskopische Untersuchung der Magenpriparate brachte zusitzliche Ergebnisse:
Erstens fillt mit Zuname der Wanddicke des Magens hiufig eine begleitende Hyperplasie auf.
Zweitens ldsst sich hdufig eine partielle Atrophie der Magenmukosa erkennen. Diese
Veridnderungen kénnen bei den infizierten Mausen gelegentlich schon nach einer 16-wdchigen
Infektionszeit beobachtet werden.

Bei der Analyse der Schleimhaut infizierter Myd88-defizienter Mduse fiel auf: Zwar
kommt es auch hier zu einer leukozytiren Infiltration der Magenschleimhaut, das Ausmaf3 der

Entziindungsantwort ist jedoch geringer als bei den WT Kontrollen.
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Abbildung 10: Gastrale Inflammation nicht-infizierter und infizierter Miuse; HE-

Firbung: (A) nund (B) zeigen reprasentative histologische Schnitte eines nicht-infizierten Magens. Sie stellen
eine Grad 0 Gastritis dar; (C) und (D) sind Aufnabmen eines mit H. pyloti SST infizierten Magens (vier
Monate nach Infektion). Es liegt hier eine Grad 4 Gastritis vor. Die weifsen Pfeile weisen jeweils auf
Lenkogyten zmwischen den Driisen hin, die schwargen Pfeilspitzen markieren Leukozgyten im Bereich der
Lamina propria. Die Photographien (A) und (C) wurden mit 100-facher VergrifSerung anfgenommen, (B)
und (D) mit 200-facher 1 ergrofierung.

Die histologische Unersuchung der Migen ergab, dass die Gastiris in infizierten WT
Miusen stirker ausfiel als in Myd88~/- Tieren. Abbildung 11 zeigt das Ausmall der Gastritis
von WT und Myd88/- Miusen auf einen Blick. Jedes dargestellte Dreieck steht fiir die
Entziindungsantwort einer Maus. Die horizontalen Linien geben den Mittelwert an. Es ist
deutlich zu schen, dass im Mittel die Schleimhautentziindung in Myd88/- Miusen geringer

ausfillt als bei WT Miusen. Dabei sollte jedoch erwihnt werden, dass vereinzelt auch Myd88-
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defiziente Tiere eine starke Enziindungsreaktion entwickeln kénnen. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse jedoch, dass bei Myd88-defizienten Miusen die Fihigkeit zur Ausbildung einer

starken Entziindungsantwort nach H. pylori-Infektion reduziert ist.
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Abbildung 11: Stirke der Gastritis H. pylori-infizierter Wildtyp und Myd88/- Miuse
vier Monate nach Infektion: Jede Raute reprisentiert eine Mans. Die W Tiere sind schwars, die
Myd88-/- Mdiuse gran dargestellt. Die horigontale Line zeigt jeweils den Mittehwert. Abgebildet ist eines von
drei dhnlichen Excperimenten. *P<0,05.

3.4.2. Quantitative Bestimmung der gastralen Zytokinexpression in

H. pylori-infizierten Wildtyp und Myd88-defizienten Méausen

Frihere Studien zeigten bereits, dass die Infektion von C57BL/6 Mausen mit H. pylori zu
einer Trl-polarisierten lokalen Immunantwort in der Magenschleimhaut fithrt (Smythies et al.,
2000).

Um zu untersuchen, inwieweit die Myd88-Defizienz die gastrale Zytokinantwort
beeinflusst, wurde die Zytokinexpression der Mukosa nach Infektion mit H. pylori niher
untersucht. Vier Monate nach Infektion von WT und Myd88-/- Mdusen mit H. pylori SS1
wurden die Migen der infizierten Tiete entnommen und in PBS gewaschen. Ein Teil der
Migen wurde zur Isolation von RNA verwendet. Dazu wurde das Gewebe fein zermorsert
und in Trizol-Losung aufgenommen. Die RNA wurde mittels Phenol/Chloroformextraktion
isoliert und spiter mit Hilfe einer reversen Transkriptase weiter zu cDNA umgeschrieben.

Zur quantitativen Bestimmung der Expression von Tul-Zytokinen wurde die TagMan-

PCR eingesetzt. Typischerweise werden im Rahmen einer Tul-Antwort unter anderem die
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Zytokine 11.-12, INF-y, TNF-0t und IL-6 stark exprimiert. Ein sehr spezifischer Marker von
Tul-Zellen ist die IL.-12RezeptorP2-Kette (IL-12RB2). Der 11.-12-Rezeptor besteht aus zwei
Untereinheiten und wird typischerweise auf Tr-Zellen exprimiert (Presky et al., 1996). Die B1-
Kette wird auf Tul- und auf Tu2-Zellen, die B2-Kette dagegen nur selektiv auf Ty1l-Zellen
(Rogge et al,, 1997; Szabo et al., 1997) exprimiert. Abbildung 12 zeigt die Expression
verschiedener Zytokine im Magen infizierter WT und Myd88-defizienter Miuse. Alle Werte
wurden auf B-Aktin normalisiert. Die Balken zeigen jeweils das arithmetische Mittel und SEM
eines Experiments mit jeweils zehn Mausen. Es wird deutlich, dass die Expression von IL-12,
INF-y, TNF-ot und IL-6 bei Myd88-defizienten Mausen im Vergleich zu den WT Kontrollen
reduziert ist.

Als Nichstes wurde die Expression von Interleukin-4 bestimmt. 11.-4 ist ein wichtiges
Zytokin, welches typischerweise bei einer Tu2-Immunantwort ausgeschiittet wird (Swain et al.,
1990). Die gastrale IL-4-Expression war sowohl bei Myd88-/- Miusen als auch bei WT Tieren
seht gering war. Des Weiteren konnte zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied in der IL-4-Expression gesehen werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Myd88-Defizienz bei infizierten Miusen mit einer
reduzierten lokalen Tyl-Antwort assoziiert ist. Die lokale Tu2-Antwort im Magen scheint sehr

gering zu sein und ist von der Myd88-Defizienz nicht signifikant betroffen.
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Abbildung 12: Zytokin-Expression infizierter Wildtyp und Myd88/- Miuse: Die
Expression von IL-12p40, IFN-¥, IL-6 und TINF-& wurde vier Monate nach Infektion mit H. pylori S5'1
in der Magenmutkosa mittels TagMan RT-PCR analysiert und anf 106 B-Afktin-Kopienzablen normalisiert.
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Die schwarz, gefiillten Balken stehen fiir WT Tiere, die gran gefiillten Balken fiir MydSS-defiziente Mduse.
Die Balken zeigen das arithmetische Mittel und die Standardabweichung eines Excperimentes, in welches 20
WT und 10 MydS88/- Mduse einbezogen wurden. Abnliche Ergebisse zeigten wei weitere Experimente.
*P<0,05.

3.5. Einfluss des Myd88-abhangigen Signalweges auf die Polarisierung der
Ty-Zell-Antwort in vivo

Die Aktivierung von Tul- und Tu2-Antworten geht mit der Produktion bestimmter

Klassen von Immunglobulinen einher. So ist z. B. die Expression von IFN-Y mit der Bildung
von IgG2a, die von Interleukin-4 mit der Bildung von IgG1 assoziiert (Toellner et al., 1998).
Bei C57BL/6 Miusen liegt eine Deletion des gg2a-Gens vor. Diese Miuse exptrimieren den
IgG2c (1gG2a%) Isotyp, dessen Aminosiurensequenz mehr als 80% Ubereinstimmung mit
IgG2a hat (Martin et al., 1998).

Um den FEinfluss des Myd88-abhingigen TLR-Signalweges auf die Entwicklung der
adaptiven Immunitit bei Méusen zu untersuchen, wurden H. pylori-spezifische 1gG2¢ und
IgG1 Antikérper bestimmt. Vier Monate nach der Infektion wurden die Miuse natkotisiert
und bei jedem Tier bis zu 500 pl Blut aus der Vena subclavia entnommen. AnschlieBend
wurden die Tiere getStet. Das Blut wurde bei 10000 g fiir zehn Minuten abzentrifugiert und
der Uberstand (Serum) abpipettiert. Nach Verdiinnung des Serums wurde dieses auf NUNG
Maxisorb Platten, die zuvor mit H. pylri Lysat beschichtet wurden, gegeben. Nach
zweistiindiger Inkubation und einem Waschschritt wurde Streptavidin in die Lécher pipettiert.
Eine Farbreaktion wurde nach erneutem Waschen dutch Zugabe von Chromogen erziehlt.
Nach 20 Minuten wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 1 N Schwefelsiure gestoppt. Die
H. pylori-spezifische Menge an IgG1 und IgG2¢ wurde mit dem Plate Reader bei 450 nm
gemessen.

Abbildung 13 zeigt, dass es bei Myd88-defizienten Miusen, verglichen mit den WT
Tieren, zu einer geringeren Bildung von H. pylori-spezifischen IgG2c-Antikérpern kommt
(p<0,001). Der Unterschied der Titer-Menge im Serum der verschiedenen Mausstimme ist
signifikant. Im Gegensatz dazu sind die Unterschiede zwischen den H. pylori-spezifischen
IgG1 Titern bei Myd88~/- und WT Miusen nicht signifikant unterschiedlich. Die verminderte
IgG2c-Antwort bei Myd88~/- Miusen zeigt also, dass hier im Vergleich zu den WT Miusen

eine geringere Tyl-Immunantwort stattfindet.
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Abbildung 13: H. pylori-spezifische IgG2c und IgGl Titer im Serum Infizierter
Wildtyp und Myd88/- Mause: Es wurde die Menge der H. pylori-spezifischen Immunglobulin-Titer
1oG1 und IgG2¢, 1:1000 verdiinnt, im Sernm H. pylori S8 1-infizierter W1 Mduse (schwarze Balken) und
Myd88-/- Mdnse (grawe Balken) vier Monate nach der Infektion mittels ELISA gemessen. WT: n = 20;
Myd/~: n = 10. Abnliche Ergebnisse wurden in avei weiteren Infektions-Experimenten gefunden (n = 4-10
Madiuse pro Gruppe jedes Experimentes). Der P-Wert wurde mittels eines Mann-W hitney-U-Tests errechnet.
*#¥P<0,001.

Abbildung 14 zeigt das Verhiltnis von IgG2c zu IgG1 bei den jeweiligen Mausstimmen.
Es wird deutlich, dass bei Myd88-/- Mausen das Gewicht auf der Seite der Tu2-Antwort liegt.
Bei Myd88-defizienten Mausen fallt der Quotient aus Tul/Tr2 signifikant (p<0,001) geringer
aus als bei den Kontrollen.

Dieser Versuch zeigt, dass die beiden Richtungen der adaptiven Immunitit
unterschiedlich reguliert werden. Die Signalweiterleitung fihrt bei Myd88-defizienten Miusen

im Vergleich zu WT Tieren zu einer geringeren Tul-Antwort, wihrend die Th2-Antwort nicht
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beeinflusst wird. Myd88 spielt also 7z vivo eine grolle Rolle in der Kontrolle der adaptiven

Immunitit.

IgG2c/lgG1
2,0 -
1,5
1,0 *kk
T
0,5 1
0,0
WT Mvd8s™

Abbildung 14: Verhiltnis IgG2c zu IgGl im Serum mit H. pylori infizierter Wildtyp
und Myd88/- Mause: Der Unterschied des Verbdltnisses von 1gG2¢ zu 1gG1 bei WT (schwarger
Baiken) und Myd88-/- (grauer Balken) war signifikant. ***P<0,001.

3.6. Einfluss der Myd88-Defizienz auf die Dichte der H. pylori-Kolonisation
im Magen

In vorangegangenen Immunisierungsstudien wurde bereits gezeigt, dass die Elimination
von H. pylori durch eine Aktivierung der Tul-Immunantwort vermittelt wird (Akhiani et al.,
2002).

Um den Einfluss der verminderten Tnl-Antwort in Myd88+/- Miusen auf das Uberleben
der Bakterien zu untersuchen, wurde die Kolonisationsdichte in infizierten Miusemigen
durch Quantifizierung der bakteriellen ureB DNA bestimmt. Hierzu wurde aus den Migen
von infizierten WT und Myd88/- Miusen DNA mit Hilfe des DNeasy-Kits isoliert und
anschlieBend eine RT-PCR durchgefiihrt. Die ermittelten Werte wurden auf die Kopienzahl
von B-Aktin DNA normalisiert.

Abbildung 15 zeigt das Ergebnis: Die H. pylori urteB DNA-Menge ist in Myd88-defizienten

Miusen im Vergleich zu infizierten WT Mausen deutlich erhdht.
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Abbildung 15: Quantitative Bestimmung der H. pylori-Kolonisation des Magens
infizierter Wildtyp und Myd88/- Miuse: ureB DNA Quantifizierung in Magen H. pyloti-
infizierter Mduse (Infektionsdaner vier Monate) mittels TagMan PCR und Normalisierung der Ergebnisse
anf 10° B-Aktin DNA Kopienzahlen. Der P-Wert wurde mittels Mann-W hitney-U-Test ermittelt. Gezeigt

wird eines von drei Excperimenten mit abnlichen Ergebnissen. ¥*P<0,01.

Zur Bestitigung dieses Ergebnisses wurde eine quantitative H. pylor-Kultur aus den
Migen infizierter Miuse angelegt. Hierzu wurde nach Entnahme und Sptlung der Migen in
PBS ein Stick des Magengewebes in 500 Wl BHI aufgenommen, gut geschiittelt und
anschlieBend je 100 Ul in verschiedenen Verdinnungen (1:10, 1:100, 1:1000) auf speziellen
Agar-Platten ausgestrichen (siche Material und Methoden). Nach fiinf Tagen wurden die
H. pylori-Kolonien ausgezihlt und deren Anzahl auf das entnommene Magengewebe
normalisiert.

Die Abbildung 16 zeigt, dass die Anzahl der CFUs (colony forming units) bei infizierten
Myd88-defizienten Miusen deutlich héher war als bei den WT Kontrollen.

Myd88-Defizienz ist also mit einer gréfleren Bakterienlast assoziiert. Dies deutet darauf
hin, dass die reduzierte Tyl-Antwort in Myd88-/- Miusen ein besseres Ubetleben von H. pylori

ermdglicht.



Ergebnisse 102

1.0x10%3 u |
) <>
2 ] 8 OO
§ 10107 2 o
- ] %ee
C§1.0><106-E 2 L7 &
- 1 4@ O
O ] ‘% o
1.0x10°+ P O

Wildtyp Myd88--

Abbildung 16: Quantitative Kultur zur Bestimmung der bakteriellen Kolonisation des
Magens infizierter Wildtyp und Myd88/- Mziuse: Bestimmung der Koloniengahl vier Monate
nach Infektion der Tiere mittels quantitativer Kultur. Die Werte der Abbildung sind dargestellt als Colony
Forming Units (CEUs) pro Gramm Magengewebe. Jede Raute reprisentatiert ein Tier (schwarz = WT;
gran = Myd88-). Die horizotalen Linien eigen die Mittehwerte. Der P-Wert wurde mittels Mann-W hitney-
U-Test ermittelt. Gezeigt wird eines von drei Excperimenten mit dhnlichen Ergebnissen. *P<0,05.



Diskussion 103

4. Diskussion

Bereits 1863 etkannte Rudolf Virchow, dass die Entstehung verschiedener Tumore mit
Inflammation assoziiert ist (Balkwill and Mantovani, 2001).

Heute weill man, dass eine Reihe von chronischen Infektionen die Karzinogenese in
verschiedenen Organen férdern kénnen. Das bekannteste Beispiel ist die H. pylori-Infektion.
Die durch H. pylori induzierte gastrale Inflammation ist von entscheidender Bedeutung fiir die
Karzinogenese im Magen (Nomura et al., 1991; Talley et al., 1991; Fox and Wang, 2007,
Cortea and Houghton, 2007). Weitete Beispiele chronischer Infektionen, die die Entstehung
eines Karzinoms férdern kénnen, sind die chronische Infektion mit humanen Papillomaviren,
die als Ausloser fur das Zetrvixkarzinom gilt, die chronische Hepatitis B/C, die mit dem
hepatozelluliren Karzinom assoziiert ist, oder die chronische Schistosomen-Infektion, die
zum Blasenkatrzinom fithren kann.

Die zentrale Rolle der Inflammation bei der durch H. pylori induzierten Karzinogenese
zeigen Arbeiten in T-Zell-defizienten Mdusen. Diese Tiere entwickeln im Gegensatz zu WT
Kontrolltieren bei Infektion mit H. pylori keine gastrale Inflaimmation und keine
prikanzerésen Lisionen (intestinale Metaplasie und Atrophie) im Magen (Roth et al., 1999).
Dies zeigt, dass die T-Zell-Antwort des Wirtes in entscheidender Weise zur Entstehung
Infekt-assoziierter gastraler Pathologie beitrdgt. Zusitzlich zu den Helicobacter-spezifischen
Virulenzfaktoren spielt also die Immunantwort des Wirtes eine wichtige Rolle bei der
Entstehung Helicobacter-assoziierter Erkrankungen.

Das Immunsystem hoherer Organismen setzt sich aus zwel entwicklungsgeschichtlich
verschiedenen, aber eng miteinander interagierenden Teilen zusammen. Das angeborene
Immunsystem ist phylogenetisch dlter und zeichnet sich dutrch eine kurze Reaktionszeit aus.
Das spezifische Immunsystem dagegen, welches nur in Vertebraten vorkommt, entwickelte
sich erst spiter in der Evolution. Das spezifische Immunsystem hat eine relativ lange
Reaktionszeit (mehrere Tage) und wird iiber Signale der adaptiven Immunitit aktiviert. Es
zeichnet sich durch eine extrem hohe Spezifitit aus und besitzt ein riesiges Repertoire an
Erkennungsmustern. Die dendritischen Zellen sind das entscheidende Bindeglied zwischen
unspezifischer und spezifischer Immunitit (Kapsenberg, 2003). DCs verarbeiten die
Informationen der unspezifischen Immunitit und ibermitteln sie weiter an Lymphozyten.

Die an der Erkennung von H. pylori beteiligten Rezeptoren und die Mechanismen der
Aktivierung innater Immunitdt wurden bisher vor allem auf der Ebene von Epithelzellen
untersucht. Vor allem die agPAl-abhingige Aktivierung proinflammatorischer Signalwege in
der Epithelzelle wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen analysiert. Der Mechanismus der
H. pylori-Erkennung durch DCs und die Interaktion zwischen DCs und H. pylori ist dagegen
noch kaum verstanden. So sind die fir die Erkennung des Keimes verantwortlichen Molekiile

der DCs weitgehend unbekannt. Dasselbe gilt fiir die transkriptionelle Antwort von DCs, die
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zelluldren Prozesse, die zur Aktivierung von DCs fithren, sowie fiir den Einfluss aktivierter
DCs auf die adaptive Immunitit.

Antworten auf die offenen Fragen zu finden, war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
Zunichst wurde die Interaktion von H. pylori mit DCs detailliert untersucht. Dazu gehérten
Analysen zur Adhirenz von H. pylori an die DC, die Aufnahme des Bakteriums in die DC, die
Induktion der Antigenprisentation sowie die Zytokinsekretion der DC.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass entscheidende Mechanismen der
H. pylori-induzierten DC-Aktivierung durch Toll-like Rezeptoren gesteuert werden. Es stellte
sich heraus, dass TLRs z.B. von zentraler Bedeutung bei der Induktion proinflammatorischer
Signaltransduktion in DCs sind. Dartiber hinaus konnte ein TLR-unabhingiger Mechanismus
der Typ I Interferon-Induktion aufgedeckt werden.

Zur Untersuchung der Rolle von Myd88 in wivo wurde fir diese Arbeit ein murines
Infektionsmodell etabliert. Dabei stellte sich heraus, dass TLR-abhingige Erkennung von
H. pylori die adaptive Immunitit beeinflusst.

Die Ergebnisse werden nachfolgend im Einzelnen diskutiert.

4.1. Interaktion von H. pylori mit murinen DCs

Zunichst wurde die Adhidrenz von H. pylori an murine BMDCs nach Inkubation der
Zellen mit GFP-exprimierenden H. pylori mittels Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Die
Ergebnisse zeigten zum ersten Mal, dass H. pylori an murine BMDCs adhirieren kann und
selbst nach exzessivem Waschen nicht von der Zelle geldst wird. Zudem beweisen konfokal-
mikroskopische Aufnahmen, dass DCs die Fihigkeit besitzen, H. pylori in die Zelle
aufzunehmen. FACS-Analysen stimulierter DCs zeigten die Induktion der Expression von
MHC-IT und von kostimulatotischen Molektlen auf BMDCs. AuBerdem konnte nach
Stimulation mit H. pylori die Sekretion von IL-12p70 und IL-10 gezeigt werden.

Diese drei Signale — Antigenprisentation, Kostimulation und Zytokinsekretion — sind
essentielle Vorraussetzungen flr die Aktivierung von T-Zellen und die Einleitung adaptiver
Immunitit. H. pylori wird also durch murine BMDCs erkannt, gebunden und aufgenommen.

Dies fithrt zur Reifung der DCs und zur anschlieBenden T-Zell-Aktivierung.
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4.2. Die Erkennung von H. pylori mittels Toll-like Rezeptoren ist
entscheidend fiir die Aktivierung von BMDCs

In verschiedenen Stimulationsexperimenten mit BMDCs wurde analysiert, ob Signale der
TLRs die Aktivierung von DCs nach Infektion mit H. pylori induzieren. Hierzu wurden DCs
aus Myd88-/-, WT, ILIR/- und 1L18~/- Mdusen isoliert. Wie beim TLR-Signalweg ist Myd88
auch bei der intrazelluliren Signaltransduktion von IL-1 und IL-18 von entscheidender
Bedeutung. Um TLR-Effekte gegentber Effekten, die IL-1- bzw. 1L-18-vermittelt sind,
abgrenzen zu koénnen, dienten BMDCs von IL-1R~/- und IL-18-/- Tieren als Kontrolle. Sowohl
WT DCs wie auch DCs von IL-1R”/- oder I1L187/- Mdusen reagierten auf Stimulation durch
H. pylori mit der Expression zahlreicher proinflammatorischer Zytokine (wie z.B. IL-12p40,
1L-12p35, IL-6 und TNF-a) und einer deutlich verstirkten Expression von MHC-II sowie
kostimulatorischer Molekiile (z.B. CD80 und CD80).

Die Stimulation von Myd88/- DCs mit H. pylori fithrte dagegen nur zu einer sehr
schwachen Induktion der Zytokinexpression. Zusitzlich fand sich hier eine eingeschrinkte
Induktion der Expression von MHC-II-Molekilen sowie von kostimulatorischen Molekiilen.

Eine TLR-vermittelte Erkennung von H. pylori ist also von entscheidender Bedeutung fiir
die Aktivierung von DCs durch den Keim.

Bei der Untersuchung der durch H. pylori induzierten MHC-II/CD80/CD86 Expression
fiel auf, dass die Ergebnisse abhingig davon waren, ob lebende Keime oder Bakterienlysate
zur Stimulation eingesetzt worden waren.

Wahrend H. pylori Lysat zur Hochregulation von MHC-II und kostimulatorischen
Molekiilen in WT DCs fiihrte, konnte bei Stimulation von Myd88” DCs mit H. pylori
Lysat keine Induktion der MHC-II-Expression festgestellt werden. Im Gegensatz
hierzu induzierten lebende H. pylori in WT wie auch in Myd88” DCs die MHC-II-
Expression, wenn auch dieser Effekt in WT DCs sehr viel stirker ausgeprigt war als
in Myd88/ DCs. Uber die Ursachen dieser Unterschiede zwischen intakten und
lysierten Bakterien kann nur spekuliert werden. Méglich ist, dass die Internalisierung
von ganzen Bakterien effizienter ist. Vorstellbar ist auch, dass beim
Internalisierungsprozess ganzer Bakterien (im Vergleich zu Lysat) die Zuginglichkeit
zu unterschiedlichen TLRs oder Non-TLRs verschieden ist.
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4.3. Genexpressionsanalysen unterstreichen die zentrale Bedeutung des
Myd88-abhédngigen Signalweges bei der Induktion proinflammatorischer
Prozesse in DCs durch H. pylori und decken einen Myd88-unabhéngigen

Mechanismus der Typ | Interferon-Induktion auf

Um eine umfassende Ubersicht iiber die Regulierung immunologisch relevanter Gene bei
Stimulation mit H. pylori zu erhalten, wurden Microarray-Analysen durchgefihrt. Hierbei
wurde die Genexpression von WT und Myd88~/- DCs vor und nach Stimulation mit dem
Keim untersucht und miteinander verglichen. Die H. pylori-spezifische Genexpression
dendritischer Zellen zeigte eine beachtliche Dimension und Komplexitit der Interaktion von
Keim und DCs. AuBlerdem unterstreichen die Ergebnisse die wichtige Rolle der TLRs fiir die
Aktivierung von DCs.

Das basale Transkriptom unstimulierter WT und Myd88~/- DCs ist erstaunlich dhnlich.
Beim Vergleich der basalen Genexpression von WT und Myd88~/- DCs fanden sich nur drei
Gene, die sich in ihrer Expression unterschieden.

Auf die Stimulation mit H. pylori reagierten WT und Myd88-defiziente DCs jedoch schr
unterschiedlich. Nach der Stimulation von WT DCs mit dem Keim kam es zu einer
signifikanten Regulation (Induktion oder Hemmung der Expression) von 1546 Genen,
darunter eine Vielzahl von Genen, die bei der Regulation der Immunantwort, der
Zelldifferenzierung, des zelluliren Uberlebens und der Zellstruktur verantwortlich sind. Die
Stimulation von Myd88/- DCs fithrte zu einer deutlich geringeren Zahl an signifikant
regulierten Genen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die mehr als dreifach regulierten Gene stimulierter WT
und Myd88/- DCs (178 Gene) niher analysiert und klassifiziert. Von diesen Genen wurden
70,8% nur in WT DCs, 27% in WT und Myd88~/- DCs und 2,2% nur in Myd88-defizienten
DCs verstirkt exprimiert.

Stimulierte WT DCs zeigten eine starke Induktion einer Vielzahl von Zytokinen sowie
weiterer Gene, die eine inflammatorische Antwort vermitteln. Hochreguliert wurden dabei
unter anderem Zytokin- und Chemokingene, Gene, die an der Antigenaufnahme und
-prozessierung beteiligt sind, Gene, die eine Interaktion von DCs mit T-Zellen vermitteln und
Gene, die fiir die Differenzierung und Reifung von DCs verantwortlich sind.

Obwohl diese Gene in WT DCs schr statk reguliert werden, werden sie in stimulierten
Myd88-/- DCs nicht bzw. nur schwach exprimiert. Der gréBte Unterschied der Genexpression
zwischen WT und Myd88/- DCs wurde bei Genen gefunden, die fiir die Immunantwort
verantwortlich sind, wie z.B. Zytokingene (wie 1L-6 oder IL12-p40) oder Gene, die fiir
wichtige Komponenten der DC/T-Zell-Interaktion (CD40 oder CD70) kodieren. Diese
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Ergebnisse zeigen die Schliisselrolle der Myd88-abhingigen Signalwege fiir die Aktivierung der
Immunantwort durch DCs nach der Stimulation mit H. py/ori.

Etwa 30% der durch H. pylori regulierten Gene in DCs werden Myd88-unabhingig
induziert (Induktion sowohl in WT wie auch in Myd88~/- DC). Erstaunlicherweise fallen alle
Typ I Interferon-induzierten Gene in diese Gruppe. Dies beweist, dass die Typ I Interferon-
antwort auf H. pylori durch einen Myd88-unabhingigen Weg aktiviert werden kann. Zwei
Mechanismen zur Myd88-unahingigen IFN-Aktivierung kommen in Betracht: Eine
Méglichkeit ist die Aktivierung der TRIF-Signalkaskade von TLR3 und TLR4, die andere ist
ein TLR-unabhingiger Weg. Virale dsRNA kann z.B. iber RIG-I (retinoic-acid-inducible
protein I) und MDA-5 (melanoma differentiation associated gene 5) die IFN-Aktivierung
TLR-unabhingig induzieren (Akira et al, 2000). Interferone sind Zytokine, die eine
entscheidende Rolle bei der Einleitung einer Immunantwort vor allem gegen Viren und
intrazellulire Bakterien spielen.

Bereits vor etwa einem halben Jahrhundert wurde Interferon entdeckt. Zunichst wurde
angenommen, dass IFNs nur durch Viren induziert werden ISAACS and LINDENMANN,
1957) und die virale Replikation und Ausbreitung hemmen. Die Effekte der Typ I IFNs auf
die Replikation nicht-viraler Pathogene wurden erstmals in den 1960er Jahren fir Chlamydia
psittaci beschrieben (Sueltenfuss and Pollard, 1963). Seither wurde die Induktion zur Bildung
von IFNs durch verschiedene Baktetien (z.B. Chlamydia spp, Salmonella typhimurinm, Escherichia
spp. oder Listeria monocytogenes) nachgewiesen.

Es gibt zwei verschiedene Typen von Interferonen: Typ I IFNs (z.B. IFN-o und IFN-B)
und Typ II IFN (IFN-y). Die Typ I Interferone haben verschiedene Effekte auf die
antibakterielle Immunitit. Einen direkten Einfluss nehmen sie unter anderem auf die Reifung
und Aktivierung von DCs. Auf diese Weise beeinflussen sie die Antigenprisentation, die T-
Zell-Aktivierung bzw. -Differenzierung zu Tul-Zellen und die Entwicklung der adaptiven
Immunitdt. Zusitzlich kénnen Typ I Interferone Tul-Zellen und NK-Zellen direkt zur
Ausschiittung von IFN-Y stimulieren (Decker et al, 2005). Dies fiihrt wiederum zur
Aktivierung von Makrophagen. IFN-0 aktiviert zusitzlich die T-bet Expression naiver
humaner T-Zellen, was zur Hochregulation von I1.-12RB2 fiithrt (Hibbert et al., 2003). Es wird
davon ausgegangen, dass iiber I1.-12RP2 die 1.-12-gesteuerte Ty1-Differenzierung begiinstigt

wird. IFN-a/B zusammen mit 1L.-6 férdern auBerdem die Differenzierung aktivierter B-
Lymphozyten zu Immunglobulin (Ig)-sezernierenden Plasmazellen und aktivieren
Makrophagen.

Interessanterweise wurden bei den Genexpressionsanalysen der stimulierten DCs nur vier
Gene identifiziert, die ausschlieBlich von Myd88-/- DCs exprimiert wurden. Hierzu gehort der

Transkriptionsfaktor c-Fos, der die IL-12-Expression negativ reguliert.
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Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten bereits die Interaktion von H. pylori mit dem
Wirt anhand von Genexpression in Microarrays (Guillemin et al., 2002; Maeda et al., 2001b;
Huff et al., 2004; Wen et al., 2004). Versuche hierzu wurden bisher jedoch nicht mit DCs,
sondern nur mit Magenbiopsien oder mit stimulierten Epithelzellen bzw. Makrophagen
dutrchgefiithrt. Die Epithelzell-Antwort auf H. pylori unterscheidet sich jedoch von der DC-
Antwort deutlich. Analysiert wurde bereits in  verschiedenen Studien das gastrale
Transkriptom von Menschen bzw. Rhesus-Affen bei Infektion mir H. pylori (Huff et al., 2004;
Wen et al, 2004). Die Ergebnisse zeigen, dass in infizierten Magenbiopsien signifikante
Verdnderungen der Genexpression auftreten. Diese verdnderte Expression betrifft vor allem
Gene, die eine Rolle bei der inflammatorischen Antwort und der Immunitit spielen, wie z.B.
die fiir Zytokine oder Chemokine, Zellwachstum oder Zelldifferenzierung sowie fiir
Transkriptionsfaktoren kodierenden Gene. Vergleicht man die Expression der Gene von
Magenproben mit der Genexpression von Epithelzell-Linien, welche zz vitro mit H. pylori
stimuliert wurden, fillt die Expression proinflaimmatorischer Gene in den Magenproben
deutlich stirker aus (Guillemin et al., 2002; Maeda et al., 2001b). Die Verinderungen bei der
Genexpression stimulierter Epithelzellen werden vor allem tber das Typ IV Sekretionssystem
vermittelt. Uber T4SS werden bakterielle Makromolekiile, wie z.B. CagA oder Peptidoglykan,
in die eukaryotische Zelle injiziert, wodurch intrazellulire Signaltransduktionskaskaden
aktiviert werden und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus der Epithelzelle
induziert wird.

Im Gegensatz hierzu scheint die Expression proinflammatorischer Gene bei dendritischen
Zellen nicht besonders vom T4SS beeinflusst zu werden. Unverdffentlichte Ergebnisse aus
unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass H. pylori-Stimme, bei denen das T4SS ausgeknockt wurde,
DCs in dhnlicher Weise aktivieren wie die korrespondierenden WT' H. pylori-Stimme. Im
Gegensatz zur Epithelzelle ist also die Expression proinflammatorischer Gene in DCs
unabhingig vom T4SS. Die Aktivierung von DCs wird dagegen zu einem beachtlichen Teil

tiber Myd88-abhingige Signalwege eingeleitet.

4.4. Einfluss der Myd88-Defizienz auf die gastrale Entziindungsantwort
waéhrend der H. pylori-Infektion

Zur Analyse der gastralen Entziindungsantwort in WT und Myd88-/- Miusen wihrend der
H. pylori-Infektion wurde ein Infektionsmodell etabliert. Vier Monate nach H. pylori-Infektion
wiesen Myd88-defiziente Miuse histologisch eine geringere gastrale Inflammation auf als WT

Tiere. Die Analyse der Expression proinflaimmatorischer Zytokine, wie I1L-12, IL-6 oder

TNF-o, in Magenbiopsien infizierter Tiere zeigte, dass die Sekretion dieser Zytokine bei
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Myd88-/- Mdusen im Vergleich zu der Zytokinsekretion der WT Kontrollen deutlich geringer
ausfillt. Bei einem Teil der Myd88/- Miuse konnte allerdings eine schwere gastrale
Entziindung nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass bei Myd88-Defizienz die Moglichkeit zur
Entstehung einer starken Entziindungsantwort zz vivo nicht ausgeschlossen ist. Weiterhin
wurde in den Tierversuchen deutlich, dass die Myd88-Defizienz mit einer groferen

Bakterienlast assoziiert ist.

4.5. Der Myd88-abhdngige Signalweg beeinflusst den Phanotyp der

Ty-Polarisierung

Neben der Einleitung einer unspezifischen Entziindungsantwort sind DCs an der
Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen beteiligt (Kapsenberg, 2003). Die
Differenzierung naiver T-Zellen wird durch drei Signale, die von den DCs ausgehen,
bestimmt. Das erste stimulierende Signal kommt durch die Bindung der T-Zell-Rezeptoren an
den Antigen-MHC-II-Komplex auf der Oberfliche der reifen DCs zustande und bedingt die
Antigen-spezifische Antwort. Zur Einleitung der spezifischen Immunitit benétigt die T-Zelle
als zweites Signal kostimulierende Molekile (z.B. CD80, CD86). Fiir die T-Zell-Polarisierung
ist als drittes Signal die Expression von Zytokinen (z.B. IL-12) entscheidend. Zur Beurteilung
der T-Zell-Antwort auf H. pylori wurden die IgG-Spiegel im Serum infizierter Mduse
bestimmt. Die Tul-Antwort ist mit der Fihigkeit der Induktion eines Immunglobulin-
Klassen-Wechsels in Richtung IgG2a bzw. IgG2c assoziiert, wihrend es bei einer Tu2-
Antwort zur Bildung des IgG1 Isotyps kommt. Bei infizierten C57Bl/6 WT Miusen wird eine
Tul-Polarisierung beobachtet (Abbildung 17). In Myd88-/- Miusen induziert die Infektion mit
H. pylori dagegen eine deutlich schwichere Tul-Antwort, stattdessen findet man hier eine

Verschiebung der Tu-Zell-Polarisierung in Richtung Tx2.
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Abbildung 17: Die Rolle von TLRs bei der H. pylori-induzierten Immunantwort:
Dendritische Zellen besitzen die Fabigkeit, ihre Zellanslinfer zwischen Epithelzellen hindurch in das Lumen
des Magens zu strecken. Dort konnen die DCs diber ibre TLRs H. pylori erkennen und binden. Nach
Kontakt mit demr Keim werden Myd88-abhingige Signahvege aktiviert, welche die Reifung der DCs einleiten.
Anschliefiend wandern die DCs in sekunddr lymphatische Organe. Dort aktivieren sie T-Zellen mittels:
1. Antigenprasentation iiber MHC-II, 2. Kostimulation —mit CD80 und CDSG6 sowie 3. Zytokin-
Produfktion. MydS8-abhingige Signale fordern bei der H. pylori-Infektion eine Polarisierung der Tr-Zellen in
Richtung Tul. DC: dendritische Zelle; Tu1: T1-Helfer-Zelle.
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Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass ein Teil der H. pylri-induzierten TLR-
Signale zur Polarisation der spezifischen Immunitit in Richtung eines Tyl-Phinotypes
beitrigt. Ahnliches wurde bereits bei Infektionen mit Mykobakterien und Toxoplasma gondii
beobachtet (Scanga et al., 2002; Schnare et al., 2001). Auch bei diesen Infektionen beobachtet
man eine Tul-Polarisierung der T-Zell-Antwort in C57Bl/6 WT Miusen. In Myd88-/- Tieren
hingegen ist auch hier die Aktivierung Antigen-spezifischer Tul-Immunitit vermindert.

Sun et al. zeigten aulerdem, dass tiber TLRs aktivierte murine DCs nicht nur positive
Signale fir die Tul-Differenzierung aktivieren. Zusitzlich zu den positiven werden auch
negative Signale, welche die Entstehung von Tu2-Zellen hemmen, weitergeleitet (Sun et al.,
2005).

Die Hemmung der Expression des Transkriptionsfaktors GATA-3 in T-Zellen durch
IL-12 (das von DCs freigesetzt wird) ist z.B. ein wesentlicher Faktor, der die T-Zell-
Differenzierung zu Tu2-Zellen hemmt. Studien zu Leishmania major zeigten, dass die
Anwesenheit bzw. das Fehlen von I1.-12 die entscheidende Rolle im Differenzierungsprozess
zu Tul/Tu2-Zellen spielt. In WT Miusen induzierte Lezshmania major IL-12-abhingig eine
Tul-Antwort, die das Wachstum und die Ausbreitung der Parasiten hemmt. In IL-12-/-
Miusen hingegen induzierte derselbe Parasit eine Tu2-Antwort (Mattner et al., 19906).

Die #n vitro DCs/H. pylori-Kokulturexperimente der votliegenden Arbeit zeigten, dass die
IL-12 Sekretion aus Myd88+/- DCs im Vergleich zu WT DCs dramatisch reduziert ist. Diese
Beobachtung ist eine mogliche Ursache der reduzierten Tul-Antwort, die in H. pylor-
infizierten Myd88-defizienten Miusen gesechen wird. Ein méglicher Transkriptionsfaktor,
welcher die reduzierte IL-12 Sekretion von Myd88-defizienten DCs vermitteln konnte, ist
c-Fos. c-Fos ist ein Suppressor der IL-12p70-Produktion in DCs (Agrawal et al., 2003).
Interessanterweise ist c-Fos eines der vier Gene, die in der Genexpressionsanalyse
ausschlieBlich in Myd88-defizienten DCs nach Stimulation mit H. pylori hochreguliert wurden.
Die verstirkte Expression von c-Fos in Myd88-defizienten DCs kénnte also die Verschiebung
der T-Zell-Antwort in Richtung Tu2 begtlinstigen.

Ein Zytokin-unabhingiger Weg, tber den die Ty-Zell-Differenzierung durch DCs
induziert wird, ist der Notch-Signalweg. Zwei Familien det Notch-Liganden steuern hierbei
Zellkontakt-abhingig die T-Zell-Differenzierung. Die Liganden Delta, vor allem Delta-4,
induzieren eine Tul-Antwort, wihrend die Jagged-Liganden, besonders Jaggedl, die
Differenzierung naiver T-Zellen zu Th2-Zellen induzieren (Amsen et al., 2004). Notch leitet
die Tu2-Differenzierung sowohl durch die Induktion von GATA3 als auch dutch die direkte
Regulation des II.4-Gens ein.

Die Expression von Delta4 und Jaggedl wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei
stimulierten WT, IL-1R/;, IL-187/- und Myd88/- DCs mittels TaqgMan-PCR quantitativ

bestimmt. Die Ergebnisse, die in dieser Arbeit nicht im Detail dargestellt werden, zeigten die
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Induktion der Expression beider Notch-Liganden durch H. pylori in WT, IL-1R/- und I11.-18/-
DCs. Im Gegensatz dazu wurde in Myd88~/- DC ausschlieBllich die Expression des Jagged1-
Liganden induziert. Die Aktivierung von Delta4 war also Myd88-abhingig. Die Myd88-
abhingige Aktivierung der Expression von Delta4 konnte ein wichtiges Signal fiir die
Polarisierung der Th1-Antwort bei Infektion mit H. pylori sein.

Nicht nur DCs, sondetn auch andere APCs, z.B. B-Zellen oder Makrophagen, haben die
Fihigkeit, MHC-II-abhingig eine Antigen-spezifische T-Zell-Antwort einzuleiten. Unter-
suchungen in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Dr. Anne Krug zeigten, dass auch in
B-Zellen und Makrophagen eine proinflammatorische Antwort durch H. pylori zumindest

teilweise tiber den Myd88-abhingigen Signaltransduktionsweg induziert wird (Rad et al., 2007).

4.6. Die Rolle einzelner TLRs bei der Erkennung von H. pylori

Die Rolle von individuellen TLRs bei der Erkennung von H. pylori ist zum groBen Teil
noch unbekannt und wird kontrovers diskutiert. Einige Arbeitsgruppen zeigten, dass H. pylori
oder auch H. pylori LPS durch TLR4 auf Epithelzellen oder auch Makrophagen erkannt wird
(Ishihara et al., 2004; Kawahara et al., 2001; Maeda et al., 2001a; Su et al., 2003). Im Gegensatz
dazu schliefen andere Wissenschaftler die Erkennung von H. pylori Gber epitheliale TL.LR4 aus
(Maeda et al., 2001a; Su et al., 2003; Backhed et al., 2003; Smith, Jr. et al., 2003).

H. pylori LPS setzt sich aus zwei verschiedenen Bestandteilen zusammen: einer
pridominanten Tetraazyl-Form und einer Hexaazyl-Form (Moran et al, 1997). Es wutde
bereits durch Pulendran et al. gezeigt, dass Endotoxin, das eine tetraazetylierte Lipid A-
Struktur aufweist, wie z.B. LPS von Rbodobacter capsulatus oder Porphyromonas gingivalis, nicht
tiber TLR4 erkannt werden kann (Pulendran et al., 2001). Dies scheint auch auf die
Erkennung von H. pylori LPS zuzutreffen, und ist ein Grund fiir die schwache biologische
Aktivitit von H. pylors LPS (Smith, Jr. et al., 2003; Moran et al., 1997; Bliss, Jr. et al., 1998).

Ein méglicher Grund der kontriren Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen zu TLR4
im Kontext der H. pylori-Infektion kénnte darin liegen, dass jeweils unterschiedliche H. pylori-
Stimme verwendet wutrden. Das quantitativ unterschiedliche Votkommen der zwei Lipid A-
Varianten bei verschiedenen H. pylori-Stimmen kénnte zu einer mehr oder minder starken
Aktivierung des TLR4 Signalweges fithren.

Fir verschiedene Experimente in dieser Arbeit wurde E. /i LPS als Positivkontrolle in
Stimulationsexperimenten verwendet. LPS von E. ¢/ ist ein potenter Aktivator von TLR4.
Selbst in Myd88-defizienten Makrophagen wird tiber den TRIF-Signalweg von TLR4 eine

starke Genexpression induziert. Die niedrige biologische Aktivitit von Helicobacter LPS kénnte
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erkliren, warum in Myd887/- DCs die Aktivierung proinflammatotischer Prozesse trotz
intaktem TRIF-Signalweg so deutlich eingeschrinkt ist.

Diskutiert wird auch die Erkennung von H. pylori iber TLR2 (Smith, Jr. et al., 2003).
Smith et al. analysierten die Interaktion von H. pylori mit verschiedenen epithelialen TLRs. Sie
fanden eine TLR-abhingige Aktivierung von NF-KB durch die TLR2. Ihren Untersuchungen
zufolge wird H. pylori LPS tber TLR2 und nicht iber TLR4 erkannt. Man weil3, dass tber
TLR2 verschiedene bakterielle Komponenten, wie Peptidoglykan oder Lipopeptide detektiert
werden kénnen. Kirzlich wurde auch der Virulenzfaktor HP-NAP (H. pylori neutrophil-
activating protein) als TLR2-Ligand identifiziert. Mandell et al zeigten, dass TLR2 bei der
Erkennung von H. pylori durch Monozyten und Makrophagen eine wichtige Rolle spielt
(Mandell et al., 2004). Untersuchungen an TLR2-defizienten Makrophagen zeigten auflerdem
bei Stimulation mit H. pylri eine geringere Induktion von II-6 und IL-1f als WT
Zellen (Obonyo et al., 2007). Kirzlich beschrieben Alvarez-Arellano et al., dass die Induktion
einer frithen inflaimmatorischen Antwort humaner neutrophiler Granulozyten auf die
Stimulation durch H. pylori teilweise iiber die Aktivierung von TLR2 und TLR4 vermittelt
werden (Alvarez-Arellano et al., 2007). Neutrophile Granulozyten reagierten auf Stimulation
mit H. pylori mit einem signifikanten Anstieg der Produktion von IL-8, IL-1B, I.-10 und
TNF-o. Die Zugabe von Antikérpern gegen TLR2 und TLR4 schwichte die H. pylor-
induzierte Bildung von IL-8 und I1.-10 deutlich ab. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
der Uber TLR2 aktivierte Myd88-Signalweg fur die H. pylori-induzierte proinflammatorische
Antwort (IL-6 und IL-1B) des Wittes eine wichtige Rolle spielt.

Die Flagelline verschiedener Bakterien-Spezies sind — tber die Induktion eines TLR5-
abhingigen Signalweges — potente Aktivatoren des humanen innaten Immunsystems. Es
werden jedoch nicht die Flagellin-Molekiile aller Mikroorganismen tber TLR5 erkannt.
Anderson-Nissen et al. zeigten vor kurzem, dass Flagellin-Molekiile von € und o Proteo-
bakterien nicht iber TLR5 erkannt werden (Andersen-Nissen et al., 2005). H. pylori ist ein
Beispiel der € Proteobakterien. Diese Keime besitzen spezifische Verdnderungen der
Aminosduresequenz in der TLR5-Erkennungssequenz des Flagellins, welche die Erkennung
tber TLR5 verhindern. Zusitzlich weisen sie kompensatorische Verdnderungen in der
Aminosduresequenz der Flagellin-Molekiile auf, welche die Motilitit der Keime erhalten.
Gewirtz et al. beschrieben zudem eine signifikant schwichere (1000-fach) TLR5-vermittelte
Sekretion von IL-8 durch H. pylori Flagellin (FlaA) als durch Flagellin von Salmonella
typhimmrinm. Weiterhin beobachteten sie, dass die Zerstérung von H. pylori FlaA die Motilitit
des Keimes, nicht jedoch die IL-8 Sekretion beeinflusst (Gewittz et al., 2004; Lee et al., 2003).
H. pylori scheint also die Detektion tiber TLR5 zu umgehen, was zu seiner Persistenz im

Magen des Wirtes beitragen konnte.
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Schmausser et al. verglichen in einer ihrer Arbeiten die Expression verschiedener TLRs im
Magenepithel H. pylori-infizierter Patienten mit intestinaler Metaplasie, Dysplasie und
Magenkarzinom (Schmausser et al., 2005). Bei Patienten mit intestinaler Metaplasie und
Dysplasie wurde dabei die Expression von TLR4 und TLR5 gesehen. In Gewebeproben mit
Magenkarzinom wurden TLR4 bei 17 von 22 Patienten verstitkt exprimiert, wihrend TLR5
bei allen 22 Patienten verstirkt war. Im Gegensatz zu TLR4 und TLR5 war TLRY bei
intestinaler Metaplasie und Dysplasie nicht detektierbar. Im Falle eines Magenkarzinoms
wurde TLR9 dagegen bei sechs von 22 Patienten exprimiert. Die Studie zeigt, dass die
Expression von TLRs den Magenkarzinom-Zellen erméglicht, mit H. pylori zu interagieren.
Verschiedene Zellarten nutzen unterschiedliche Mechanismen zur Erkennung von
Mikroorganismen. Die Detektion von Bakterien wird iiber eine Vielzahl von Rezeptoren und
Adaptermolekiilen gesteuert. Jede Zellart besitzt einen typischen Besatz mit Rezeptoren und
Hilfsmolekiilen. Die Expression der hierflir kodierenden Gene, die zelluldre Lokalisation der
Genprodukte sowie deren intrazellulire Regulierung beeinflussen den Prozess der Erkennung
von Mikroorganismen durch verschiedene Zelltypen.

Die Erkennung von H. pylori durch verschiedene TLRs wurde bisher hauptsichlich auf der
Ebene der Epithelzellen untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass verschiedene TLRs sowie
auch CD14 und MD-2 in Magenkarzinom-Zell-Linien nicht exprimiert werden (Ferrero,
2005). CD14 und MD-2 sind wichtige Kofaktoten bei der TLR4-abhingigen Erkennung von
bakteriellem LPS. Datiiber hinaus kénnen epitheliale Zellen des Magen-Darm-Traktes nach
mikrobieller Exposition ihre TLR-Lokalisation nach basolateral verschieben, um so
tberschieBende Immunreaktionen zu verhindern (Schmausser et al., 2004; Catio et al., 2002).
Auf epithelialer Ebene verlduft die Erkennung von H. pylori moglicherweise iiber andere
Mechanismen als in DCs. Von allen Zelltypen von Sdugetieren besitzen DCs das grofBite
Repertoire an TLRs, tber die sie eine Vielzahl an mikrobiellen Strukturen detektieren kénnen.
Murine BMDCs exprimieren alle zwdlf bisher identifizierten TLRs und die Ergebnisse dieser
Atbeit zeigen eindeutig, dass TLRs die Schlisselmolekiile bei der Interaktion zwischen
Helicobacter und DCs spielen.

Kennzeichen der Immunitit von Sdugetieren sind Verinderungen und Anpassungen des
Immunsystems im Laufe der Evolution. Das gleiche Bakterium kann eine Vielzahl von
PAMPs besitzen, und die Aktivierung von DCs ist das Ergebnis einer Summe aus
verschiedenen Stimuli, die auf die Zelle einwirken. Sehr wahtscheinlich wird die
Immunantwort auf H. pylri, wie bei auch bei anderen bakteriellen Infektionen, tber die
Aktivierung verschiedener TLRs induziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von
TLR-abhingiger Signaliibertragung im Zusammenhang mit der H. pylori-Infektion umfassend

untersucht. Weitere Projekte zur Aufdeckung beteiligter Komponenten sind noch in Arbeit.
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Vor kurzem wurde von Napoletani et al. untersucht, inwieweit verschiedene TLRs
synergistisch an der Aktivierung von DCs mitwirken (Napolitani et al., 2005). Dabei wurde
deutlich, dass TLR3 und TLR4 humaner und muriner DCs synergistisch mit TLR7, TLLR8 und
TLRY die Induktion einer bestimmten Gruppe an Genen bewirken. So wird iber diese
synergistisch wirtkenden TLR eine verstirkte Produktion von IL-12 und IL-23 sowie ein
verringertes Verhiltnis der Delta4-/Jagged1-Expression etreicht, was zu einer stirkeren
Ausprigung der Tyl-Polarisierung der T-Zellen fihrt. Entsprechend diesen Beobachtungen
kénnte auch die Tul-Polarisierung im Zusammenhang mit der H. pylori-Infektion das
Ergebnis synergistischer Interaktion verschiedener TLRs sein.

Unterschiedliche TLR-Liganden, die von demselben Mikroorganismus stammen, kénnten
jedoch auch gegensitzliche Effekte auf DCs haben. So ist zum Beispiel gezeigt worden, dass
im Gegensatz zu Liganden von TLR4, TLR5 und TLRY, die eine Tul-Antwort einleiten,
Liganden von TLR2 die Produktion von IL-10 induzieren, die Bildung von IL-12
unterdriicken und damit die Tu2-gewichtete Immunantwort férdern (Dillon et al.,, 2004;
Redecke et al,, 2004). Es scheint also, dass sich einige Aspekte des Signalweges von TLR2
deutlich von den Signalwegen anderer TLRs unterscheiden; bisher ist dies noch nicht
ausreichend untersucht worden. Die Unterschiede in der Signalleitung kénnten jedoch
erkliren, warum bei TLR2-defizienten Miusen kein Defekt in der Ausbildung der
proinflammatorischen Antwort auf die Infektion mit H. pylori gefunden wurde (Panthel et al.,
2003).

4.7. Ausblick

Neben der Klirung der Frage, welche TLRs an der Erkennung von H. pylori beteiligt sind,
wird es entscheidend sein zu verstehen, wie DCs Informationen verarbeiten, die sie iber TLR
und tber weitere Pattern Recognition Receptors sowie Chemokin- und Zytokin-Rezeptoren
erhalten. In diesem Zusammenhang wurde kirzlich gezeigt, dass das C-Typ Lecitin DC-SIGN
(dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin) als Antwort auf Lewis x/y, das einige
H. pylori-Stimme bilden, die IL-10 Produktion durch DCs induzieren und die Ausbildung
einer Thl-Antwort blockieren (Bergman et al., 2004). Miuse besitzen im Gegensatz zum
Menschen kein DC-SIGN Gen. Inzwischen wurden jedoch transgene Miuse, die humanes
DC-SIGN unter Kontrolle des DC-spezifischen CD11¢c Promotors exprimieren, generiert (T.
Sparwasser, noch nicht publiziert). Die DCs dieser Miuse antworten auf H. pylori im Vergleich
zu WT DCs mit einer reduzierten 11-12 Sekretion. Dies zeigt, dass die TLR-induzierten
molekularen Prozesse durch weitere Signale moduliert werden kénnen (noch nicht publiziert).

Dieses Beispiel spiegelt wiederum die bemerkenswerte Komplexitit der Interaktion zwischen
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H. pylori und seinem Wirt wider, welche sich im Laufe Tausender Jahre von Ko-Evolution
entwickelte.

Angesichts der hohen Privalenz der H. pylori-Infektion weltweit, der hohen Kosten einer
antibiotischen Behandlung und aufgrund der ansteigenden Resistenzraten wurden bereits
beachtliche Bemithungen unternommen, einen Impfstoff gegen H. pylori zu entwickeln. Bis
heute wurde jedoch noch kein wirksames Vakzin flir den Menschen gefunden. Die
Entdeckung der Signale, die DCs zu immunstimulatorischen, Antigen-prasentierenden Zellen
reifen lassen und damit eine angemessene T-Effektorzell-Antwort auslésen, wird Grundlage
fir die Entwicklung besserer Impfstrategien sein. In diesem Zusammenhang koénnte das
Verstindnis von TLR-vermittelten Prozessen in DCs eine signifikante Bedeutung fiir die
Herstellung effizienter Impfstoffe haben. Es wurde kiirzlich gezeigt, dass verschiedene Arten
von TLR-Liganden sehr wirksame Vakzin-Adjuvantien sein kénnen (Ulevitch, 2004). Die
Entdeckung det H. pylori Bestandteile, die fiir die TLR-Aktivierung entscheidend sind, kénnte
eine Chance darstellen, wirksame Adjuvantien fiir die Herstellung von H. pylori-Vakzinen zu

entwickeln.
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5. Zusammenfassung
Die Entdeckung von H. pylori durch Marshall und Warren (Warren and Marshall, 1983)

vor iber 20 Jahren hat die Gastroenterologie entscheidend beeinflusst. Mehr als die Hilfte der
Weltbevolkerung ist mit diesem Pathogen, das in den meisten Fillen lebenslinglich im Magen
der Betroffenen persistiert, infiziert. Die Konsequenz der Infektion ist ein chronischer
Entziindungsprozess im Magen, der bei 10-20% der infizierten Personen zur Entstehung
gastroduodenaler Krankheiten fithrt (Suerbaum and Michetti, 2002). So ist die persistierende
Infektion Ursache fiir Magen- oder Duodenalulzera, Magenkarzinom und MALT-Lymphom
(Parsonnet et al., 1997; Uemura et al., 2001; Suerbaum and Michetti, 2002). Zusitzlich werden
heute einige extraintestinale Erkrankungen, wie z.B. die Idiopathische Thrombozytopenische
Purpura oder die ungeklirte Eisenmangelanimie, mit dem Keim in Verbindung gebracht
(Franceschi and Gasbarrini, 2007). Man geht davon aus, dass die durch H. pylori induzierte
Entziindung und Immunantwort eine Schliisselrolle bei der Pathogenese gastrointestinaler
Erkrankungen spielen. Die genauen Mechanismen der Etkennung von H. pylori durch Zellen
des Immunsystems und der Einleitung der Entziindungsantwort werden bisher jedoch nur
unzuteichend verstanden.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Rolle Toll-like Rezeptoren bei der
Erkennung von H. pylori durch die dendritische Zelle spielen und inwieweit dies bei der
Induktion der Immunantwort 7z vive von Bedeutung ist. Im ersten Teil der Arbeit wurden
molekulare Grundlagen der Interaktion von dendritischen Zellen mit H. pylori untersucht.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von DCs, die mit GFP-markierten H. pylori
inkubiert wurden, konnten die Bindung und Internalisation von H. pylori an bzw. in DCs
zeigen. Weiter wurde durch Analyse der Expression von MHC-II und der kostimulatorischen
Molekille CD80 und CD86 mittels FACS-Analysen sowie durch Messung der Sekretion von
IL-12p40 und IL-10 die Reaktion von DCs auf Stimulation mit H. pylori untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass H. pylori durch Maus-BMDCs erkannt, gebunden und aufgenommen
wird. Die DCs durchlaufen nach Kontakt mit dem Keim einen Reifungsprozess, der sie zur
Antigenprisentation, Kostimulation und Zytokinsekretion befihigt. Diese Signale sind
entscheidend fir die Aktivierung von T-Zellen und die Induktion adaptiver Immunitit.

Weiterhin wurde untersucht, inwieweit die durch H. pylori verursachte Aktivierung der
DCs tber Signale von Toll-like Rezeptoren vermittelt wird. Zunichst wurde an DCs
analysiert, ob der TLR-Signalweg die durch H. pylri induzierte Antigenprisentation und
Kostimulation beeinflusst. Hierzu wurden BMDCs aus dem Knochenmark Myd88-defizienter
Miuse generiert. Myd88 ist ein wichtiger Bestandteil des TLR-Signalweges, spielt aber auch bei
der intrazelluldren Signalweiterleitung des IL-1- und IL-18-Rezeptors eine wichtige Rolle. Um
mégliche TLR-vermittelte Effekte von 1L-1- und IL-18-Effekten abzugtenzen, dienten in
allen Versuchen BMDCs von IL1R/- und IL.18/- Mdusen als Kontrolle. Es wurde mittels
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FACS analysiert, inwieweit H. pylori die Hochregulation von MHC-II, CD80 und CD86 auf
der Oberfliche von WT, Myd88-/-, IL1IR/- und IL187/- BMDCs induzieren kann. Es zeigte
sich, dass im Kontext der H. pylori-Infektion die Fahigkeit der DCs zur Antigenprisentation
und Kostimulation maB3geblich dutch Myd88-abhingige Erkennung des Keimes beeinflusst
wird. Daneben war auch die Zytokinexpression (IL-12p40, 11.-12p35, 11-10, IL-1 und

TNF0) bei Helicobacter-stimulierten DCs in starkem Maf3e Myd88-abhingig, jedoch IL-1- und
IL-18-unabhingig. Diese Ergebnisse zeigen, dass wichtige Schritte der durch H. pylori
induzierten Aktivierung von dendritischen Zellen durch Signale von Toll-like Rezeptoren
vermittelt werden.

Um die molekularen Ereignisse der Interaktion zwischen H. pylri und dendritischen
Zellen niher zu untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen an infizierten und nicht-
infizierten DCs aus WT und Myd88-defizienten Miusen durchgefithrt. Die Auswertung der
Ergebnisse macht deutlich, dass die Genexpression bei unstimulierten WT und Myd88-/-
Zellen sehr dhnlich ist. Die Analyse stimulierter Zellen zeigt jedoch groB3e Unterschiede in der
Expression von Genen. Von allen mehr als dreifach regulierten Genen wurden 70,8% nur in
WT DCs, 27% in WT und Myd88-/- DCs und 2,2% ausschlief3lich in Myd88-/- DCs verstirkt
exprimiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Grofiteil der durch H. pylori stimulierten Gene, iber
einen Myd88-abhingigen Signalweg induziert wird. Etliche dieser Gene sind bei der
Regulation der Immunantwort von entscheidender Bedeutung. Es wurden z.B. Gene, die an
der Reifung und Differenzierung von DCs sowie an Antigen-Aufnahme und -Prisentation
und Effektorzell-Aktivierung beteiligt sind, reguliert. Die Genexpressionsanalysen stimulierter
DCs zeigen die Komplexitit der Prozesse, die durch H. pylori auf molekularer Ebene induziert
werden, und beweisen die Schliisselrolle des Myd88-vermittelten Signalweges bei der
Aktivierung von DCs. Zudem wurde durch die Microarray-Analyse eine Gruppe von Genen
identifiziert, die durch einen Myd88-unabhingigen Mechanismus bei Stimulation mit H. pylori
induziert wird. Diese umfasst in erster Linie Typ I Interferon-abhingige Gene.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bedeutung der TLR-abhingigen Erkennung von
H. pylori fir die Induktion innater und adaptiver Immunitit iz vivo untersucht. Hierzu wurde
ein murines H. pylori-Infektionsmodell etabliert. Die Infektion von WT und Myd88-/- Miusen
zeigte dabei einen Unterschied in der bakteriellen Kolonisationsdichte und im Ausmal3 der
Gastritis der infizierten Tiere. Es wurde deutlich, dass die Myd88-Defizienz mit einer
geringeren gastralen Inflammation und einer groB3eren Baktetienlast assoziiert ist. Dies deutet
darauf hin, dass die reduzierte Inflammation in Myd88-/- Miusen ein besseres Ubetleben von
H. pylori erméglicht.

Weiterhin wurde untersucht, inwieweit Myd88-Defizienz die gastrale Entziindungsantwort

beeinflusst. Die Analyse der gastralen Expression ausgewihlter Zytokine zeigt, dass die
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Myd88-Defizienz bei infizierten Méausen mit einer reduzierten lokalen Tx1-Antwort assoziiert
ist.

Da die Aktivierung von Tul- und Thu2-Antworten gleichzeitig mit der Produktion
bestimmter Klassen von Immunglobulinen einhergeht, wurde weitethin untersucht, welche
H. pylori-spezifischen Immunglobuline bei der Infektion gebildet werden. Hierzu wurden im
Serum infizierter Miuse die Antikérper-Titer von Helicobater-spezifischen IgG1 und IgG2c
mittels ELISA bestimmt. Es zeigte sich, dass Myd88-defiziente Miuse ein niedrigeres
1gG2c¢/IgG1-Verhiltnis haben als WT Mause. Myd88-abhingige Signale scheinen also die Tu-
Zell-Polarisierung in Richtung Tu1-Antwort zu steuern.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass TLRs bei der Erkennung von
H. pylori durch DCs und der nachfolgenden Aktivierung von DCs cine entscheidende Rolle
spielen. Die Experimente im Mausmodell beweisen, dass diese TLR-abhingigen Prozesse die

Stirke und den Phinotyp der adaptiven Immunantwort gegen das Bakterium beeinflussen.
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