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1 Zusammenfassung

Helicobacter pylori (Hp) ist ein gramnegatives Bakterium, das den menschlichen
Magen kolonisiert und dabei obligatorisch eine chronische Gastritis induziert. Die
Immunreaktion des Wirts besteht immer in der Bildung einer Entzündungsreaktion,
die von T-Helfer-Zellen des Typs I (TH1) geprägt wird. Trotz dieser Immunreaktion
persistiert das Bakterium ohne antibiotische Behandlung im Normalfall lebenslang.
Diese in der Regel asymptomatische Gastritis kann in Abhängigkeit von
Wirtsfaktoren wie Interleukin (IL)-1β Polymorphismen, Hp Virulenzfaktoren wie CagA,
VacA oder BabA und Ernährungsgewohnheiten wie vitaminarmer, salzreicher
Ernährung verschiedene klinische Manifestationen erreichen. Die Infektion mit Hp
kann chronische aktive oder atrophische Gastritiden, peptidische Magengeschwüre
und MALTome auslösen. Eine der Grundlagen der Entzündungsreaktion ist das sich
im Magen ausbildende Zytokinmilieu, für dessen Polarisierung Interferonγ (IFNγ)  als
Leitzytokin der TH1 Immunantwort von großer Bedeutung ist.
Helicobacter-cysteine-rich-protein A (HcpA) ist ein von Hp aktiv sezerniertes Protein,
das im Rahmen von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe als neuer, immunstimulatorisch
wirkender Virulenzfaktor beschrieben wurde. HcpA gehört einer nur in Helicobacter,
Campylobacter und Wolinella vorkommenden Familie paraloger Proteine an. Die
Stimulation von Splenozyten-Einzelzellsuspensionen aus naiven Mäusen mit in
E. coli rekombinant exprimiertem HcpA konnte eine der Ko-Kultur mit lebendem Hp
vergleichbare Zytokinfreisetzung, insbesondere des entzündungsfördernd wirkenden
IFNγ, induzieren. Neben dieser direkten Aktivierung des angeborenen Immunsystems
konnten durch serologische Untersuchungen von Hp infizierten Patienten hohe
αHcpA Antikörpertiter nachgewiesen werden, was sowohl auf die Expression als
auch die Antigenität von HcpA im Rahmen der natürlichen Besiedelung des Magens
durch Hp hinweist.

Aufbauend auf diesen Vorarbeiten sollten in dieser Arbeit weitergehende
Untersuchungen zur Rolle der Expression und Sekretion von HcpA unter diversen
Umweltfaktoren durchgeführt werden. Darüber hinaus sollte ein für Hp Proteine
bisher noch nicht verwendetes Protein-Expressionssystem auf der Basis stabil
transfizierter Insektenzellen etabliert werden, um sicherzustellen, dass das auf diese
Weise gewonnene rekombinante HcpA nicht durch bakterielles LPS kontaminiert ist.
Unter Verwendung von LPS-freiem HcpA sollte der Mechanismus der HcpA-
abhängigen Immunstimulation in Maus-Splenozyten untersucht und aufgeklärt
werden. Hierzu sollte die Bedeutung von Zytokinen, die in der immunologischen
Signalkaskade der Sekretion von IFNγ vorgeschaltet sind, untersucht werden, sowie
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der putative Rezeptor der HcpA vermittelten Immunantwort identifiziert werden.
Zusätzlich sollte durch Verwendung von HcpA-Mutanten die Aufklärung
immunologisch relevanter Protein-Abschnitte erfolgen. Die im Maus-
Splenozytenmodell beschriebenen immunstimulatorischen Eigenschaften von HcpA
auf das angeborene Immunsystem sollten schließlich durch entsprechende Versuche
mit humanen PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) auf ihre Übertragbarkeit
für das humane angeborene Immunsystem überprüft werden. Aufgrund der
nachgewiesenen Antigenität von HcpA sollte der Versuch unternommen werden, in
verschiedenen Spezies Epitope für die Antikörperbindung und T-Helferzell-
Aktivierung zu identifizieren.
Die meisten der bisher als Modellorganismen für die Hp Pathogenese verwendeten
Mausstämme bilden nach Infektion mit Hp keine ausgeprägte Gastritis aus, daher
sollte im Hp Infektionsmodell der mongolischen Wüstenrennmaus (Gerbil) der
Einfluss einer HcpA Impfung auf die Protektion vor einer Hp induzierten Gastritis
ermittelt werden. In diesem Zusammenhang sollte auch eine eventuelle Modulation
des lokalen Zytokinmilieus im Magen nach Impfung und anschließender Hp Infektion
mittels quantitativer PCR-basierter Genexpressions-Analysen untersucht werden.

Die Untersuchungen zur Expression und Sezernierung von HcpA unter
verschiedenen Stimulationsbedingungen ergaben, dass die meisten verwendeten
Stimuli keine wesentlichen regulativen Effekte zur Folge hatten. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass die Expression von HcpA einer Negativregulation durch Nickel-
Ionen unterlag, und unabhängig davon die Zugabe Fe2+ eine Verminderung der
Sekretion von HcpA zur Folge hatte.

Die Expression von rekombinantem HcpA mittels einer stabil transfizierten
Drosophila-Schneider-2 Zelllinie (DS-2) konnte erfolgreich etabliert werden. Das DS-
2 System erlaubte die Expression großer Mengen von LPS-freiem rekombinantem
HcpA, das im wesentlichen die gleichen immunstimulatorischen Eigenschaften wie in
E. coli rekombinant exprimiertes HcpA aufwies.

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die HcpA induzierte IFNγ Produktion
entscheidend von IL-12 und in geringerem Ausmaß von IL-18 abhängig ist.
Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass die Erkennung von HcpA durch das
Immunsystem und die darauffolgende IFNγ Sekretion über einen direkten oder
indirekten Mechanismus vom Vorhandensein eines funktionsfähigen Toll-like
Receptor 4 (TLR4) abhängig ist. Durch Stimulation von murinen Splenozyten mit in
definierten Proteinabschnitten verändertem HcpA konnten außerdem Domänen des
Proteins ermittelt werden, die für die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
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besonders wichtig zu sein scheinen. Bei der Untersuchung der
immunstimulatorischen Eigenschaften von rekombinantem HcpA mit humanen
PBMCs zeigte sich, dass HcpA auch in diesem humanen System eine starke
Aktivierung des angeborenen Immunsystems hervorrufen konnte. Nach Stimulation
mit HcpA konnte eine deutlich erhöhte Produktion von IFNγ, IL-1β und TNFα
nachgewiesen werden.
Die Etablierung des Gerbilmodells für die Untersuchungen zur Hp induzierten
Gastritis nach Immunisierung mit HcpA und nachfolgender Belastung im
Infektionsmodell zeigte deutlich erhöhte Zytokinwerte für IFNγ, IL-12 und TNFα in
den Mägen der mit HcpA immunisieren Gerbils. Darüber hinaus konnte aber kein
Einfluss der HcpA Immunisierung auf den Grad der Gastritis oder der Kolonisation
der Gerbil-Mägen durch Hp festgestellt werden.
Mittels überlappender Proteinfragmente, die das ganze HcpA-Protein abbildeten,
konnten immunologisch relevante Abschnitte des HcpA Proteins ermittelt werden, die
ein major B-Zell Epitop und ein T-Zell Epitop enthielten. Hier zeigten sich
interessanterweise deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen untersuchten
Spezies.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die Expression und Sekretion von HcpA
unter physiologischen Bedingungen erstmals untersucht und beschrieben. Die
Aufklärung der durch HcpA induzierten Kaskade, die zur Aktivierung des
angeborenen Immunsystems im Mausmodell als auch in humanen PBMC führt,
konnte die Bedeutung von HcpA als immunologischem Virulenzfaktor weiter
untermauern. Die Identifizierung von B- und T-Zellepitopen ist eine wichtige
Vorraussetzung für sich jetzt anschließende Untersuchungen zur Entwicklung einer
HcpA-basierten, protektiven Vakzinierungsstrategie. Der Befund, dass HcpA über
den TLR4 seine Aktivierung des angeborenen Immunsystems direkt oder indirekt
vermittelt, stellt ein weiteres zukunftsweisendes Ergebnis dieser Arbeit dar. Der
Nachweis einer starken Immunaktivierung durch HcpA in humanen PBMCs zeigt
erstmalig, dass die bisher nur im Maus-System beschriebenen immunmodulierenden
Eigenschaften von HcpA voll auf den Menschen übertragbar zu sein scheinen.
Insgesamt konnte die Arbeit damit einen wesentlichen Beitrag zum Verständnis eines
neuen immunologisch wirkenden Virulenzfaktors von Hp leisten.
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2 Abkürzungsverzeichnis

Alum Aluminium-Hydroxid
APC Antigen presenting cells
aphA-3 Gen, das Kanamycinresistenz vermittelt
AS Aminosäure(n)
ATCC American type culture collection
BB Brucella Bouillon
bp Basenpaare
cag cytotoxicity associated gene
CD Cluster of differentiation
CFU Colony forming units
DC Dendritische Zelle
DENT Antibiotikamix aus Vancomycin, Trimethoprim, Cefsulodin und

Amphotericin B
EDTA Ethylendinitrilotetraacetat
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FISH Floureszente in situ Hybridisierung
FKS Fötales Kälberserum
Hcp Helicobacter cysteine-rich protein
Hp Helicobacter pylori
HRP Horse-Radish Peroxidase
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
iNOS Induzierbare Stickstoffmonoxid Synthetase
IRES Internal ribosomal entry site
KANA Kanamycin
LPS Lipopolysaccharid
MALT Mukosa assoziiertes lymphatisches Gewebe
MHC Major histocompatibility complex
MOI Multiplicity of Infection
MW Molekulargewicht
NK Natürliche Killerzellen
ODx Optische Dichte bei der Wellenlänge x nm
OMP Outer membrane protein
ORF Open reading frame
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
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PAI Pathogenitätsinsel
PAMP pathogen associated molecular pattern
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PBP Penicillin Binde-Protein
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerase Kettenreaktion
pI Isoelektrischer Punkt
p.i. post infectionem
PMA Phorbol-Myrstitinsäure
PPI Protonen-Pumpen Inhibitor
RFLP Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus
ROS Reaktive Sauerstoff-Spezies
RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecylsulfat
sp., spp. Spezies (Singular, Plural)
TCR T-Cell Receptor
TLR Toll-like-receptor
TNF Tumornekrosefaktor
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
üN über Nacht
WC Wilkins Chalgren
αX anti-X
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3 Einleitung

3.1 Helicobacter

3.1.1 Überblick
Das Vorkommen von spiraligen Organismen im Magen wurde erstmals 1893
beschrieben und geriet anschließend wieder in Vergessenheit, da unter den
damaligen Bedingungen eine Kultivierung dieses Organismus nicht möglich war
(Bizzozero, 1893). Erstmals 1982 gelang die erfolgreiche Anzucht des zuerst als
Campylobacter pyloridis beschrieben Bakteriums (Warren et al., 1983). Bei weiteren
Untersuchungen wurde klar, dass der neu beschriebene Organismus einer eigenen,
neuen Bakteriengattung angehört und wurde daraufhin als Helicobacter pylori in
einen eigenen Genus ausgegliedert (Romaniuk et al., 1987). Helicobacter bezeichnet
somit eine relativ junge Gattung von gram-negativen, mikroaerophilen, spiralig
gekrümmten, begeisselten Bakterien. Diese sind taxonomisch dem Ast der ε-
Proteobakterien zugeordnet, und bilden u.a. zusammen mit den nahe verwandten
Gattungen Campylobacter, Wolinella und Arcobacter die Ordnung der
Campylobacterales. Helicobacter sp. kolonisieren den Magen, Darm und die
Gallengänge vieler Säugerspezies (Marshall, 2002). Der wichtigste Vertreter dieser
Gattung ist Helicobacter pylori (Hp), da dieser den menschlichen Magen infiziert und
eine chronisch persistierende Gastritis auslöst (Blaser et al., 2004). Damit ist Hp der
Verursacher der am weitesten verbreiteten chronischen bakteriellen Infektion des
Menschen (Moss et al., 2003). Der inzwischen allgemein akzeptierte Zusammenhang
zwischen einer Hp Infektion und der Bildung von malignen Veränderungen im Magen
führte zur Einstufung von Hp als Klasse I Kanzerogen durch die WHO (Anonym,
1994).

3.1.2 Helicobacter spp. und Wirtsorganismen
Seit der Neuschaffung des Genus Helicobacter konnten viele neue Helicobacter spp.
identifiziert werden, die eine ebensogroße Vielzahl von Wirtsorganismen infizieren.
Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die bisher bekannten Spezies und ihre Wirte. Je
nach der Lokalisation der Helicobacter Infektion im Wirt sind die Helicobacter spp. in
gastrische oder enterohepatische Helicobacter untergliedert. Es zeigt sich, dass viele
Säugerspezies jeweils von eigenen, spezifischen Helicobacter spp. infiziert werden
können, jedoch ein und dieselbe Helicobacter sp. mehrere Wirtspezies infizieren
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Spezies Wirt gastrisch enterohepatisch
Candidatus H. bovis Rind X

Candidatus H. suis Schwein X

H. acinonychis Schimpanse, Tiger X

H. aurati Syrischer Hamster X

H. bilis Maus X

H. bizzozeronii Mensch, Hund X

H. canadensis Mensch X

H. canis
Hund, Bengalische

Katzen
X

H. cholecystus Syrischer Hamster X

H. cinaedi
Mensch, Hund, Katze,

Maus, Hamster
X

H. cinaedi/mainz Schwein X

H. felis Katze, Hund X

H. fennelliae Mensch X

H. ganmani Maus X

H. heilmannii type 1/2 Schwein, Mensch X

H. hepaticus Maus X

H. mainz Mensch X

H. mesocricetorum Syrischer Hamster X

H. muridarum Maus X

H. mustelae Frettchen X

H. nemestriniae Makake X

H. pametensis
Seeschwalben,

Schwein
X

H. pullorum Mensch, Geflügel X

H. pylori Mensch X

H. rodentium Maus X

H. salomonis Hund, Katze X

H. sp. flexispira Hund, Mäuse, Schwein X

H. spp. Beuteltiere ? ?

H. spp. Delphine X

H. spp. Lisztaffe X

H. suncus Moschusspitzmaus X

H. trogontum Ratte X

H. typhlonius Maus X

H. westmeadii Mensch X

H. winghamensis Mensch X

Tabelle 1: Helicobacter spp. und Wirtsorganismen
Bisher entdeckte Helicobacter spp. und Wirte. Vermutlich kolonisieren Helicobacter spp. den Magen
aller Säuger. Daten von der Helicobacter spezies Database
(http://www.infek.lu.se/bakt/english/helicobacter/hag.html).
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kann (z.B. H. cinaedi). Der Nachweis von Helicobacter spp. in Vögeln zeigt die weite
Verbreitung dieser Bakteriengattung, sodass mittlerweile angenommen wird, dass
jede höhere Tierspezies durch eine „eigene“ Helicobacter sp. infiziert sein könnte
(Dewhirst et al., 1994; Stanley et al., 1994).

3.2 Helicobacter pylori

3.2.1 Epidemiologie
Blaser (1998) zeigte, dass eine Besiedlung mit Helicobacter sp. Teil der natürlichen
Bakterienflora des Menschen ist. So kann man Hp Infektionen weltweit nachweisen,
die Prävalenz jedoch schwankt zwischen verschiedenen Ländern und innerhalb
verschiedener Populationen einzelner Länder stark (Suerbaum et al., 2002), ist aber
gut mit den sozioökonomischen Bedingungen korrelierbar (Malaty et al., 1994). Die
Infektionsrate bei Erwachsenen mittleren Alters beträgt in Entwicklungsländern über
80 Prozent, in Industrienationen 20 bis 50 Prozent der Bevölkerung (Suerbaum et al.,
2002). Malaty et al. (2002) konnte durch eine Langzeitstudie an US-amerikanischen
Kindern zwischen 1975 und 1995 zeigen, dass im Alter von 4 bis 5 Jahren die
Serokonversionsrate am höchsten ist. Der Zeitpunkt der erstmaligen Infektion mit Hp
ist daher während der frühen Kindheit wahrscheinlich. Die Prävalenz von Hp
Infektionen ging im Laufe der letzten Jahrzehnte in den Industrienationen dramatisch
zurück (Mitchell et al., 2002). Die Anwendung mathematischer Modelle zur
Vorhersage von Prävalenzraten in den USA zeigte, dass die im 19. Jhd. beginnende
Verbesserung der sanitären Situation einen bis heute anhaltenden Rückgang der Hp
Transmissionsrate zufolge hatte, der im Laufe der nächsten 100 Jahre zu der
Eliminierung von Hp aus der Bevölkerung der USA führen wird (Rupnow et al., 2000).

3.2.2 Transmission
Die Primär-Infektion mit Hp erfolgt meist im Kindesalter durch orale Aufnahme des
Bakteriums (Rowland et al., 1999). Es wird angenommen, dass die Übertragung
durch direkten Kontakt zu Erbrochenem, Speichel oder Fäkalien infizierter Personen
erfolgt (Parsonnet et al., 1999). Eine intrafamiliäre Übertragung ist wahrscheinlich,
wobei einer vorliegenden Hp Infektion der Mutter eine höhere Bedeutung als der
Infektion des Vaters zukommt (Tindberg et al., 2001). Mögliche Übertragungswege
sind das Stillen (Kitagawa et al., 2001), sowie die Übertragung der oralen
Bakterienflora, in der Hp nachgewiesen werden konnte (Karczewska et al., 2002).
Eine Übertragung durch Hp im Trinkwasser scheint nur in Entwicklungsländern von
Bedeutung zu sein (Goodman et al., 1996), obwohl auch in Industrienationen ein
Zusammenhang zwischen der Art der Trinkwasserversorgung und Hp Infektionen
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dokumentiert werden konnte (Rolle-Kampczyk et al., 2004). Diskutiert wird auch eine
zoonotische Transmission, da Hp gelegentlich in verschiedenen Tierspezies wie z.B.
Schafen und Hauskatzen nachgewiesen werden konnte (Handt et al., 1994). Eine
Korrelation zwischen der Häufigkeit des Kontakts sowohl mit Haus- als auch
Nutztieren und der Infektionsrate mit Hp konnte jedoch nicht gezeigt werden (Brown
et al., 2002). Die Möglichkeit, dass Hp sexuell übertragen werden könnte, war
Gegenstand mehrerer Metastudien von Eslick et al. und konnte nicht ausgeschlossen
werden (Eslick, 2004; Eslick, 2002; Eslick, 2000).

3.2.3 Hp assoziierte Erkrankungen
Die Infektion mit Hp wird mit vielen Folgeerkrankungen assoziiert. Eindeutige
Zusammenhänge sind vor allem für Erkrankungen des Verdauungstraktes erwiesen.
So führt die Infektion des menschlichen Magens mit Hp immer zu einer Gastritis. Die
Ausprägung dieser Gastritis kann jedoch von einer oberflächlichen, asymptomatisch
verlaufenden Gastritis bis hin zur Entstehung von Ulzera reichen (Dooley et al., 1989;
Marshall, 2002). Einige Hp infizierte Individuen entwickeln über Dys- und Metaplasien
des Magenepithels auch Karzinome bzw. Lymphome des Mukosa-assoziierten-
Gewebes (MALTome) (Parsonnet et al., 1994; Wotherspoon, 1998). Eine graphische
Übersicht über die Verteilung dieser Erkrankungen in der Normalbevölkerung und der
Hp positiven Population ist in Abbildung 1 gezeigt.

Abbildung 1: Epidemiologie und Hp assoziierte Krankheiten
Dargestellt ist die Verteilung von Ulcus duodeni, Ulcus ventriculi, Magen-Karzinomen und
-Lymphomen in der Normalbevölkerung und unter der Hp-infizierten Population. Die meisten
Patienten, die die genannten Krankheiten entwickeln, sind Hp positiv, während in der
Normalbevölkerung diese Erkrankungen eher selten auftreten. Abbildung nach (Marshall, 2002).



Einleitung 13

Eine Vielzahl von Erkrankungen, die nicht direkt die Verdauungsorgane betreffen
wurde ebenfalls mit dem Vorliegen einer Hp Infektion in Verbindung gebracht. Dazu
gehören Gefäßerkrankungen (z.B. ischämische Herzerkrankungen), Atemwegs-
Erkrankungen (z.B. Lungentuberkulose, Lungenkrebs, Asthma), Hautkrankheiten
(z.B. Rosacea, Alopecia areata) und verschiedene Autoimmunerkrankungen (z.B.
Schoenlein-Henoch Syndrom, autoimmun-Thyroiditis) (de Lees et al., 2002; Roussos
et al., 2003; Realdi et al., 1999). Auch Leberzirrhose, Wachstumsstörungen,
chronische idiopathische Sideropenie, der plötzliche Säuglingstod und Diabetes
mellitus werden im Zusammenhang mit Hp diskutiert (Gasbarrini et al., 1999).
Eventuelle protektive Effekte der Hp Infektion sind jedoch nicht ausgeschlossen. Eine
vorliegende Hp Infektion könnte möglicherweise vor Reflux-Ösophagitis, sowie dem
Barrett-Syndrom und Adenokarzinomen des Ösophagus schützen oder die Inzidenz
dieser Erkrankungen senken (Peek, Jr. et al., 2002; Jones et al., 2003; Loffeld et al.,
2004; Abe et al., 2004).

3.2.4 Diagnose
Der eindeutigste Nachweis einer Hp Infektion erfolgt auch heute noch durch einen
erfolgreichen histologischen Nachweis von Hp in Magenbiopsiematerial. Nur die
Anzucht des Bakteriums stellt eine der Histologie ebenbürtige Nachweismethode dar.
Anhand einer Bakterienkultur können sämtliche diagnostische Fragestellungen wie
Antibiotikaresistenzen, Wachstumsverhalten und biochemische Eigenschaften,
beantwortet werden (Makristathis et al., 2004). Auch die Untersuchung neuer
antimikrobieller Wirkstoffe und biologischer Interaktionen basiert auf vorliegenden
Hp-Kulturen (Takabayashi et al., 2004; Lee et al., 2004b; Canizares et al., 2004).
Obwohl die Anzucht von Hp aus Stuhl und Erbrochenem gelegentlich erfolgreich ist
(Liang et al., 2003; Graham et al., 2004b), sind invasive Methoden, wie die
Gewinnung von Biopsiematerial während einer Gastroskopie, die zuverlässigsten
Quellen für eine Hp Kultur (Makristathis et al., 2004; Leong et al., 2003).
Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Hp haben in den letzten Jahren
an Bedeutung gewonnen. Die Durchführung von Polymerase-Kettenreaktionen
(PCR) zur Amplifikation von spezifischer DNA erlaubt die z.B. die Unterscheidung
von Hp und Helicobacter sp. (Chisholm et al., 2003). Durch die Analyse von PCR-
Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen (RFLP) sind Aussagen über das
Resistenzverhalten gegenüber Clarithromycin möglich, da dieses auf einer
Punktmutation der 23S rRNA beruht (Martin-Araguz et al., 2004). Die Verwendung
von DNA-Sonden zur Flourescence in situ Hybridisierung (FISH) ermöglicht ebenfalls
die akkurate Detektion von Hp DNA, sowie den Nachweis Clarithromycin-resistenter
Hp Genotypen in Magenbiopsien (Rüssmann et al., 2003). In zunehmenden Maß
findet die real-time PCR Verwendung in der Hp Diagnosik. Durch kurze
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Bearbeitungszeit, hohe Spezifität und die Möglichkeit des Resistenznachweises weist
diese Methode viele Vorteile auf (Makristathis et al., 2004). Eine Studie konnte sogar
zeigen, dass die RT-PCR höhere Sensitivität als der Hp Nachweis durch Kultur oder
Histologie aufweist (Lascols et al., 2003).
Der serologische Nachweis von αHp Antikörpern im Blut Infizierter stellt eine weitere
einfache und verlässliche Methode der Hp-Diagnose dar. Dabei ist jedoch die
Auswahl der untersuchten Antigene sowie die Prävalenz in der Patientenpopulation
von entscheidender Bedeutung für die Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse
(Nurgalieva et al., 2003; Makristathis et al., 2004), da lokale Variationen der
untersuchten Antigene auftreten können, sich z.B. ostasiatische Hp-Stämme von
westlichen unterscheiden (Graham et al., 2004a). Außerdem ist die Serologie zur
Überprüfung von Therapieerfolgen nur wenig geeignet, sowie bei Kleinkinder nicht
verlässlich (Suerbaum et al., 2002).
Besser geeignet zur Kontrolle einer Hp-Eradikation ist der Stuhl-Antigentest, wenn er
5-8 Wochen nach Therapieende durchgeführt wird (Suerbaum et al., 2002;
Nurgalieva et al., 2003). Dieser nichtinvasive Test weist mittels ELISA das Vorliegen
von Hp spezifischen Antigenen im Stuhl nach (Carvalho Costa et al., 2003; Oderda et
al., 2000). Eine weitere nichtinvasive Methode zur Diagnose einer Hp-Infektion ist der
Urea-Atem-Test. Dieser beruht auf der enzymatischen Spaltung von 13C oder 14C
markiertem Harnstoff durch die Hp-Urease in NH3 und CO2. Der Patient trinkt dabei
eine Harnstoff/Citrat Lösung. Im positiven Fall erfolgte der Nachweis von 13CO2 bzw.
14CO2 nach 10-20 Minuten in der Atemluft (Israeli et al., 2003). Jedoch konnte gezeigt
werden, dass bei Einnahme von Protonenpumpenhemmern der Atem-Test auch zu
falsch negativen Resultaten führen kann (Graham et al., 2004a).

3.2.5 Therapie
Üblicherweise wird die Hp Infektion durch eine „Tripeltherapie“, d.h. einer
Kombination eines Protonenpumpen-Inhibitors (PPI) und zwei Antibiotika eradiziert
(Suerbaum et al., 2002). Gängige PPI sind dabei Benzimidazol-Derivate wie
Omeprazol und Lansoprazol, es finden jedoch auch Histamin H2-Rezeptor
Antagonisten wie Ranitidine Verwendung. Als Antibiotika werden hauptsächlich
Clarithromycin, Amoxicillin und Metronidazol eingesetzt. Dabei sind ca. 90% der
Therapien erfolgreich (Bayerdörffer et al., 2004). Die Dauer der Antibiotikatherapie ist
unterschiedlich, so wird in Europa meist eine 7-tägige Behandlung vorgezogen,
während in den USA eine Therapiedauer von 14 Tagen vorherrscht (Bazzoli, 2001).
Eine Meta-Studie konnte zeigen, dass durch die längere Behandlungsdauer eine um
7 bis 9 Prozentpunkte bessere Eradikationsrate erreicht werden kann (Calvet et al.,
2000). Bei Vorliegen einer Clarithromycin- oder Metronidazolresistenz sinkt die
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Eradikationsrate auf ca. 50% ab (Dore et al., 2000). Die Resistenzraten von Hp sind
stark von eventuellen vorherigen, nicht erfolgreichen Therapien abhängig. So steigt
die Wahrscheinlichkeit für das Vorliegen eines Metronidazol-resistenten Hp Stammes
von 25% ohne vorherige Therapie auf 97% nach zwei erfolglosen Therapien an, für
Clarithromycin von 3% auf 56% (Bayerdörffer et al., 2004). Lediglich gegen
Amoxicillin ist bisher keine Resistenzentwicklung zu beobachten. Für die Behandlung
von Therapieversagern stehen heute Reservetherapien zur Verfügung. Die
sogenannte Quadrupeltherapie, die aus einem PPI zusammen mit Wismutcitrat,
Metronidazol und Amoxicillin besteht, war zu 89% auch bei Patienten erfolgreich, die
mit Methronidazol-resistenten Hp infiziert waren (de Boer et al., 1995). Die
Hochdosis-Dualtherapie mit Omeprazol und Amoxicillin konnte doppelt-resistente Hp
Stämme zu mehr als 80% eradizieren (Miehlke et al., 2003).
Die zunehmende Resistenzentwicklung macht die Entwicklung eines Impfstoffs
gegen Hp wünschenswert, der sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch
eingesetzt werden könnte. In Tiermodellen sind bereits einige wenige
Vakzinekandidaten erprobt worden, jedoch geht die Immunisierung mit zum Teil
gravierenden Nebenwirkungen einher, sodass an einen Einsatz in der klinischen
Praxis noch nicht zu denken ist (Kotloff et al., 2001; Rossi et al., 2004; Jiang et al.,
2003).

3.2.6 Infektionsmodelle
Zur Untersuchung der Hp Infektion werden verschiedene Organismen verwendet.
Aufgrund der guten Verfügbarkeit werden verschiedenste Stämme der Haus-Maus
Mus musculus verwendet. Dieses Tiermodell bietet den Vorteil, dass Mus sp.
immunologisch und molekularbiologisch hervorragend charakterisiert ist, was unter
anderem durch die Komplettsequenzierung des Mausgenoms bedingt wurde
(Okazaki et al., 2002). Die immunologische Untersuchung von Hp im Mausmodell
wird durch das Vorhandensein vieler definierter knock-out Mutanten erheblich
erleichtert. So existieren Mäuse, die bestimmte Zytokine wie Interleukin (IL) 12
(Hoffman et al., 2003) und Interferonγ (IFNγ) (Panthel et al., 2003; Obonyo et al.,
2002), Rezeptoren wie den Toll-like-receptor (TLR) 4 (Poltorak et al., 1998) oder
Proteine immunologischer Signalkaskaden wie MyD88 (Michelsen et al., 2004) nicht
mehr funktionell exprimieren können, sowie Mäuse mit schweren, kombinierten
Immundefekten (severe combined immune deficiency = SCID) (Eaton et al., 2004).
Auch die mongolische Wüstenrennmaus der Art Meriones unguiculatus (Gerbil) ist
ein geeigneter Modellorganismus, da sich nach Infektion mit Hp reproduzierbar eine
Entzündung des Magens mit Ulzera und sogar Karzinomen entwickeln und Gerbils
damit eine der humanen Situation vergleichbare Pathogenese der Gastritis
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aufweisen (Wirth et al., 1998; Kavermann et al., 2003; Zheng et al., 2004; Yan et al.,
2004). Probleme des Gerbilmodells sind vor allen die geringe Verfügbarkeit von
Reagenzien zur molekularbiologischen und immunologischen Untersuchung
(Crabtree et al., 2004; Takashima et al., 2001). Zusätzlich weisen Gerbils mindestens
einen Unterschied zur bekannten Mausimmunologie auf. So ist die
Antikörperproduktion nach Immunisierung im Gerbil derer in CD5+ B-Lymphozyten
defizienten Mäusen vergleichbar (Mohanty et al., 2002). Möglicherweise bestehen
auch noch weitere, bisher unbekannte immunologische Unterschiede zwischen Maus
und Gerbil.
Selten werden auch Rhesusaffen (Macaca mulatta), Beagles (Canis familiaris),
Meerschweinchen (Cavia porcellus) oder Ferkel (Sus scrofa) als Tiermodelle
eingesetzt (Solnick et al., 2003; Rossi et al., 2004; Schreiber et al., 2003; Sjunnesson
et al., 2003; Akopyants et al., 1995; Krakowka et al., 1991).
Da zur Untersuchung der protektiven Immunisierung gegen Hp bisher keine
vollständig verlässlichen Tiermodelle entdeckt wurden, wurden in verschiedenen
Studien freiwillige menschliche Probanden mit oder ohne vorhergehende
Immunisierung mit Hp infiziert (Kotloff et al., 2001; Graham et al., 2004b).

3.2.7 Molekularbiologie

3.2.7.1 Hp Genom
Das Hp Genom umfasst 1,65 Millionen Basenpaare und kodiert für annähernd 1500
Proteine. Gegenwärtig sind die Genome zweier Hp Stämme vollständig sequenziert
(Alm et al., 1999a; Tomb et al., 1997). Dadurch war die Identifikation von etwa 350
Hp spezifischen Genen und ca. 100 stammspezifischen Genen möglich (Ge et al.,
1999). Da Hp bezüglich der Aufnahme von DNA natürlich kompetent ist, unterliegt
das Genom von Hp während der Infektion einer ständigen Variation durch
horizontalen Gentransfer aus anderen, gleichzeitig kolonisierenden Hp Stämmen
(Falush et al., 2001; Suerbaum et al., 1998).

3.2.7.2 Immunologische Aspekte

3.2.7.2.1 Angeborene und erworbene Immunantwort
Die Immunreaktion nach Hp-Infektion kann in die angeborene und die erworbene
Immunantwort unterteilt werden. Bei der angeborenen Antwort handelt es sich um
einen schnellen, unspezifischen Prozess, während dessen vom Immunsystem des
Wirtes als fremd erkannte bakterielle Moleküle zur Auslösung von immunologischen
Signalkaskaden und der Abtötung von Bakterien führen (Prinz et al., 2003). Die
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Erkennung erfolgt dabei u.a. durch die Toll-like-Rezeptoren (TLR), die von antigen-
presenting-cells (APCs) wie Makrophagen und dendritischen Zellen, aber auch von
Magenepithelzellen exprimiert werden (Medzhitov, 2001; Schmausser et al., 2004;
Smith, Jr. et al., 2003). Der Kontakt von bakteriellen Komponenten mit TLRs induziert
die Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-
10 und IL-12 (Prinz et al., 2003; Kranzer et al., 2004). Diese führen zur Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten, gefolgt von der Infiltration von B- und T-Lymphozyten
und Makrophagen ins epitheliale Gewebe (Goodwin et al., 1986; Crabtree, 1996).
Unter dem Einfluss des lokalen Zytokinmilieus differenzieren Monozyten zu
Makrophagen, die Hp phagozytieren und anschließend lysieren können (Xia et al.,
2004).
Die Ausbildung einer adaptiven Immunantwort gegen Hp konnte ebenfalls gezeigt
werden. Die im Laufe der Infektion von APCs phagozytierten Hp und bakteriellen
Proteine werden auf MHCII Molekülen präsentiert und führen so zur Aktivierung
antigenspezifischer CD4+ T-Zellen. So konnten aus infizierten Patienten Hp
spezifische T-Zellen isoliert werden (D'Elios et al., 1997). Diese T-Zellen zeigten
einen ausgeprägten T-Helfer1 (TH1) Phänotyp, der sich durch die Sekretion von IFNγ
und TNFα , nicht aber von IL-4 auszeichnet (Smythies et al., 2000; Sommer et al.,
1998). IFNγ ist dabei für die Schwere der Entzündung von besonderer Bedeutung,
wie durch Immunisierungs- und Infektionsversuche bei gleichzeitiger in vivo
Neutralisierung von IFNγ im H. felis Tiermodell gezeigt werden konnte (Mohammadi
et al., 1996). In einem IFNγ-/- Mausmodell konnte Hp zwar den Magen der Tiere mit
einer im Vergleich zum Wildtyp höheren Bakteriendichte kolonisieren, jedoch konnte
in der IFNγ-/- Maus auch nach 15monatiger Infektion keine Inflammation festgestellt
werden, wogegen die Wildtyp-Tiere eine ausgeprägte Gastritis entwickelt hatten
(Sawai et al., 1999). Diese Befunde führten zu der Annahme, dass eine TH1
Polarisierung für die Ausprägung der Entzündung verantwortlich sei, und dass durch
Abwesenheit von IFNγ bzw. durch Induktion einer TH2 polarisierten Immunantwort
eine protektive Immunisierung gegen Hp zu erreichen sei. Im Gegensatz dazu
konnten neuere Veröffentlichungen zeigen, dass die TH1 Zytokine IFNγ und IL-12 für
die Protektion nach Immunisierung entscheidend  sind, während den TH2 Zytokinen
IL-4 und IL-5 in diesen Studien keine Bedeutung zukam (Akhiani et al., 2002; Garhart
et al., 2003b; Garhart et al., 2003a). Die in vivo vorliegende TH1 Polarisierung der
mukosalen T-Zellen ist jedoch nicht die Immunantwort, die für die erfolgreiche
Bekämpfung einer extrazellulären Infektion geeignet ist. Eine TH1 Immunantwort ist
bei der Infektion mit intrazellulären Erregern wie Leishmanien oder Chlamydien
erfolgreich und damit Ziel der therapeutischen Vakzinierung gegen diese Erreger
(Von Stebut et al., 2004; Awasthi et al., 2004; Reddy et al., 2004; Berry et al., 2004).
Obwohl ein aktives Eindringen von Hp in Epithelzellen in vivo und in vitro
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beschrieben wurde, scheint es aber nur in geringem Umfang stattzufinden und damit
für die Infektionssituation nur wenig relevant zu sein (Petersen et al., 2003). Die
ermittelte Häufigkeit für eine Invasion von Hp in eukaryonte Zellen liegt in vivo je
nach Studie bei <1% bis zu 10% (Noach et al., 1994; Wyle et al., 1990;
Papadogiannakis et al., 2000), in vitro je nach untersuchter Zelllinie bei <1% bis 2%
(Evans et al., 1992; Birkness et al., 1996). Der weitaus größte Teil der Hp liegt
extrazellulär an eukaryonte Zellen adhäriend vor und ist damit einer gegen
intrazelluläre Erreger gerichteten Immunantwort nicht zugänglich (Petersen et al.,
2003). Trotz der starken, von Hp induzierten Stimulation sowohl des angeborenen als
auch des erworbenen Immunsystems kommt es ohne antibiotische Behandlung der
Infektion nicht zu einer erfolgreichen Kontrolle (Moss et al., 2003). Verschiedene
Immune Evasion Strategien, mit denen sich Hp der Wirts-Immunantwort entzieht,
werden für die lebenslang persistierende Infektion und die damit einhergehende
Entzündungsreaktion verantwortlich gemacht.

3.2.7.2.2 Immune Evasion durch Hp
Hp entzieht sich der Immunantwort sehr erfolgreich durch verschiedene immune
escape Mechanismen. So sind Hp, die sich nicht am Magenepithel sondern im
luminalen Mukus aufhalten, einer Immunreaktion räumlich nicht zugänglich (Marshall
et al., 1984; Hazell et al., 1986). Wie alle gram-negativen Bakterien verfügt auch Hp
über gängige pathogen-associated-molecular-patterns (PAMPs) wie Lipo-
Polysaccharide (LPS), Flagelline oder an CpG Motiven methylierte DNA, jedoch sind
die Hp spezifischen Vertreter dieser PAMPs immunologisch nahezu inert. Hp LPS
zeigte eine im Vergleich zu enterobakteriellem LPS eine um einem Faktor 500
verminderte Toxizität und eine 1000fach niedrigere Mitogenität und Pyrogenizität
(Muotiala et al., 1992). Im Vergleich zu E. coli O:55 LPS war die 2000 bis 30000fache
Menge Hp LPS nötig, um Ratten-Knochenmarks-Makrophagen zu aktivieren (Perez-
Perez et al., 1995). Das Salmonella typhimurium Flagellenprotein FliC zeigte eine in
vitro Assays eine 1000fach höhere, TLR5 abhängige, Immunstimulation als Hp FlaA
oder FlaB (Gewirtz et al., 2004; Lee et al., 2003). Bakterielle DNA enthält methylierte
CpG Motive, die als Ligand des TLR9 und damit als Stimulantien des angeboren
Immunsystems beschrieben sind (Cornelie et al., 2004). Hp DNA unterliegt
stammspezifisch unterschiedlichsten Methylierungen, jedoch scheint methylierte Hp
DNA nur geringe immunstimulatorische Eigenschaften zu besitzen (Takata et al.,
2002; Blaser et al., 2004). Auch die direkte Beeinflussung der Immunantwort durch
Hp Proteine konnte nachgewiesen werden. So unterdrückt das von Hp gebildete
Zytotoxin VacA die Ausbildung von T-Zell-Antworten durch Inhibition der T-Zell
Aktivierung und der Antigenpräsentation (Gebert et al., 2003; Gebert et al., 2004;
Molinari et al., 1998). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Hp Proteine wie VacA
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und Arginase aktiv die T-Zell-Proliferation hemmen und somit die Entstehung einer
adaptiven Immunantwort erschweren können (Gebert et al., 2004; Zabaleta et al.,
2004). Hp Typ I Stämme können die Phagosomenbildung in Makrophagen
beeinträchtigen und in den sich entwickelnden Megasomen intrazellulär mindestens
24h überleben (Allen et al., 2000). Die Expression von Lewis-Blutgruppenantigenen
durch Hp stellt eine Form des molekularen Mimikry dar (Wirth et al., 1999). Auch
konnte gezeigt werden, dass Hp spezifische T-Zellen Kreuzreaktivität gegen H+,K+-
Adenosintriphosphatase, eine zelluläre Protonenpumpe, aufweisen, die wohl
ebenfalls durch molekulare Mimikry ausgelöst wird (D'Elios et al., 2004; Amedei et
al., 2003). Durch Variation antigener Proteine kann die Bildung spezifischer
Immunreaktionen ebenfalls verhindert werden. Beispielsweise kann die Expression
von CagY, das an der Oberfläche des Typ IV Sekretionsapparates vorliegt, durch die
Reorganisation repetitiver DNA-Fragmente so stark variiert werden, dass keine
Antikörperbildung gegen dieses Antigen nachweisbar ist (Peek, Jr. et al., 2002). Die
Expression verschiedener Hp Gene kann durch slipped stand mispairing an- und
ausgeschalten werden, und trägt damit zum immune escape bei (Jones et al.,
1999b). Außerdem kann Hp an MHCII binden und so die Apoptose von MHCII
exprimierenden Zellen induzieren (Fan et al., 2000). Zumindest in vitro kann Hp VacA
und CagA abhängig in Makrophagen Apoptose initiieren. Diese wird durch Spaltung
von Procaspase 8 und erhöhte Freisetzung von Zytochrom c aus Mitochondrien
ausgelöst (Menaker et al., 2004; Gobert et al., 2002a).

3.2.7.2.3 Zellschädigung durch Hp
Die Hp Infektion der gastrischen Mukosa führt zu histologisch nachweisbaren Zell-
und Gewebeschädigungen (Cover et al., 2001). Bekannte Ursachen dieser Schäden
sind reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) (Hoit, 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass Hp die Bildung von ROS und DNA Fragmentation in
kultivierten Adenokarzinomzellen und normalen Magenmukosazellen induziert
(Bagchi et al., 2002; Bagchi et al., 1996). Weiter konnte nachgewiesen werden, dass
wässrige Extrakte von Hp neutrophile Granulozyten aktivieren, was wiederum unter
anderem zu erhöhten Konzentrationen von ROS führt (Shimoyama et al., 2003). NO
wird durch die hauptsächlich in Makrophagen exprimierte induzierbare
Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS) gebildet. In der Mukosa Hp infizierter Patienten
waren weniger reduziertes Glutathion und höhere Konzentrationen an
Malonsäuredialdehyd nachweisbar als in der Mukosa der nichtinfizierten
Kontrollpersonen (Demir et al., 2003). Nach Hp Eradikation gingen die erhöhten
iNOS Konzentrationen wieder zurück (Felley et al., 2002). Als Auslöser der erhöhten
Expression von iNOS und damit der Bildung von NO durch Makrophagen konnte in
vitro Hp Urease identifiziert werden (Gobert et al., 2002b). Hp Urease führt zu einer
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Verminderung der Expression des zellulären heat-shock Proteins Hsp70 und damit
zur verstärkten Expression von iNOS (Yeo et al., 2004). Zu Gewebeschädigungen
trägt auch die durch Hp-induzierte Apoptose von Epithelzellen bei (Jones et al.,
1999a; Fan et al., 2000).

3.2.7.2.4 Virulenzfaktoren

3.2.7.2.4.1 Cytotoxicity-associated-genes Pathogenitätsinsel (Cag-PAI)

Die ca. 40 kbp große Pathogenitätsinsel (PAI) kodiert für 27 verschiedene Gene, die
einen Typ IV Sekretionsapparat ausbilden können (Fischer et al., 2001). Ebenfalls
innerhalb der PAI findet sich mit cagA das Gen für das bis vor kurzem einzige
bekannte Molekül, das durch den Typ IV Sekretionsapparat in Epithelzellen
übertragen werden kann. CagA wird durch den Sekretionsapparat in Magen-
epithelzellen transloziert, und stellt dort ein Substrat der zellulären
Phosphotyrosinkinase Src dar, die in CagA vorhandene Phosphorylierungsmotive
erkennt und phosphoryliert (Selbach et al., 2002). Kinasiertes CagA löst eine
morphologische Veränderung des Aktinzytoskeletts aus, die als Hummingbird
Phänotyp beschrieben wurde (Hofreuter et al., 2001; Su et al., 2003). Die
Langzeiteinwirkung von CagA auf Epithelzellen führte zu dysplastischen
Veränderungen, der Lockerung der Bindung von apikal-epithelialen tight junctions
und der Ausprägung eines Scattering Phänotyps, der durch erhöhte Zellmotilität
gekennzeichnet ist (Amieva et al., 2003; Backert et al., 2001). Außerdem kann
phosphoryliertes CagA analog zu dem eukaryonten Wachstumsfaktor Gab an die
zelluläre Phosphatase SHP-2 binden, und führt dadurch zur Veränderung der
intrazellulären Signalkaskaden. Daher wird die Einstufung von CagA als Oncoprotein
diskutiert (Higashi et al., 2002b). Viala et al. (2004) konnten ein zweites, durch den
Typ IV Sekretionsapparat übertragenes, Molekül identifizieren. Dabei handelt es sich
um ein immunstimulatorisches Peptidoglycan, das in Epithelzellen mit dem
intrazellulären Nod1 Rezeptor interagiert und so eine Immunantwort auslösen kann.
Es ist jedoch unklar, ob die Übertragung dieses Peptidoglycans eher zufällig erfolgt
oder ob das Peptidoglycan ein echtes Substrat des Typ IV Sekretionsapparates
darstellt.
Hp Stämme werden nach dem Vorhandensein der Cag-Pathogenitätsinsel und des
Zytotoxin-Gens vacA im Genom in zwei Klassen unterteilt (Xiang et al., 1995). Cag-
PAI und VacA positive Hp Stämme werden als Typ I, negative als Typ II Stämme
bezeichnet. Die Infektion mit einem Typ I Stamm geht mit einer verstärkten
Entzündung und einem erhöhten Risiko für die Entwicklung von Magenkrebs einher
(Blaser et al., 1995). Typ II Stämme werden üblicherweise mit einer milderen
Gastritis in Verbindung gebracht. Das Vorhandensein der Cag-PAI ist mit einem
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virulenteren Genotyp des Toxins VacA (siehe 3.2.7.2.4.2) korrelierbar, obwohl keine
direkte Interaktion zwischen der Cag-PAI und VacA besteht (Slater et al., 1999;
Atherton et al., 1997). Blaser et al. (2004) vermuten, dass toxinbildende Stämme
einem Selektionsdruck bezüglich einer funktionellen PAI unterliegen könnten, da die
durch VacA induzierte Immunsuppression ohne eine vorhandene Cag-PAI eine für
das Hp Wachstum ausreichende Freisetzung von Nährstoffen aus Epithelzellen
verhindern könnte. In Entwicklungsländern, wo das Auftreten von Typ I Stämmen
sehr viel häufiger ist als in den Industrienationen, sind die statistischen
Zusammenhänge zwischen Cag und VacA Status weniger deutlich bis fraglich (Moss
et al., 2003).

3.2.7.2.4.2 VacA

VacA ist das von der Mehrheit der Hp Stämme sezernierte 95 kDa vakuolisierende
Zytotoxin A (Lupetti et al., 1996). VacA lagert sich als Hexamer in die Membran der
Zielzelle ein und bildet einen Anionen-selektiven, spannungsabhängigen Ionenkanal
aus, der zum Ausfluss u.a. von Bicarbonat und organischen Anionen führt (Szabo et
al., 1999). Rekombinantes VacA konnte durch Steigerung der Permeabilität von
Epithelzellen die Ausschüttung von Fe3+ und Ni2+ hervorrufen (Papini et al., 1998).
Zusätzlich kann VacA aus der Mitochondrial-Membran die Ausschüttung von
Zytochrom c induzieren und so Apoptose verursachen (Galmiche et al., 2000). Fan et
al. (2000) konnten eine Heterogenität des vacA Gens zeigen, die mit der Expression
unterschiedlich stark aktivem VacA verbunden ist. So ist das Vorhandensein des
vacA s1 Genotyps die Vorraussetzung für die Sekretion eines aktiven Zytotoxins,
während vacA s2 Hp Stämme eine defekte Signalsequenz aufweisen. Hp Stämme
des vacA s1/m1 Genotyps zeigten in vitro eine höhere Zytotoxizität als s1/m2
Stämme. Der Zusammenhang zwischen dem vacA Genotyp und dem Ausmaß der
Inflammation in vivo belegt die klinische Relevanz eines aktiven VacA für die Hp
Pathogenese (Atherton et al., 1997).

3.2.7.2.4.3 Urease

Hp Urease katalysiert die Hydrolyse von Harnstoff zu CO2 und NH3 und führt dadurch
zur Entstehung eines neutralen pH-Mikromilieus, das das Überleben von Hp im
sauren Milieu des Magens und damit die Kolonisation erst ermöglicht (Prinz et al.,
2003). Urease wird konstitutiv exprimiert und kann bis zu 15% des
Gesamtproteingehalts von Hp ausmachen (Mobley et al., 1995). Das durch Urease
erzeugte NH3 kann unter neutralen pH Bedingungen auf Epithelzellen toxisch wirken
(Smoot, 1997). Die Regulation der Aktivität der zytoplasmatisch vorliegenden Urease
erfolgt durch Öffnen der in der Zytoplasmamembran liegenden Harnstoffkanäle bei
pH Werten unter 6,5, was zum Kontakt von Enzym und Substrat führt (Bury-Mone et
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al., 2001). Das enstehende NH3 diffundiert dann ins Periplasma und puffert dieses
(Weeks et al., 2000).

3.2.7.2.4.4 OipA, NapA

Hp produziert eine Vielzahl von immunstimulatorischen bzw. immunmodulatorischen
Proteinen. Neben CagA und VacA sollen hier noch OipA und NapA genannt werden.
Das outer inflammatory protein A (OipA) gehört einer Proteinfamilie von 32 outer
membrane proteins (OMPs) in Hp an, zu denen auch die meisten Adhäsine zählen
(3.2.7.2.4.5). Durch knock-out von OipA konnte die Fähigkeit eines Hp Stammes,
eine IL-8 Sekretion aus Epithelzelllinien zu induzieren, um 50% vermindert werden
(Yamaoka et al., 2000). Bei Untersuchung von 247 Patienten konnte der oipA Status
der Hp Stämme mit hoher Bakteriendichte, starker Invasion durch neutrophile
Granulozyten und starker mukosalen IL-8 Sekretion korreliert werden (Yamaoka et
al., 2002a). Vergleichbare Daten waren auch in Mäuseinfektionsversuchen zu
beobachten (Yamaoka et al., 2002b). NapA ist das neutrophil-activating protein von
Hp. Anfängliche Studien legten den Schluss nahe, dass die Stimulation mit NapA
humane neutrophile Granulozyten aktiviert und so eine Rolle in der Immunreaktion
gegen Hp spielt (Evans, Jr. et al., 1995). Spätere Untersuchungen konnten jedoch
zeigen, dass die Hp induzierte Aktivierung von Neutrophilen unabhängig von NapA
stattfindet (Leakey et al., 2000), und NapA mit Hp DNA ko-lokalisiert und diese so vor
oxidativem Stress schützen kann (Cooksley et al., 2003).

3.2.7.2.4.5 Adhäsine

Die Adhäsion von Hp an die Magenmukosa konnte sowohl in vivo und in vitro an
menschlichen Magenbiopsien, im Tiermodell und an Zelllinien gezeigt werden
(Petersen et al., 2003; Logan, 1996). Diese Adhäsion erfolgt mit spezifischen
Tropismus an Magenepithelzellen (Noach et al., 1994). Adhäsine spielen eine
wichtige Rolle bei der Kolonisierung und der Hp induzierten Pathogenese.
Verschiedene Adhärenzfaktoren konnte bisher identifiziert werden. BabA wird von
einem Teil der Hp Stämme exprimiert und bindet an das von Epithelzellen
exprimierte Lewisb Blutgruppenantigen (Ilver et al., 1998). Hp Stämme, die das BabA
kodierende Gen babA2 besitzen, konnten öfter aus Patienten mit Ulzera und
Karzinomen isoliert werden als Typ I Stämme. Typ I Stämme, die zusätzlich babA2
positiv sind, waren in Patienten mit intestinaler Metaplasie und atrophischer Gastritis
häufiger nachzuweisen als Typ I babA2 negative Hp Stämme (Prinz et al., 2001;
Zambon et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass BabA positive Stämme mehr
IL-8 induzieren und höhere Kolonisationsdichten erreichen als negative Stämme,
was die Bedeutung von BabA für die Kolonisation unterstreicht (Rad et al., 2002).
BabA gehört einer Gruppe von OMPs, zu denen auch die Adhäsine AlpAB zählen.
Durch Bindungsstudien an Magenbiopsien konnte die Bedeutung von AlpAB gezeigt
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werden (Odenbreit et al., 2002). Weitere beschriebene Adhäsine, z.B. SabA
vermitteln die Bindung an Lewisx,y Antigene (Mahdavi et al., 2002). Bei der
Untersuchung des Einflusses von OipA, HopA, SabA und SabB konnte ein
Zusammenhang zwischen der Expression von SabB und der Häufigkeit von
Duodenal-Ulzera gezeigt werden (de Jonge et al., 2004), wobei die Autoren
vermuten, dass die Expression von Adhäsinen Auswirkungen auf die Hp-Elimination
durch das Immunsystem hat.

3.2.7.2.4.6 HcpA

Helicobacter-cysteine-rich-protein A (HcpA) ist ein Mitglied einer ausschließlich bei
Campylobacter, Helicobacter und Wolinella vorkommenden Proteinfamilie. Während
bei Campylobacter und Wolinella jeweils nur ein Gen dieser Familie im Genom
entdeckt werden konnte, besitzt Hp stammabhängig 6 bis 8 paraloge Gene, die für
Hcps kodieren. Durch Microarray-Analysen mehrerer Hp Stämme konnte die hohe
Konservierung der hcp Genfamilie in Hp gezeigt werden, wobei die meisten
Mitglieder der Familie in allen untersuchten Stämmen vorhanden waren (Tabelle 2)
(Salama et al., 2000). HcpA wurde als aktiv von Hp sekretiertes Protein beschrieben
(Cao et al., 1998). Im Serum Hp infizierter Patienten konnten Antikörper gegen HcpA
nachgewiesen werden (Mittl et al., 2003b).

Gen ORF vorhanden in Hp
Stämmen

hcpA JHP0197, HP0211 100 %

hcpB HP0336 13,3 %

hcpC JHP1024, HP1098 100 %

hcpD JHP0148, HP0160 100 %

hcpE JHP0220, HP0235 100 %

hcpF JHP0571, HP0628 100 %

hcpG JHP1437 80 %

hcpH JHP0318 13,3 %

hcpX JHP1045, HP1117 100 %

Tabelle 2: Konservierung von hcp-Genen in Hp Stämmen
Durch Microarray Untersuchung an 15 Hp Stämmen festgestellter Konservierungsgrad von hcp-Genen
(Salama et al., 2000). Viele hcp-Gene sind in allen untersuchten Isolaten vorhanden. Die Benennung
der hcp-Gene erfolgte nach Lüthy et al. (2002). Die Bezeichnungen der ORFs mit JHP oder HP
beziehen sich auf die beiden vollständig sequenzierten Hp Stämme J99 bzw. 26695 (Alm et al.,
1999a).

Die Funktion des Proteins war lange Zeit unklar, da keine Homologien zu anderen
bekannten Proteinen vorhanden waren, die eine in silico Voraussage ermöglicht
hätten. Mittl et al. (2000) konnten in vitro eine geringe, physiologisch jedoch
wahrscheinlich nicht relevante β-Lactamaseaktivität von HcpA zeigen. Dieselbe
Gruppe konnte mittlerweile die räumliche Struktur der HcpA Schwesterproteine HcpB
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und HcpC aufklären, die jedoch leider keine eindeutigen Rückschlüsse auf die in vivo
Funktion der Proteine zuließ. Die Autoren nehmen an, dass alle Hcps als penicillin-
binding Proteine (PBP) anzusehen sind (Lüthy et al., 2002; Lüthy et al., 2004;
Krishnamurthy et al., 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass Antikörper gegen
die meisten Mitglieder der Hcp Familie im Serum Hp Infizierter nachweisbar waren,
was die antigenen Eigenschaften dieser Proteinfamilie unterstreicht (Mittl et al.,
2003b). Für HcpC konnte ein Zusammenhang des Serum-Antikörpertiters mit der
Erkrankung an Adenokarzinomen gezeigt werden (Haas et al., 2002). Zusätzlich
konnte die Immunisierung mit HcpX im Mausmodell eine protektive Immunität
hervorrufen (Hocking et al., 1999). Eine mögliche Funktion als Virulenzfaktor konnte
HcpA erstmals zugewiesen werden, nachdem beschrieben wurde, dass HcpA
dosisabhängig große Mengen an IFNγ sowie ein der Infektion mit Hp entsprechendes
Zytokinprofil aus naiven murinen Splenozyten induziert (Decker, 2000).
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3.3 Vorarbeiten
Bereits zwei Arbeiten der Arbeitsgruppe haben sich mit HcpA beschäftigt (Decker,
2000; Aigner, 2001). Es wurden zwei bakterielle Systeme zur Expression von
rekombinantem HcpA etabliert. Es konnte sowohl auf die Expression von HcpA als
inclusion bodies mit anschließender Rückfaltung im pET-System, als auch die native
Expression im pRBI-PDI-System zurückgegriffen werden. Mit dem rekombinanten
Protein konnte durch Immunisierung ein hochtitriges αHcpA Kaninchenserum
erzeugt werden, das mit dem HcpA Schwesterprotein HcpC kreuzreagiert. Mittels
dieses Serums konnte gezeigt werden, dass HcpA in fast allen untersuchten Hp
Stämmen unabhängig vom Cag-PAI Status exprimiert und sezerniert wird. HcpA hat
am N-terminalen Ende eine Sec-Signalsequenz, die für den Transport des Proteins
ins Periplasma verantwortlich ist. Ein Stamm wies einen Defekt in der
aminoterminalen Signalsequenz auf und lag ausschließlich in der nichtprozessierten
27kDa Form zytoplasmatisch vor. Dadurch wurde die Bedeutung der Signalsequenz
für den Export und die Sekretion von HcpA belegt. Trotzdem vermutet Decker (2000),
dass der Transport ins Periplasma und die Sekretion auf unterschiedlichen,
unabhängigen Mechanismen beruhen, und schreibt einer putativen internen
Ribosomen-Bindestelle (IRES) mit internem Start-Kodon größere Bedeutung zu. Die
Struktur des HcpA Proteins ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des HcpA Proteins
Das HcpA Protein trägt am Aminoterminus eine Sec-Signalsequenz, die von der Signalpeptidase
abgespalten wird. Das prozessierte Protein hat ein Molekulargewicht von 24 kDa. Modifiziert nach
Decker (2000).

Das zwei Aminosäuren vor der Spaltstelle der Signalpeptidase gelegene Methionin
könnte evtl. als alternatives, internes Startkodon für die Expression von rein
zytoplasmatischem HcpA dienen, da im Bereich des Signalpeptids in silico die
putative, interne Ribosomen-Bindestelle nachgewiesen werden konnte (Decker,
2000). Ebenfalls wurden Untersuchungen an Seren Hp infizierter Patienten
durchgeführt, die zeigten, dass ein αHcpA ELISA nur geringfügig schlechtere positive
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bzw. negative Vorhersagewerte als ein kommerzielles αHp ELISA System lieferte
und damit zum serodiagnostischen Einsatz geeignet wäre.
Die immunstimulatorischen Eigenschaften von HcpA wurden durch Stimulation naiver
Splenozyten aus Balb/c Mäusen untersucht. Dabei zeigte sich, dass HcpA
dosisabhängig die Sekretion eines TH1 polarisierenden Zytokinprofils mit großen
Mengen IFNγ induzieren kann. Durch einen Proteinase-Verdau der HcpA Fraktion
konnten die stimulatorischen Eigenschaften zerstört werden. Durch Vergleich der
durch HcpA induzierten Zytokinsekretion aus naiven murinen Splenozyten mit der
durch Infektion der Splenozyten mit Hp hervorgerufenen Immunstimulation konnte
nachgewiesen werde, dass HcpA ein der Stimulation durch Hp entsprechendes TH1
polarisierendes Zytokinprofil induziert. Durch Untersuchungen mit C57BL/6 Mäusen
konnte gezeigt werden, dass dieser Mäusestamm aufgrund seiner höheren
Suszeptibilität gegenüber TH1 gerichteten Immunantworten in Vergleich zur Balb/c
Maus besser als Tiermodell zur Aufklärung Immunstimulation durch HcpA geeignet
ist. Mittels Depletionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein
von antigen-presenting-cells (APCs) und natural-killer Zellen (NKs) von
entscheidender Bedeutung für die Sekretion von IFNγ ist, was zur Aufstellung eines
hypothetischen Modells führte (Abbildung 3).

Abbildung 3: Angenommener Mechanismus der IFNγ Induktion durch HcpA
HcpA interagiert mit einem Rezeptor an der Oberfläche von APCs, die daraufhin mit einer IL-12
Sekretion beginnen, die wiederum zur Ausschüttung von IFNγ aus TH1 Zellen und NK-Zellen zur
Folge hat. Die theoretische Alternative, eine Stimulation von naiven T-Helfer Zellen, die daraufhin zu
TH1 Zellen differenzieren, ist durch die Kürze der Stimulation von 36 h nahezu auszuschließen.
Modifiziert nach Medzhitov (2001).
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Außerdem wurden zwei verschiedene, durch homologe Rekombination erzeugte
hcpA knock-out Mutanten des Hp Stamms 2802 auf ihre Fähigkeit zur Induktion von
IFNγ in vitro untersucht. Anfängliche Daten legten eine entscheidende Bedeutung
des hcpA Genprodukts für die Hp abhängige IFNγ Sekretion auch im Kontext des
Gesamtkeims nahe, jedoch konnten diese Daten nicht reproduziert werden.
Immunisierungsstudien zeigten, dass HcpA als Antigen zur systemischen
Immunisierung geeignet ist und dass eine Modulation der αHcpA Antikörper-Antwort
durch entweder TH1 oder TH2 polarisierende Adjuvantien möglich ist. HcpA selbst
hatte auf die Polarisierung der Antikörperantwort keinen Einfluss und auch ein
möglicher adjuvierender Effekt von HcpA konnte nicht nachgewiesen werden.
In der Arbeitsgruppe wurden mittels homologer Rekombination aus dem Stamm Hp
2802 Deletions-knock-out Mutanten verschiedener Hp Gene erzeugt, bei denen das
entsprechende Gen durch das aphA-3 Gen, das eine Kanamycinresistenz vermittelt,
ersetzt ist.
Das Gerbil-Tiermodell für die Infektion mit Hp wurde von Dr. Ulrike Thalmaier
etabliert.

3.4 Zielsetzung
Die Expression und Sekretion von HcpA unter Standardbedingungen konnten in den
meisten bisher untersuchten Hp Stämmen nachgewiesen werden. Jedoch ist
unbekannt, ob die Expression von HcpA einer Regulation durch externe Einflüsse
unterliegt und damit eventuell in vivo nur während bestimmter Phasen der Infektion
exprimiert wird. Bekannt ist die Expressionsregulation vieler Hp Gene durch
Temperatur (heat-shock Proteine), Eisenionen-Konzentration (Gene, die dem fur
Regulon angehören), Veränderungen des O2-Partialdrucks bzw. des pH Werts.
Deshalb soll der Einfluss verschiedener Stressbedingungen auf die Expression und
Sekretion von HcpA untersucht werden.

Zur Untersuchung immunologischer Fragestellungen sind rekombinant in Bakterien
exprimierte Proteine nur bedingt geeignet, da eine Kontamination der zu
untersuchenden Fraktionen mit prokaryontischen, immunstimulatorischen
Komponenten wie z.B. LPS nie vollständig ausgeschlossen werden kann. Deshalb
soll für die Expression von rHcpA ein eukaryontes Expressionssystem etabliert
werden, das den Ausschluss von bakteriellen Komponenten erlaubt. Das so
exprimierte HcpA soll in seinen immunologischen Eigenschaften mit dem in E. coli
exprimierten HcpA verglichen werden, um den beobachten immunstimulatorischen
Effekt zu validieren.
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Auch die Mechanismen der Immunstimulation durch HcpA sind nur bruchstückhaft
untersucht. Daher sollen ausgehend vom Modell in Abbildung 3 experimentelle
Nachweise zur Aufklärung des mit HcpA interagierenden Rezeptormoleküls auf
APCs und der Bedeutung von second-messenger Zytokinen wie IL-12 und IL-18
geführt werden. Zusätzlich soll durch die Charakterisierung der
immunstimulatorischen Eigenschaften verschiedener HcpA Mutanten immunologisch
relevante Protein-Domänen aufgeklärt werden.
Ein Einfluss einer prophylaktischen Vakzinierung mit HcpA auf eine spätere Hp
Infektion und die Ausprägung der Entzündung kann mit Etablierung des Gerbil-
Infektionsmodells erstmals erfolgversprechend untersucht werden. Die Etablierung
eines quantitativen real-time PCR Verfahrens soll die zur Charakterisierung eines
eventuellen protektiven Effekts der Vakzinierung nötigen Messmethoden
bereitstellen. Außerdem soll die Ausprägung der nach Hp Infektion im Gerbil
auftretenden Antikörperantwort in Bezug auf HcpA und andere bekannte Hp
Antigene untersucht werden.
Abschließend sollen Versuche mit humanen PBMCs eine Aussage über die mögliche
Übertragbarkeit der im Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen
liefern.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Organismen

1.1.1 Genotyp der verwendeten E. coli

E. coli Genotyp
XL1 Blue ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 gyrA96

relA1 lac; (P2 lysogen)

JM83 F- ara ∆(lac-proAB) rpsL [Φ80∆lac∆(lacZ)M15]thi

Tabelle 3: Genotypen der verwendeten E. coli Stämme.

4.1.2 Hp Stämme

Die Hp Stämme 60190 und Tx30a wurden unter den Nummern ATCC 49503 bzw.
ATCC 51932 von der ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA) bezogen. Der Stamm P12 ∆cagA wurde freundlicherweise von Dr. Wolfgang
Fischer, Max-von-Pettenkofer-Institut, München zur Verfügung gestellt. Verschiedene
verwendete Deletionsmutanten des Hp Stammes 2802 wurden am Regensburger
Institut für medizinische Mikrobiologie und Hygiene hergestellt und überprüft. Alle
anderen verwendeten Hp Stämme sind Patientenisolate und am Regensburger
Institut für medizinische Mikrobiologie und Hygiene konserviert.

4.1.3 Mäusestämme

Die ausschließlich weiblichen Tiere der Mäusestämme Balb/c, C57BL/6, C3H HeN,
C3H HeJ, sowie der Spezies Meriones unguiculatus (mongolische Wüstenrennmaus,
Gerbil) wurden im Alter von 40-44 Tagen von Harlan-Winkelmann, Borchen,
bezogen.

4.1.4 Drosophila-Schneider-2 Zellen
Drosophila-Schneider-2 Zellen (DS-2) wurden von Invitrogen, Karlsruhe, bezogen.

4.2 Helicobacter

4.2.1 Kultivierung

Helicobacter pylori (Hp) Kulturen wurden auf WC-Dent Platten angelegt und bei 36°C
unter mikroaerophilen Bedingungen (11% O2, 9% CO2, 80% N2) bebrütet.
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Flüssigkulturen wurden in BB-FKS-Dent bei 36°C und unter Schütteln bei 200 rpm in
Zellkulturflaschen (Falcon #353108, BD, Heidelberg) ebenfalls unter denselben
mikroaerophilen Bedingungen inkubiert.

4.2.2 Präparation von Hp Protein-Fraktionen

Gesamtlysat aus 36 h alten Hp Kulturen wurde nach Zentrifugation durch Aufnehmen
des Bakterienpellets in Hp-Lysepuffer gewonnen. Ein differenzierterer Aufschluss
erfolgte durch Applikation eines osmotischen Schocks. Dazu wurde das Hp-Pellet
zuerst in eiskaltem PBS resuspendiert und gewaschen. Nach einer Zentrifugation bei
4000g und 4°C für 6 Minuten wurde der Überstand verworfen  und das Pellet in 1 ml
30mM Tris HCl pH 8 mit 20% (w/v) Saccharose, 1 mM EDTA resuspendiert und 5
Minuten bei RT inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde das Pellet in 1ml
5mM MgSO4 resuspendiert, 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend für 10
Minuten mit 4000g bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand, das Periplasmalysat,
wurde abgezogen und durch Zugabe von Tris HCl pH 8,0 ad 20 mM stabilisiert. Das
restliche Pellet wurde in 400 µl Hp-Lysepuffer aufgenommen und stellt die Fraktion
des Zytoplasmalysats dar. Überstand von Hp-Flüssigkulturen wurde durch 10-
minütige Zentrifugation bei 4°C und 4000g geerntet.

4.2.3 Einfluss von Umweltbedingungen

Durch Zugabe von Salzen und Säuren in BB-FKS-Dent wurden Stressbedingungen
für Hp simuliert. Um den Einfluss von Metallionen zu überprüfen, wurden das
Medium mit jeweils 50 mM der Chloriden folgender Kationen substituiert: Cu2+, Fe2+,
Ni2+. Die Zugabe von 250 mM NaCl zum Medium diente der Untersuchung von
hohen Salz-Konzentrationen. Eine Eisenmangelsituation wurde durch Zugabe von
2 mM Desferal (Deferoxaminmesilat) erreicht, das Eisenionen komplexiert und somit
für biologische und chemische Reaktionen unzugänglich macht. Durch die Inkubation
bei 38,5°C anstelle von 36°C wurde der Einfluss von temperaturbedingtem Stress
untersucht. Als letzter Stressfaktor wurde die Sauerstoffkonzentration erhöht und
gleichzeitig der CO2 Anteil der mikroaeroben Atmosphäre gesenkt. Dazu wurde Hp
bei 16% O2, 4,5% CO2 und 79% N2 inkubiert. Alle Stressexperimente fanden mit
einem Inokulum von Hp ad OD600 =1 für 36 h unter Schütteln bei 200 rpm statt.

4.3 Molekularbiologische Methoden
Gängige molekularbiologischen Methoden (Agarosegel-Elektrophoresen,
Kinasierungen von PCR Produkten, Dephosphorylierungen von Restriktions-
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fragmenten, Ligationen, Herstellung chemisch kompetenter Zellen, chemische
Transformation von E. coli) erfolgten, sofern nicht anderweitig angegeben, nach
Sambrook et al. (2001).

4.3.1 Isolation von Nukleinsäuren

4.3.1.1 Isolation von Hp gDNA
Die Isolation von genomischer Hp DNA erfolgte mittels des DNeasy Tissue Kits von
QIAgen, Hilden, nach dem Protokoll des Herstellers für gram-negative Bakterien.

4.3.1.2 Isolation von E. coli Plasmid DNA
Die Isolation von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte mit dem Minispin Prep Kit von
QIAgen, Hilden, nach Anleitung des Herstellers.

4.3.1.3 Isolation von Gerbil DNA
Die Isolation von genomischer Gerbil DNA erfolgte aus der Schwanzspitze eines
Gerbils mittels des DNeasy Tissue Kits von QIAgen, Hilden, nach dem Protokoll des
Herstellers für tierisches Gewebe.

4.3.1.4 Isolation von Gerbil RNA
Die Isolation von Gerbil RNA aus stimulierten Gerbil Splenozyten erfolgte mittels der
RNeasy Mini Kits von QIAgen, Hilden, nach den Protokoll des Herstellers für
kultivierte tierische Zellen. Für die Isolation von RNA aus Magengewebe wurde nach
dem Protokoll für tierisches Gewebe verfahren.

4.3.1.5 Isolation von DNA aus Agarosegelen
Die Isolation von PCR Produkten bzw. restriktionsverdauter DNA erfolgte mittels des
QIAquick Gel Extraction Kits von QIAgen, Hilden, nach Anleitung des Herstellers.

4.3.2 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von Geneart, Regensburg, als „Premium Sequencing
Runs“ durchgeführt. Es wurden je Sequenzieransatz 200-600 ng DNA und 1 pmol
Primer verwendet und das Gesamtvolumen mit ddH2O auf 8 µl eingestellt. Die
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verwendeten Sequenzierprimer sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die Oligo-DNAs wurden
von Metabion, Planegg, bezogen.

Plasmid Primer Sequenz

M13for (-20) GTAAAACGACGGCCAG
pBluescript II

M13rev GGAAACAGCTATGACCATG

pQE 5’ CGGATAACAATTTCACACAG
pQE40

pQE 3’ GGTCATTACTGGAGTCTTG

pRBI-PDI for AGCTTCTGAAAAGAACGGGAAG
pRBI-PDI

pRBI-PDI rev TTTTTGCCCTCGTTATCTAGAAATTCG

Tabelle 4: Verwendete Sequenzierprimer

4.3.3 Reverse Transkription von RNA
Nach 4.3.1.4 isolierte Gerbil-RNA wurde mit dem AMV-Reverse Transkriptase Kit von
Roche Diagnostics, Mannheim, nach Anleitung des Herstellers in cDNA revers-
transkribiert.

4.3.4 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

PCRs wurden unter den in Tabelle 5 angegebenen Bedingungen mit der Pwo-
(Programm 1), der Pfu- (Programm 2) oder der Taq-Polymerase (Programm 3)
durchgeführt (Roche Diagnostics, Mannheim; Invitrogen, Karlsruhe; Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

PCR-

Programm

Hitzeaktivierung Denaturierung Annealing Elongation Zyklen Finale

Elongation

1 2’ 94°C 30’’ 94°C 30’’ 55°C 1’ 72°C 40 6’ 72°C

2 2’ 94°C 30’’ 94°C 30’’ 55°C 8’ 68°C 18 20’ 68°C

3 10’ 94°C 30’’ 94°C 30’’ 55°C 1’ 72°C 40 6’ 72°C

Tabelle 5: Verwendete PCR-Programme

Alle PCR Programme umfassen die automatische Kühlung der PCR-Produkte auf
4°C nach Ablauf der Reaktion bis zum manuellen Beendigen des Programms. Die
als Primer verwendeten Oligo-DNAs wurden von Invitrogen, Karlsruhe bezogen.

Tabelle 6 listet die zur Amplifikation der einzelnen DNAs benutzten Oligos und
Polymerasen auf. Fp1 bis Fp8 bezeichnet die hcpA Genabschnitte, die später durch
in frame Klonierung in pQE40 zur Expression der HcpA-DHFR Fusionspeptide
verwendet wurden (siehe 5.3.6.2).
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Zielsequenz Template DNA Polymerase Primer PCR

Programm

HcpA C-Term pRBI-PDI hcpA Pfu
5’ AAAGCCTCACAATACTACTCCAA

3’ GGCCTGCGCTACGGTAG
2

HcpA N-Term pRBI-PDI hcpA Pfu
5’ TCAACCTTTTTTAAAATTTTCTACCG

3’ TCATTTAGCGTCTTTAGACACG
2

HcpA–coil pRBI-PDI hcpA Pfu
5’ TCAACCTTTTTTAAAATTTTCTACCG

3’ CTCGACTCTAGAGGATCCC
2

Fp1 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CGAACCAGACGCTAAAGAGCTT

3’ TTTCCCTTCTTCATAGAACGC
1

Fp2 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CGAAAAAGCATGTGAATTAAAAGAA

3’ GCACCCATAACCATCATTCAA
1

Fp3 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CGGAGTGGGAAAAGACTTGAAAAAA

3’ TTTAGAGTAATATTGTGAGGCTTTTTTG
1

Fp4 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CAACCTGCTAGGCAATTTATATTATAAC

3’ ATAATGGTGTAGGCTTCCTAAGAC
1

Fp5 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CTCTTGTGAATTGAACCATGCTGAA

3’ ATTAATGCACCCGGGGCTG
1

Fp6 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CTGTACGGTCTTAGGAAGCCTACACCATTAT

3’ CCTACCATCGTTCAACTCGCATGCT
1

Fp7 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CTGCATTAATGCGGGATACATGTATGGT

3’ ACCTTTTTTAAAGTTTTCTACCGCTTGCTT
1

Fp8 Hp 2802 gDNA Pwo
5’ CGATGATGGTAGGGGGTGTTATAATTTAGGG

3’ TTCTATTTTTAATTCCTTGAGAGCGTC
1

IL-2
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGTACAGCAGGCAGCTCGCATCCTGT

3’ TTATTGAGTCATTGTTGAGATGGCACT
3/1

IL-4
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGGGTCTCAGCCCCCAGCTAGCTGCT

3’ TCAACCCTGCCAGTTTTTCATCTGCAT
3/1

IL-10
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGCCCAGCTCGGCACTGCTTATTGC

3’ TCGCTTTTCATTTTGATTGTCATGTATGC
3/1

IL-12p35
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGCGTCAGTCACGCCGCCTCTTA

3’ TCAGGAGGAGTTCAGATAGCTCATCAC
3/1

IL-18
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGATGGCTGCCACACCAGAAGAAGGC

3’ TTAACTTTGATGTAAGGGTGTAACAGTG
3/1

IFNγ
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGAACGCTACACACTGCATCTTGGCTTTGCAG

3’ TCAAATAGTGCTGGCAGGATTGTT
3/1

TNFα
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ GGCTTACTGTACTTCGGGGTGTTTGG

3’ GGGGCAGCCTTGTCCCTTGAAG
3/1

B7.2 (=CD86)
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGGATCCCAGACGCATCATG

3’ CTAAGAGACAGATGCCACGCG
3/1

HPRT
Gerbil cDNA/

Taq-PCR Produkt

Taq/

Pwo

5’ ATGGCGACCCGCAGTCCCAGCATCGTG

3’ TTAGGCTTTGTATTTGGCTTTTCCAC
3/1

HcpA Hp gDNA Pwo
5’ GGAGATATACCATGCTAGGAAACG

3’ GGTTCGTAGGGTTTATGTTTTCC
1

Tabelle 6: Durchgeführte Polymerase-Kettenreaktionen und Primersequenzen

4.3.5 Klonierungen

Im Anschluss an alle Transformationen erfolgte zur Selektion positiver
Transformanden das Ausplattieren des gesamten Ansatzes auf LB-Agarplatten, die
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mit 100 mg/l Ampicillin substituiert waren und deren Bebrütung üN bei 37°C. Mit
eindeutig definierten Einzelkolonien wurden daraufhin geringvolumige
Flüssigkulturen LBAMP inokuliert, diese unter Schütteln bei 200 rpm üN bei 37°C
inkubiert. Anschließend erfolgte eine Plasmidisolation aus den Flüssigkulturen
(4.3.1.2) und die Überprüfung der DNA durch Sequenzierung (4.3.2).

Die HcpA Mutanten HcpA C-Terminus, HcpA N-Terminus und HcpA–coil wurden
durch Mutagenese PCR aus dem Expressionsvektor pRBI-PDI/hcpA hergestellt
(Decker, 2000). Im Anschluss an die PCR erfolgte ein DpnI Verdau zur Entfernung
von nicht mutagenisierter template-DNA. Die PCR Produkte wurden auf einem
Agarosegel visualisiert und ausgeschnitten. Nach der Extraktion der PCR-Produkte
wurden diese kinasiert, ligiert und in E. coli XL-1 transformiert. Nach der Überprüfung
durch Sequenzierung wurden korrekte Plasmide in E. coli JM83 transformiert.
Die Herstellung HcpA/DHFR Fusionspeptide erfolgte durch Amplifikation der
entsprechenden hcpA-Abschnitte mittels PCR. Die PCR Produkte wurden auf einem
Agarosegel visualisiert und ausgeschnitten. Nach der Extraktion der PCR-Produkte
wurden diese kinasiert und mit einem mit SmaI verdauten, dephosphorylierten
Expressionsvektor pQE40 ligiert und anschließend in E. coli XL-1 transformiert.
Die Klonierung der Gerbil-Zytokine erfolgte aus cDNA (4.3.3), die zuerst als template-
DNA für eine Taq-PCR (Tabelle 5, Programm 3) diente. Die PCR Produkte wurden
auf einem Agarosegel visualisiert und ausgeschnitten. Nach der Extraktion der PCR-
Produkte wurden 2 µl von diesen wiederum als template-DNA für eine erneute
Amplifikation mit Pwo DNA-Polymerase (Tabelle 5, Programm 1) verwendet. Die
PCR Produkte wurden wiederum auf einem Agarosegel visualisiert und
ausgeschnitten. Nach der Extraktion der PCR-Produkte wurden diese kinasiert und
mit einem mit EcoRV verdauten, dephosphorylierten Klonierungsplasmid
pBluescript II ligiert und anschließend in E. coli XL-1 transformiert.
Zur Untersuchung der Konservierung der hcpA Sequenz wurden die hcpA-Gene
verschiedener Hp Stämme amplifizert, auf einem Agarosegel visualisiert und
ausgeschnitten. Nach der Extraktion der PCR-Produkte wurden diese kinasiert und
mit einem mit EcoRV verdauten, dephosphorylierten Klonierungsplasmid
pBluescript II ligiert und anschließend in E. coli XL-1 transformiert.

4.3.6 Konzentration von proteinhaltigen Lösungen

4.3.6.1 Prezipitation
Die Aufkonzentration von wenig proteinhaltigen Lösungen wurde mittels Prezipitation
durch Tri-Chlor-Essigsäure (TCA) und Natrium-Deoxycholat (NaDOC) erreicht. Dazu
wurde zu 1 ml der Proteinlösung 2%ige NaDOC Lösung bis zu einer Konzentration
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von 0.02% zugegeben und die Mischung bei RT für 15 Minuten inkubiert.
Anschließend wurde 40% TCA bis zu einer Endkonzentration von 6% zugegeben
und auf Eis 1 h inkubiert, danach erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C und 21000g für
10 Minuten. Der Überstand wurde daraufhin komplett abgezogen, zum Pellet 200 µl
eiskaltes Aceton zugegeben und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wie oben wurde der Überstand verworfen und das Pellet bei 99°C für 1
Minute getrocknet. Das Pellet wurde dann in 40 µl 1x SDS-Probenpuffer
aufgenommen.

4.3.6.2 Ultrafiltration
Die Aufkonzentration von proteinösen Lösungen durch Ultrafiltration erfolgte
entweder mittels einer Amicon Ultrafiltrations-Rührzelle 250 und einem Filter von 10
kDA Ausschlussgröße, oder mittels Amicon Ultrafiltrations-Zentrifugationseinheiten
mit Ausschlussvolumina von 5 kDa bzw. 15 kDa nach Anleitung des Herstellers
(Millipore, Bedford, MA, USA).

4.3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Verwendet wurden ausschließlich Mini-Protean 3 Gelelektophorese Apparaturen von
Biorad, München. Alle SDS-PA Gele hatten Konzentration von 5% Acrylamid im
Sammelgel und 12,5% im Trenngel. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 200 V und 25
mA für ca. 60 Minuten.

4.3.7.1 Färbung von Proteingelen

4.3.7.1.1 Coomassie Blau
Die unspezifische Anfärbung von Proteinbanden in SDS-PA Gelen erfolgte mit
Coomassie Blau. Das Polyacrylamidgel wurde dazu in die Coomassie-Färbelösung
gelegt und bis zum Kochen der Lösung in der Mikrowelle erhitzt. Nach Erkalten der
Lösung auf RT unter Schütteln wurde die Färbelösung verworfen und durch
Entfärbelösung ausgetauscht. Die Entfärbung erfolgte unter dreimaligem Wechseln
der Entfärberlösung unter Schütteln bei RT bis zur vollständigen Entfärbung des
Gelhintergrunds.
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4.3.7.1.2 Geldokumentation
Zur Haltbarmachung wurden SDS-PA Gele 1h in Trocknerlösung inkubiert und
anschließend mit dem DryEasy System von Novex, San Diego, CA, USA, nach
Anleitung des Herstellers in Cellophan fixiert.

4.3.7.1.3 Synthetische Peptide
Synthetische, von HcpA abgeleitete, 15mer Peptide wurden von Jerini Peptide
Technologies, Berlin erworben.

4.4 Immunologische Methoden

4.4.1 Westernblot

4.4.1.1 Tank Blotting
Durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden vom Polyacrylamidgel auf eine
Protran® Nitrozellulosemembran (Schleicher&Schuell, Dassel) mittels einer BioRad
MiniProtean 3 Transfer Apparatur (Biorad, München) übertragen. Dazu wurde diese
nach Anleitung des Herstellers beschickt. Der Transfer fand in Blottingpuffer 1 für 30
Minuten bei 200 V und 350 mA statt.

4.4.1.2 Semi-Dry Blotting
Semi-Dry Blots wurde mit einer Biometra Blot-Apparatur hergestellt (Biometra,
Göttingen). Die Beschickung erfolgte nach Anleitung des Herstellers, der Transfer auf
eine Protran® Nitrozellulosemembran (Schleicher&Schuell, Dassel) fand unter
Verwendung von Blottingpuffer 2 für 30 Minuten bei 200 V und 250 mA statt.

4.4.1.3 Ponceaufärbung und Blocken
Nach dem Transfer wurde durch Anfärbung mit Ponceau M die Gleichmäßigkeit des
Blots und des Auftrags überprüft. Dazu wurde die Membran 1 Minute in Ponceau
Lösung inkubiert und der Farbstoff anschließend mit H2O ausgewaschen. Nach
vollständiger Entfärbung der Membran wurden die Blots mit 1x Rotiblock (Roth,
Karlsruhe) für 30 Minuten bei RT und anschließend üN bei 4°C unter Schütteln
inkubiert.
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4.4.1.4 Antikörperkonzentrationen
Die Konzentrationen der beim Westernblotting eingesetzten Antikörper ist Tabelle 7
zu entnehmen. Die geblockten Membranen wurden mit den entsprechenden
Verdünnungen der Primärantikörper in PBS, 2% Milchpulver für 2 h bei RT inkubiert
und anschließend dreimal für jeweils 10 Minuten mit PBS, 0,1% Tween 20
gewaschen. Darauf erfolgte die Inkubation für 1 h mit den entsprechenden
sekundären, HRP-gekoppelten Antikörpern in PBS, 2% Milchpulver bei RT. Alle
sekundären Antikörper wurden in der Verdünnung 1 zu 3000 eingesetzt.
Abschließend wurden die Membranen noch dreimal wie oben gewaschen.

Antikörper Antigen Verdünnung
Kaninchen αHcpA Hp Periplasma, Zytoplasma, Gesamtlysat 1:115.000

Kaninchen αHcpA Hp Kulturüberstände 1:75.000

Kaninchen αHcpA rHcpA, rHcpA Mutanten 1:250.000

Kaninchen αRecA Hp Zytoplasma 1:50.000

Mäuseseren rHcpA, rHcpA Mutanten 1:250

Rattenseren rHcpA, rHcpA Mutanten 1:250

Humanseren rHcpA, rHcpA Mutanten 1:250

Gerbilseren rHcpA, rHcpA Mutanten, Hp Gesamtlysat 1:250

Tabelle 7: Westernblotting Antikörper-Konzentrationen

Sekundär-Antikörper Hersteller Katalognummer
Kaninchen αMaus Ig Dako, Hamburg P0260

Ziege αKaninchen Ig Biorad, München 170-5046

Kaninchen αRatte Ig Abcam, Cambridge, UK ab6734-1

Ziege αMensch Ig Sigma, München A-8400

Tabelle 8: Verwendete HRP gekoppelte Sekundär-Antikörper

4.4.1.5 Nachweis durch Chemolumineszenz
Der Nachweis der HRP-gekoppelten sekundären Antikörper erfolgte durch
Chemolumineszenz mittels der ECL NOWA-Reagentien von MoBiTec, Göttingen. Die
Detektion des Lichtsignals erfolgte mit Hyperesa Hyperfilmen von Amersham
Biosciences, Little Chalford, UK.

4.4.2 Immunisierungen

Alle Immunisierungen erfolgten, wenn nicht anders angegeben, dreimal im Abstand
von jeweils 2 Wochen.
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4.4.2.1 Subkutan
Zur subkutanen Immunisierung von Nagern wurde die Schwanzwurzel der Tiere mit
einem Langhaarschneider rasiert. Anschließend erfolgte die subkutane Injektion von
100 µl PBS mit Antigen und Adjuvans.

4.4.2.2 Intranasal
Zur intranasalen Immunisierung von Gerbils wurden diese mit Isoflouran kurz
betäubt. Während der Narkose wurden 20 µl der Antigen/Adjuvansmischung in PBS
pro Tier direkt auf die Nasenlöcher der Tiere pippetiert und so von diesen veratmet.

4.4.3 Antikörpertiterbestimmung

Die Bestimmung spezifischer Antikörpertiter aus Mäuse-, Ratten-, Gerbil-,
Kaninchen- und Human-Seren erfolgte durch antibody-capture ELISA. Dazu wurden
mittelbindende 96-Well ELISA Platten mit F-Boden (Greiner, Frickenhausen) mit 100
ng spezifischem Antigen (Hp Gesamtlysat oder rHcpA) pro Well in Carbonat-Coating-
Puffer beschickt und üN bei 4°C inkubiert. Dann wurde die Platte 3 mal mit ELISA–
Waschpuffer gewaschen und mit PBS, 2% Tween20, 3% FKS für 1 h bei 37°C
geblockt. Nach 3 weiteren Waschschritten wie oben erfolgte der Auftrag von 100
µl/Well einer 1:50 Verdünnung der entsprechenden Seren und die erneute Inkubation
bei 37°C für 2 h. Daraufhin wurde die Platte wiederum dreimal wie beschrieben
gewaschen und mit 100 µl/Well einer 1:3000 Verdünnung des HRP-gekoppelten,
entsprechenden Sekundärantikörpers 1 h bei 37°C inkubiert. Nach drei letzten
Waschschritten erfolgte der Nachweis von gebundenem Sekundärantikörper durch
Zugabe von TMB (Tetra-Methyl-Benzidin)/H2O2 Substrat-Lösung (Pharmingen, San
Diego, CA). Die Entwicklung fand 15 Minuten im Dunkeln bei RT statt, anschließend
wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl 2 N H2SO4 gestoppt und die OD450

bestimmt.

4.4.4 Infektionsexperimente

Die Infektion der Gerbils erfolgte mit etwa 1x109 CFU Hp pro Tier. Diese wurden in
300 µl PBS aufgenommen und mittels eines oral eingeführten Analbeutelspülers
direkt in den Magen der Tiere appliziert. Diese Prozedur wurde dreimal im Abstand
von je 2 Tagen durchgeführt. Nach 2-4 Wochen Infektion wurden die Tiere
euthanasiert und Magen und Blut entnommen. Die Hälfte des Magens wurde in
Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und im Institut für Pathologie der
Universität Regensburg von Dr. Frauke Bataille histologisch untersucht. Die andere
Hälfte des Magens wurde sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren.
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4.4.5 Stimulationsexperimente

4.4.5.1 Zell-Präparation

4.4.5.1.1 Maus Splenozyten
Zur Gewinnung von Maus Splenozyten wurden die Mäuse durch zervikale
Dislokation euthanasiert. Anschließend wurde die Milz präpariert und in RPMI-
Komplettmedium aufgenommen. Durch Zerreiben der Milz auf einem Zellsieb mit 70
µm Porengröße (Falcon #352350, BD, Heidelberg) wurde eine Einzelzellsuspension
hergestellt und 5 Minuten bei 300g abzentrifugiert. Das Pellet wurde einer
Erythrozytenlyse unterworfen, die durch Resuspendieren in ACK-RBC
Hämloysepuffer und Inkubation bei RT für 5 Minuten stattfand. Nach erneutem
Pelletieren wie oben wurden die Zellen noch dreimal mit RPMI-Komplettmedium
gewaschen und abzentrifugiert. Die endgültige Resuspension erfolgte in 5 ml RPMI-
Komplettmedium pro Milz. Daraufhin wurde die Zellzahl durch Auszählen mit einer
„Neubauer improved“ Zählkammer bestimmt. Mittels der ermittelten Zellzahl wurde
eine Lösung auf 2x106 Zellen pro ml eingestellt und davon je 1 ml pro Well einer
24-Well Zellkulturplatte (Falcon #353047, BD, Heidelberg) ausgesät.
Für die Untersuchung der synthetischen Peptide (siehe 5.3.7) wurden je 106

Splenozyten in 100 µl RPMI-Komplettmedium in 1 Well einer 96-Well Zellkulturplatte
ausgesät.

4.4.5.1.2 Gerbil Splenozyten
Gerbilsplenozyten wurden analog zu 4.4.5.1.1 gewonnen.

4.4.5.1.3 Humane PBMCs
Humane PBMCs für Stimulationsexperimente wurden aus dem Blut serologisch Hp-
negativer, freiwilliger Spender mit dem Leukosept System von Greiner,
Frickenhausen nach Anleitung des Herstellers gewonnen. Daraufhin wurde die
Zellzahl analog zu 4.4.5.1.1 bestimmt und 1x106 Zellen in 1 ml RPMI-
Komplettmedium je Well einer 24 Well Zellkulturplatte (Falcon #353047, BD,
Heidelberg) ausgesät.

4.4.5.2 Stimulation und Ernte des Zellkultur-Überstands
Das zu untersuchende Stimulans wurde ad 100 µl mit Milzmedium aufgefüllt, diese
Mischung jeweils einem Well der ausgesäten Zellen zugegeben und bei 37°C, 5%
CO2 inkubiert. Die Ernte erfolgte, wenn nicht anders angegeben, nach 36 h durch
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Zentrifugation bei 500g für 10 Minuten bei 4°C. Das Pellet wurde verworfen und der
Überstand bei –80°C bis zur Verwendung konserviert.

4.4.5.3 Stimulation von Gerbil-Splenozyten zur RNA Isolation
Zur Klonierung verschiedener Gerbil Zytokin RNAs wurden 2x106 Gerbilsplenozyten
analog zu 4.4.5.2 mit einer Ionomycin/PMA Lösung stimuliert. Nach 36 h wurden die
Splenozyten durch Zentrifugation bei 500g für 10 Minuten bei 4°C geerntet. Der
Überstand wurde verworfen, das Zellpellet sofort in flüssigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Präparation von RNA bei –80°C gelagert.

4.4.6 Nachweis von Zytokinen

4.4.6.1 TaqMan®-PCR
Der Nachweis von Zytokin-mRNA aus Gerbil Splenozyten erfolgte mittels
quantitativer real-time PCR auf einem AbiPrism TaqMan® PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Als Standardbedingungen für alle TaqMan®
PCRs wurden 10 Minuten Denaturierung der DNA und Hitzeaktivierung der Taq-
Polymerase bei 95°C, gefolgt von 45 Zyklen aus 60 Sekunden Annealing und
Elongation bei 60°C und 15 Sekunden Denaturierung bei 95°C verwendet. Die
Optimierung der Primer-, Sonden- und MgCl2-Konzentrationen der einzelnen
TaqMan®-Assays für die nachgewiesenen Gerbil cDNAs erfolgte ebenfalls unter
diesen Standardbedingungen. Die Sequenzen der verwendeten Oligo-DNAs sind in
Tabelle 9 aufgeführt. Alle Sonden waren mit den Fluorophoren Fluorescein-
isothiocyanat (FAM) und 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) markiert. Alle
im Zusammenhang mit TaqMan® Assays verwendeten Oligo-DNAs wurden von
Metabion, Planegg, bezogen und waren mittels HPLC vom Hersteller überprüft.

Forward Primer Sonde Reverse Primer

IFNγ GCCATCTGTCACCCAGAGTCA CCTAAGGAAGCGGAAAAGGAGTCGGTG TTGCCACCTCCGAAGGCA

TNFα GGTGTTTGGTCCCCAAAGG AAGAGAAGTTCCCAAACGGCCTCC GGCCATGGAGCTGATGATG

IL-12p35 AGCTGATGCAGGCTCTGAATC TAATGGGCAGACTGTGCCCCGG GGTCTCTTTCTGCCAGGTAAGG

HPRT CCCAAAATGGTTAAGGTTGCA CTTGCTGGTGAAAAGGACCCCTCGA AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA

Tabelle 9: Sequenzen der bei TaqMan® real-time PCR verwendeten Oligo-DNAs
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4.4.6.2 ELISA
Zum Nachweis von Zytokinen aus Maus Splenozyten-Kulturüberständen wurden
OPTiEIA ELISA Kits von Pharmingen, San Diego, CA, USA, nach Anleitung des
Herstellers verwendet.

4.4.6.3 Biorad Luminex Multiplex Zytokin Assay
Zum Nachweis von Zytokinen im Kulturüberstand von humanen PBMCs oder
murinen Splenozyten wurde das Luminex Multiplex System von Biorad, München,
nach Anweisung des Herstellers verwendet.

4.5 Expressionssysteme

4.5.1 Escherichia coli

4.5.1.1 pRBI-PDI System

4.5.1.1.1 Expression
Die Expression von HcpA und einiger HcpA-Deletionsmutanten in E. coli erfolgte
mittels des von Decker (2000) etablierten pRBI-PDI/hcpA Expressionssystems. Der
pRBI-PDI Vektor zeichnet sich durch eine E. coli spezifische Signalsequenz aus, die
den Transport des Proteins ins Periplasma initiiert. Außerdem wird zusammen mit
dem protein-of-interest bicistronisch eine Disulfid-Isomerase (DsbC) exprimiert, die
die Neubildung und Umlagerung von Disulfidbindungen katalysiert und so zur
korrekten Faltung des Proteins führt (Pugsley, 1993). Zur Expression wurden
transformierte E. coli JM83 in LBAMP 1:100 aus einer Übernachtkultur angeimpft, bei
37°C und unter Schütteln bei 200 rpm inkubiert und regelmäßig die OD600 bestimmt.
Ab einer OD600 0,7 bis zu einer OD600 1,1 erfolgte die Inkubation bei RT. Die
Induktion fand durch Zugabe von 1 mM IPTG statt. Die Reduktion des Mediums zur
Stabilisierung der Cystein-Doppelbindungen des exprimierten Proteins erfolgte mit
5 mM NAcCys (N-Acetyl-Cystein). Die Ernte erfolgte nach 18 h Inkubation durch
Zentrifugation bei 4°C bei 6000g für 30 Minuten. Das erhaltene Pellet wurde zum
Periplasmaaufschluss in 4 ml pro Liter Kultur und OD600 eiskalten PolymyxinB-Puffer
resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation bei 4°C
und 16000g für 30 Minuten wurde das Pellet verworfen. Der Überstand wurde nach
drei sukzessiven Hitzefällungsschritten bei 40°C, 50°C und 60°C mit anschließender
Zentrifugation bei 16000g gegen 50 mM MOPS pH 6,5 dialysiert.
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4.5.1.1.2 Reinigung
Die Reinigung des Dialysats erfolgte durch BioCad 700E FPLC (Fast Performance
Liquid Chromatography) über eine Poros CM Säule bei einer Flussrate von 10 ml/min
in 50 mM MOPS pH 6,5 als Laufpuffer. Die Elution erfolge mittels eines steigenden
Salzgradienten von 0 bis 1 M NaCl. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS-
PAGE analysiert. Im Anschluss wurden die HcpA positiven Fraktionen gegen 50 mM
NaCl, 20 mM Tris HCl pH 7,5 dialysiert.

4.5.1.2 pQE System

4.5.1.2.1 Expression
Die Expression von HcpA-Peptiden erfolgte als Fusionsprotein an Maus
Dihydroxyfolatreduktase (DHFR) in einem pQE40 Vektor der Firma QIAgen, Hilden,
nach Protokoll des Herstellers.

4.5.1.2.2 Reinigung
Die Reinigung erfolgte nach Anleitung des Herstellers mittels des QIAgen Ni-NTA
Säulen Systems (QiaExpressionist) von QIAgen, Hilden.

4.5.2 Drosphila-Schneider-2 Zellen
Die Drosophila-Schneider Zellkultur wurde wie in Deml et al. (2004) beschrieben
durchgeführt.

4.5.2.1 Zellkulturbedingungen
Drospohila-Schneider-2 (DS-2) Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturflaschen (Falcon
#353136, BD, Heidelberg) bei 26°C und 5% CO2 in serumfreien DS-2 Medium
inkubiert. Bei normalem Wachstum wurden die Zellen alle 72 h in Verhältnis 1:3 bzw.
1:5 gesplitted.

4.5.2.2 Transfektion und Selektion
Zur Transfektion wurden in DS-2 Medium 2x106 DS-2 Zellen pro Well einer Sechs-
Well-Zellkulturplatte (Falcon #353224, BD, Heidelberg) ausgesät. Nach Waschen der
Zellen mit 2 ml Medium erfolgte die Zugabe der Transfektionsmischung (4 µg pMta-
hcpA und pA5cDHFR im Verhältnis 20:1, 20 µl DOTAP Liposomen (Roche
Diagnostics, Mannheim) in 1 ml Medium). Anschließend wurden die Zellen 4 h auf
einem Kipp-Schüttler inkubiert und dann das Transfektionsmedium gegen 5 ml DS-2
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Medium ausgetauscht. Nach 5 d Wachstum wurde das Medium gegen 2 ml DS-2
Selektionsmedium gewechselt, das anfangs 1 µg/ml Methotrexat enthielt und in
mehreren Schritten im Verlauf von 3-6 Wochen auf 8 µg/ml Methotrexat eingestellt
wurde.

4.5.2.3 Probeinduktion
Zur Probeinduktion wurde eine 25 cm2 Zellkulturflasche (Falcon #353108, BD,
Heidelberg) mit transfizierten DS-2 Zellen mit Induktionsmedium überschichtet und 7-
10 Tage inkubiert. Anschließend erfolgte die Ernte des Zellkulturüberstands durch
Zentrifugation bei 1000g für 10 Minuten bei RT. Der Überstand wurde dann mittels
SDS-PAGE und anschließendem Western Blot auf das Vorhandensein von HcpA
überprüft.

4.5.2.4 Adaption an serumfreies Medium
In der Probeexpression positive Kulturen wurden im Abstand von jeweils 6 Tagen
schrittweise durch abnehmende FKS-Konzentrationen im Medium von 10%, 6,6%,
5%, 2,5%, 1% und 0% an serumfreie Wachstumsbedingungen adaptiert.

4.5.2.5 HcpA-Expression und Konzentration
2x106 transfizierte und an serumfreie Wachstumsbedingungen adaptierte DS-2
Zellen wurden pro 75 cm2 (Falcon #353136, BD, Heidelberg) Zellkulturflasche in 12
ml DS-2 Medium ausgesät und für 4 h bei RT inkubiert, um die Adhäsion der Zellen
zu gewährleisten. Als Negativkontrolle dienten nicht-transfizierte DS-2 Zellen.
Anschließend wurde das Medium gegen 12 ml DS-2 Induktionsmedium ausgetauscht
und die Zellen bei 26°C für 3-10 Tage inkubiert. Die Ernte erfolgte durch
Zentrifugation bei 1000g für 10 Minuten. Der Überstand wurde wie in 4.3.6.2
beschrieben ca. 7fach aufkonzentriert. Das Konzentrat wurde gegen 50 mM MOPS
pH 6,5 dialysiert.

4.5.2.6 Reinigung
Die Reinigung des Dialysats mit rekombinant überexprimiertem Protein erfolgte
analog wie in 4.5.1.1.2 beschrieben per FPLC.
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4.6 Verwendete Programme und URLs
Nukleotid- und Aminosäure-Sequenzen wurden mit den Programmen GeneRunner
v3.05 (Hastings Software) und SeqMan II 4.03 (DNASTAR Inc.) bearbeitet und
ausgewertet. Multiple Sequence Alignments wurden mit BioEdit (Hall, 1999)
durchgeführt. Die graphische Darstellung von experimentellen Daten erfolgte mit
Sigmaplot 8.0 (SPSS Inc.). Abbildungen wurden mit Corel Draw 8.0 (Corel
Corpoation) erstellt. Die Auswertung von ELISAs erfolgte mit WinSoftMax (Molecular
Devices). Die quantitative Bestimmung von Western-Blot Daten erfolgte mit
ScionImage 4.0.2 (Scion Corp.). Das Design der TaqMan® Primer und Sonden
wurde mit ABI Primer Express (Applied Biosystems) durchgeführt.
Weitere, internet-basierte Ressourcen sind in Tabelle 10 aufgeführt.

URL
NCBI Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Helicobacter

species Database
http://www.infek.lu.se/bakt/english/helicobacter/hag.html

Husar

Programmpaket
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/

2D-Proteome

Database
http://www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE/

Pylori Gene

Webserver
http://genolist.pasteur.fr/PyloriGene/genome.cgi

Tabelle 10: Übersicht über verwendete ULRs

4.7 Darstellung von experimentellen Daten
Dargestellt sind immer repräsentative Versuche einer Versuchsreihe. Alle
graphischen Daten stellen die Mittelwerte aus parallelen Dreifachansätzen eines
Versuchs dar. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert (SD).

4.8 Geräte
Es wurden laborübliche Geräte verwendet. Gerätetyp und Hersteller sind bei der
jeweiligen Anwendung angegeben.

4.9 Puffer und Reagenzien
Es wurden laborübliche Chemikalien (Merck, Darmstadt) in p.a. Qualität verwendet.
Alle molekularbiologischen Enzyme stammen von Roche Diagnostics, Mannheim.
Die Hersteller aller anderen verwendeten Reagenzien sind bei der jeweiligen

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.infek.lu.se/bakt/english/helicobacter/hag.html
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/
http://www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE/
http://genolist.pasteur.fr/PyloriGene/genome.cgi
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Anwendung angegeben. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und
Lösungen ist in Tabelle 11 aufgeschlüsselt.

Lösung Zusammensetzung

10x PBS

80 g NaCl

2 g KCl

14,35 g Na2HPO4
2 g KHPO4
H2O ad 1 l

1x SDS Laufpuffer

14,4 g Glycin

3 g Tris

1 g SDS

H2O ad 1 l

2x SDS Probenpuffer

150 mM Tris-HCl pH 6,8

1,2% (w/v) SDS

30% (v/v) Glycerin

0,005% (w/v) Bromphenolblau

6,6% β-Mercaptoethanol

ACK-RBC Hämolysepuffer

150 mM NH4Cl

1 mM KHCO3
0,1 mM EDTA

pH 7,2 –7,4

BB-FKS

Brucella Bouillon (Difco, Augsburg, nach Anleitung

des Herstellers)

8% Fötales Kälberserum

Blotpuffer 1

25 mM Tris-HCl pH 8,3

192 mM Glycin

20% (v/v) Ethanol

Blotpuffer 2

25 mM Tris-HCl pH 8,3

150 mM Glycin

10% (v/v) Ethanol

Carbonat-Beschichtungspuffer

für ELISA Platten

13 ml 0,2 M Na2CO3
37 ml 0,2 M NaHCO3
frisch vor Verwendung angesetzt

Coomassie Färbelösung

45% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsäure

0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma,

München)

DENT (Oxoid, Basingstoke, UK)

5 mg Vancomycin

2,5 mg Trimethoprim

2,5 mg Cefsulodin

2,5 mg Amphotericin B

ad 500 ml Medium

DS-2 Induktionsmedium

Insect Express High Five Medium

50 µg/l Kanamycin

200 µM CuSO4

DS-2 Selektionsmedium

Insect Express High Five Medium

50 µg/l Kanamycin

1-8 µg/l Methotrexate

10% (v/v) FKS
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Lösung Zusammensetzung

DS-Medium

Insect Express High Five Medium

50 µg/l Kanamycin

10% (v/v) FKS

DS-Medium serumfrei
Insect Express High Five Medium

50 µg/l Kanamycin

ELISA-Waschpuffer
PBS

0,05% (v/v) Tween 20

Entfärber-Lösung
10% (v/v) Essigsäure

45% (v/v) Ethanol

Fixierpuffer
45% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigsäure

FKS
Fötales Kälberserum (Gibco, Eggenstein)

30 min bei 56°C hitzeinaktiviert

HP-Lysepuffer

8 M Urea

10 mM Tris HCl pH 8

100 mM Na2HPO4

LBAMP
Luria-Bertani Medium

100 mg/l Ampicillin

PolymyxinB Puffer

10 mM MOPS pH 6,8

150 mM NaCl

5 mM EDTA

1 mg/ml Polymyxin B

Ponceau Rot

0,2 g Ponceau S

3 g Trichloressigsäure

3 g Sulfosalicylsäure

ad 100 ml Wasser

RPMI-Komplettmedium

RPMI 1640 (PAN Biotech, Aidenbach)

5% (v/v) FKS

20 mM HEPES

50 µM β-Mercaptoethanol

WC

Wilkins-Chalgren Agar (Oxoid, Basingstoke, UK, nach

Anleitung des Herstellers)

10 % (v/v) lysiertes Pferdeblut

Tabelle 11: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen
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5 Ergebnisse

5.1 HcpA-Regulation in Helicobacter pylori
Hp Gene sind häufig durch Umweltfaktoren reguliert. Das Eisen-Aufnahmeregulator
Protein Fur (ferric uptake Regulator) bindet in Gegenwart von Fe2+ an die fur box
bakterieller Promotoren und reprimiert deren Genexpression (Lee et al., 2004a).
Andere Gene zeigen eine Salz- oder pH-abhängige Expression (Merrell et al., 2003a;
Spohn et al., 1999). Für das HcpA Paraloge HcpG konnte gezeigt werden, dass eine
von Eisen, Temperatur und pH regulierte Expression stattfindet (de Vries et al., 2003;
de Vries et al., 2001). Die Regulation der HcpA-Expression ist bisher jedoch noch
nicht untersucht. Ebenso unbekannt ist der Mechanismus der Sekretion des Proteins
in den Zellkulturüberstand. Cao et al. (1998) zeigten, dass HcpA von Hp aktiv in den
Überstand sezerniert wird. Decker (2000) wies das Vorhandensein einer
aminoterminalen Signal-Sequenz nach, die für den Sec-abhängigen Transport des
Proteins ins Periplasma nötig ist. Der Mechanismus der Sekretion vom Periplasma in
den Überstand ist jedoch bisher unbekannt.
Um mögliche Mechanismen und Abhängigkeiten festzustellen, wurde der Einfluss
von Eisen-, Kupfer-, Nickel- und Natrium-Ionenkonzentrationen im Medium, des pH
Wertes, sowie von Temperatur- und Sauerstoff-bedingtem Stress auf die Expression,
den Transport ins Periplasma und die Sekretion von HcpA untersucht. Dazu wurde
Hp 2802 in Flüssigmedium ad OD600 = 0,1 inokuliert und für 36 h inkubiert. Die
Verwendung von Desferal sollte die im Medium vorhandenen Eisen-Ionen
komplexieren und so biologisch unzugänglich machen. Durch Zugabe der Chloride
verschiedener Metalle wie Eisen, Kupfer, Nickel und Natrium im Medium wurde die
jeweiligen Ionenkonzentration erhöht. Mit NaOH bzw. HCl wurden das Medium von
ursprünglich pH 7,5 auf die pH-Werte 6,5 und 8,5 eingestellt. Außerdem wurde der
Einfluss von einer im Vergleich zu den Standardinkubationsbedingungen (11% O2,
9% CO2, 80% N2) im Sauerstoffanteil erhöhten und im CO2 Gehalt verminderten
Atmosphäre untersucht (16% O2, 4,5% CO2, 79,5% N2). Zur Erzeugung von
Temperatur-bedingtem Stress wurde Hp 2802 bei 38,5°C inkubiert.

5.1.1 Bestimmung der optimalen FKS Konzentration
Nach der Inkubation wurde als Wachstumskontrolle ein Aliquot der Kultur zur
Messung der OD600 verwendet. Der Rest der Kultur wurde nach Ernte des
Bakterienpellets differenziell aufgeschlossen, d.h. durch osmotischen Schock in eine
peri- und eine zytoplasmatische Fraktion getrennt. Der Kulturüberstand wurde mittels
TCA/NaDOC/Aceton gefällt. Alle drei Präparationen wurden einer SDS-PAGE mit
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anschließendem αHcpA Westernblot unterzogen. Dabei erwies sich der FKS Gehalt
des normalen Flüssigmediums von 10% aufgrund des hohen Proteingehalts als
problematisch für die Proteinfällung (Daten nicht gezeigt). Daher wurde versucht, Hp
2802 in FKS-freiem Medium zu inkubieren, was jedoch zu keinem messbaren
Wachstum führte (vgl. Abbildung 4, % FKS=0). Also wurde durch Titration der FKS
Konzentration im Medium die Bedingung ermittelt, die bei minimaler FKS
Konzentration ein ausreichendes Wachstum von Hp 2802 gewährleistete (Abbildung
4). Die im weiteren verwendete Konzentration an FKS im Medium betrug 1%.
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Abbildung 4: Abhängigkeit des Hp 2802 Wachstums von der FKS Konzentration im Medium
Aufgetragen sind die ausgehend von einer Inokulation mit Hp 2802 ad OD600 = 0,1 nach 36 h
Inkubation ermittelten OD600 Werte für unterschiedliche FKS Konzentrationen.

5.1.2 Wachstum von Hp 2802 unter Stressbedingungen
Die in BB-Dent 1% FKS ermittelten OD600 nach Inkubation unter Stressbedingungen
sind in Abbildung 5 dargestellt. Es zeigte sich ein massiver Einfluss der Stressoren
auf das Wachstumsverhalten von Hp 2802. Die beiden anderen verwendeten
Stämme Hp 2802 ∆hcpA und Hp 2802 ∆virB11 sind isogene knock-out Mutanten von
Hp 2802 bezüglich des jeweiligen Gens und sollten als Kontrolle des Westernblots
bzw. des Einflusses der in beiden knock-outs vorhandenen Kanamycin-Restistenz
vermittelnden aphA-3 Kassette dienen. Die stärkste Beeinflussung des Wachstums
fand durch Temperaturerhöhung bzw. durch Zugabe von Desferal statt. Erhöhte
Konzentrationen an Eisen, Kupfer und Nickel-Ionen beeinträchtigten das Wachstum
von Hp 2802 nicht. Eine hohe Kochsalzkonzentration, ein niederer pH Wert und die
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Erhöhung der Sauerstoffkonzentration jedoch sorgten für ein im Vergleich zum
Wildtyp schlechteres Wachstum. Die isogenen knock-out-Mutanten konnten die beim
Wildtyp gemessene OD600 nicht ganz erreichen.
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Abbildung 5: Wachstum von Hp 2802 unter Stressbedingungen
Relatives Hp 2802 Wachstum in Abhängigkeit von verschiedenen Stressfaktoren im Verhältnis zu
Standardbedingungen (schwarz hervorgehoben). Die Erhöhung der Temperatur auf 38,5°C bzw. die
Herbeiführung einer Eisenmangelsituation durch Zugabe von Desferal führten zu massiven
Wachstumseinschränkungen. Eine hohe Konzentration an NaCl sowie die Inkubation von Hp 2802
unter 16% O2, 4,5% CO2  zeigten ein im Vergleich zu dem unter Standardbedingung inkubierten Hp
2802 (=STD) inhibiertes Wachstum. Die beiden isogenen knock-out Mutanten Hp 2802 ∆hcpA und Hp
2802 ∆virB11 zeigten ein gegenüber dem Wildtyp (=STD) leicht schlechteres Wachstum. Die Daten
zeigen ein repräsentatives Experiment.

5.1.3 Expression, Transport ins Periplasma und Sekretion von HcpA
Es wurden je Ansatz das Bakterienkulturvolumen ermittelt, das 7x108 CFU Hp 2802
beinhaltete. Aus dem daraus geernteten Bakterienpellet wurde zur Überprüfung der
Expression und des Sec-abhängigen Transports von HcpA die Präparation von Zyto-
und Periplasma vorgenommen und davon anschließend gleiche Volumina für SDS-
PAGE und Westernblot aufgetragen. Als Kontrolle des gleichmäßigen Auftrags der
Zytoplasmafraktion diente ein αRecA Westernblot, da RecA ausschließlich
zytoplasmatisch vorliegt (Daten nicht gezeigt). Zum Nachweis der Sekretion von
HcpA wurde der Bakterienkultur-Überstand der 7x108 CFU Hp 2802 schließlich
gefällt, in je 40 µl 1xSDS Ladepuffer resuspendiert und davon jeweils 15 µl für SDS-
PAGE und Westernblot eingesetzt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Einfluss von Stress auf Expression, Transport und Sekretion von HcpA in Hp 2802
Hp 2802 wurde unter verschiedenen Stressbedingungen für 36 h in BB-Dent 1% FKS inkubiert.
Anschließend wurde das Peri- und Zytoplasma getrennt präpariert, der Überstand der Bakterien-Kultur
geerntet und gefällt. Es wurden in jeder Spur gleiche Volumina für SDS-PAGE und Westernblot
verwendet. Entwickelt wurden die Westernblots mit αHcpA Kaninchenserum. Die je Spur verwendeten
Präparationen wurden unter folgenden Stressbedingungen inkubiert: 1) 38,5°C, 2) Desferal, 3) FeCl2,
4) CuCl2, 5) NiCl2, 6) NaCl, 7) pH=6,5, 8) pH=8,5, 9) O2, 10) Standardbedingungen bzw. Hp 2802 wt,
11) Hp 2802 ∆hcpA, 12) Hp 2802 ∆virB11. Die obere der beiden Banden der Zytoplasmafraktion und
des Überstands ist HcpC, gegen das das αHcpA Kaninchenserum eine Kreuzreaktivität aufweist und
das nicht periplasmatisch vorliegt (Decker, 2000). Der unregelmäßige Lauf der Überstandsfraktion
beruht auf den stark unterschiedlichen Salzkonzentrationen im Medium.

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

HcpC 0,56 1,56 1,99 1,50 0,09 1,37 1,86 1,49 1,48 1,00 0,70 1,96
Zytoplasma

HcpA 0,28 1,72 2,90 1,41 0,51 0,65 2,44 1,94 2,11 1,00 0,00 4,50

 

Periplasma HcpA 1,19 2,99 2,59 1,17 0,87 0,45 2,02 2,18 1,34 1,00 0,00 3,26

 

HcpC 0,77 2,03 0,37 1,24 0,44 4,35 3,79 1,46 3,28 1,00 2,61 0,78
Überstand

HcpA 1,08 1,39 0,50 1,36 1,03 2,61 2,16 1,62 2,08 1,00 0,00 1,26

Legende: ≤0,5 0,51 -  1,99 ≥2,0 -fache Änderung der Protein-Konzentration

Tabelle 12: Quantitative Auswertung der Westernblots aus Abbildung 6
Dargestellt sind die durch densitometrische Bestimmung der in Abbildung 6 gezeigten Westernblots
erhaltenen Werte für die Expression von HcpA und HcpC. Die Beschriftung der Spalten erfolgte
analog zu Abbildung 6. Die Werte wurden auf die unter Standardbedingungen mit Hp 2802 wt (Spur
10) erhaltenen Proteinmengen normalisiert (1,0) und geben die n-fache Änderung in der jeweiligen
nachgewiesenen Proteinkonzentration an. Hervorgehoben sind die Felder, deren
Proteinkonzentrationen sich um einen Faktor 2 oder mehr von Spur 10 unterscheiden.

Unter allen hier untersuchten Bedingungen wird HcpA exprimiert, ins Periplasma
transportiert und sezerniert. Jedoch fand eine Regulation der einzelnen Schritte statt.
Alle folgenden Spalten-Angaben beziehen sich auf Tabelle 12. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch die Regulation von HcpC, die aufgrund der
Kreuzreaktivität des verwendeten αHcpA Serums gegen HcpC ebenso verfolgt



Ergebnisse 51

werden konnte (Decker, 2000). Eine deutliche Hemmung der HcpA Expression
wurde durch Inkubation von Hp bei 38,5°C erreicht, die Expression von HcpC war
ebenfalls, wenn auch nicht so stark, beeinträchtigt (Spalte 1). Die Verminderung des
für Hp verfügbaren Eisens durch Komplexierung mit Desferal führte zu einem
verstärkten Transport von HcpA ins Periplasma und zu erhöhten HcpC
Konzentrationen im Überstand (Spalte 2). Bei Substitution des Mediums mit FeCl2
waren Expression von HcpA und HcpC erhöht und HcpA wurde vermehrt ins
Periplasma transportiert (Spalte 3). Der Export von HcpA und HcpC aus dem
Periplasma bzw. Zytoplasma in den Überstand konnte durch Eisenionen stark
gehemmt werden. Kupferionen hatten keinen eindeutig nachweisbaren regulativen
Einfluss (Spalte 4). Durch Steigerung der Nickelionen-Konzentration sank die
nachweisbare HcpA Proteinmenge im Zytoplasma etwas, HcpC konnte fast nicht
mehr nachgewiesen werden (Spalte 5). NaCl im Medium führte zu einer starken
Zunahme der im Überstand vorliegenden HcpA und HcpC und ging mit einer
geringeren HcpA-Menge in der periplasmatischen Fraktion einher (Spalte 6). Bei
einem niedrigen pH-Wert konnte eine verstärkte Expression, Transport und Sekretion
von HcpA ebenso wie von HcpC festgestellt werden (Spalte 7). Die Inkubation von
Hp bei leicht basischem pH führte ebenso wie Sauerstoffstress zu einer Steigerung
der Expression, des Transports ins Periplasma und der Sekretion von HcpA (Spalte 8
und 9). HcpC wurde unter erhöhtem O2-Partialdruck verstärkt in der Kulturüberstand
sezerniert. Der hcpA knock-out Stamm zeigte erwartungsgemäß keine Expression
von HcpA und diente als Kontrolle (Spalte 11). Der durch Deletion von virB11
generierte Stamm Hp 2802 ∆virB11 zeigte eine deutliche Steigerung der HcpA
Expression und des Sec-abhängigen Transports ins Periplasma. Im Überstand
dieses Stamms waren jedoch keine erhöhten Proteinmengen von HcpA oder HcpC
nachzuweisen (Spalte12).
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5.2 Expression von HcpA in Drosophila Schneider-2 Zellen

5.2.1 Etablierung des Expressionssystems für HcpA
Die Expression von HcpA in E. coli pRBI-PDI System liefert gute Ausbeuten an
nativem, funktionellem Protein. Zum Ausschluss einer möglichen Kontamination mit
immunstimulatorischen, bakteriellen Komponenten ist jedoch ein eukaryontes
Expressionssystem für die Untersuchung immunologischer Eigenschaften von
Proteinen vorzuziehen. Als Expressionssystem wurden in FKS-freiem Medium
wachsende, stabil transfizierte Drosophila Schneider-2 Zellen verwendet, die auf
einem Plasmid unter der Kontrolle des durch Schwermetallionen wie Cu2+ und Cd2+

induzierbaren Metallothionein-Promotors das hcpA Gen tragen. Eine auf dem
Plasmid befindliche eukaryonte Signalsequenz sorgt für die Sekretion des
exprimierten Proteins ins Zellkulturmedium. Die transfizierten DS-2 Zellen waren
auch nach mehr als 30 Passagen noch in der Lage nach Induktion HcpA zu
produzieren und konnten damit als stabil transfiziert angesehen werden. Die
Expression von HcpA wurde durch Induktion für 10 Tage und anschließende Ernte
der Zellkulturüberstände mittels Western-Blot mittels des polyklonalen αHcpA
Kaninchenserums mehrfach überprüft (Daten nicht gezeigt).
Zu Beginn der Expressionsexperimente wurde die optimale Dauer der Induktion
empirisch bestimmt. Dazu wurden unterschiedlich lange induzierte DS-2 Kulturen

Abbildung 7: Überprüfung der Induktionsdauer auf die Expression von HcpA in DS-2 Zellen
Aufgetragen wurden je 5 µl von abzentrifugiertem DS-2 Zellkultur Überstand zu den angegebenen
Zeitpunkten nach Induktion. In Spur 1 wurde jeweils der Überstand der stabil transfizierten Zelllinie
DS-2 pMta/hcpA aufgetragen, in Spur 2 jeweils der Überstand der nicht-transfizierten, aber ebenfalls
induzierten Zelllinie. A) ist ein Coomassie gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel, B) der αHcpA-Western
Blot.
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geerntet und deren Überstände mittels unspezifischer Coomassie-Proteinfärbung
sowie Westernblotting überprüft (Abbildung 7). Als optimale Induktionsdauer wurde
der Zeitpunkt von 7 Tagen Induktion bestimmt, da dann schon größere Mengen
HcpA im Überstand vorliegen und der Anteil an unspezifischen zellulären Proteinen
noch nicht so hoch ist wie nach 10 Tagen Induktion. Im Gegensatz zu Expression in
E. coli konnten im Westernblot keine mit dem Kaninchen-Antiserum
kreuzreagierenden Proteine im Ausgangsmaterial der Proteinreinigung
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Zur Bestimmung der Ausbeute an rekombinantem HcpA aus DS-2 Zellen wurde ein
quantitativer Westernblot durchgeführt. Dazu wurden definierte Mengen in E. coli
exprimiertem, aufgereinigtem HcpA eingesetzt und diese mit 2,5 µl bzw. 5 µl
unbehandeltem DS-2 Zellkulturüberstand verglichen (Abbildung 8). Die Auswertung
ergab eine Ausbeute von ca. 63 mg rHcpA pro Liter DS-2 Zellkultur. Im Vergleich
lieferte die Expression von HcpA in E. coli im pET bzw. pRBI-PDI System nur ca. 10
mg rHcpA pro Liter E. coli Kultur (Decker, 2000).

       

B

n g  H cpA

0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0

M
itt

le
re

 D
ic

h
te

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

1 6 0

1 8 0

Abbildung 8: Quantitativer Westernblot mit αHcpA Kaninchen-Serum
A) zeigt den Westernblot; aufgetragen wurden definierte rHcpA Mengen als Standard (450 bis 7 ng /
Spur), die letzten beiden Spuren enthielten 2,5 bzw. 5 µl unbehandelten DS-2 Zellkulturüberstand
nach 7 Tagen Induktion. B) zeigt den Verlauf der Standardkurve, die zur Berechnung der HcpA Menge
im DS-2 Zellkultur-Überstand verwendet wurde.

Die Reinigung von in DS-2 Zell exprimiertem HcpA erfolgte größtenteils analog zur
Aufreinigung von in E. coli exprimiertem HcpA. Nach Abzentrifugation des
Zellkulturüberstandes wurde dieser mittels einer Amicon-Ultra-15
Zentrifugationseinheit mit einer molekularen Ausschlussgröße von 5 kDa
aufkonzentriert und dann entsprechend der Reinigung des bakteriell
überexprimierten HcpAs in mehreren Schritten hitzegefällt, dialysiert und
abschließend durch Kationenaustauscher-Chromatographie isoliert (Abbildung
9)(Decker, 2000).
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Abbildung 9: HcpA-Expression in DS-2 Zellen
DS-2 Zellkultur Überstand wurde nach 7 Tagen Induktion wie beschrieben geerntet, konzentriert,
dialysiert, und per FPLC gereinigt. In den Spuren 1 bis 9 wurden die verschiedenen, nach FPLC
erhaltenen Fraktionen in einem Coomassie gefärbten SDS-PA Gel aufgetragen A) zeigt die Fraktionen
der mit pMta/hcpA transfizierten DS-2 Zellen, B) die entsprechenden Fraktionen der Negativkontrolle
(nicht-transfizierte, induzierte DS-2 Zellen). In Gel A) sind in den Spuren 5 bis 8 deutlich die HcpA-
Banden in den Eluatsfraktionen zu erkennen.

Da der DS-2 Zellkulturüberstand im Verhältnis zur E. coli Periplasmapräparation
weniger Fremdproteine beinhaltete, konnten die nötigen Schritte zur Aufreinigung
von HcpA optimiert werden. So war zwar eine zusätzliche Aufkonzentration des
Zellkulturüberstands nötig, um gut handhabbare Volumina zu erhalten. Der zeitliche
und arbeitstechnische Aufwand konnte im Vergleich zur Aufreinigung von HcpA aus
E. coli durch anschließende Diafiltration verringert werden. Der Grad der
erreichbaren Reinheit war aus prokaryontischen wie aus dem DS-2
Expressionssystem vergleichbar, beide liefern nach Aufreinigung Coomassie
bandenreines rHcpA (Abbildung 10).

Abbildung 10: Aufreinigungsschema für beide Expressionssysteme
A) und C) zeigen schematisch die jeweils nötigen Aufreinigungsschritte, um aus der Kultur
Coomassie-bandenreines HcpA zu erhalten. B) stellt ein Coomassie gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel
dar, auf das in Spur 1 E. coli JM83 pRBI-PDI/hcpA Gesamtlysat nach Induktion, Spur 2 aufgereinigtes,
in E. coli exprimiertes HcpA aufgetragen wurde. Spur 3 enthielt 7-fach konzentrierten DS-2
Zellkulturüberstand nach Induktion, Spur 4 aufgereinigtes, in DS-2 Zellen exprimiertes HcpA.
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5.2.2 Immunologische Eigenschaften von rekombinantem HcpA
Um eventuelle Unterschiede in den immunologischen Eigenschaften der in DS-2
bzw. E. coli exprimierten HcpA Präparationen aufzuzeigen, wurden parallele
Immunisierungs- und Stimulationsexperimente durchgeführt. Es zeigte sich, dass
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Verwendung von prokayontisch und
eukaryontisch exprimiertem HcpA bestanden. Beide Proteine zeigten in Balb/c
Mäusen nach 3-maliger subkutaner Immunisierung  mit je 10 µg HcpA unter der
Adjuvierung mit CpG Oligo-DNA vergleichbare αHcpA-Antikörpertiter. Auch die
Stimulation muriner Splenozyten aus naiven C57BL/6 Mäusen mit beiden
Proteinpräparationen führte zur Ausprägung eines gleichartigen TH1 polarisierenden
Zytokinprofils mit der dominanten Sekretion von IFNγ und ohne nachweisbare
Sekretion von IL-4 in den Splenozyten Überstand (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Immunologische Eigenschaften von in E. coli und in DS-2 Zellen exprimiertem HcpA
A) zeigt den Verlauf des αHcpA Antikörpertiters in Balb/c Mäusen bei Immunisierungen mit gleichen
Mengen HcpA und Adjuvierung mit CpG Oligo-DNA (PI= Präimmunserum; GI= nach
Grundimmuniserung; 1. bzw. 2. Boost = nach 1. bzw. 2. Boosterimmunisierung). B) zeigt die nach
Stimulation mit rekombinantem HcpA erfolgte Zytokinsekretion von Splenozyten aus naiven C57BL/6
Mäusen.
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5.3 Mechanismen der Immunstimulation durch HcpA
In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass HcpA immunstimulatorische
Eigenschaften besitzt. Diese bestehen in der Induktion eines TH1 polarisierendem
Zytokinprofils aus naiven Maussplenozyten, das dem durch ganze, lebende Hp
induzierbarem Zytokinprofil gut entsprach (Decker, 2000; Aigner, 2001). Weitere
Untersuchungen sollten den Mechanismus dieser Immunstimulation beleuchten.

5.3.1 Kinetik der Zytokininduktion
Um Rückschlüsse auf die an der Immunreaktion gegen HcpA beteiligten Zellen
ziehen zu können und um eine mögliche Kontamination mit bakteriellem LPS
auszuschließen, wurde der zeitliche Verlauf der Zytokinproduktion aus naiven
murinen C57BL/6 Splenozyten nach Stimulation mit entweder 2 µg rekombinantem
HcpA aus E. coli oder 5 µg E. coli O55:B5 LPS gemessen. Bestimmt wurden dabei
die Zytokine IFNγ, IL-12 und TNFα, da deren Produktion durch beide Stimulantien
angeregt wird.
Dabei zeigten sich für IFNγ und IL-12 keine Unterschiede im zeitlichen Verlauf der
Kurven, lediglich die absolute Menge an produzierten Zytokinen differierte (Abbildung
12). Der Sekretionsverlauf von TNFα hingegen weist deutlich unterschiedliche
Zeitpunkte für die maximale Sekretion auf. So wird durch Stimulation mit E. coli LPS
sehr schnell (bereits nach 4 Stunden) die maximale Konzentration an TNFα im
Zellkulturmedium erreicht, während bei der Stimulation mit HcpA zu diesem Zeitpunkt
noch kein TNFα nachzuweisen ist. Die HcpA induzierte TNFα Sekretionskurve hat ihr
Maximum erst nach 24 Stunden erreicht, wenn die durch LPS induzierte TNFα
Konzentration bereits wieder rückläufig ist.

5.3.2 Abhängigkeit der IFNγγγγ Sekretion von IL-12 und IL-18

Durch Neutralisierungsexperimente sollte die Bedeutung der der IFNγ Produktion
vorausgehenden IL-12 Sekretion untersucht werden. Dazu wurden naive
Maussplenozyten mit Hp 2802 MOI=1 und 1 µg HcpA stimuliert. Gleichzeitig erfolgte
die Zugabe von αIL-12 Antikörpern bzw. αIL-2 Antikörpern als Kontrolle. Zu
beobachten war unabhängig vom verwendeten Stimulans eine dosisabhängige,
signifikante Abnahme der Konzentration von IFNγ im Medium nach Neutralisation
von IL-12, nicht jedoch bei Neutralisation von IL-2 (Abbildung 13A). Um den Einfluss
des IL-12 Analogons IL-18 auf die IFNγ Produktion zu bestimmen wurde wie oben
eine Splenozytenstimulation unter Zugabe von αIL-2, αIL-12 und
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Abbildung 12: Zytokinexpressions-Kinetiken von Splenozyten nach Stimulation mit HcpA bzw. LPS.
Stimuliert wurde mit 2 µg HcpA bzw. 5 µg LPS. Gemessen wurde die Zytokinkonzentration im
Zellkulturüberstand nach 4 h, 24 h und 36 h Stimulation. A) zeigt den zeitlichen Verlauf der IFNγ
Sekretion, B) IL-12 und C) TNFα.

αIL-18 Antikörpern durchgeführt. Da zwischen HcpA und Hp keine immunologischen
Unterschiede zu beobachten waren, wurde in diesem Versuch nur HcpA als
Stimulans verwendet. Es zeigte sich, dass zwar eine Verringerung der
IFNγ  Produktion mit der Zugabe von αIL-18 Antikörpern erreicht werden konnte,
diese jedoch in keinem Falle zu einer stärkeren Inhibition als mit αIL-12 Antikörpern
führte. Um synergistische Effekte der beiden proinflammatorischen, TH1
begünstigenden Zytokine auszuschließen, wurden gleichzeitig αIL-12 und αIL-18
Antikörper zugegeben. Dabei konnte kein über das mit αIL-12 Antikörpern alleine
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erreichbare Ausmaß hinausgehender Effekt der Doppelinhibition beobachtet werden
(Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Einfluss von neutralisierenden Antikörpern auf die IFNγ Sekretion
A) Die Stimulation erfolgte mit je 1 µg rHcpA bzw. Hp 2802 mit einer MOI=1 unter
Standardbedingungen. Zu den Ansätzen wurde jeweils gleichzeitig mit dem Stimulans die
angegebene Menge an neutralisierenden Antikörpern zugegeben. B) Als Stimulans wurde 1 µg rHcpA
verwendet. Die Zugabe von αIL-18 Antikörpern führt zu einer Abnahme der IFNγ Produktion, die nicht
so drastisch verläuft wie bei Zugabe von αIL-12 Antikörpern. Auch die Kombination von beiden
Antikörpern führt zu keinem stärkeren Absinken der IFNγ Konzentration im Medium als die alleinige
Zugabe von αIL-12 Antikörpern.

Die Messung von weiteren Zytokinen neben IFNγ zeigte, dass die Inhibition der
Zytokinexpression durch neutralisierende Antikörper außer auf die direkt
beeinflussten Zytokine nur auf IL-6 und IFNγ einen Einfluss zu haben scheint. Dabei
war zu beobachtet, dass IL-18 stärker als IL-12 die IL-6 Sekretion beeinflusst, und
umgekehrt IL-12 entscheidender als IL-18 für die IFNγ Sekretion ist (Abbildung 14).

5.3.3 Untersuchungen an TLR4 defizienten Mäusen
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) spielen eine große Rolle bei der Erkennung von
pathogen-associated-molecular-patterns (PAMPs), wie z.B. LPS, Flagellinen, und
prokaryontischer DNA (Medzhitov, 2001). Damit stellen sie einen möglichen
Rezeptor für die Erkennung von HcpA durch naive Mauszellen dar. Untersucht wurde
der Einfluss von TLR4, dessen bekanntester Ligand bakterielles LPS darstellt, auf die
HcpA induzierte Zytokinsekretion aus Splenozyten. Dazu wurden Milzzellen aus
Mäusen der Stämme C3H HeN und C3H HeJ verwendet. Die Mäuse des Wildtyp-
Stamms C3H HeN verfügen einen intakten TLR4, während die C3H HeJ Mäuse
keinen funktionsfähigen TLR4 mehr exprimieren können, und damit LPS hyposensitiv
sind. Ein durch eine spontane Punktmutation hervorgerufener Austausch eines
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Abbildung 14: Wirkung neutralisierender Antikörper auf das Zytokinprofil
A) Zeigt den Vergleich der durch Hp 2802 MOI=1 und 1 µg HcpA induzierten Zytokinprofile aus
murinen Splenozyten. B) bis E) zeigen die Auswirkungen der Neutralisation von IL-2, IL-12 und IL-18
auf die anderen Zytokine. Es zeigt sich, dass außer den direkt durch Zugabe von Antikörpern
beeinflussten Zytokinen nur IL-6 und IFNγ dem Einfluss von IL-12 und IL-18 unterliegen, wobei die
Abhängigkeit der IL-6 Sekretion durch IL-18 stärker ausgeprägt ist als durch IL-12 und umgekehrt die
IFNγ Produktion deutlicher durch die IL-12 als durch die IL-18 Neutralisation inhibiert wird.
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Abbildung 15: Bedeutung des TLR4 für die immunologische Erkennung von HcpA
Stimuliert wurden Splenozyten aus TLR4 positiven (C3H HeN) Mäusen und aus TLR4 defizienten
(C3H HeJ) Mäusen. A) zeigt die gemessenen Konzentrationen an IFNγ, B) TNFα und C) IL-6.

strukturell wichtigen Prolins zu Histidin im zytoplasmatischen Teil des C3H HeJ TLR4
führte zu dessen Funktionsverlust (Poltorak et al., 1998). Die Splenozyten aus beiden
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Mäusestämmen wurden unter Standardbedingungen gewonnen und mit Hp 2802
MOI=1 bzw. 1 µg HcpA stimuliert. Als Negativkontrolle wurde PBS verwendet, als
Positivkontrolle diente die Stimulation mit 5 µg E. coli LPS.
Alle verwendeten Stimulantien zeigten eine signifikant niedrigere IFNγ− und IL-6-
Produktion bei Verwendung von TLR4 knock-out Splenozyten. Eine vollständige
Reduktion der IFNγ Sekretion war jedoch nur bei Stimulation mit HcpA zu
beobachten, sowohl Hp 2802 als auch LPS konnten aus TLR4 knock-out
Splenozyten noch nachweisbare Mengen an IFNγ induzieren. Die TNFα Sekretion
schien unabhängig von verwendeten Donor-Mäusestamm und damit vom
Vorhandensein eines funktionellen TLR4 zu sein (Abbildung 15).

5.3.4 Restimulation HcpA immunisierter Mäuse
Um eventuelle Unterschiede zwischen der angeborenen und der erwobenen
Immunantwort gegen HcpA zu untersuchen wurden je drei C57BL/6 Mäuse mit 10 µg
HcpA zusammen mit verschiedenen Adjuvantien zweimal immunisiert. 5 Tage nach
der zweiten Immunisierung wurden aus den Milzen der Mäuse Splenozytenkulturen
hergestellt und diese mit Hp 2802 MOI=1 infiziert oder mit 1 µg HcpA (re-)stimuliert.
5 µg E. coli LPS und PBS dienten als Positiv- bzw. Negativkontrollen. Nach 36 h
Infektion bzw. Stimulation wurden die Zellkultur-Überstände geerntet und auf IFNγ
und IL-5 untersucht. Eine IL-5 Sekretion war in keinem Ansatz nachweisbar (Daten
nicht gezeigt). Alle verwendeten Stimulantien konnten aus allen
Splenozytenpräparationen IFNγ in erheblichem Ausmaß induzieren (Abbildung 16).
Ein Einfluss der Adjuvantien ließ sich nicht zeigen. Splenozyten aus PBS
immunisierten Mäusen reagierten mit einer geringeren IFNγ Sekretion auf die
Stimulation mit HcpA als die restimulierten Splenozyten von HcpA immunisierten
Mäusen.

5.3.5 Gerbil-Infektionsmodell
Da die experimentelle Infektion von Balb/c und C57BL/6 Mäusen mit Hp wenig bis
keine beobachtbare histologische Veränderungen zufolge hatte (Denk, 2003), jedoch
die mongolische Wüstenrennmaus Meriones unguiculatus als gutes, d.h. Hp
suszeptibles, Tiermodell bekannt ist, wurde dieses Tiermodell der Hp Infektion am
Regensburger Institut für medizinische Mikrobiologie und Hygiene von U. Thalmaier
etabliert. Dazu wurden mehrere Patientenisolate an den Gerbil adaptiert und deren
Histopathologie untersucht. Als am besten geeignet erwies sich der Hp Stamm
Ca117 (persönliche Mitteilung von U. Thalmaier), dessen an die Wüstenrennmaus
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Abbildung 16: Restimulation von Splenozyten unterschiedlich immunisierter Mäuse
Die verwendeten Mäuse wurden je zweimal mit HcpA immunisiert. Als Adjuvantien wurden Alum und
CpG Oligo DNA verwendet. Die aus den immunisierten Mäusen gewonnenen Splenozyten wurden in
verschiedenen Ansätzen restimuliert. Alle Stimulantien führten zu einer Freisetzung von IFNγ ins
Zellkulturmedium. Splenozyten von PBS immunisierten Mäuse sekretierten weniger IFNγ nach
Stimulation mit HcpA als die Splenozyten der anderen Immunisierungs-Gruppen.

adaptierte Variante Ca117G in allen vorliegenden Infektionsexperimenten verwendet
wurde. Durch PCR und Westernblot erfolgte die Überprüfung des Isolats Ca117G auf
Vorhandensein des hcpA Gens und HcpA Expression. Beide Tests waren positiv
(Daten nicht gezeigt).

5.3.5.1 Infektion und Antikörpertiter Entwicklung
4 Wochen nach der Infektion mit Hp Ca117G war histologisch bereits eine
ausgeprägte Gastritis nachzuweisen (persönliche Mitteilung von U. Thalmaier). Zur
Bestimmung der Antikörpertiter wurden die Tiere 2, 3 oder 4 Wochen nach Infektion
euthanasiert und Serum aus Herzpunktat gewonnen. Die Bestimmung der
Antikörpertiter erfolgte mittels eines mit Gerbil Antikörpern kreuzreagierenden
αMaus-Ig-Gesamt Antikörpers. Es wurden die Antikörpertiter gegen Ganzkeimlysat
des Infektionsstammes Ca117G und gegen HcpA bestimmt. Dabei war über den
Infektionszeitraum eine kontinuierliche Zunahme der αCa117G Lysat Antikörper in
Serum der infizierten Tiere zu beobachten. Ein αHcpA Titer konnte jedoch in keinem
der infizierten Tiere 4 Wochen nach Infektion nachgewiesen werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Entwicklung der αHcpA und αHp Antikörpertiter im Gerbil nach Hp Infektion
Während der Antikörpertiter gegen Gesamtlysat des Infektionskeims Ca117G mit zunehmender
Infektionsdauer ansteigt, blieb der αHcpA Titer unter der Nachweisgrenze.

Die Entwicklung des Antikörpertiters wurde auch mittels Westernblot verfolgt. Dabei
zeigten sich prominente Banden, die zu definierten Zeitpunkten auftraten (Abbildung
18). Die diesen Banden entsprechenden, nicht näher identifizierten Proteine wurden
nach ihrem Molekulargewicht p20, p23, p30 und p125 benannt. Bereits 2 oder 3 nach
Wochen nach Infektion waren Antikörper gegen p23 und p30 nachzuweisen,
während Antikörper gegen p125 frühestens nach 3 Wochen Infektion auftraten. Der
Beginn der Antikörperbildung gegen p20 erfolgte nach 3 Wochen, die deutliche
Ausprägung erst nach 4 Wochen.

Abbildung 18: Westernblots der Antikörperentwicklung im Gerbil nach Infektion
Gezeigt sind die Westernblots der Seren zweier Gerbil Infektionsreihen. Als Antigen diente Hp
Ca117G Gesamtlysat. NI bezeichnet Seren von nichtinfizierten Gerbils, 2,3 und 4 sind Seren von
Gerbils nach 2, 3 und 4 Wochen Infektion mit Hp Ca117G.
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Zur Klärung der Fragestellung, um welche Antigene es sich bei den durch die
Gerbilseren erkannten Proteine es sich handeln könnte, wurde ein Vergleich mit der
2D-PAGE Proteome Database des MPI für Infektionsbiologie, Berlin, durchgeführt.
Dabei wurde die Suche auf Proteine mit entsprechenden Molekulargewichten, die als
Antigen beschrieben sind, beschränkt (Tabelle 13). So konnte vermutet werden, dass
es sich bei p125 um CagA und bei p30 um UreA handeln könnte, die beide starke
Antigene darstellen.
HcpA als beschriebenes Antigen fehlt auf dieser Liste, da keine αHcpA Titer in den
entsprechenden Gerbilseren festgestellt werden konnten und auch der Westernblot
gegen rHcpA negativ war (Daten nicht gezeigt).

Protein theoretisches MW
[kDa]

beobachtetes MW
[kDa]

CagA 132.3 132.4

CeuE 37.1 33.9

LytB 30.9 33.3

RplA 25.2 32.9

HpaA 28.3 30.5

HcpC 31.5 30.2

HP0231 29.4 30.0

UreA 26.5 28.9

HP1564 30.1 28.5

RplE 20.2 19.2

HP0305 20.3 14.0

Lpp20 19.1

Tabelle 13: Bekannte Hp Antigene mit theoretischem und beobachtetem Molekulargewicht
Durch Vergleich mit http://www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE/ (Proteome 2D-PAGE database MPI
Berlin) und (Cao et al., 1998; Keenan et al., 2000b) ermittelte bekannte Hp Antigene, deren
Molekulargewicht den Banden der Westernblots in Abbildung 18 in etwa entspricht.

Einige theoretisch ermittelte Antigene wurden durch Westernblotting von
Gesamtlysaten verschiedener Hp Stämme auf Reaktivität mit Gerbilserum überprüft.
Die dabei verwendeten Stämme sind zusammen mit ihren genetischen
Besonderheiten in Tabelle 14 gezeigt.
Da die, für die Untersuchung der Antikörpertiter Entwicklung nach Infektion
verwendeten, Seren aufgebraucht waren, wurde dieser Westernblot mit einem
anderem Serum eines 4 Wochen mit Ca117G infizierten Gerbils entwickelt. Dieses
Serum wies zusätzlich Antikörper gegen ein Antigen der Größe ca. 50kDa auf (p50).
Dabei bestätigte sich, dass es sich bei p125 um CagA handelt, da alle CagA-
negativen Hp Lysate diese Bande verloren hatten (Abbildung 19). Die p50 Bande trat

http://www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE/
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Hp Stamm # Cag-PAI CagA deletiertes Gen
Ca117G 1 + + -

2802 2 + + -

2802 ∆hcpA 3 + + hcpA

2802 ∆virB11 4 + + virB11

2802 ∆comB9 5 + + comB9

P12 ∆cagA 6 + - cagA

Tx30a 7 - - -

Ca77G 8 - - -

Tabelle 14: Genetische Eigenschaften der verwendeten Hp Stämme
Hp Stämme, deren Gesamtlysate auf Reaktivität gegen Gerbilseren getestet wurden, um
verschiedene mögliche Antigene zu überprüfen.

ebenfalls trat nur bei den cagA positiven Hp Stämmen auf. Das Lysat des Hp
Stammes Tx30a (Spur 7), zeigte keine Antikörperbindung an p30 wie der Rest der
Lysate. Die restlichen untersuchten Gene hatten keinen Einfluss auf das sich
ausprägende Bandenmuster. Dies lässt den Schluss zu, das die Produkte dieser
Gene nicht die gesuchten Antigene sein können.

Abbildung 19: Westernblot mit Gerbilserum gegen Gesamtlysate verschiedener Hp Stämme
Die Nummerierung der Hp Stämme erfolgte entsprechend Tabelle 14. Es wurden jeweils 10 µg
Gesamtlysat je Spur aufgetragen. Die Stämme 1 bis 5 sind CagA+, während 6 bis 8 CagA- sind (vgl.
Tabelle 14).

5.3.5.2 Immunisierung
Je 5 Gerbils pro Gruppe wurden wie im Schema dargestellt intranasal mit entweder
10 µg HcpA, 10 µg Ca117G Gesamtlysat oder PBS jeweils mit CpG Oligo DNA als
Adjuvans immunisiert (Abbildung 20). Nach der Immunisierung wurde aus den Tieren
Serum gewonnen, bevor diese anschließend mit Ca117G infiziert wurden. Nach 4
Wochen Infektion wurde die Tiere getötet, erneut Serum gewonnen, sowie der
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Magen präpariert. Die Seren wurden auf Antikörpertiter gegen HcpA und Ca117G
untersucht. Die Mägen wurden für die histologische Untersuchung, für die
Rekultivierung von Hp und zur Isolation von RNA und anschließendem TaqMan®
Assay, um die relative Anzahl an Zytokin mRNAs zu bestimmen (siehe 5.3.5.4.3),
aufgeteilt.

Abbildung 20: Schema der intranasalen Immunisierung und Infektion von Gerbil
Zum Zeitpunkt 0,1 und 2 Wochen erfolgte die intranasale Immunisierung, 5 Tage nach der letzten
Immunisierung wurde den Tieren Blut aus der Schwanzvene entnommen. 3 Wochen nach der ersten
Immunisierung wurden die Gerbils dreimal im Abstand von jeweils 2 Tagen mit 1x109 CFU Hp infiziert.

Alle Seren zeigten im Vergleich zu den nur mit PBS immunisierten Gerbils weder
nach Immunisierung noch nach Infektion erhöhte Antikörpertiter gegen HcpA. Die mit
Ca117G Lysat immunisierten Tiere hatten nach der Immunisierung bereits einen
höheren αLysat Antikörpertiter als die Kontrollgruppe. Die Seren der mit HcpA
immunisierten Gerbils wiesen erst nach Infektion leicht höhere αGesamtlysat-Titer
auf als die PBS-immunisierten Kontrolltiere (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Gerbil Antikörpertiter nach Immunisierung und anschließender Infektion
A) zeigt die Antikörpertiter der Gerbils 5 Tage nach dreimaliger Immunisierung. B) zeigt die
Antikörpertiter nach 4 Wochen Infektion mit Ca117G.
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5.3.5.3 Hp Kultur und Histologie der Gerbilmägen
Sowohl die Rekultivierung von Hp aus den Mägen der Ca117G infizierten Gerbils, als
auch die histologische Untersuchung der Mägen zeigte keine Unterschiede zwischen
den Immunisierungsgruppen. Hp konnte aus allen Gerbils in gleicher Dichte kultiviert
werden und alle Gerbils hatten eine chronische lymphozytäre Gastritis gleicher
Ausprägung (persönliche Mitteilung von F. Bataille, Daten nicht gezeigt).

5.3.5.4 Zytokinbestimmung mittels qRT-PCR (TaqMan®)
Der molekularbiologische Nachweis von Antikörpern, Zytokinen wie auch zellulären
Oberflächenmarkern aus Gerbils ist aufgrund der fehlenden Reagenzien schwierig.
Eigentlich zu erwartende Kreuzreaktivitäten von Antikörpern gegen entsprechende
Moleküle anderer Nager traten nicht bzw. nur selten auf. So zeigte ein αMaus
IgGesamt Antikörper Kreuzreaktionen mit Gerbil-Ig, was die Bestimmung von
Antikörpertitern erst ermöglichte (siehe 5.3.5.1). Die Zytokinbestimmung aus
Gerbilsplenozyten Kulturüberstand mit ELISA Systemen für Maus- wie auch
Rattenzellen war vollständig negativ (Daten nicht gezeigt). Auch die
durchflusszytometrische Analyse mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen
zelluläre Oberflächenmarker wie CD80 und CD86 von Mäusen und Ratten hatte
keinen Erfolg (persönliche Mitteilung A. Eckhardt). Aus diesem Grunde wurde die
Bestimmung von Zytokinen und Oberflächenmarkern auf Transkriptionsebene mittels
quantitativer real-time PCR im TaqMan® System etabliert.

Gen-Produkt cDNA [bp]
IL-2 468

IL-4 432

IL-10 537

IL-12p35 633

IL-18 588

IFNγ 522

TNFα 303

B7.2 (=CD86) 870

HPRT 657

Tabelle 15: Klonierte Gerbil cDNAs
Alle aufgeführten cDNAs konnten in pBlueScript II kloniert und dort durch Sequenzierung validiert
werden. Sie stehen somit als Template für weitere Experimente zur Verfügung. Von allen Zytokinen
außer TNFα liegt die Volllängensequenz vor, bei TNFα handelt es sich lediglich um eine partielle
Sequenz. B7.2 ist der einzige Oberflächenmarker, dessen Klonierung gelang. HPRT (Hypoxanthin
Phosphoribosyl-Transferase) ist ein Haushaltsgen, das ubiquitär in Gerbil-Zellen vorliegt und somit als
Kontrolle für die quantitative Bestimmung von mRNA Kopien pro Zelle dienen kann.
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5.3.5.4.1 Klonierung von Gerbil cDNAs
Zur Herstellung eines mRNA Pools wurden 107 Gerbilsplenozyten mit
Ionomycin/PMA für 36 h stimuliert und anschließend daraus Gesamt-RNA isoliert.
Nach reverser Transkription mit unspezifischen Oligohexamernukleotid–Primern
wurden PCRs mit spezifischen Primern durchgeführt und die Produkte in einen
pBlueScript II Vektor kloniert und sequenziert. In Tabelle 15 sind die klonierten Gerbil
cDNAs aufgeführt.

5.3.5.4.2 Etablierung des TaqMan® Systems
Zur Etablierung eines TaqMan® Assays wurden zuerst die optimalen
Konzentrationen für die jeweiligen Primer, Sonde und MgCl2 durch Titrationsreihen
bestimmt. Diese sind Tabelle 16 zu entnehmen.

Assay Primer Sonde MgCl2
forward reverse

nM nM nM mM

IFNγγγγ 900 900 250 6,5

IL12p35 900 300 200 4

TNFαααα 300 300 250 4

HPRT 900 300 200 4

Tabelle 16: Ermittelte optimale Konzentrationen für neu etablierte Gerbil-Zytokin TaqMan® Assays

Unter diesen experimentell festgestellten optimalen Reaktionsbedingungen wurden
die entsprechenden Teste durchgeführt. Die dabei erhaltenen Standardkurven
zeigten einen linearen Verlauf von 109 bis 101 Kopien. Zum Vergleich ist in Abbildung
22 die typische Standardkurve eines Maus INFγ ELISAs dargestellt, die von 2000
pg/ml bis 31,625 pg/ml linear verläuft.
Da für den Gerbil nur cDNA Sequenzen verfügbar sind, konnte beim Design der
TaqMan® Primer/Sonden-Kombinationen keine Exon/Intron Grenze berücksichtigt
werden. Somit sind die verwendeten Primer theoretisch auch in der Lage
genomische DNA nachzuweisen. Da in aus Gewebe isolierter RNA immer auch noch
DNA vorhanden ist, wurde überprüft, ob ein DNaseI Verdau vor der reversen
Transkription nötig ist. Dazu wurde genomische Gerbil-DNA als Kontrolle verwendet.
Abbildung 23 zeigt, dass der TaqMan® IFNγ Assay tatsächlich in der Lage ist,
genomische IFNγ DNA zu amplifizieren. Ein DNaseI Verdau reduziert jedoch die
vorhandenen Kopien an genomischer DNA um 99,98% von ca. 4x105 auf 58. Ein
Kontroll-RT-Ansatz mit aufgereinigter RNA ohne reverse Transkriptase enthielt noch
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Abbildung 22: Beispiele für Standard-Kurven für ELISA und qRT-PCR
Dargestellt sind zwei typische Standardregressionsgeraden für die Bestimmung von IFNγ. A)
Standardgerade eines Maus IFNγ ELISAs über einen Bereich von 31 bis 2000 pg IFNγ/ml mit einem
Korrelationskoeffizienten von r=0,999. B) Standardgerade einer quantitativen RT-PCR mittels des
TaqMan® Systems. Aufgetragen sind die Anzahl der eingesetzten DNA Kopien gegen den jeweiligen
CT Wert (CT = threshold cycle), d.h. der Zyklus in dem der zur Berechnung festgesetzte Grenzwert
überschritten wurde. Diese Gerade hat über einen Bereich von 109 bis 101 Kopien IFNγ DNA/Ansatz
einen Korrelationskoeffizienten von r=–0,996.

ca. 3x105 Kopien gDNA, die durch DNaseI Verdau auf 46 nachweisbare Kopien pro
Ansatz verringert werden konnten (ebenfalls 99,98%). Die Durchführung der
reversen Transkription mit RNA, die zuvor mit DNaseI behandelt wurde oder nicht,
zeigte ebenfalls eine Reduktion der Kopienzahl um ca. 3x105 von 1,6x106 auf 1,3x106

(16,12%).
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Abbildung 23: Einfluss von DNaseI auf die nachgewiesene Kopienzahl im TaqMan® Assay
Über den Balken ist der Mittelwert der Anzahl der gemessenen Kopien Gerbil IFNγ DNA des
TaqMan® Assays dargestellt. Gezeigt sind verschiedene Kombinationen von DNaseI Verdau und
reverser Transkription. Genomische Gerbil DNA diente als Kontrolle.
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5.3.5.4.3 Zytokinbestimmung aus Gerbilmägen
Aus den in 5.3.5.2 präparierten Mägen von immunisierten und anschließend mit Hp
Ca117G infizierten Gerbils wurde Gesamt-RNA isoliert. Mit Hilfe der etablierten
TaqMan® Assays wurde die Kopienzahl von IFNγ, TNFα, IL12p35 und HPRT mRNA
nach DNaseI Verdau und reverser Transkription ermittelt. Anschließend wurde für
jede Zytokin mRNA das Verhältnis zur HPRT mRNA im Ansatz bestimmt (Abbildung
24).
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Abbildung 24: Transkription von Zytokin-Genen im Gerbilmagen nach Immunisierung und Infektion
Aufgetragen ist die relative Anzahl an Zytokin-Gen Transkripten im Verhältnis zu der Anzahl
Transkripte eine Haushaltsgens (HPRT). Dargestellt sind die Mittelwerte der Einzel-Quotienten
Zytokin-Gen/HPRT der einzelnen Gerbilmägen.

Es zeigte sich bei den HcpA immunisierten Tieren ein deutlich höheres Verhältnis
von Zytokin-cDNAs zu HPRT cDNA als bei den mit Ca117G Lysat oder mit PBS
immunisierten Gerbils.

5.3.6 Untersuchung von HcpA Mutanten

5.3.6.1 Carboxyterminus und HcpA-coil
Zur näheren Charakterisierung des HcpA Proteins und eventueller funktionaler
Domänen wurde der prokaryontische Expressionsvektor pRBI-PDI/hcpA durch site
directed mutagenesis dahingehend verändert, dass nur der aminoterminale bzw.
carboxyterminale Teil von HcpA exprimiert wurde. Die entstandenen HcpA Derivate
wurden mit N-Terminus respektive C-Terminus bezeichnet. Zusätzlich wurde eine
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HcpA Mutante generiert, die aus dem Wildtyp-Gen besteht, das lediglich am
carboxyterminalen Ende um ein in silico vorhergesagtes coiled-coil Motiv deletiert
wurde (HcpA-coil). Schematisch sind diese Mutanten in Abbildung 25 dargestellt.

Abbildung 25: Übersicht über die hergestellten HcpA Mutanten
Eingezeichnet sind die mittels Psipred in silico vorhergesagten Bereiche, die mit mehr als 80%
Wahrscheinlichkeit eine Helix bilden, sowie der von CoilScan prognostizierte coiled-coil Abschnitt am
carboxyterminalen Proteinende. Auffallend ist eine regelmäßige Struktur von Helix-Disulfid-Bindung-
Helix Motiven, die für alle Hcps charakteristisch ist.

Die grundlegenden biochemischen Eigenschaften dieser Mutanten sind in Tabelle 17
zusammengefasst.

MW [kDa] pI Ladung
HcpA 24,7 8,0 +4,2

HcpA–coil 22,6 8,1 +3,2

N-Terminus 10,2 7,7 +1,0

C-Terminus 14,5 8,2 +4,2

Tabelle 17: Eigenschaften der generierten HcpA Mutanten
Mittels Generunner in silico berechnete biochemische Eigenschaften der hergestellten HcpA Mutanten.

Stimulationsexperimente konnten jedoch nur mit den Mutanten HcpA-coil und C-
Terminus erfolgen, da die Mutante N-Terminus in E. coli nicht exprimiert werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Die Bestimmung von naiven murinen Splenozyten
sekretiertem IFNγ nach Stimulation mit 1 µg der Protein-Mutanten zeigte, dass der
Carboxyterminus von HcpA eine dem Gesamtprotein entsprechende
immunstimulatorische Eigenschaft besaß. Die durch Deletion des vorhergesagten
coiled-coil Motivs entstandene Mutante induzierte nur noch ca. die Hälfte des von
vollständigem HcpA induzierten IFNγ (Abbildung 26).

5.3.6.2 HcpA-DHFR Fusionspeptide

5.3.6.2.1 Klonierung und Expression von DHFR-HcpA Fusionspeptiden
Die genauere Bestimmung immundominanter Domänen sollte durch Herstellung
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Abbildung 26: Durch HcpA Mutanten erzeugte IFNγ Ausschüttung aus naiven murinen Splenozyten
Als Stimulans wurde jeweils 1 µg der rekombinant exprimierten, aufgereinigten Proteinfraktion
verwendet.

einer Gruppe von HcpA abgeleiteten Peptiden erfolgen. Dazu wurde das Protein in
acht jeweils ca. 50 Aminosäuren große, überlappende Oligopeptide unterteilt
(Abbildung 27). Um die Stabilität dieser kurzen Peptide zu gewährleisten wurden
DNA-Abschnitte aller Oligopeptide durch in frame Klonierung mit dem auf dem
Expressionsvektor pQE40 liegenden Gen für Maus-DHFR (Di-Hydroxy-Folat-
Reduktase) fusioniert und in E. coli XL-1 blue durch Induktion mit IPTG (Isopropyl-β-
thio-galaktosid) exprimiert. Die Aufreinigung der exprimierten Fusionspeptide erfolgte
mittels des aminoterminalen 6x-HIS-Tags von DHFR durch Nickel-
Affinitätschromatographie.

Abbildung 27: Hergestellte HcpA/DHFR Fusionspeptide
Schematisch sind die hergestellten HcpA-Oligopeptide dargestellt. Die acht überlappenden
Fusionspeptide (Fp1-Fp8) beginnen nach der Signalsequenz von HcpA, da diese im in vivo
prozessierten, sekretierten Protein abgespalten ist. Außer den ca. 25 Aminosäuren am jeweiligen
Ende des HcpA Proteins ist jede Aminosäure in mindestens zwei unterschiedlichen Fusionspeptiden
repräsentiert. Der aminoterminale 6x-HIS-Tag von DHFR dient der einfachen Aufreinigung der
exprimierten Proteine durch Nickel-Affinitätschromatographie.
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Als Kontrolle wurde Maus-DHFR ohne ein Fusionspeptid exprimiert und
entsprechend gereinigt. Die die gereinigten Fusionspeptide enthaltenden Fraktionen
wurden anhand einer SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung
visualisiert (Abbildung 28).

Abbildung 28: Klonierung und Expression von HcpA/DHFR Fusionspeptiden
Gezeigt ist in der oberen Hälfte ein Ethidiumbromid gefärbtes Agarosegel mit den durch PCR
erhaltenen hcpA Fragmenten, sowie in der unteren Hälfte ein Coomassie gefärbtes SDS-PA Gel mit
den klonierten, exprimierten und gereinigten HcpA/DHFR Fusionspepiden. Die Spuren 1-8 enthalten
jeweils das amplifizierte hcpA Fragment bzw. das entsprechende Fusionspeptid, die Spur D zeigt die
als Kontrolle exprimierte DHFR, in Spur H ist rekombinantes HcpA aufgetragen.

5.3.6.2.2 Stimulation mit HcpA/DHFR Fusionspeptiden
Je 1 µg der erhaltenen HcpA-Fusionspeptide wurden zur Stimulation naiver
Maussplenozyten aus C57BL/6 Mäusen verwendet. Negativkontrollen waren Maus-
DHFR, der Elutionspuffer der Nickel-Affinitäts-Chromatographie Proteinreinigung und
PBS. E. coli LPS, sowie HcpA dienten als Positivkontrollen. Dabei konnten in
Abhängigkeit vom verwendeten Fusionspeptid signifikante IFNγ Konzentrationen im
Zellkulturüberstand nachgewiesen werden (Abbildung 27), jedoch kein IL-5 (Daten
nicht gezeigt). Das Fusionspeptid Fp6 führte zu einer dem vollständigen HcpA
Protein entsprechenden Stimulation der IFNγ Sekretion, während alle anderen
Fusionspeptide nur schwächere immunstimulatorische Eigenschaften zeigten. Maus-
DHFR ebenso wie die anderen Negativkontrollen führten zu einer kaum
nachweisbaren IFNγ Ausschüttung aus den Milzzellen.

5.3.7 Epitopemapping
Da offensichtlich zum Teil beträchtliche Unterschiede in den immunstimulatorischen
Eigenschaften der unterschiedlichen HcpA-Abschnitte vorlagen, sollte durch
Epitopemapping die genaue Lage von antigenen Determinanten innerhalb von HcpA
bestimmt werden.
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Abbildung 29: Induktion der IFNγ Sekretion durch HcpA-Fusionspeptide
Das Fusionspeptid Fp6 induziert dem HcpA-Protein entsprechende IFNγ Konzentrationen. Maus-
DHFR, sowie der Elutionspuffer (EP) und PBS erzeugten eine kaum nachweisbare Immunreaktion.

5.3.7.1 B-Zell Epitopemapping
B-Zell Epitope sind räumlich eng begrenzte Regionen von Antigenen, die von
Antikörpern erkannt und gebunden werden. Aufgrund der räumlichen Struktur der
Antigene können B-Zell Epitope entweder aus der in der Primärstruktur festgelegten
linearen Abfolgen bestimmter Aminosäuren (lineare Epitope), oder durch die
räumliche Struktur bedingt benachbarter Aminosäuren bestehen (Konformations-
oder strukturelle Epitope). Deshalb mussten zwei unterschiedliche
Herangehensweisen zur Bestimmung dieser Epitope verwendet werden. Zum einen
wurden die bereits zur Stimulation von naiven Maussplenozyten verwendeten
HcpA/DHFR Fusionspeptide verwendet. Diese können aufgrund ihrer Größe
strukturelle Epitope bilden, aber auch lineare Epitope beinhalten. Jedoch ist aufgrund
der Größe von ca. 50 Aminosäuren keine sehr genaue Zuordnung der Epitope
möglich. Deshalb wurde eine HcpA Peptidbank verwendet, die aus 72 synthetischen
14mer Peptiden besteht. Diese überlappen um jeweils 11 Aminosäuren mit den
benachbarten Peptiden. Damit ist eine deutlich genauere Möglichkeit zur
Bestimmung von linearen Epitopen gegeben, jedoch können sich durch die Kürze
der Peptide keine strukturellen Epitope bilden und daher damit auch nicht
nachgewiesen werden.
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5.3.7.1.1 Seren von HcpA immunisierten Tieren
Die Bestimmung der antigenen Determinanten erfolgte durch Westernblot Analyse
und im ELISA System. Verwendet wurden Seren von HcpA immunisierten Mäusen,
Ratten und Kaninchen. Der Westernblot zeigte, dass in allen immunisierten Tieren
Antikörper gegen die Fusionspeptide 1 und 8 gebildet worden waren. Aufgrund des
Aufbaus der Fusionspeptide ist damit der Bereich für die jeweiligen Epitope auf die
amino- bzw. carboxyterminalen Enden des HcpA Proteins eingeschränkt, da sonst
auch eine Reaktion gegen die benachbarten Peptide hätte stattfinden müssen (vgl.
Abbildung 27). Das Kaninchenserum wies noch zusätzlich Antikörper gegen die
Fusionspeptide Fp5 und Fp6 auf, was auf ein B-Zell Epitop in dem von beiden
Peptiden überspannten Bereich hindeutet. Die Peptide Fp3 und Fp4 konnten
Antikörper aus dem Rattenserum binden, womit für das Rattenserum ein Epitop im
Bereich der Überlappung zwischen Fp3 und Fp4 gezeigt werden konnte.

Abbildung 30: Westernblots der HcpA/DHFR Fusionspeptide mit unterschiedlichen Seren
Gezeigt sind die Reaktivitäten von Seren HcpA immunisierter Tiere gegen die durch SDS-PAGE
aufgetrennten exprimierten HcpA/DHFR Fusionspeptide. Die Spuren 1 bis 8 beinhalten dabei die
Fusionspeptide 1-8. Spur D enthält Maus DHFR, und Spur H rHcpA (vgl. Abbildung 28). Die
Beschriftung rechts gibt den Spenderorganismus des entsprechenden αHcpA Serums an. Die Seren
aller HcpA immunisierter Tiere zeigten Reaktivität gegen die Fusionspeptide 1 und 8, sowie gegen
rHcpA. Die Spur H des Westernblots mit Rattenserum ist aus technischen Gründen nur zur Hälfte zu
erkennen.

Mit den synthetischen 14mer Peptide wurde ein Dot-Westernblot durchgeführt, d.h.
die Peptide wurden nicht zuvor gelelektophoretisch aufgetrennt, sondern direkt auf
die Nitrozellulosemembran aufgetropft. Als Kontrolle aller Versuche mit synthetischen
Peptiden wurde ein in diesem Zusammenhang immunologisch irrelevantes,
synthetisches Peptid mit der Aminosäuresequenz GAGAGAGAGAGAGA (= (GA)x7)
verwendet. Der Nachweis der Bindung von Antikörpern war mit dem
Kaninchenserum erfolgreich, es konnte eine Bindung spezifischer linearer Epitope
gezeigt werden. Vor allem die Peptide 10, 26, 34, 35, 43, 46, 48 und 64 zeigten
eindeutige Bindung der Antikörper (Abbildung 31). Alle anderen verwendeten Seren
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zeigten im Dot-Westernblot keine Reaktion gegen die linearen 14mer Peptide (Daten
nicht gezeigt).

Abbildung 31: Dot-Westernblot der synthetischen Peptide mit αHcpA Kaninchenserum
Von links nach rechts und von oben nach unten wurden die 72 synthetischen Peptide aufgetragen. Je
Dot wurden 2 µg 14mer Peptid direkt auf die Membran aufgebracht, geblockt und anschließend
entsprechend einem Westernblot mit Kaninchenserum inkubiert. Die Peptide 10, 26, 34, 35, 43, 46, 48
und 64 reagierten mit den Antikörpern und zeigten so lineare B-Zell Epitope auf.

Die Überprüfung der Ergebnisse der Westernblot-Versuche fand durch antibody-
capture ELISAs statt. Dabei wird das Antigen an der ELISA-Platte immobilisiert und
anschließend mit Serum inkubiert. Abschließend wird die Menge der gebundenen
Antikörper nachgewiesen. Als Antigene wurden sowohl die HcpA/DHFR
Fusionspeptide sowie die synthetischen 14mer Peptide verwendet. Mit diesem
System konnten die mit den Westernblots erhaltenen Daten gut reproduziert werden,
wobei das Kaninchenserum eine besonders hohe Reaktivität gegen die linearen
synthetischen Peptide 9, 10, 34, 35, 42, 43, 46, 47, 63, 64 und 65 zeigte. Damit
konnten für das Kaninchenserum eindeutig bestimmte Aminosäuresequenzen als
lineare B-Zell Epitope definiert werden. Die Sequenzen, die den überlappenden,
reaktiven Peptiden gemeinsam waren, wurden als Epitope angesehen. Diese
Vorgehensweise bei der Ermittlung der Epitope ist in Tabelle 18 beispielhaft für das
Epitop der synthetischen Peptide 9/10 gezeigt.
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Abbildung 32: HcpA B-Zell Epitope in Seren immunisierter Tiere
In der linken Spalte sind die Ergebnisse der ELISAs gegen die HcpA/DHFR Fusionspeptide
dargestellt, rechts die ELISAs der entsprechenden Seren unter Verwendung der 14mer Peptide. Fp1
bis Fp8 bezeichnet die HcpA/DHFR Fusionspeptide 1 bis 8, EP steht für den Elutionspuffer der
Proteinaufreinigung und bildet damit zusammen mit aufgereinigter Maus-DHFR (DHFR) die
Negativkontrolle der Reaktion. Die nachgewiesene Reaktivität der Seren war den mit den (Dot)-
Westernblots erhaltenen Ergebnissen vergleichbar (vgl. Abbildung 30, Abbildung 31).
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Peptid # AS-Sequenz Reaktivität lineares Epitop

8 FAQAKTHFEKACEL -

9    AKTHFEKACELKEG +

10       HFEKACELKEGFGC +
HFEKACELKEG

11          KACELKEGFGCVFL -

Tabelle 18: Beispiel der Bestimmung von B-Zell Epitopen
Durch Vergleich der benachbarten Peptide wurde die Aminosäuren-Sequenz bestimmt, die in
benachbarten, überlappenden und zugleich reaktiven Peptiden vorlag. Daraus ergab sich die Sequenz
des linearen B-Zell Epitops.

Durch Anwendung dieser Methode konnten für alle reaktiven synthetischen Peptide,
sowie für die HcpA/DHFR Fusionspeptide die entsprechenden antikörperbindenden
Bereiche ermittelt werden. Die mit den synthetischen Peptiden aufgezeigten linearen
Epitope wurden LBE1 bis LBE5 genannt, die durch die Fusionspeptide entdeckten
entweder strukturellen oder linearen Epitope SLBE1 bis SLBE3. Diese sind in Tabelle
19 aufgelistet.

Epitop Ermittelt aus AS-Sequenz
LBE1 Peptide 9/10 HFEKACELKEG

LBE2 Peptide 34/35 KSCELNHAEGC

LBE3 Peptide 42/43 HKDLRKALDLY

LBE4 Peptide 46/47 KACDLKDSPGC

LBE5 Peptide 63/64/65 GTAKDEKQ

SLBE1 Fp1/Fp2 PDAKELVNLGIESAKKQDFAQAKTHF

SLBE2 Fp5/Fp6 CTVLGSLHHYGVGTHKDLRKALDLYEKACDLKDSPGCIN

SLBE3 Fp7/Fp8 CKSGVKEACDELKELKIEL

Tabelle 19: Mit Kaninchenserum ermittelte B-Zell Epitope in HcpA
Durch die unterschiedliche Anzahl der benachbarten, reaktiven Peptide ergibt sich die
unterschiedliche Länge der linearen Epitope LBE1 bis LBE5. Die strukturellen oder linearen Epitope
SLBE1 bis SLBE3 variieren entsprechend der Länge der Überlappung der HcpA/DHFR
Fusionspeptide (vgl. Abbildung 27).

Es fällt auf, dass SLBE2 in seiner Sequenz auch die Sequenzen der linearen Epitope
LBE3 und LBE4 beinhaltet, während sich sonst keine Überlagerung zwischen
linearen und strukturellen Epitopen feststellen lies. Daher konnte geschlossen
werden, dass SLBE1 und SLBE3 tatsächliche strukturelle Epitope sind, während
SLBE2 zwei lineare Epitope enthält, die für die antigenen Eigenschaften dieses
Proteinabschnitts verantwortlich sind.
Die so definierten Aminosäurensequenzen wurden mit der Protein-Datenbank des
NCBI (National Center for Biotechnology Information) verglichen. Dabei zeigte sich,
dass diese Sequenzen mit guten Übereinstimmungen ausschließlich in der Familie
der Hcps zu finden waren (Tabelle 20). Wie zu erwarten war, wiesen alle Epitope
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nahezu 100-prozentige Übereinstimmungen mit in der Datenbank hinterlegten
Sequenz für HcpA auf. Sieben der acht festgestellten Epitope zeigten aber auch
signifikante Ähnlichkeiten mit HcpC Abschnitten, Epitop LBE4 ist sogar vollständig
Teil dieses Proteins.

Epitop Identitätswerte / Ähnlichkeitswerte in %
HcpA HcpC HcpE HcpG HcpH

LBE1 100 88 / 100 77 / 88

LBE2 100 63 / 90 72 / 90

LBE3 100 90 / 90

LBE4 100 100

LBE5 100 87 / 87

SLBE1 100 64 / 76

SLBE2 97 / 97 71 / 82 48 / 64 48 / 67 56 / 66

SLBE3 100 72 / 77 75 / 81

Tabelle 20: Durch Datenbankvergleich erhaltene Treffer für die jeweiligen Epitop-Sequenzen
Mittels eines BLASTp Datenbankvergleichs erhaltene Identitätswerte der Aminosäuresequenzen der
einzelnen bestimmten Epitope. Alle Sequenzen wiesen entsprechend den oben angegebenen Werten
identische oder ähnliche Aminosäuresequenzen wie andere Hcps auf. Diese beschränkten sich aber
auf die in der Tabelle angegebenen. Hier nicht genannte Hcps beinhalteten keine übereinstimmenden
Sequenzen.

5.3.7.1.2 Serum von Hp infizierten Gerbils
Da die Seren von für 4 Wochen mit Ca117G infizierten ebenso wie die Seren von
intranasal mit HcpA immunisierten Gerbils keine nachweisbaren αHcpA Antikörper-
Titer aufwiesen (5.3.5), zeigten die Seren, wie zu erwarten, auch keinerlei Reaktivität
gegen sämtliche HcpA Derivate (Daten nicht gezeigt).

5.3.7.1.3 Seren von Hp infizierten Patienten

Decker (2000) konnte durch Bestimmung von αHp und αHcpA Titern aus 452
Patientenseren bereits zeigen, dass viele Hp infizierte Patienten auch hohe αHcpA
Serotiter aufweisen. Da für die Bestimmung von B-Zell Epitopen hochtitrige Seren
von Vorteil sind, wurde eine Reihe von humanen Seren per ELISA und Westernblot
auf αHcpA Antikörpertiter untersucht (Abbildung 33). Dabei konnte kein direkter
Zusammenhang zwischen der Höhe der gemessenen αHp Titer und den αHcpA
Titern festgestellt werden. Nur die αHp negativen Seren waren auch αHcpA negativ.
Für die Untersuchung der von humanen Seren nach Hp Infektion erkannten B-Zell
Epitope wurden zwei Seren ausgewählt, die hohe αHcpA Titer aufwiesen
(Humanserum A und B).
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Abbildung 33: αHp ELISA und αHcpA ELISA und Westernblot von Human-Seren
Vergleich der αHp Titer mit den αHcpA Titern von 14 Humanseren. Die linke Skala bzw. die
schwarzen Balken zeigen die mit einem kommerziellen αHp ELISA bestimmten Titer. Die rechte Skala
bezieht sich auf die grauen Balken mit den αHcpA Titern. Unter dem Graphen ist der Westernblot der
jeweiligen Seren gegen rHcpA dargestellt. Die durch Pfeile gekennzeichneten Seren (6,10,11) sind
Negativ-Kontrollseren. Seren A und B weisen hohe αHcpA Titer auf und wurden für das B-Zell
Epitopemapping verwendet.

Die ausgewählten Humanseren wurden entsprechend den Seren der immunisierten
Tiere (5.3.7.1.1) auf Reaktivität gegen die linearen synthetischen Peptide und die
HcpA/DHFR Fusionspeptide untersucht (Abbildung 34). Beide Seren reagierten mit
Fp8, Humanserum B zeigte zusätzlich Reaktivität gegen die Fusionspeptide Fp5 und
Fp6. Eine signifikante Antikörperbindung an die linearen synthetischen Peptide fand
nicht statt. Somit erkennen beide Human-Seren das bereits mit dem
Kaninchenserum identifizierte Epitop SLBE3. Humanserum B konnte auch an SLBE2
binden. SLBE3 wurde somit von allen getesteten Seren aus allen Organismen
unabhängig von der Immunisierung bzw. vom Infektions-Status erkannt und stellt
damit ein major structural Epitop dar, während SLBE2 wohl ein minor structural
Epitop ist, d.h. von vielen, aber nicht allen, Seren erkannt wird.
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Abbildung 34: HcpA B-Zell Epitopemapping mit Seren infizierter Patienten
Links ist die gemessene Bindung von Antikörpern aus Humanseren an die HcpA/DHFR
Fusionspeptide (EP = Elutionspuffer) gezeigt, rechts die Reaktivität der Seren gegen die
synthetischen Peptide. Beide Seren zeigten wenig Affinität zu den linearen Peptiden, jedoch wiesen
beide Seren Antikörper gegen Fp8 und damit gegen SLBE3 auf. Serum B hatte zusätzlich Antikörper
gegen SLBE2.

5.3.7.2 T-Zell Epitopemapping
Die Bestimmung von putativen T-Zell Epitopen ist für das Verständnis der
immunstimulatorischen Eigenschaften des Hcp Proteins unerlässlich. Während
Antikörperantworten nur wenig oder keinen Einfluss auf die Hp-bedingte
Pathogenese haben, ist die zelluläre Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen
(CD8+) und das sich während der Infektion im Magen durch T-Helferzellen (CD4+)
ausprägende Zytokinmilieu für die Pathogenität, aber auch die Eradikation von Hp
von entscheidender Bedeutung. In den bisherigen Experimenten mit naiven Mäusen
wurde die angeborene und nicht die erworbene Immunreaktion untersucht. Zur
Untersuchung der T-Zell Antwort auf HcpA mussten daher HcpA-immunisierte Tiere
verwendet werden und deren Milzzellen restimuliert werden.
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5.3.7.2.1 Restimulation
Die Immunisierung der Mäuse erfolgte subkutan an der Schwanzwurzel im Abstand
von 14 Tagen. Es wurden je Tier und Immunisierung 10 µg HcpA injiziert. Die
Untersuchung des Einflusses von Adjuvantien erfolgte durch Zugabe von Alum oder
CpG Oligo-DNA zur Immunisierungslösung im Vergleich zu HcpA ohne Adjuvans. Als
Kontrolle wurden Mäuse nur mit PBS immunisiert. 4 Tage nach der zweiten
Immunisierung wurden den Mäusen die Milzen entnommen, je
Immunisierungsgruppe zusammengefasst und wie üblich Splenozyten präpariert.
Diese Splenozyten wurden zusammen mit je 1 µg der synthetischen Peptide, sowie
der HcpA/DHFR Fusionspeptide bzw. HcpA für 36 h inkubiert. 5 µg Bakterielles LPS
diente als Positivkontrolle, das Peptid (GA)x7, Maus-DHFR, der Elutionspuffer der
Proteinreinigung und PBS als Negativkontrollen.
Nach der Inkubationszeit wurde der Überstand der Zellen geerntet und damit Zytokin-
ELISAs durchgeführt. Getestet wurden die Sekretion von IFNγ und IL-5 aus den
restimulierten Splenozyten, um eine TH1 oder TH2 Ausprägung der Immunantwort
nachzuweisen. Kein Stimulans konnte eine IL-5 Sekretion hervorrufen (Daten nicht
gezeigt). Die Splenozyten von PBS oder mit HcpA ohne Adjuvans immunisierten
Mäusen reagierten nicht bzw. nur sehr schwach auf die synthetischen linearen
Peptide, während die Splenozyten aus Mäusen, die HcpA mit Alum oder CpG
Adjuvierung erhalten hatten, eine deutliche IFNγ Sekretion nach Stimulation mit
bestimmten Peptiden zeigten (Abbildung 35). In diesen beiden Splenozyten-
Präparationen konnte dabei das synthetische Peptid #54 die IFNγ Produktion
stimulieren. Die Sequenz dieses Peptids enthält somit ein T-Zell Epitop (Tabelle 21).
Die HcpA/DHFR Fusionspeptide sowie HcpA selbst konnten ebenfalls Adjuvans-
unabhängig eine IFNγ Produktion aus den Splenozyten der immunisierten Mäuse
erzeugen, jedoch war auch hier auch keinerlei IL-5 Induktion nachweisbar. Das
lineare Epitop LTE1 ist auch in den beiden Fusionspeptiden Fp6 und Fp7
repräsentiert, die auch in allen Ansätzen eine verstärkte IFNγ Sekretion hervorriefen.
Zusätzlich konnte das das aminoterminale Ende von HcpA enthaltende Fp1 alle
Splenozyten stimulieren. Dieses Ergebnis konnte mit den synthetischen Peptiden
jedoch nicht eindeutig bestätigt werden. Lediglich das Peptid #10 konnte ebenso wie
das Peptid #07 in einer Wiederholung dieses Experiments eine schwache IFNγ
Sekretion hervorrufen (Daten nicht gezeigt). Die Tatsache, dass auch Milzzellen nicht
mit HcpA immunisierter Tiere auf die HcpA/DHFR Fusionspeptide, nicht aber auf die
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Abbildung 35: Restimulation der Splenozyten mit HcpA immunisierter Mäuse
Gezeigt sind die IFNγ ELISA-Werte aus Splenozyten-Überständen nach 36 h Inkubation mit den
entsprechenden Stimulantien (ein repräsentativer Versuch). Die linke Spalte zeigt die Reaktion auf
HcpA/DHFR Fusionspeptide, rechts ist die IFNγ Produktion nach Stimulation mit den linearen
synthetischen Peptiden gezeigt. Als Immunogene wurden zur Immunisierung verwendet: Bei A) und B)
HcpA + Alum, C) und D) HcpA + CpG Oligo DNA, E) und F) HcpA ohne Adjuvantien. Die Experimente
G) und H) wurden mit Splenozyten aus nur mit PBS immunisierten Mäusen durchgeführt. Als
Kontrollen dienten Maus-DHFR (DHFR), Elutionspuffer (EP), das synthetische Kontrollpeptid (GA)x7
und PBS sowie E. coli LPS als Positivkontrolle. In der rechten Spalte ist jeweils das synthetische
Peptid im jedem Graphen noch zusätzlich beschriftet, das den höchsten IFNγ Wert induzieren konnte.
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T-Zell Epitop ermittelt aus Peptid # AS-Sequenz
LTE1 ? 07 KQDFAQAKTHFEKA

LTE2 ? 10 HFEKACELKEGFGC

LTE3 54 KNFKEAIVRYSKAC

Tabelle 21: Aus Maussplenozyten bestimmte T-Zell Epitope
Auf Splenozyten aus HcpA immunisierten Mäusen immunstimulatorisch wirkende synthetische, lineare
Peptide, und daraus abgeleitete T-Zell Epitope LTE1 bis LTE3. LTE1 und LTE2 sind mit einem
Fragezeichen gekennzeichnet, da diese nur in einer von zwei Versuchsreihen IFNγ in geringem
Ausmaß induzieren konnten.

linearen synthetischen Peptide reagierten, bestätigt die experimentellen Befunde,
dass HcpA direkt das angeborene Immunsystem stimuliert und zusätzlich die
Ausbildung einer TH1 gerichteten, adaptiven Immunantwort propagiert.

5.3.7.3 Sequenzvergleich von HcpAs verschiedener Hp Stämme
Durch Sequenzvergleich von 13 hcpA-Genen bzw. deren Proteinsequenzen aus
verschiedenen Hp Isolaten wurden die durch Epitopemapping identifizierten B- und
T-Zell Epitop-Sequenzen überprüft. Dazu wurden aus der gDNA der einzelnen Hp
Stämme der hcpA Genlocus amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die erhaltenen
DNA Sequenzen wurden in silico translatiert. Alle Stämme verfügten über das
komplette Protein umfassende ORFs und aminoterminale Sec-Signalsequenzen (vgl.
Abbildung 2, Daten nicht gezeigt). Die Aminosäurensequenzen der Proteine ab dem
putativen, internen Startkodon kurz vor der Spaltstelle der Sec-Signalpeptidase,
wurden zusammen mit den in Datenbanken verfügbaren Sequenzen der beiden
vollständig sequenzierten Hp Stämme einem multiple-sequence-alignment mittels
des ClustalW Algorithmus unterworfen (Alm et al., 1999a). Das Alignment zeigte eine
starke, in manchen Bereichen nahezu 100%ige Übereinstimmung der
Aminosäuresequenz in allen untersuchten Stämmen (Abbildung 36). Dennoch weist
jeder Hp Stamm eine einzigartige HcpA Aminosäure-Sequenz auf. 95 - 99,6% aller
Aminosäuren der einzelnen HcpA Proteine sind im Bezug auf das HcpA des
Typstammes 26695 identisch. Die für die Hcp Proteinfamilie namensgebenden
Cysteinmotive sind in allen HcpAs höchst konserviert. Ebenso auffällig ist eine sehr
starke Übereinstimmung vor allem des carboxyterminalen Endes von HcpA. So tritt
im Bereich zwischen der Aminosäure 176 und dem Carboxyterminus des Proteins
(AS 227) nur eine nichtkonservative Mutation, nämlich der Austausch von Serin 212
zu Glycin, auf. Die ermittelten B- und T-Zell Epitope liegen in HcpA Abschnitten, die
in allen Stämmen fast unverändert nachgewiesen werden konnten. Eine in silico
Vorhersage von möglichen B- und T-Zell Epitopen lieferte für ca. 50% der HcpA
Gesamtsequenz hohe Wahrscheinlichkeiten und war daher von nur geringer
Aussagekraft (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 36: Multiple Sequence Alignment von HcpA aus verschiedenen Hp Stämmen
Conservation Plot der Aminosäuresequenz von HcpA aus unterschiedlichen Hp Stämmen. Die
Stammbezeichnung ist jeweils rechts der entsprechenden Sequenz angegeben. Hp 26695 und Hp
J99 sind die beiden vollständig sequenzierten Helicobacter pylori Stämme, der Rest sind
Patientenisolate. Für die vorliegenden Versuche bezüglich der HcpA/DHFR Fusionspeptide und der
synthetischen Peptide wurde das HcpA des Stammes Hp 2802 verwendet. Eingezeichnet sind die
durch Epitopemapping definierten immunologisch aktiven Bereiche des Proteins. Die Bezeichnungen
entsprechen Tabelle 19 und Tabelle 21.
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Die linearen B-Zell Epitope LBE1, LBE2 und LBE4 liegen im Bereich der
Disulfidbrücken, d.h. sie beinhalten beide beteiligten Cysteine oder liegen so, dass
nur ein Cystein in die Sequenz des Epitops fällt. Die für LBE3 festgestellte
Aminosäuresequenz ist in allen sequenzierten Stämmen mit der Ausnahme von einer
einzelnen Aminosäure in nur einem Hp Stamm (Austausch von Prolin 127 zu
Methionein) ebenso wie die Sequenz von LBE5 vollständig konserviert. Die Sequenz
von SLBE1 konnte in 4 von 13 Stämmen unverändert nachgewiesen werden. Das
am äußersten Carboxyterminus des Proteins liegende SLBE2 zeigt bis auf den oben
bereits erwähnten Austausch von Serin 212 zu Glycin in etwa der Hälfte der
untersuchten Stämme eine extreme Konservierung der Primärsequenz. Dies
unterstreicht die Bedeutung dieses major-B-Zell Epitops (5.3.7.1) und der
festgestellten immunstimulatorischen Eigenschaften des carboxyterminalen Endes
von HcpA sowie des postulierten coiled-coil Motivs, die sich mit der Sequenz des
SLBE3 deckt (5.3.6.1).
Die definierten linearen T-Zell Epitope LTE1 und LTE2 sind am aminoterminalen
Ende von HcpA zu finden und überschneiden sich dort mit den B-Zell Epitopen
SLBE1 und LBE1. LTE2 und LTE3 liegen ebenso wie die oben erwähnten B-Zell
Epitopsequenzen in unmittelbaren Umgebung der strukturell wichtigen und
stammunabhängig konservierten Cystein-Cystein Motive.

5.3.8 Zytokininduktion aus humanen PBMCs
Da Hp in erster Line ein humanpathogenes Bakterium darstellt und alle bisherigen
immunologischen Untersuchungen von HcpA abgesehen von αHcpA Antikörper-
Titerbestimmungen aus dem Serum infizierter Patienten an Mäusen durchgeführt
wurden, stellte sich die Frage der Übertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf
die Hp-Infektionssituation im Menschen (Decker, 2000). Um die Bedeutung von HcpA
für humane Zellen zu untersuchen, wurden monozytäre Zellen aus dem peripheren
Blut (PBMCs) freiwilliger, serologisch Hp negativer Spender gewonnen und damit
den Versuchen mit murinen Splenozyten entsprechende Stimulationsexperimente
durchgeführt. Die Stimulation erfolgte mit Hp 2802 MOI=1 bzw. 1 µg HcpA. Als
Positiv-Kontrollen wurden 5 µg bakterielles LPS bzw. 1 µg Ionomycin/PMA
verwendet. Negativkontrollen waren PBS bzw. die der HcpA Fraktion entsprechend
gereinigte Fraktion aus induzierten, nicht-transfizierten DS-2 Zellen (Abbildung 37).
Nicht bzw. nur mit PBS stimulierte PBMCs zeigen relativ hohe Konzentrationen von
sekretiertem IL-8 im Medium. Auch die Stimulation mit der verwendeten Negativ-
Kontrolle der HcpA Expression und Reinigung, dem Überstand aus nicht-
transfizierter, induzierter DS-2 Zellkultur, führte zur Produktion von IL-1β, IL-6,
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Abbildung 37: Von Hp 2802 bzw. HcpA induzierte Zytokine aus humanen PBMCs
Als Stimulantien wurden verwendet: A) Hp 2802 MOI=1, B) HcpA 1 µg, C) entsprechendes Volumen
der induzierten nicht-transfizierten DS-2 Kontroll-Zellline, D) PBS, E) 5 µg E. coli LPS und F)
Ionomycin/PMA.
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IL-8, IL-10 sowie TNFα. Die Stimulation mit HcpA hingegen zeigte ebenso wie die
Stimulation mit Hp im Vergleich zur Kontrolle erhöhte Konzentration an IL-12p70,
IFNγ und TNFα. LPS und Ionomycin/PMA induzierten ihrerseits eine deutliche
Ausschüttung von IL-1β bzw. IL-2, IL-13 und IFNγ.
Um den ausschließlich durch die Stimulantien erzeugten Effekt zu verdeutlichen,
wurde ein bereinigtes Zytokinprofil erstellt. Dabei wurden die durch Stimulation mit
Negativkontrollen (Überstand aus induzierter, nicht-transfizierter DS-2 Zellkultur,
sowie PBS) gemessenen Zytokinkonzentrationen von den durch Hp 2802 bzw. HcpA
stimulierten PBMCs produzierten Konzentrationen subtrahiert (Abbildung 38). Beide
verwendeten Stimulantien konnten aus humanen PBMCs wie auch schon aus
murinen Splenozyten eindeutige TH1 polarisierende Zytokinprofile mit vor allem IL-
1β, IL-8, IL-12, IFNγ und TNFα induzieren. Eine mögliche Restimulation bereits
vorhandener TH1 Zellen ist durch die Verwendung von PBMCs von serologisch Hp
negativen Spendern ausgeschlossen.
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Abbildung 38: Netto-Zytokinproduktion aus humanen PBMCs durch Hp 2802 und HcpA
Dargestellt sind die aus humanen PBMCs stimulierten Zytokine. A) Stimulation durch Hp 2802
abzüglich der durch PBS induzierten Zytokinkonzentrationen. B) Stimulation durch HcpA, abzüglich
der durch die beiden Negativkontrollen (DS-2 Kontrolle und PBS) induzierten Zytokine
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6 Diskussion

6.1 HcpA-Regulation in Helicobacter pylori
In dieser Arbeit wurde die Regulation der Expression, des Transports ins Periplasma
und der Sekretion von HcpA und HcpC untersucht. Eine Regulation der
Genexpression findet in Hp für viele, aber nicht für alle Gene statt. Ubiquitär und
konstitutiv exprimierte Gene sind häufig housekeeping bzw. housecleaning Gene,
wie beispielsweise nudA, das für NudA, ein der Proteinfamilie der Nudix (nucleosid
diphosphate linked to some other moiety X) Hydrolasen zugehöriges Protein kodiert
(Lundin et al., 2003). Die Transkriptionsanalyse auf der Basis von DNA-Microarrays
oder quantitativer RT-PCR und darauf gründende Schlussfolgerungen auf die
Expression der betreffenden Gene ist die für die Untersuchung der Genregulation
nahezu ausschließlich verwendete Methode (Merrell et al., 2003b; Beier et al., 1997;
Merrell et al., 2003a; Graham et al., 2002).
Einige Hp Gene werden in Abhängigkeit von der Wachstumsphase in ihrer
Transkription reguliert. So konnte beispielsweise für das Flagellin-Gen flaA eine
verstärkte Expression und deren Regulation über LuxS während der log-Phase im
Vergleich zur stationären Phase gezeigt werden (Loh et al., 2004).
Einen weiteren, die Hp Genexpression beeinflussenden, Faktor stellt der Kontakt mit
Epithelzellen dar. Nach Inkubation von Hp mit einer Magenzellline konnte eine
verstärkte Transkription von Virulenzgenen (cag3) und outer-membrane-Proteinen
(omp6, omp19), sowie die Minderung der Motiliät durch Expression veränderter
Flagellin-Gene wie pflA (paralysed flagella) und flgB festgestellt werden (Kim et al.,
2004).
Die Fähigkeit auf temperaturbedingten Stress mit der Expression von heat-shock-
Proteinen (Hsp) reagieren zu können, ist für Mikroorganismen entscheidend. Hsp
weisen meist Chaperon-Eigenschaften auf, d.h. wirken stabilisierend auf andere
Proteine. Für Hp konnte, wie auch in praktisch alle Prokaryonten, eine solche
Regulation verschiedener heat-shock-Protein Gene wie groESL, des hrcA-grpE-dnaK
Operons und des cbpA-hspR Operons durch die hitzeinduzierbaren heat-shock-
Regulator-Proteine HspR und HrcA gezeigt werden (Spohn et al., 2004).
Das jedoch für Hp am besten untersuchte Beispiel der Genregulation stellt das Fur
(ferric uptake regulator) Regulon dar. Diesem gehören verschiedenste Gene an, die
über die Bindung des Fur Proteins an die Konsensus-Sequenz (AATAATNNTNA) der
fur-abhängigen-Promotoren in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit von Eisenionen in
ihrer Expression beeinflusst werden (Delany et al., 2003; Merrell et al., 2003b). Eine
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verstärkte Transkription von u.a. vacA, napA und cagA konnte in vitro durch eine
Eisenmangelsituation induziert werden (Merrell et al., 2003b). Im Säugerorganismus
sind die extra-zellulären Eisenionen-Konzentrationen durch vielfältige Systeme zur
Eisenbindung wie Transferrine, Häm-Gruppen und Lactoferrine niedrig gehalten,
auch um Eisenionen dem Stoffwechsel potentieller bakterieller Pathogene zu
entziehen und damit das Wachstum von Prokaryonten zu verlangsamen (Otto et al.,
1992; Nuijens et al., 1996). Eisenmangel induziert in Hp die Expression von
Virulenzfaktoren, was zu einer besseren Verfügbarkeit von Eisen für Hp führt, da
diese Proteine durch Schädigung der Wirtszelle die Freisetzung von Eisen bewirken
können. So kann VacA die Durchlässigkeit der Membran von Epithelzellen für Eisen-
und Nickelionen erhöhen, NapA hat in vitro eine hohe, Bacterioferritinen
vergleichbare, Affinität zu Eisenionen und kann diese binden (Papini et al., 1998;
Tonello et al., 1999). Dies deckt sich mit klinischen Befunden, die
Eisenmangelerscheinungen bzw. eine verminderte Eisenabsorbtion mit einer
vorliegenden Hp Infektion in Verbindung bringen (Ciacci et al., 2004; Jeon et al.,
2004).
Temperaturanstieg und eine niedrige Eisenkonzentration können für pathogene
Mikroorganismen ein Signal für das Eindringen in einen Wirt darstellen, was die
differentielle Expression von Virulenzgenen erforderlich macht (Beier et al., 1997). Im
Falle von Hp gehört zu diesen Signalen sicherlich auch der sehr niedrige pH Wert im
Magenlumen. So überrascht es nicht, dass unter mild-saueren Bedingungen
(pH=5,5) die Expression von Hp Proteinen induziert wird, die zur Säuretoleranz des
Bakteriums beitagen (z.B. Urease), aber auch eine verstärkte Expression von
bekannten Virulenzfaktoren wie Flagellinen und Adhäsinen stattfindet (Merrell et al.,
2003a). Die Regulatorproteine NikR und Fur, die eigentlich für die Nickel- bzw.
Eisenionen-abhängige Transkriptonsregulation verantwortlich sind, werden durch
niedrige pH Werte ebenso wie durch die entsprechenden Metallionen aktiviert, was
einen engen Zusammenhang zwischen der metall- und der säureabhängigen
Expressionsregulation zeigt (Bury-Mone et al., 2004).
Die Aktivierung von NikR durch Ni2+ führt zu einer der säureinduzierten
vergleichbaren Expressionregulation, da sich zumindest Teile der Regulations-
kaskade überschneiden (van Vliet et al., 2004). Die Steuerung der Transkription
bestimmter Gene durch andere Metallionen konnte am Beispiel des
Kupfertransportproteins CopA, das mit der Sensitivität von Hp gegen Cu2+ assoziiert
ist, gezeigt werden (Bayle et al., 1998). Da copA in vielen untersuchten Helicobacter
spp. gut konserviert ist, wird angenommen, dass CopA Teil eines allen Helicobacter
spp. gemeinsamen Kupfer-Resistenzmechanismus ist (Ge et al., 1996). Die Analyse
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des Operons, dem copA angehört, zeigte, dass der Promotor dieses Operons sowohl
nach Zugabe von Cu2+ als auch nach einem Hitzeschock eine verstärkte
Transkription initiiert (Beier et al., 1997). Der molekulare Mechanismus dieser
Aktivierung ist jedoch noch nicht bekannt.
Ebenso wie durch Hitzeschock konnte auch ein durch Erhöhung der NaCl
Konzentration ausgelöster osmotischer Schock die Transkription von verschiedenen
Chaperonen steigern (Spohn et al., 1999; Spohn et al., 2002). Wie im Falle der
Eisenionen besteht auch ein klinischer Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der
Salzaufnahme und dem Risiko einer Hp Infektion (Beevers et al., 2004). So konnte
im Maus-Tiermodell gezeigt werden, dass eine Hoch-Salzdiät die Anfälligkeit der
Mäuse für eine Kolonisation mit Hp steigert (Fox et al., 1999).
Bisher konnte für kein Mitglied der Familie der Helicobacter-cysteine-rich-proteins
eine von pH, Temperatur, Nickel-, Kupfer- oder Kochsalzkonzentration abhängige
Expressionsregulation nachgewiesen werden (Merrell et al., 2003a). Eine
genomweite DNA-Microarray Analyse konnte nur während der logarithmischen
Wachstumsphase von Hp eine Zunahme der Transkription von hcpF um einem
Faktor 2,5 unter dem Einfluss von sehr niedrigen Eisenkonzentrationen im Medium
nachweisen (Merrell et al., 2003b).
Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse weisen auf eine differentielle
Expressionsregulation der hcp-Gene hin. Nach Substitution des Wachstumsmediums
mit FeCl2 konnten für HcpA deutlich und für HcpC leicht erhöhte Expressionsraten
nachgewiesen werden. Dies lässt auf eine Regulation über das Fur-Regulatorprotein
schließen. Da aber das kein hcp-Gen die Promotor-Konsensus-Sequenz des Fur-
Regulons aufweist, ist eine direkte Regulation über Fur nicht anzunehmen (Merrell et
al., 2003b), sondern eher von einer indirekten Regulation über direkt Fur regulierte
Genprodukte auszugehen, wie dieses beispielsweise auch von feoB2/3 vermutet wird
(Delany et al., 2001; van Vliet et al., 2002).
Außerdem konnte durch Zugabe von NiCl2 die Expression von HcpA und vor allem
HcpC stark reprimiert werden, was durch die Aktivierung der Repressorfunktionen
von NikR in Anwesenheit von Ni2+ erklärbar wäre.
Eine verstärkte Expression von HcpA konnte auch bei Inkubation unter mild saurem
pH, sowie unter dem Einfluss von O2 festgestellt werden. Die Expression von hcpA
unter saueren Bedingungen stützt die Vorstellung von HcpA als Virulenzfaktor, da Hp
als gastrisches Pathogen in vivo mit einem sauren Milieu konfrontiert ist und gerade
diese Situation die Expression von Virulenzfaktoren erforderlich macht.
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Die verstärkte Expression von HcpA und der vermehrte Transport ins Periplasma,
der beim Stamm Hp 2802 ∆comB9 auftritt, konnte keinem bisher bekannten
Regulationsmechanismus zugeordnet werden und bleibt daher unklar.
Der Sec-abhängige Transport von HcpA ins Periplasma scheint unter allen
getesteten Bedingungen ähnlich gut zu funktionieren, d.h. es ist eine eindeutige
Korrelation zwischen den zytoplasmatischen und den periplasmatischen Fraktionen
von HcpA festzustellen. Jedoch ist unklar, warum HcpC, das ebenfalls über eine Sec-
Signalsequenz verfügt, periplasmatisch nicht nachzuweisen ist. Dies deutet aber auf
eine differentielle Sekretion von HcpA und HcpC hin. Decker (2000) vermutete, dass
es sich beim Transport ins Periplasma und Sekretion von Hcps um unterschiedliche,
unzusammenhängende Phänomene handelt. Ein rein Sec-abhängiger Mechanismus
würde kein zytoplasmatisch vorliegendes Protein erwarten lassen. Das steht im
Widerspruch zu der unterschiedlichen intrazellulären Lokalisation von HcpA und
HcpC, die stark homologe Sec-Signalsequenzen aufweisen. Als möglicher Weg zur
Sekretion von HcpA und HcpC wird daher das membrane budding von Hp
vorgeschlagen, das zur Bildung Protein-beinhaltender outer membrane vesicles führt
und so einen möglichen Weg zur Übertragung bakterieller Proteine ins Magenepithel
darstellt (Fiocca et al., 1999; Keenan et al., 1998; Keenan et al., 2000a).
Eine weitere Regulation der HcpA Sekretion erfolgt offensichtlich erst mit dem
terminalen Schritt der Sekretion. Dies zeigt sich bei Betrachtung der Ansätze mit
FeCl2 oder NaCl im Medium. Bei Erhöhung der Eisenionen Konzentration konnte
zwar eine deutliche Zunahme des intrabakteriellen HcpA und HcpC beobachtet
werden, die sekretierte Menge an beiden Proteinen war jedoch im Vergleich zum
unter Standardbedingungen inkubierten Hp Stamm stark vermindert. Im Gegensatz
dazu konnte im Falle der Zugabe von NaCl keine Zunahme der zytoplasmatischen
Proteinkonzentrationen nachgewiesen werden: Periplasmatisch war HcpA nur in
vermindertem Maße vorhanden, extrazellulär waren jedoch deutlich erhöhte Mengen
an HcpA und HcpC detektierbar. Dies führt zu der Annahme, dass die Sekretion
beider Hcps in Anwesenheit von Eisenionen nur stark vermindert stattfindet, während
ein höherer Salzgehalt die Sekretion beider Genprodukte verstärkt. Das wiederum
lässt eine Regulation der an der Sekretion beteiligten Proteine und Strukturen
vermuten. Die niedrige Konzentration von HcpC im Kulturüberstand unter dem
Einfluss von Nickelionen kann auf die insgesamt geringe Expression dieses Proteins
zurückgeführt werden.
Die Mechanismen der Sekretion bei gram-negativen Bakterien und bei Hp speziell
sind (mit Ausnahme des Typ IV Sekretionsapparates der Cag-PAI) nicht gut genug
untersucht, um hier klare Aussagen über die beteiligen Proteine und deren
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Regulation treffen zu können. Lediglich allgemeine Daten zur Komplexität der
bakteriellen Sekretion sind bekannt (Pugsley, 1993). Dennoch zeigen die hier
erhaltenen Daten eindeutig die Bedeutung der Sekretion für die physiologisch
vorliegenden Proteinmengen. Damit stellt sich natürlich auch die Frage nach der
Relevanz der häufig verwendeten Transkriptionsanalysen, da die in vivo
vorliegenden Proteinkonzentrationen offensichtlich unabhängig von der Transkription
der entsprechenden Gene sein können. Daher ist in diesem Zusammenhang der
Nachweis der zu untersuchenden Gen-Produkte im Bakterium und dem
extrabakteriellen Lumen mittels immunologischer Methoden der
Transkriptionsanalyse vorzuziehen.
 Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Expression der Hcp-Gene hcpA
und hcpC einer positiven Regulation durch FeCl2 und einer Repression durch NiCl2
unterliegen, wenn auch eine direkte Regulation über die Effektor Proteine Fur und
NikR nicht angenommen werden kann. Darüber hinaus scheint der Sec-abhängige
Transport von HcpA ins Periplasma nicht durch die hier untersuchten Bedingungen
beeinflusst zu werden. Die Sekretion beider Proteine ist jedoch unabhängig von der
Regulation der Expression reguliert. So wird die Sekretion Eisenionen-abhängig
vermindert, sowie durch hohe Osmolarität des Wachstumsmediums verstärkt.

6.2 Expression von HcpA in Drosophila Schneider-2 Zellen
In dieser Arbeit konnte erstmals die Expression eines Hp Proteins mittels einer
Drosophila Schneider-2 (DS-2) Zellline beschrieben werden. Hp Proteine wurden
bisher in einigen unterschiedlichen Expressionssystemen, meistens jedoch in E. coli,
exprimiert. Die beschriebene Expression von rekombinanten Hp Proteinen ist in zwei
große Gruppen zu unterteilen. Einige Experimente hatten die funktionelle
Charakterisierung von Effekten ohne Aufreinigung der entsprechenden Proteine zum
Ziel. Beispielsweise wurde eine Magenepithel-Zellline mit cagA transfiziert, um in
vitro von CagA bedingte Effekte zu studieren (Higashi et al., 2002a). Auch die
Verwendung von genetisch modifizierten Salmonella typhimurium, die die UreB
Untereinheit von Hp exprimieren, als eventuelle Lebendvakzine und die Klonierung
und Untersuchung des Hp Harnstofftransporters UreI in Yersinia pseudotuberculosis
zählen hierzu (Liu et al., 2002; Sebbane et al., 2002). Bei dieser Methode kann aber
eine Beeinflussung der erhaltenen Versuchsergebnisse durch sekundäre bakterielle
Produkte nicht ausgeschlossen werden, was die Verfügbarkeit von biochemisch
möglichst rein vorliegenden Proteinen wünschenswert macht. Zur serologischen
Untersuchung von Patientenkollektiven wurde Hp Proteine in Bacillus brevis und
E. coli exprimiert (Chiba et al., 2002; Oliaro et al., 2000). Auch die bereits erwähnte
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Studie von Mittl et al. (2003b), die die Untersuchung von αHcp Titern zum Ziel hatte,
verwendete in E. coli exprimierte Antigene für antibody-capture ELISAs. Die
Strukturaufklärung von HcpB und HcpC, die von derselben Gruppe publiziert wurden,
fand mit dem gleichen Material statt (Lüthy et al., 2002; Lüthy et al., 2004). Die
Aufklärung aller bekannter Proteinstrukturen von Hp Proteinen wurde mit
prokaryontisch exprimierten Proteinen durchgeführt (Zanotti et al., 2002; Freigang et
al., 2002; Yeo et al., 2000). Hp Stoffwechselproteine wie HypA und HypB wurden
ebenso in E. coli exprimiert und anschließend aufgereinigt wie Hp outer-membrane
Proteine und heat-shock Proteine (Mehta et al., 2003; Wu et al., 2002; Peck et al.,
2001; Liu et al., 2000). Eine Studie, die sich mit der Untersuchung der
Stoffwechselwege von Hp beschäftigte, verwendete mit Saccharomyces cerevisiae
ein eukaryontes Expressionssystem zur rekombinanten Herstellung von GDP-l-
fucose-synthesizing-enzymes (GMD and GMER) Proteinen (Jarvinen et al., 2001).
Auch immunologische Fragestellungen wurden mit E. coli Material untersucht.
Verschiedene Vakzinekandidaten wie beispielsweise Hp Urease stammten aus
E. coli (Lee et al., 1999). Immunstimulatorische Eigenschaften konnten dem in E. coli
exprimierten HP-MP1 (Membranprotein 1) zugewiesen werden, nachdem das
rekombinante Protein Monozyten aktivieren konnte und die Freisetzung von IL-1α,
TNFα, IL-8 und MIF-1α aus diesen induzierte (Yoshida et al., 1999). Bei
immunologischen Experimenten muss jedoch immer die Frage nach der Reinheit der
Proteinpräparation gestellt werden, da eventuell kontaminierende bakterielle
Produkte wie E. coli LPS den beobachteten Effekten sehr ähnliche
immunstimulatorische Reaktionen auslösen können (Kobayashi et al., 1999; Harrison
et al., 2004).
DS-2 Zellen sind in der Literatur bereits als gut geeignetes System zur
rekombinanten Expression von viralen Antigenen und humanen Proteinen für
diagnostische, therapeutische und präventive Anwendungen beschrieben (Deml et
al., 1997; Gardsvoll et al., 2004). Im Vergleich zu Baculovirus-Expressionssystemen
hat die Verwendung von stabil transfizierten DS-2 Zellen Vorteile bezüglich der
Stabilität der Expressionszellline, der erreichbaren Protein-Ausbeute und der
relativen Kosten (Bernard et al., 1994). Die verwendete DS-2 Zellline, die mit dem
pMta/hcpA Plasmid stabil transfiziert wurde, zeigte eine über viele Passagen
gleichbleibende Eignung zur Expression von HcpA in großen Mengen. Die
Aufreinigung des rekombinanten Proteins gestaltete sich sowohl in Aufwand als auch
der erreichbaren Reinheit HcpA aus E. coli vergleichbar. Die pro Liter Kultur
erhaltenen Mengen an Coomassie-bandenreinem Protein waren mit dem DS-2
Expressionssystem deutlich höher als bei Expression in E. coli., was aufgrund des
Spezies-spezifischen codon-bias und der damit zusammenhängenden
Translationseffizienz nicht zu erwarten gewesen wäre (Stenstrom et al., 2001; Duret
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et al., 1999; Freeland et al., 1998). Zudem kann bei Expression in diesem
eukaryonten System eine Kontamination mit bakteriellem LPS mit Sicherheit
ausgeschlossen werden. Dass HcpA unabhängig vom verwendeten
Expressionssystem vergleichbare immunologische und immunstimulatorische
Eigenschaften zeigte, lässt auch die Möglichkeit eines LPS-bedingten Effekts der
E. coli HcpA Präparation unwahrscheinlich erscheinen. Eventuelle posttranslationale
Modifikationen, beispielsweise eine N-Glycosilierung, wie sie für in DS-2 Zellen
exprimierte Proteine beschrieben wurden, konnten für HcpA nicht beobachtet
werden, oder spielten für die Funktion keine Rolle (Benting et al., 2000).
Damit stellen stabil transfizierte DS-2 Zelllinien ein für die Expression immunologisch
zu untersuchender Proteine ein prinzipiell höchst geeignetes System dar.

6.3 Mechanismen der Immunstimulation durch HcpA
Als Problem aller in dieser Arbeit gezeigten immunologischen Assays sei hier
erwähnt, dass trotz Verwendung von theoretisch genetisch homogenen  Inzucht-
Mäusestämmen eine zum Teil deutliche Interassay-Varianz auftrat, d.h. die bei
Versuchswiederholungen gemessen Zytokinwerte konnten in ihren absoluten Werten
trotz vergleichbarer qualitativer Aussagen so stark schwanken, dass eine
mathematisch statistische Zusammenfassung mehrerer unabhängiger
Versuchsansätze nicht sinnvoll erschienen wäre. Daher sind die dargestellten Daten
immer Ergebnisse eines für die jeweilige Versuchsreihe repräsentativen
Experiments. Diese Problematik bei immunologischen Tier-Experimenten ist jedoch
bekannt und beschrieben (Decker, 2000; Aigner, 2001).

6.3.1 Kinetik der Zytokininduktion
Sowohl E. coli LPS als auch HcpA sind in der Lage aus naiven murinen Splenozyten
IFNγ, IL-12 und TNFα zu induzieren. Jedoch unterscheiden sich die Kinetiken der
Zytokinsekretion für TNFα. Nach Stimulation mit LPS konnte ein sehr schneller
Anstieg des sekretierten TNFα im Zellkulturmedium nachgewiesen werden, der nach
4 h den Maximalwert erreicht hatte und anschließend über den restlichen Zeitraum
des Experiments wieder abnahm. Diese extrem schnelle immunologische Reaktion
von Maussplenozyten auf bakterielles LPS ist bekannt und ausführlich untersucht. So
konnten Zhou et al. (2003) bereits 2 h nach Stimulation mit LPS maximale TNFα
mRNA Konzentrationen nachweisen, während 4 h bis 8 h nach Stimulation eine
deutliche Abnahme der TNFα mRNA Transkription auftrat. Nach Stimulation mit
HcpA wurde der maximale TNFα Wert erst nach 24 h gemessen und fiel dann bis
zum Zeitpunkt 36 h wieder ab. Dies weist zum einen auf unterschiedliche
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Wirkmechanismen von HcpA und LPS hin und zeigt indirekt die LPS-Freiheit des
verwendeten rekombinanten Materials. Die TNFα Freisetzung nach Stimulation mit
HcpA könnte ein Effekt der HcpA induzierten IL-12 Sekretion sein. APCs wie
Monozyten und dendritische Zellen reagieren auf Stimulation mit der Freisetzung von
IL-12 und können damit Makrophagen aktivieren, die ihrerseits daraufhin TNFα
sezernieren. TNFα sowie IL-12 induzieren wiederum die Produktion und
Ausschüttung von IFNγ aus NK und T-Zellen (Abbas et al., 2000).
Die hier wie in allen weiteren Experimenten verwendete LPS Konzentration von
5 µg/ml ist relativ hoch, jedoch nicht unüblich. Da murine Splenozyten z.B. im
Vergleich zu humanen Zellen deutlich insensitiver gegenüber einer Stimulation mit
LPS sind, führt dies zur Verwendung hoher LPS Konzentrationen. So sind Mengen
von 5-50 µg/ml E. coli LPS als Positivkontrolle in murinen Assay-Systemen
beschrieben (Freudenberg et al., 1991; Smithwick et al., 2003; Zediak et al., 2003).

6.3.2 Abhängigkeit der IFNγγγγ Sekretion von IL-12 und IL-18
Die Bedeutung einer TH1 polarisierten Immunantwort auf die Hp Infektion und von
IFNγ als TH1-Leitzytokin für die Ausprägung einer chronisch inflammatorischen
Infektionssituation im Magen ist ausführlich beschrieben. So konnten in IFNγ-
defizienten Mäusen nach Hp Infektion zwar erhöhte Kolonisationsdichten
nachgewiesen werden, eine Entzündungsreaktion bzw. die Infiltration der Mukosa
mit mononukleären Zellen unterblieb völlig (Sawai et al., 1999). Auch konnte im
Mausmodell nach Infektion mit H. felis durch die in vivo Neutralisation von IFNγ die
Ausprägung einer Gastritis signifikant reduziert werden (Mohammadi et al., 1996).
Die Hp Infektion hat die erhöhte Transkription der Gene für IL-12p40, IFNγ, TNFα
und iNOS im Magen zur Folge (Garhart et al., 2003a). Die molekulare
Signalkaskade, die Hp-abhängig zur IFNγ Freisetzung führt, ist noch unbekannt,
jedoch ist anzunehmen, dass TH1 polarisierende Zytokine wie IL-12, IL-18 und die
Mitglieder der IL-12 Zytokinfamilie IL-23 und IL-27 entscheidend daran beteiligt sind.
IL-18 ist ein von Makrophagen produziertes Zytokin, das synergistisch mit IL-12 die
IFNγ Produktion von NK und T-Zellen anregt (Abbas et al., 2000). Eine Hp Infektion
verstärkt die Sekretion von IL-18 im Magen (Fera et al., 2002; Tomita et al., 2001).
IL-18 knock-out Mäuse hatten nach Infektion mit Hp niedrigere gastrische IFNγ-Werte
und weniger infiltrierende CD4+ T-Zellen im Magen (Akhiani et al., 2004).
Durch in vitro Untersuchungen von naiven murinen Splenozyten konnten diese
Befunde auch für die Hp Infektion und die Stimulation mit HcpA bestätigt werden. Als
neutralisierende Antikörper wurden polyklonale Seren gegen IL-2, IL-12 und IL-18
verwendet. Es konnte nachgewiesen werden, dass IL-12 das für die Ausprägung der
TH1 polarisierenden Immunantwort durch Hp und HcpA das weitaus wichtigste
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Zytokin darstellt, dessen Neutralisation zum fast vollständigen Ausfall der
nachgeschalteten IFNγ Sekretion führt. IL-2 als T-Zell aktivierendes Zytokin und
Proliferations-Signal hatte auf die Sekretion von IFNγ nur wenig Einfluss. Durch
Neutralisation von IL-18 konnte gezeigt werden, das dieses Zytokin auch in dem hier
verwendeten Assay-System eine Bedeutung für die TH1 Polarisation und damit für
die Sekretion von IFNγ hat, jedoch war diese in jedem Falle geringer als der von IL-
12. Ein möglicher synergistischer Effekt von IL-12 und IL-18 konnte durch
gleichzeitige Neutralisation von beiden Zytokinen ausgeschlossen werden, auch hier
dominierte der durch Neutralisation von IL-12 allein erreichte Effekt. Die Überprüfung
der Spezifität der Neutralisation von IL-12, IL-18 und IL-2 erfolgte durch die
Untersuchung der Zytokinprofile der Ansätze. So konnte gezeigt werden, dass im
Rahmen der Messgenauigkeit tatsächlich jeweils nur das durch die entsprechenden
Antikörper beeinflusste Zytokin und IFNγ beeinflusst wurden.
Dabei muss berücksichtigt werden, dass gegenwärtig nicht für alle potentiell in
diesem Zusammenhang relevanten Zytokine Reagenzien existieren, die einen
immunologischen Protein-Nachweis von beispielsweise IL-18, IL-23 und IL-27
ermöglichen würden. Dennoch muss die mögliche Rolle dieser Zytokine
berücksichtigt werden. Vor allem IL-23 und IL-27 könnten in der durch Hp und HcpA
gleichermaßen induzieren Signalkaskade wichtige Rollen einnehmen. Strukturell sind
alle Mitglieder dieser Proteinfamilie sehr ähnlich, zum Teil sogar aus identischen
Untereinheiten aufgebaut (Holscher, 2004). Die große Proteinuntereinheit von IL-12,
IL-12p40 bildet zusammen mit der kleinen Untereinheit p35 biologisch aktives IL-
12p70, mit einer anderen kleinen Untereinheit (p19) jedoch funktionelles IL-23
(Holscher, 2004). So verwundert es nicht, dass diese strukturell sehr ähnlichen
Proteine auch viele Teile von Signalkaskaden gemeinsam nutzen und ähnliche
immunologische Funktionen wie die autokrine Aktivierung von APCs ausüben
können (Puccetti et al., 2002). IL-23 wird ähnlich wie IL-12 vor allem aus aktivierten
DCs freigesetzt und konnte die Ausschüttung von IFNγ aus einer Splenozyten-
Einzelzellsuspension induzieren (Oppmann et al., 2000; Wang et al., 2003). Dennoch
konnten immunologische, hauptsächlich die Zielzellen von IL-12 und IL-23
betreffende, Unterschiede zwischen diesen Zytokinen festgestellt werden. IL-12 wirkt
auf naive CD4+ T-Zellen, während IL-23 Gedächtnis-CD4+ T-Zellen aktiviert
(Lankford et al., 2003). Nur durch IL-23, nicht durch IL-12, kann die IL-17 Sekretion
aus Gedächtnis-CD4+ Zellen angeregt werden (Aggarwal et al., 2003). Auch einige
funktionelle Unterschiede konnten in letzter Zeit beschrieben werden. So bindet IL-23
besser an Maus-DCs als IL-12, beide führen zu IL-12 Sekretion, aber nur IL-23
konnte die Antigenpräsentation von CD8α + DCs verstärken (Belladonna et al.,
2002). Als drittes Zytokin der IL-12 Familie ist IL-27 bereits genannt worden. IL-27
setzt sich aus dem IL-12p40-related protein EBI-3 und dem IL-12p35-related protein
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p28 zusammen (Holscher, 2004). Durch IL-27 konnte die verstärkte Expression des
IL-12 Rezeptors und Aktivierung von naiven TH Zellen, sowohl in murinen als auch
humanen Zellen induziert werden (Cordoba-Rodriguez et al., 2003).
Wegen der großen Homologie von IL-12, IL-23 und IL-27 besteht die Möglichkeit,
dass als IL-12-neutralisierend beschriebene Antikörper auch mit IL-23 oder IL-27
kreuzreagieren und diese Zytokine beeinflussen können (Vandenbroeck et al., 2004).
Daher kann gegenwärtig durch IL-12 Neutralisierungsexperimente alleine die
Bedeutung dieses Zytokins nicht eindeutig belegt werden, sondern es muss immer
die Möglichkeit einer Abhängigkeit von IL-23 und/oder IL-27 in Betracht gezogen
werden.
Im vorliegenden Fall von Hp und HcpA ist jedoch die Wahrscheinlichkeit hoch, dass
IL-12 tatsächlich das entscheidende Zytokin ist. Da IL-23 vor allem auf Gedächtnis-
T-Zellen wirkt, in den vorliegenden Experimenten jedoch naive Mäuse verwendet
wurden und die Splenozyten nur für einen kurzen Zeitraum von 36 Stunden stimuliert
wurden, der für die Ausbildung von Gedächtnis-T-Zellen in jedem Falle zu kurz ist, ist
eine Beteiligung von IL-23 unwahrscheinlich (Abbas et al., 2000). Ein möglicher
Effekt von IL-27 kann hier nicht ausgeschlossen werden, jedoch ist die
Wahrscheinlichkeit für eine mögliche Kreuzreaktivität der αIL-12 Antikörper gegen IL-
27 aufgrund der Zusammensetzung von IL-27 aus IL-12 nur ähnlichen, nicht
identischen Untereinheiten, gering.

6.3.3 Untersuchungen an TLR4 defizienten Mäusen
Toll-like-receptors (TLRs) sind angehörige einer Familie von Typ I Transmembran
Rezeptoren, die einen extrazellulären leucin-rich-repeat und eine intrazelluläre
Toll/IL-1 Rezeptor (TIR)-Domäne aufweisen (Rock et al., 1998). Zuerst bei
Drosophila sp. als für die Ausbildung der dorsoventralen Achse verantwortliches Gen
entdeckt, dessen Signalkaskade Ähnlichkeiten mit dem IL-1 Signalmechanismus von
Säugern aufwies, konnten später Homologe dieses Rezeptors in Mensch und Maus
und deren Zugehörigkeit zum unspezifischen Immunsystem nachgewiesen werden
(Medzhitov et al., 1997). Zur Zeit sind 10 TLRs bekannt, die eine große Bandbreite
von Liganden erkennen, wobei einzelne TLR unterschiedliche, auch strukturell
verschiedene Liganden binden und eine angeborene Immunantwort auslösen
können (Medzhitov, 2001). Einige TLRs können außer den bisher bekannten
Homodimeren auch untereinander Heterodimere bilden, deren Funktionalität oder
Liganden noch unbekannt sind (Janssens et al., 2003) .
Hier wurde der Einfluss von TLR4 auf die von HcpA und Hp induzierte Immunantwort
untersucht. Bisher identifizierte Liganden von TLR4 sind das LPS gram-negativer
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Bakterien, Lipoteichonsäuren und das Respitatory-syncytial-virus Protein F (Kurt-
Jones et al., 2000; Medzhitov, 2001).
Die verwendeten Mäuse des Stammes C3H HeJ tragen in der TIR-Domäne ihres
TLR4 eine Mutation, die zu einem funktionalen Verlust der TLR4-Signaltransduktion
TLR4 führt (Poltorak et al., 1998). Diese Mäuse wurden im Vergleich zum isogenen
Wildtypstamm C3H HeN als LPS hyposensitiv beschrieben. Ein völliger Ausfall der
LPS-induzierbaren Immunantwort ist jedoch nicht zu beobachten und auch nicht zu
erwarten. Bereits früher konnten mit Lipopolysaccharid-bindig-protein (LBP) und
CD14 LPS-Rezeptor-Moleküle identifiziert werden, die zusätzlich mit TLR4 die
Immunreaktion gegen LPS gram-negativer Bakterien vermitteln (Kato et al., 2004;
Heumann et al., 2003; Heumann et al., 2002). In 293T-Zellen kann Nod1, ein
intrazelluläres Signalprotein, die LPS-induzierte Signaltransduktion unabhängig von
TLR4 und MyD-88 übernehmen (Inohara et al., 2001).
TLR4 wird von vielen Zellen des Immunsystems wie Makrophagen und DCs, aber
auch Magenepithelzellen exprimiert (Shiratsuchi et al., 2004; Rothfuchs et al., 2004;
Uronen-Hansson et al., 2004; Suzuki et al., 2003). Die Expression von TLR4 ist
jedoch stark reguliert und von den verwendeten Zelltypen und vom
Aktivierungszustand der jeweiligen Zellen abhängig (Janssens et al., 2003; Suzuki et
al., 2003). Als Co-Rezeptor für TLR4 ist inzwischen lösliches bzw.
membranständiges MD-2 identifiziert worden (Medzhitov, 2001). MD-2 bildet mit LPS
einen stabilen Komplex und erst dieser stellt den Liganden von TLR4 dar (Kennedy
et al., 2004).
Nach Stimulation von TLR4 defizienten Splenozyten mit Hp 2802 konnten im
Vergleich zu Splenozyten aus dem Wildtyp-Mäusestamm nur geringere IFNγ Werte
gemessen werden. Auch hier war eine vollständiges Ausbleiben der Immunreaktion
aufgrund der Komplexität des mit dem Gesamtbakterium dargebotenen Stimulans
nicht zu erwarten. Eine Reduktion des ausgeschütteten IFNγ um ca. 75% in den C3H
HeJ Mäusen nach Infektion mit Hp im Vergleich zum Wildtyp-Stamm demonstrierte
die Bedeutung von TLR4 für die von Hp induzierte Immunantwort. Die Stimulation mit
HcpA konnte keinerlei IFNγ Sekretion aus den TLR4 defizienten Mäusen induzieren.
Die nach Stimulation mit bekannt immunstimulatorischem E. coli LPS deutlich
geringeren Mengen des von den entsprechenden Milzzellen sezernierten IFNγ und
IL-6 im Vergleich zum Wildtyp zeigte die erwartete Hyposensitivität des TLR4
defizienten Mausstammes.
Dies bedeutet, dass HcpA den immunstimulatorischen Effekt direkt oder indirekt über
TLR4 ausübt. Die Signalkaskade über die TIR von auf der Zytoplasmamembran
lokalisiertem TLR4 und MyD88 ist jedoch sehr schnell (Palsson-McDermott et al.,
2004) und kann nur die mit LPS beobachtete Zytokinkinetik (vgl. 6.3.1), nicht die mit
HcpA beobachtete verzögerte Stimulation von Splenozyten erklären. Eine mögliche
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Erklärung hierfür liefert der Befund, dass TLR4 in einigen Zelltypen auch bzw.
ausschließlich intrazellulär vorliegt und dabei mit dem Golgi-Apparat und Mikrotubuli
assoziiert ist (Uronen-Hansson et al., 2004; Latz et al., 2002). Bei Untersuchung von
humanen DCs konnte festgestellt werden, dass diese im Gegensatz zu Makrophagen
auf der Zelloberfläche kein TLR4 und TLR2 tragen, und die Fähigkeit von DCs zur
Produktion von IL-12 nach Phagozytose von Erregern durch Zerstörung der
Mikrotubuli vollständig verloren geht (Uronen-Hansson et al., 2004). Auch für TLR9,
den Rezeptor für bakterielle DNA und deren unmethylierte CpG Motive konnte
nachgewiesen werden, dass die CpG DNA erst internalisiert werden und
anschließend eine Maturierung des Endosoms erfolgen muss, damit eine Aktivierung
von TLR9 stattfinden kann (Ahmad-Nejad et al., 2002).
Alternativ ist auch eine indirekte Aktivierung des TLR4 durch HcpA denkbar. Hp kann
die Expression von eukaryonten heat-shock Proteinen (Hsp) aus Mukosazellen
induzieren (Yeo et al., 2004; Rokutan, 2000). Diese Hsp wiederum sind kürzlich als
endogene Liganden von TLR4 beschrieben worden und können so Signalkaskaden
auslösen (Tsan et al., 2004b; Tsan et al., 2004a). HcpA könnte nun über einen
stressabhängigen Mechanismus die Freisetzung von Hsp induzieren, die ihrerseits
die TLR-abhängige Signaltransduktion verursachen.
Diese hypothetischen Mechanismen der IFNγ Induktion durch HcpA sind in
Abbildung 39 schematisch dargestellt.

Abbildung 39: Modifizierte, putative Mechanismen der IFNγ Induktion durch HcpA
Nach den neuen Erkenntnissen angepasste hypothetische Modellvorstellungen der Immunstimulation
durch HcpA (vgl. Abbildung 3). A) HcpA wird von DCs endozytiert, prozessiert und kann dann über
intrazellulär vorliegenden TLR4 die Signaltransduktion stimulieren. Daraufhin sezernieren die DCs IL-
12, das vor allem NKs zur Produktion von IFNγ anregt. B) HcpA induziert die Bildung und Freisetzung
von Hsp, diese binden daraufhin an TLR4 und induzieren die Sekretion von IL-12, das die Produktion
von IFNγ aus NK zur Folge hat.
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Eine Signaltransduktion von HcpA über in DCs intrazellulär vorliegenden TLR4 nach
Aufnahme durch Pino- bzw. Phagozytose und anschließender endosomaler
Prozessierung könnte die beobachtete Zeitverzögerung der HcpA induzierten TNFα
Freisetzung im Vergleich zu LPS erklären, das ja aus Makrophagen über den auf der
Zytoplasma-Membran liegenden TLR4 sehr schnell immunologische Reaktionen
auslösen konnte. Zur Untersuchung dieser Hypothese wäre eine
Nachweismöglichkeit für IL-23 wünschenswert, da dieses Zytokin der IL-12 Familie
die Unterscheidung von aktivierten Makrophagen und DCs und damit die
Identifizierung der HcpA Zielzelle erlauben würde (Oppmann et al., 2000). Auch der
indirekte Mechanismus der IL-12 Induktion durch HcpA induzierte Hsps könnte die
beobachtete zeitliche Verzögerung zwischen der LPS und der HcpA induzierten
TNFα Freisetzung erklären.

6.3.4 Restimulation HcpA immunisierter Mäuse
Die Verwendung von Adjuvantien kann die gegen das Antigen gerichtete
Immunantwort in ihrer Ausprägung entscheidend beeinflussen. Bekannte Adjuvantien
wie Freund's complete und incomplete Adjuvans, Titermax Gold und Alum führen zur
Ausbildung einer TH2 Immunantwort mit hohen IgG1 Serotitern, Monophosphoryl-
Lipid und CpG Oligo DNA unterstützen dagegen eine TH1 Polarisierung der
Immunantwort mit dominanter IgG2a Antikörperbildung (Weeratna et al., 2000).
Decker (2000) und Aigner (2001) konnten zeigen, dass die Immunisierung von Balb/c
und C57BL/6 Mäusen mit HcpA unter Adjuvierung von CpG Oligo DNA eine
ausgeprägte TH1 Antikörperantwort zur Folge hatte. Bei Verwendung von Alum als
Adjuvans konnte jedoch keine deutlich polarisierte TH2 Antwort, sondern nur ein
ausgewogener TH0 Antikörpertiter gegen HcpA beobachtet werden. Dies zeigt eine,
mit der nach Stimulation von naiven Maussplenozyten durch HcpA
übereinstimmende, TH1 polarisierende Eigenschaft des HcpA Proteins.
Die hier untersuchte Immunreaktion von Maussplenozyten nach vorrausgehender
Immunisierung der Tiere mit HcpA konnte diese auf humoraler Ebene erhaltenen
Ergebnisse auch für die zelluläre Immunantwort bestätigen. Naive Mäuse reagieren
wie HcpA-immunisierte Mäuse unabhängig vom verwendeten Adjuvans bei
Restimulation durch HcpA mit einer starken IFNγ Sekretion, die für eine TH1
Reaktion typisch ist. Die Sekretion von IL-5, die bei einer TH2 Reaktion zu erwarten
gewesen wäre, konnte nicht nachgewiesen werden. Splenozyten aus immunisierten
Mäusen reagierten jedoch auf eine Restimulation mit HcpA im Vergleich zur
Stimulation naiver Splenozyten mit einer verstärkten Sekretion von IFNγ, was zeigt,
dass die von HcpA ausgelöste, TH1-begünstigende Antwort des unspezifischen
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Immunsystems durch eine spezifische, adaptive TH1 Immunreaktion noch weiter
verstärkt werden kann.
Nur mit HcpA ohne Adjuvans immunisierte Mäuse zeigten nur sehr geringe Serum-
Antikörpertiter (Decker, 2000). Bei Restimulation der Splenozyten aus diesen
Mäusen mit HcpA war jedoch bezüglich aller gemessen Zytokine kein Unterschied zu
mit HcpA und Adjuvantien immunisierten Tiere festzustellen. Reproduzierbar war
jedoch eine verminderte Freisetzung von IFNγ von Splenozyten aus nur mit HcpA
immunisierten Mäusen auf die Stimulation mit lebendem Hp und E. coli LPS zu
beobachten, die bei Immunisierung mit HcpA und Adjuvantien nicht auftrat. Die
Ursache für dieses Phänomen ist unklar.

6.3.5 Gerbil-Infektionsmodell
In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer HcpA-Immunisierung auf die Ausprägung
der Entzündung nach Infektion mit Hp im Gerbil-Tiermodell untersucht. Die
Verwendung von Gerbils als Tiermodell für die Hp Infektion ist weit verbreitet
(Tatematsu et al., 2003; Sagar et al., 2004; Sun et al., 2004; Higuchi et al., 2003). In
Langzeitstudien konnte gezeigt werden, dass die Hp Infektion in Gerbils
reproduzierbar ursächlich für Ausbildung von Adenokarzinomen des Magens ist
(Zheng et al., 2004). Crabtree et al. (2004) konnten einen Zusammenhang mit dem
Geschlecht der verwendeten Gerbils und der Ausprägung der immunologischen
Reaktion auf Hp nachweisen. Dabei sind weibliche Tiere aufgrund einer
grundsätzlich stärkeren TH1 Antwort für die Untersuchung der Hp Infektionssituation
besser geeignet als männliche Tiere. Außerdem konnte in diesen Studien
nachgewiesen werden, dass weibliche Gerbils 4 Wochen Infektion bereits eine
ausgeprägte Antrum-Gastritis aufwiesen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den hier an
ausschließlich weiblichen Gerbils erzielten Ergebnissen.
Ein prinzipielles Problem der serologischen und immunologischen Untersuchung von
Gerbils stellt der Mangel an geeigneten Reagenzien dar. Eine Studie wurde mit
selbst hergestellten αGerbil-Ig Antikörpern durchgeführt (Yan et al., 2001).
Beschrieben ist jedoch auch die Kreuzreaktivität von eines kommerziellen αMaus-
IgGesamt Antikörpers mit Gerbil-Serumantikörpern (Mohanty et al., 2002). Dieser
Antikörper wurde auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Eine Differenzierung
von Immunglobulin-Subklassen zur Bestimmung der Polarisation der B-Zell-
Immunantwort ist mit diesem Antikörper aber nicht möglich.
Über den untersuchten Zeitraum von 4 Wochen post infectionem (p.i.) konnte eine
stetige Zunahme von αHp Gesamtlysat Antikörpern im Serum beobachtet werden.
Dagegen waren praktisch keine αHcpA Antikörpertiter nachweisbar, obwohl HcpA als
Antigen, das nach Infektion mit Hp Serotiter in Mensch und Maus herruft, bekannt ist
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(Decker, 2000; Mittl et al., 2003b; Cao et al., 1998). Dies kann auf die Kürze des
experimentellen Zeitraums zurückzuführen sein. Die Ausbildung einer vollständigen
Antikörper-Antwort kann zum Teil sehr lange Zeiträume beanspruchen.
Beispielsweise konnten erstmals 17 Wochen p.i. Antikörpertiter gegen die Alkyl-
Hydroperoxid-Reduktase, ein Hp Antigen, detektiert werden und nahmen dann bis
zur 26. Woche p.i. zu (Yan et al., 2001).
Die Infektion von Gerbils mit Hp Ca117G führte zur Bildung von Antikörpern, die im
Westernblot spezifisch mit Hp Proteinen reagierten. Sehr früh traten Antikörper
gegen die Proteine p23 und p30 auf, während gegen die Proteine p20 und p125 erst
3-4 Wochen nach Infektion Antikörper im Serum vorlagen. Diese von der
Infektionsdauer abhängige Entwicklung spezifischer Antikörper ist im Gerbil und beim
Menschen bekannt (Guruge et al., 1990). Kumagai et al. (2001) konnten im
Gerbilmodell zeigen, dass 2-8 Wochen p.i. eine primäre IgG Antwort gegen kleine
Moleküle (20, 25 und 30kDa) auftrat, jedoch erst 12 Wochen nach Inokulation
Antikörper gegen Proteine mit Molekulargewichten von 63, 66, 80, 110, 120, 150 und
160 kDa zu beobachten waren, wobei ein Zusammenhang zwischen der
Antikörperantwort gegen die kleinen Proteine und der histologischen Situation im
Magen zu verzeichnen war. Antikörper gegen die kleinen Proteine waren häufiger bei
Tieren mit Ulzera zu finden als in der Gruppe, die hyperplastische Polypen
entwickelte. Diese Gruppe konnte auch das „early-reactive“ 30 kDa Protein durch N-
terminale Sequenzierung als UreA identifizieren. Dieses Protein entspricht
wahrscheinlich dem in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nachgewiesenen p30,
gegen das bereits 2 Wochen nach Infektion ein Antikörpertiter nachzuweisen war.
Durch Vergleich der Immunreaktivität der Gerbilseren mit Lysaten verschiedener Hp
Stämme konnte hier zusätzlich das p125 Immunogen als CagA identifiziert werden.
Die nasale Immunisierungsroute hat viele beschriebene Vorteile. Dazu zählen das
praktisch nicht vorhandene Risiko von unerwünschten Infektionen und die leichte
Zugänglichkeit der Nase (Davis, 2001). Die Bildung von Serum-Antikörpertitern
gegen HcpA nach nasaler Immunisierung von Gerbils mit HcpA bzw. Ca117G
Gesamtlysat ließ sich jedoch nicht zeigen. Die mukosale Immunisierung hat aber
auch vor allem die Bildung von sekretorischem IgA zum Ziel, das nur ca. 10% des im
Serum vorliegenden Gesamt-Ig ausmacht und dessen Nachweisbarkeit mit den
verwendeten kreuzreaktiven αMaus-Antikörper zusätzlich fraglich ist (Kayser et al.,
1998; Abbas et al., 2000). Die Immunisierung erfolgte unter Verwendung von CpG
Oligo DNA als Adjuvans, da Aluminiumsalze bei oraler oder nasaler Immunisierung
als ineffektiv beschrieben sind (Petrovsky et al., 2004). Nach 4-wöchiger Infektion
waren die Serum-Antikörpertiter gegen Gesamtlysat des Infektionsstammes Hp
Ca117G, wie schon zuvor beobachtet, erhöht.
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Histologisch und bezüglich der Hp Kolonisationsdichte konnte kein Unterschied
zwischen immunisierten und nur mit PBS immunisierten Gerbils festgestellt werden.
Auch hier ist für einen Einfluss der Immunisierung der gewählte Zeitraum eventuell
zu kurz, da sich histologische Veränderungen zu Teil erst nach Monaten
manifestieren (Wirth et al., 1998; Sutton et al., 2004).
Wie oben erwähnt, ist die Verfügbarkeit von Reagenzien zum immunologischen
Nachweis von Gerbil-Proteinen, wie zellulären Oberflächenmarkern und Zytokinen,
sehr gering. Daher findet häufig die quantitative real-time PCR Verwendung, um die
differentielle Gen-Transkription als Surrogatmarker für die Expression verschiedener
Proteine nachzuweisen (Crabtree et al., 2004; Rieder et al., 2003). In dieser Arbeit
konnten verschiedene cDNAs immunologisch relevanter Gerbil-Gene kloniert
werden. Zum Nachweis von Gerbil-Zytokin mRNAs aus den Mägen der Hp Ca117G
infizierten Tiere wurden verschiedene TaqMan® Assays etabliert und optimiert. Das
Hauptaugenmerk lag auf den proinflammatorischen beziehungsweise TH1-
fördernden Zytokinen TNFα, IFNγ und IL-12. Da biologisch aktives IL12p70 aus zwei
Protein-Untereinheiten besteht, konnte dieses nicht über Nukleinsäurenachweise
detektiert werden. Von den Genen für die beiden Untereinheiten, IL-12p35 und IL-
12p40, wird üblicherweise das Gen für IL-12p40 als Maß für die Ausbildung einer
proinflammatorischen Zytokinantwort herangezogen (Duret et al., 1999; Garhart et
al., 2003a). IL-12p40 cDNA konnte jedoch in dieser Arbeit nicht erfolgreich kloniert
werden. Daher wurde hier die Transkription von IL-12p35 untersucht.
Die Transkription und Expression von lL-12p35 und IL-12p40 ist abhängig vom
untersuchten Organismus und Zelltyp stark unterschiedlich reguliert (Cheng et al.,
2001; Alleva et al., 2001; Goodridge et al., 2003; Choi et al., 2002). Dies ist
möglicherweise die Folge der von IL-12p40 gebildeten, unterschiedlichen Dimere. IL-
12p40 bildet mit IL-12p35 funktionelles IL-12p70, mit p19 IL-23 und kann zudem ein
Homodimer (IL-12p80) bilden (Holscher, 2004). Während IL-23 IL-12p70-ähnliche
immunologische Funktionen erfüllt, kann das IL-12p80 Homodimer durch Bindung an
den IL-12 Rezeptor diesen antagonistisch inhibieren (Holscher, 2004). Das erklärt
auch die Befunde, dass durch starke Expression von IL-12p40 das Ausmass der
Entzündung und der IL-18 Sekretion bei einer durch 2,4,6-Trinitrobenzol-Sulfonsäure
(TNBS) induzierten Kolitis gesenkt wird und die externe Zuführung von IL-12p80 die
nach Stimulation mit TNFα produzierten Mengen an IFNγ und IL-12p35 verringert
(Camoglio et al., 2002; Rothe et al., 1997). IL-12p35 stellt dagegen den limitierenden
Faktor der Synthese von IL-12p70 dar (Vaidyanathan et al., 2003). In humanen DCs
konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-12p40 nicht mit der Expression
von IL-12p35 oder der beobachtbaren Menge an sezerniertem IL-12p70 korreliert
(Kalinski et al., 2001). Der IFN-regulatory-factor (IRF)-1 reguliert in Makrophagen die
Expression von IL-12p35 und damit die Bildung von IL-12p70, nicht jedoch die
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Expression von IL-12p40. Damit ist der hier verwendete Nachweis von IL-12p35
mRNA für Rückschlüsse auf die Sezernierung von aktiven IL-12p70 besser geeignet
als IL-12p40.
Zur Normalisierung der durch quantitative PCR erhaltenen Werte wurde das Gen für
Hypoxanthin Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) als interne Kontrolle verwendet, da
dieses Haushaltsgen im Gerbil konstitutiv exprimiert wird (Mai et al., 1998).
Die etablierten TaqMan® Assays sind zur Messung der Zytokin-Gen Transkription
sehr gut geeignet. Unter den optimierten Bedingungen konnte ein linearer
Messbereich über Konzentrationsstufen von 8 Zehnerpotenzen erreicht werden,
während mit der ELISA-Technik nur ca. 2 Zehnerpotenzen in einem Assay
nachweisbar waren. Das Problem der TaqMan® Assays besteht jedoch darin, dass
nur die veröffentlichten cDNA Sequenzen der Gerbil Zytokin-Gene zur Verfügung
standen, jedoch keine Information über die gDNA. Daher konnten sonst übliche
Vorgehensweisen beim Design von qRT-PCR Oligo-DNAs (Primer und Sonden), wie
das Überspannen von Exon/Intron Grenzen, die die Amplifikation von gDNA
verhindern sollen, nicht angewendet werden. Deswegen sind die verwendeten
Primer/Sonden-Kombinationen auch in der Lage, noch nach RNA Aufreinigung
kontaminierende gDNA zu detektieren. Dieses Problem konnte jedoch durch einen,
der reversen Transkription vorgeschalteten, DNaseI Verdau minimiert werden. Bei
typischen Werten von ca. 4x104 nachgewiesenen Kopien pro Ansatz stellen die auch
nach DNaseI Verdau vorliegenden ca. 100 Kopien von gDNA einen
vernachlässigbaren Fehler von 0,25% dar.
Trotz keinerlei histologisch und mikrobiologisch feststellbarer Unterschiede zeigten
sich bei Messung der Zytokin-mRNAs in den Mägen der immunisierten und infizierten
Gerbils deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Immunisierungsgruppen. So
konnte ein eindeutiger Einfluss der HcpA Immunisierung auf die Transkription der
Gene von IFNγ, IL-12p35 und TNFα im Magen nachgewiesen werden. Die Mägen
der HcpA immunisierten Tiere wiesen deutlich erhöhte Mengen aller gemessenen
Zytokin-mRNAs auf, während zwischen den mit Hp Ca117G Lysat und nur mit PBS
immunisierten Tieren keine signifikanten Unterschiede in der Expression der Zytokin-
Gene auftraten. Offensichtlich wird durch mukosale Immunisierung mit HcpA die
Ausprägung der gastrischen TH1 polarisierten Immunantwort nach Hp Infektion
deutlich verstärkt. Die Auswirkung dieser Verstärkung auf die Pathogenese und das
Kolonisationsverhalten scheinen gering. Doch ist zu bedenken, dass in dem hier
durchgeführten Kurzzeitversuch später auftretende Effekte nicht nachzuweisen sind.
So könnte die verstärkte TH1 Immunantwort längerfristig zu einer erfolgreichen
Bekämpfung von Hp durch das Immunsystem führen, jedoch ist eine
Verschlimmerung der pathologischen Situation im Magen ebenso denkbar. Die
Klärung dieser Fragestellung kann nur mit Hilfe von Langzeitexperimenten erfolgen.
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6.3.6 Untersuchung von HcpA Mutanten
Die Verwendung von definierten HcpA Mutanten sollte der genaueren Aufklärung
immunstimulatorischer Bereiche von HcpA dienen. Außer eines in silico
vorhergesagten coiled-coil Motivs am carboxyterminalen Ende des Proteins waren
aufgrund des regelmäßigen Aufbaus aus α/α Helices keine sich eindeutig vom
restlichen Protein abgrenzenden Bereiche bekannt (Mittl et al., 2000). Deshalb wurde
durch site directed mutagenesis der HcpA Expressionsvektor dahingehend
verändert, dass zwei, in etwa gleich große, Fragmente von HcpA getrennt
voneinander exprimiert werden sollten. Außerdem wurde in einer hcpA Mutante der
coiled-coil Abschnitt deletiert. Fast alle Mutanten konnten in E. coli erfolgreich
exprimiert werden. Lediglich die HcpA Mutante „N-Terminus“ zeigte keine
nachweisbare Expression, was wahrscheinlich auf die geringe Größe dieses Poly-
Peptids zurückzuführen ist. Die theoretische Länge des N-Terminus Fragments
beträgt 94 Aminosäuren. Es ist bekannt, dass Peptide unter 100 Aminosäuren Größe
in E. coli nur schwierig stabil zu exprimieren sind, da diese oft sehr schnell
intrazellulär degradiert werden (Sambrook et al., 2001).
Die Stimulation von Maus-Splenozyten ergab, dass der carboxyterminale Teil von
HcpA ausreicht, um eine dem Wildtyp-Protein entsprechende IFNγ Sekretion
hervorzurufen. Dies zeigt die Bedeutung des Carboxyterminus für die
immunologische Funktion von HcpA. Die hcpA Mutante ohne coiled-coil Sequenz
induzierte nur eine um die etwa die Hälfte geringere IFNγ Produktion als
vollständiges HcpA. Der coiled-coil Bereich scheint somit ebenfalls wichtige, wenn
auch nicht entscheidende Aufgaben für die immunstimulatorischen Eigenschaften
von HcpA zu erfüllen. Coiled-coil Bereiche vermitteln oft Protein-Protein Interaktionen
wie Di- und Oligomeriserungen (Gilmour et al., 2003; De Crescenzo et al., 2004;
Rahaman et al., 2004). Diese Funktion der Protein-Protein Wechselwirkung wird
auch für das HcpA paraloge Protein HcpC postuliert (Mittl et al., 2003a; Lüthy et al.,
2004). Für dieses Protein konnte beispielsweise eine Homologie zu dem E. coli
Hsp70/Hsp90 heat shock organizing Protein Hop gezeigt werden. Hop vermittelt die
Bildung eines stabilen Komplexes der Chaperone Hsp70 und Hsp90, und fungiert
damit selbst als Ko-Chaperon (Agarraberes et al., 2001; Eustace et al., 2004;
Frydman et al., 1997). Somit könnte das HcpA coiled-coil Motiv eine ähnliche
Aufgabe erfüllen. Die putativen Partner der Wechselwirkung mit HcpA oder HcpC
sind jedoch nicht bekannt, eine Dimerisierung konnte ebenfalls nicht beobachtet
werden (Lüthy et al., 2004; Mittl et al., 2000).
Um die Aufklärung der immunologisch relevanten Bereiche von HcpA weiter zu
verfeinern, wurde das Protein in acht überlappende, jeweils ca. 50 Aminosäuren
große Peptide, unterteilt. Um die oben erwähnten Probleme bei der Expression
kleiner Polypeptide zu umgehen, wurden diese Bereiche nicht alleine, sondern als
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Fusionsprotein zusammen mit Maus-DHFR exprimiert. Dadurch konnte eine stabile
Expression in ausreichenden Mengen erreicht werden. Um eine immunologische
Beeinflussung der Experimente durch DHFR selbst auszuschließen, wurde dieses
Protein auch ohne HcpA-Fragmente exprimiert, entsprechend gereinigt und als
Negativkontrolle verwendet.
Alle HcpA-Fusionspeptide zeigten immunstimulatorische Eigenschaften. Die stärkste
Stimulation war mit dem Fusionspeptid Fp6 zu erreichen, diese war der durch HcpA
vergleichbar. Dieser Befund stimmt mit der durch die HcpA Mutante C-Terminus
induzierten Immunstimulation überein, da die Mutante C-Terminus die Aminosäure-
Sequenz des Fusionspeptids Fp6 vollständig beinhaltet.
Diese Ergebnisse stehen jedoch im Kontrast zu dem beobachteten Einfluss des
coiled-coil Abschnittes von HcpA, da dieser in den verwendeten Fusionspeptiden nur
in Fp8 repräsentiert ist, allen anderen Fusionspeptiden jedoch fehlt. Möglicherweise
kann das coiled-coil Motiv im vollständigen Protein sowie in der Mutante C-Terminus
eine stabilisierende Funktion ausüben, die bei den Fusionspeptiden von DHFR
übernommen wird. Es konnten jedoch zumindest durch PAGE unter denaturierenden
Bedingungen keine Unterschiede zwischen HcpA-coil und HcpA bezüglich der
Stabilität festgestellt werden. Doch ist zu bedenken, dass eventuelle schwache, nicht
kovalente Wechselwirkungen, mit dieser Methode nicht beobachtet werden könnten.

6.3.7 Epitopemapping
Durch Epitopemapping konnten Bereiche von HcpA identifiziert werden, die für die
Interaktion von HcpA mit Antikörpern und T-Zellen verantwortlich sind. Unter
Epitopemapping versteht man die Identifizierung von definierten Abschnitten von
Antigenen, die für deren immunologischen Eigenschaften bestimmend sind. Meistens
sind die Antigene dabei Proteine, aber auch alle anderen Moleküle, wie
beispielsweise langkettige Zucker, chemische Verbindungen oder Farbstoffe können
Epitope beinhalten und so Immunreaktionen auslösen (Beezhold et al., 2004; Wu et
al., 1999). Die Kartierung dieser Epitope gibt Aufschluss über die molekularen
Wirkungsmechanismen, die der Erkennung bestimmter Antigene durch das
Immunsystem zugrundeliegen. Beim Design von Vakzinen können schwach
immunstimulatorisch wirkende Substanzen molekularbiologisch oder biochemisch so
verändert werden, dass eine Immunreaktion gegen diese verstärkt wird oder durch
geschickte Wahl des Immunogens spezifische Zellpopulationen angesprochen
werden (Kjerrulf et al., 1997; Sherev et al., 2003). Klinisch ist die Kenntnis von
antigenen Determinanten interessant, da Erkennung von bestimmten Epitopen durch
das Immunsystem oft Rückschlüsse auf eine vorliegende Erkrankung bzw. deren
Ausprägung ermöglicht (van der Geld et al., 2004; Mealey et al., 2003). Auf Basis
von definierten Epitopen können diagnostische Tests wie Immunoassays zum
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serologischen Nachweis von Antikörpern etabliert bzw. verfeinert werden. Chemisch
synthetisierte Peptide können in großer Menge und Reinheit produziert werden.
Durch ihre Verwendung anstelle von rekombinant exprimierten Proteinen oder
größtenteils undefinierten Mischungen von Antigenen, wie sie in Ganzkeimlysaten
vorliegen, sinkt die Gefahr von ungewollten unspezifischen Wechselwirkungen
drastisch (Mahler et al., 2003).
Zur Aufklärung von Epitopen existiert ein breites Spektrum an Methoden. Phage
display Antigen Bibilotheken oder genomische Expressions-Bibilotheken mit
Peptidlängen von 10 bis 100 Aminosäuren erlauben die genomweite Suche nach
unbekannten Antigenen und deren Epitopen (Jenne et al., 1998; Henics et al., 2003).
Wenn das zu untersuchende Antigen als solches bereits bekannt ist, wird am
häufigsten die sogenannte PEPSCAN Methode verwendet (Sospedra et al., 2003;
Geysen et al., 1987). Dabei wird die in Frage kommende Protein-Primärsequenz in
viele, sich überlappende, synthetische Oligo-Peptide unterteilt und diese einzeln,
meist im Mikrotiterplatten-Maßstab, auf Reaktivität hin untersucht. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass durch die kommerzielle Verfügbarkeit von synthetischen Peptiden
eine sehr schnelle Identifizierung von Epitopen ermöglicht wird (Routsias et al.,
2004). Diese Methode wurde bereits erfolgreich zur Identifizierung von Epitopen aus
vielen Pathogenen wie Rinderpest-Virus, HIV, Chlamydien, Mycobakterien,
Trypanosomen, Anaplasma marginale, Streptokokkus sp. und auch Hp eingesetzt
(Choi et al., 2004; Draenert et al., 2003; Miles et al., 1989; Pereira et al., 2004;
Garcia-Garcia et al., 2004; Goetsch et al., 2003; Bogdanos et al., 2004; McClain et
al., 2001). Bei Anwendung der PEPSCAN Methode ist jedoch zu beachten, dass die
optimale Länge der Peptide und des jeweils mit dem nächstfolgenden Peptid
überlappenden Anteils vom vorgesehenen  Verwendungszweck abhängig ist
(Kammerer et al., 1997). Am häufigsten werden synthetische Peptide mit 11-16
Aminosäuren verwendet (Choi et al., 2004; Pereira et al., 2004; Tolfvenstam et al.,
2000). Diese erlauben die Kartierung von sowohl B- als auch T-Zellepitopen, wobei
15mer Peptide, die sich um jeweils 11 Aminosäuren überlappen, momentan als
optimal angesehen werden (Hoffmeister et al., 2003). Nach diesen Kriterien wurden
auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Peptide ausgewählt. Die PEPSCAN
Methode wurde hier mit 15mer Peptiden durchgeführt, die aus jeweils 14
spezifischen Aminosäuren und einem aus technischen Gründen bedingtem,
carboxyterminalen Glycin bestehen. Benachbarte Peptide überlappten um 11
Aminosäuren. Probleme der PEPSCAN Methode sind, dass sich aufgrund der Kürze
der verwendeten Peptide kaum Sekundärstrukturen und keine Tertiär- oder
Quartärstrukturen ausbilden können und deshalb nur lineare B-Zell Epitope
nachgewiesen werden können (Routsias et al., 2004). Außerdem ist bekannt, dass in
intakten Proteinstrukturen eingebettete Peptide andere antigene Eigenschaften
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aufweisen können als frei vorliegende Peptide (Martineau et al., 1996; Cooper et al.,
1997). Daher sollte die Überprüfung von durch PEPSCAN identifizierten Epitopen
mittels einer zweiten Epitopemapping Strategie erfolgen. Dafür stehen die
enzymatische Degradation von vollständigen Proteinen und die Untersuchung der
erhaltenen Peptide, sowie die molekulargenetische Herstellung von rekombinant
exprimierten, aus Stabilitätsgründen meist als Fusionsprotein an Carrier-Proteine
gekoppelten Peptiden zur Verfügung (Routsias et al., 2004; Seah et al., 2000;
Sambrook et al., 2001). Ein zusätzlicher Vorteil dieser Methoden ist, dass so
zumindest theoretisch auch der Nachweis von strukturellen B-Zell Epitopen möglich
ist. Nachteile sind, dass durch die größere Länge der zu untersuchenden Einheiten
keine präzise Epitop-Zuordnung möglich ist, nicht alle Proteine einem für das
Epitopemapping sinnvollen proteolytischem Abbau zugänglich sind, oder ein Einfluss
des verwendeten Carrier-Proteins auf die Antigenität des Fusionspartners nicht
ausgeschlossen werden kann (Routsias et al., 2004; Ogunniyi et al., 2002). Zur
Kontrolle der PEPSCAN Ergebnisse wurden diese hier mit den bereits in 6.3.6
erwähnten HcpA/DHFR Fusionspeptiden überprüft.
Der Nachweis der Interaktion zwischen Antikörpern und den Peptiden kann direkt
oder indirekt erfolgen. Das indirekte Epitopemapping erfolgt mittels
Kompetitonsassays, d.h. das zu untersuchende Peptid wird zusammen mit den
Antikörpern vorinkubiert, um eine Absättigung der gegen das Peptid gerichteten
Antikörper zu erreichen. Im Anschluss daran wird die Verminderung der
Bindungsfähigkeit dieser abgesättigten Antikörper gegen das gesamte Protein-
Antigen bestimmt. Dieser Ansatz ist jedoch nur bei Untersuchung von monoklonalen
Antikörpern oder bei Vorliegen eines einzelnen immunodominanten B-Zell Epitops
sinnvoll, da polyklonale Seren meist mehrere Epitope erkennen und die
Bindekapazität des Gesamtsserums durch Neutralisation nur gegen ein Epitop
gerichteter Antikörper nur geringfügig beeinflusst wird (Pereira et al., 2004). Da in
dieser Arbeit ausschließlich polyklonale Seren verschiedener Herkunft verwendet
wurden und kein Hinweis auf ein einzelnes, eventuell immunodominantes Epitop
vorlag, wurde die Interaktion von Antikörpern und den Peptiden direkt bestimmt.
Dieser direkte Nachweis von Epitopen erfolgt durch antibody-capture ELISA. Dabei
werden die Peptide an einer Matrix-Oberfläche, meist Mikrotiterplatten oder
Nitrozellulosemembranen, fixiert und nach der Inkubation mit dem zu
untersuchenden Serum die Menge der an die immobilisierten Peptide gebundenen
Antikörper nachgewiesen. Die Bindung der Peptide an die Matrix-Oberfläche erfolgt
in der Regel über hydrophobe Wechselwirkungen (Pereira et al., 2004). Dadurch
erfolgt jedoch eine ungerichtete Anlagerung der Peptide an die Oberfläche, was
möglicherweise vorhandene Epitope für Antikörper unzugänglich machen könnte,
darüber hinaus können unterschiedliche hydropathische Eigenschaften der Peptide
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unterschiedliche Bindungsstärken zur Folge haben (Gregorius et al., 1999). Daher
werden kovalente Bindungen von Peptiden an die Matrix, beispielsweise über Poly-L-
Lysin oder aktivierte Dextranmoleküle, im allgemeinen als zuverlässiger angesehen.
Diese Methoden machen jedoch oft mehrstufige Reaktionen oder die chemische
Modifikation von reaktiven Seitenketten (z.B. Cysteinen) der Peptide erforderlich, die
wiederum mit Änderungen der Antigenität einhergehen können. Da beide Methoden
zur Immobilisierung Vor- und Nachteile haben und in der Literatur erfolgreich
verwendet wurden, wurde hier die für HcpA etablierte Methode des Coating an
Mikrotiterplatten auch für die von HcpA abgeleiteten Peptide angewendet (Pereira et
al., 2004). Um durch ungerichtete Bindung auftretende Probleme zumindest zum Teil
ausschließen zu können, wurden die Peptide noch zusätzlich per (Dot-)
Westernblotting überprüft. Dabei ergaben sich dem ELISA vergleichbare Aussagen
über das Bindungsverhalten der Serumantikörper gegenüber den Peptiden, was die
ELISA Ergebnisse untermauert. Es zeigte sich, dass der ELISA in diesem Falle das
sensitivere Verfahren darstellt und für die Untersuchung sowohl der linearen
synthetischen Peptide als auch der Fusionsproteine gut geeignet ist.
Das experimentelle Epitopmapping wird zunehmend durch in silico Methoden zur
Voraussage von potentiellen Epitopen unterstützt. Es existieren Algorithmen zur
Vorhersage von T- und B-Zell Epitopen auf Grundlage von MHC-Bindung, räumlicher
Struktur oder Aminosäuresequenz (Veeraraghavan et al., 2004; Tiwari et al., 2004;
Forsthuber et al., 2001; De Groot et al., 2003; Bhasin et al., 2004). Damit lassen sich
die zu untersuchenden Bereiche von Antigenen bereits im Vorfeld praktischer
Versuche eingrenzen. Jedoch müssen natürlich alle in silico gewonnenen
Erkenntnisse experimentell überprüft werden, da Algorithmen nur
Wahrscheinlichkeiten angeben können, reale Epitope jedoch aus vielen Gründen
nicht in die zur Berechnung verwendeten Schemata fallen und so unentdeckt bleiben
könnten (Konya et al., 1997; Forsthuber et al., 2001; Khanna, 2004). Beispielsweise
können auch rein auf Sequenzhomologien beruhende Aussagen über bekannte
Epitope in anderen Proteinen zu falschen Ergebnissen führen, wenn durch die
Protein-Faltung die Epitopsequenz räumlich nicht für Antikörper zugänglich ist, d.h.
ein Kryptotop bildet (Bogdanos et al., 2004; Mahler et al., 2003; Mesleh et al., 2002).
Die beste Methode ist daher die praktische Untersuchung des gesamten, in vivo
vorkommenden Antigens. Auch für HcpA wurde eine in silico Vorhersage von
putativen B-und T-Zell Epitopen durchgeführt. Die dabei identifizierten Bereiche
deckten sich zum Teil gut mit den durch experimentelle Daten ermittelten
Proteinabschnitten. Die vorhergesagte Antigenität war jedoch für das gesamte
Protein sehr hoch, sodass in etwa 50% der Aminosäure-Sequenz als putative B-Zell
Epitope in Frage kamen. Dieser hohe Prozentsatz führt zwangsläufig zu
Übereinstimmungen zwischen den vorhergesagten und realen B-Zell Epitopen,
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macht durch die geringe Einschränkung der möglichen Epitope die in silico Analyse
in diesem Fall aber nahezu unbrauchbar.
Auffällig ist, dass die mit den meisten bzw. allen Seren definierbaren strukturellen B-
Zell Epitope von HcpA an den jeweiligen Protein-Enden auftraten. Solche
Phänomene sind bekannt (Gampfer et al., 2002; Decker et al., 2000). Eine
gleichmäßige Verteilung von Epitopen in antigenen Proteinen ist zwar beschrieben,
bildet aber anscheinend die Ausnahme (Helm et al., 2000). Oft finden sich kurze
Bereiche in Proteinen, die viele Epitope beinhalten, während andere Abschnitte keine
nachweisbaren Epitope zeigten (Jacquemin et al., 2003; Estienne et al., 2002;
Schulze et al., 2003). Als Erklärung hierfür wird die Struktur der Antigene
herangezogen, da die Bindung von Antikörpern an räumlich exponierten und dadurch
zugänglichen Bereichen stattfindet. Das kann die Beobachtung erklären, dass
Epitope häufig an den amino- bzw. carboxyterminalen Enden von Proteinen
nachgewiesen werden, da diese auch in korrekt gefalteten Proteinen oft freiliegen
(Decker et al., 2000; Viudes et al., 2001; Vinion-Dubiel et al., 2001). T-Zell Epitope
liegen auch häufig in unmittelbarer Nachbarschaft von B-Zell Epitopen (Castelletti et
al., 2004; Cribbs et al., 2003). Subramanian et al. (2003) zeigten, dass einzelne
Peptide, die gleichzeitig B- als auch T-Zell Epitope aufweisen, immunogener wirken
als nur entweder B- oder T-Zell Epitope tragende Peptide. Das in HcpA
nachgewiesene putative T-Zell Epitop LTE3 liegt nicht in unmittelbarer Nähe zu den
B-Zell Epitopen. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass die Bestimmung der B-Zell
Epitope mit Kaninchenserum und das Mapping der putativen T-Zell Epitope im
Maussystem stattfand und die Herkunft des Probenmaterials aus unterschiedlichen
Organismen diesen Befund erklären könnte. Da die Erkennung von Epitopen bereits
in Individuen derselben Spezies unterschiedlich ist und sich die in verschiedenen
Spezies reaktiven Epitope zusätzlich unterscheiden, überrascht es, dass major B-Zell
Epitope, d.h. Epitope, die von allen getesteten Seren, unabhängig von deren
Herkunft erkannt werden, doch relativ häufig auftreten (Schulze et al., 2003).
Beispielsweise wies ein Protein G Derivat aus Streptococcus sp. im Maussystem 7
B-Zell und 2 T-Zell-Epitope auf, während im humanen System 4 B-Zell Epitope und 3
T-Zell-Epitope gezeigt werden konnten. Davon waren jeweils 3 B-Zell Epitope und 1
T-Zell-Epitop Mensch und Maus gemeinsam (Goetsch et al., 2003). Antikörper-
Reaktivitäten gegen 5 B-Zell Epitope des respiratory syncytial virus subgroup A
(RSV-A) G Proteins konnten identisch in Mäuse- und Humanseren nachgewiesen
werden (Plotnicky-Gilquin et al., 1999).
Wie bereits bei Immunisierung und Restimulation mit Volllängen HcpA beobachtet,
hatte die Immunisierung unabhängig von der Adjuvierung nie die Ausbildung einer
TH2 Immunantwort zur Folge. Die nach Restimulation von Splenozyten aus
immunisierten Mäusen oder Stimulation von naiven Splenozyten gemessene
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Immunantwort gegen die Fusionspeptide unterschied sich nur geringfügig. Daher
scheint der Effekt der Stimulation der adaptiven Immunantwort additiv zum
immunstimulatorischen Effekt auf das angeborene Immunsystem zu sein. Trotzdem
war eine gegen HcpA gerichtete, adaptive Immunantwort nachzuweisen, die die
Bestimmung des putativen Maus T-Zell Epitops LTE3 erlaubte. Die Identifizierung der
beiden anderen putativen T-Zell Epitope LTE1 und LTE2 muss vorläufig als fraglich
gelten, da sich die Immunantwort gegen diese Peptidsequenzen nicht reproduzieren
liess.
Das Epitopemapping von Hp Proteinen beschränkte sich bisher ausschließlich auf
die bekannten Virulenzfaktoren VacA, die beiden Untereinheiten der Urease UreA
und UreB und das heat-shock Protein Hsp60 (Vinion-Dubiel et al., 2001; Burnie et al.,
1996; Hirota et al., 2001; Kamiya et al., 2002). Dabei konnten VacA B-Zell Epitope
und definierte Bereiche von VacA identifiziert werden, die für die zytotoxische
Funktion entscheidend sind (Liu et al., 2004; McClain et al., 2001). Die Kenntnis von
Urease-Epitopen konnten zur Etablierung von serologischen Tests mit synthetischen
Peptiden als capture Antigen genutzt werden. Das Wissen um die Bindungsstellen
neutralisierender αUrease Antikörper ermöglichten Rückschlüsse auf die Struktur
des Enzyms (Burnie et al., 1996; Fujii et al., 2004; Hirota et al., 2001). Ein
spezifisches Epitop des für primäre humane Magenepithelzellen immunstimulatorisch
wirkenden Hsp60 konnte als Peptid-Vakzine zusammen mit Freund’s complete
Adjuvans eine Reduktion der Hp Keimzahl im Mausmagen erreichen (Yamaguchi et
al., 1999; Yamaguchi et al., 2000). Ein 15mer Peptid, das ausschließlich im
Flagellenprotein FlgE von H. hepaticus zu finden ist, konnte im Mausmodell als T-Zell
Epitop von klonalen TH1 CD4+ Zellen identifiziert werden (Kullberg et al., 2003).
HcpA stellt damit bisher eines der wenigen Hp Proteine dar, die in dieser
Ausführlichkeit immunologisch untersucht wurden. Unter Verwendung des
Kaninchenserums konnten 5 distinkte lineare minor B-Zell Epitope identifiziert
werden, die jedoch nicht mit Immun-Seren aus anderen Organismen bestätigt
werden konnten. Drei dieser Epitope zeigten starke, zwei nur schwache
Antikörperbindung. Eine eindeutige Immunodominanz eines einzelnen Epitops war
nicht festzustellen.
Es ist bekannt, dass unterschiedliche Hp Stämme eine hohe genetische Diversität
mit durchschnittlich alle 25 Basen auftretenden Nukleotid-Poylmorphismen
aufweisen, die hauptsächlich auf die natürliche Kompetenz von Hp bei der DNA-
Aufnahme, horizontalen Gentransfer und die Integration von Plasmiden
zurückgeführt wird (Alm et al., 1999b). Bei Untersuchung von 97 Hp Stämmen konnte
eine höhere allelische Variabilität von Hp als bei praktisch allen anderen bekannten
human- oder tierpathogenen Erregern festgestellt werden (Go et al., 1996; Hazell et
al., 1997). Mittels pulsed-field Gelelektrophorese (PFGE) untersuchte genomische
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Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen (RFLP) konnten nur zwischen zwei
unzusammenhängenden Hp Isolaten ein identisches Bandenmuster nachweisen, alle
anderen untersuchten Hp Stämme hatten jeweils einzigartige Bandenmuster (Taylor
et al., 1992). Ebenso ist auch keines der hier untersuchten hcpA Gene aus 13
verschieden Hp Isolaten mit einem anderen identisch. Dennoch zeigte der Vergleich
der HcpA Proteinsequenzen, dass in allen untersuchten, natürlich vorkommenden,
Hp Stämmen ein vollständiger hcpA ORF vorlag. Der Konservierungsgrad der von
den Nukleotidsequenzen abgeleiteten Proteinsequenzen liegt mit 95-99,6%
identischen Aminosäuren für Hp sehr hoch, ist aber für mit der Umgebung von Hp
interagierenden Proteinen eher die Regel. CagA hatte in verschiedenen Hp Isolaten
Aminosäuresequenz-Ähnlichkeiten von 93-97% (Tao et al., 2004). Die Familie der
Hop OMPs zeigen ca. 95% Sequenzidentität in verschieden Hp Stämmen (Peck et
al., 2001). HopZ stellt in dieser Familie mit nur ca. 80% identischen Aminosäuren die
Ausnahme dar (Peck et al., 1999). In HcpA sind insbesondere die der ganzen Hcp
Proteinfamilie namensgebenden Disulfid-Motive höchst konserviert. Disulfidbrücken
stellen strukturell sehr stabile und prominente Proteinbereiche dar, weshalb auch in
Nähe von Cystein-Cystein Bindungen B-Zell Epitope verstärkt auftreten (Plotnicky-
Gilquin et al., 1999). Auch die linearen HcpA B-Zell Epitope LBE1, LBE2, LBE3 und
LBE4 liegen in unmittelbarer Nähe oder direkt im Bereich der konservierten
Disulfidbrücken von HcpA. Ebenso sind der carboxyterminale Bereich von HcpA und
die darin liegenden B-Zell Epitope LBE5 und SLBE3 extrem konserviert.
Der Vergleich der ermittelten Epitopsequenzen mit den Sequenzen anderer Hcps
zeigte, dass HcpC bezüglich dieser Teilsequenzen stark homologe Bereiche
aufweist. Ein lineares, vom Kaninchenserum erkanntes Epitop ist in HcpA und HcpC
zu 100% identisch. Dadurch lässt sich auch die beobachtete Kreuzreaktivität des
Kaninchen-αHcpA Immunserums mit HcpC erklären (vgl. 5.1.3). Die außerhalb von
HcpC gefundenen Homologien für die Epitopsequenzen erstreckten sich
ausschließlich auf die Familie der Hcps, waren jedoch alle nur von niedrigen
Identitätswerten. Diese Homologien lassen sich wahrscheinlich durch den allen Hcps
gemeinsamen modularen Aufbau erklären (Lüthy et al., 2002). Alle mit HcpA
immunisierten Tiere wiesen Antikörper gegen die strukturellen B-Zell Epitope an den
respektiven Enden von HcpA auf. Bei Untersuchung von Seren von Hp Infizierten
konnte auch mit dieser kleinen Auswahl an Patientenseren keine eindeutige
Korrelation zwischen αHcpA Titer und αHp Titern beobachtet werden, und bestätigt
damit die von Decker (2000) erhaltenen Daten aus 492 Patientenseren. Dort wurde
dieser Sachverhalt auf das zum Teil stark unterschiedliche Sekretionsverhalten
verschiedener Hp Stämme zurückgeführt. Das carboxyterminal gelegene Epitop
SLBE3 zeigte jedoch zusätzlich auch mit den Seren aus Hp infizierten Patienten eine
Antikörperbindung und stellt damit ein major B-Zell Epitop dar. Das Fusionspeptid
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Fp8, das das Epitop SLBE3 enthält, wies auch gute immunstimulatorische
Eigenschaften auf. Damit ist diese Aminosäuresequenz ein aussichtsreicher
Kandidat für die Entwicklung einer Vakzine oder diagnostischer Tests.

6.3.8 Zytokininduktion aus humanen PBMCs
Die Verwendung von Mäusen als Tiermodell für die Aufklärung immunologischer
Fragestellungen ist weit verbreitet, trotz der zum Teil erheblichen immunologischen
Unterschiede zwischen Maus und Mensch (Eaton et al., 2004; Akhiani et al., 2004;
Mohammadi et al., 1996; Smythies et al., 2000; Liu et al., 2002; Tracey et al., 1999).
Unterschiede finden sich beispielsweise bei der Entwicklung und der Funktion
verschiedener Zell-Subpopulationen. So entsprechen murine B-1a Zellen humanen
IgM Gedächtnis-B-Zellen, die für IgM-Gedächtnis-B-Zellen typische Expression von
CD5 reicht aber für das murine System nicht als Identifikationsmerkmal aus (Carsetti
et al., 2004). Auch die Entwicklung von T-Zellen und die Expression von Rezeptoren
auf T-Zellen ist in Maus und Mensch verschieden (Blom et al., 1998). So exprimieren
die aktivierten T-Zellen vieler Spezies, einschließlich des Menschen, funktionelles
MHCII auf ihrer Oberfläche, T-Zellen aus Mäusen jedoch nicht (Holling et al., 2004).
Der Ablauf immunologischer Signalkaskaden weicht ebenfalls in beiden Organismen
voneinander ab. Zum Beispiel erfolgt bei humanen Zellen die Erkennung von
Imidazochinolonen durch TLR7 und TLR8, Maus TLR8 hingegen reagiert nicht dieser
Substanzklasse (Jurk et al., 2002). Im mukosalen Immunsystem kann die im
Menschen über Typ I Interferone stattfindende Aktivierung von STAT4, einem für die
Ausbildung einer TH1 polarisierten Immunantwort entscheidenden
Transkriptionsfaktors, sich in der Maus wegen Insertion einer Mikrosatelliten-DNA in
STAT2, einer STAT4 vorgeschalteter Kinase, so nicht ereignen (MacDonald, 2003).
Das im Menschen nach Infektion mit Hp hauptsächlich von Epithelzellen sezernierte
Zytokin IL-8 existiert so in der Maus nicht, hier übernimmt das Zytokin MIP-2 viele
immunologische Aufgaben von IL-8 (Saukkonen et al., 1990; Seebach et al., 1995).
Aufgrund der vielen immunologischen Unterschiede zwischen Maus und Mensch
müssen letzten Endes bei der Untersuchung humanpathogener Erreger immer
Experimente im humanen System herangezogen werden, um aussagekräftige Daten
zu erhalten (Graham et al., 2004b; Falush et al., 2003; Graham et al., 2004a; Malaty
et al., 1994). Häufig finden hierfür humane peripheral-blood-mononuclear-cells
(PBMCs) Verwendung (Verthelyi et al., 2003; Maino et al., 1998). Ebenso wie bei
murinen Splenozyten handelt es sich dabei um von der mukosalen Immunantwort
entkoppelte Immunzellen, die jedoch leicht zugänglich und in ausreichender Anzahl
zu erhalten sind und daher als Modell zur Untersuchung von lokalen
Immunreaktionen, auch der Hp Infektion, genutzt werden können. So ist der Einsatz
von PBMCs bei der Aufklärung der von Hp LPS induzierten Immunreaktion, sowie



Diskussion 115

der Zytokinfreisetzung und Expression von Oberflächenmarkern nach Hp Stimulation
beschrieben (Luo et al., 2004; Stassi et al., 2003; Stassi et al., 2002; Lembo et al.,
2002).
Hier sollte die Stimulation von PBMCs die Übertragbarkeit der mit murinen
Splenozyten erhaltenen Ergebnisse in das humane System zeigen. Die von
humanen PBMCs nach Stimulation mit Hp und HcpA induzierte Immunantwort
entsprach dem mit Maussplenozyten beobachteten TH1 polarisierendem
Zytokinprofil. Jedoch zeigte sich, dass humane PBMCs mit einer erhöhten
Basalsekretion von Zytokinen, vor allem IL-8, auf die Präparation der Einzel-
Zellsuspension als die Mausmilzzellen reagierten. Im Überstand von nicht
stimulierten PBMCs konnten bereits signifikante Zytokinkonzentrationen an IL-6 und
IL-8 nachgewiesen werden. Auch die im Maussystem immunologisch inerte
Kontrollfraktion der HcpA Expression im DS-2 System enthielt offensichtlich noch für
eine Immunstimulation von PBMCs ausreichende Menge an Fremdsubstanzen, die
hauptsächlich die Ausschüttung von IL-1β, IL-6, IL-8 und TNFα induzierten. Diese
betrug jedoch nur ca. 10% der durch HcpA induzierten Sekretion dieser Zytokine.
Zusätzlich führte außer der Stimulation mit Kontrollsubstanzen nur die Inkubation mit
Hp oder HcpA zu signifikanten Konzentrationen von IL-12 und IFNγ im
Zellkulturmedium. So zeigten die, um die entsprechenden Negativkontrollen
bereinigten, von Hp und HcpA induzierten Zytokinprofile eine, wie bereits im
Maussystem festgestellt, nahezu identische Ausprägung. Damit ist die
Übertragbarkeit auch anderer in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse auf das
humane System wahrscheinlich und bestätigt so die Relevanz der hier erhaltenen
Daten für die Hp Immunpathogenese im Menschen.
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