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meiner Tochter Jamila Deborah

Ich kann singen, reden, lachen,
sogar mal dumme Sachen machen.
Jesus schutzt mich, hilft und schaut,
deshalb sing ich — und zwar laut !

Was bin ich wohl?

Ich bin ein Kind, na sonnenklar!
Du kannst mir’s glauben, es ist war:

Gott machte mich ganz wunderbar!

Rose Williams ,Was bin ich wohl?*

in Anlehnung an Psalm 139,14
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1.1 Helicobacter pylori

Bereits 1899 wurde von spiralférmigen Mikroorganismen im menschlichen
Magen berichtet (Pel, P.K. 1899). Hielt man die Keime uber Jahrzehnte fur
Verunreinigungen aus der Nahrung (Kusters et al. 2006), so berichteten
Marshall und Warren 1984 von ihren Arbeiten am Camphylobacter pylori: ,Aus
11 Biopsien konnte ein gramnegatives, begei3eltes und microaerophiles
Bakterium isoliert und kultiviert werden. Es scheint sich um eine neue, mit der
Familie der Camphylobacter verwandte Spezies zu handeln. Das Bakterium
konnte in fast jedem Patienten mit aktiver chronischer Gastritis, Ulcus duodeni
oder Magenschleimhautulzera gefunden werden. Mdglicherweise stellt es einen
entscheidenden athiologischen Faktor fir diese Erkrankungen dar* (Marshall et
Warren 1984). Gezielte Selbstversuche zeigten das Bakterium kann sich im
menschlichen Magen ansiedeln und eine Entzindung der Schleimhaut
auslosen (Marshall et al. 1985). Nachdem Goodwin Camphylobacter pyloridis
der neuen Gattung Helicobacter zugeordnet hatte (Goodwin, H.G. 1994), ehrte
das Nobelkomitee die Forschungen von Warren und Marshall 2005 mit dem
Nobelpreis fur Medizin. lhre Erkenntnisse haben das Bild der chronischen
Gastritis und der Ulkusleiden grundlegend gewandelt. Die
Kombinationstherapie mit Antibiotika und H,-Blocker verdrangte zunehmend die
Operation im therapeutischen Procedere. In der Zwischenzeit wird an

wirksamen Impfstrategien geforscht.
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1.1.1 Vorkommen

Der Mensch ist der einzige naturliche Wirt flr Helicobacter pylori (H. pylori).
Verschiedenste Virulenzfaktoren befahigen das Bakterium die
Magenschleimhaut zu kolonisieren. Dies geschied trotz eines niedrigen
pH Wertes, wiederkehrender Peristaltik (Covacci et al. 1999) und einer
hochfrequenten Epithelerneuerung (Lu et al. 2005a). Ein kurzfristiges
Uberleben bei pH Werten < 4 ist moglich, doch wachst und vermehrt sich das
Bacterium nur im pH Bereich von 5,5 bis 8, wobei das Optimum bei pH 7 liegt
(Scott et al. 2002). Mit seinen 6 bis 8 Flagellen kann es aktiv neutrale Bereiche
an der Epitheloberflache aufsuchen (O'Toole et al. 2000). Eine ausgepréagte
genetische Plastizitat ermdglicht H. pylori die Anpassung an Verdnderungen
seines Lebensraums und wirtsspezifische Immunreaktionen (Krauss-
Etschmann et al. 2003; Kuipers et al. 2000). Einige Forscher bezeichnen diese
Anpassungsleistung als ein Beispiel fur Mikroevolution (Aviles-Jimenez et al.
2004). Obwohl der menschliche Korper spezifisch auf eine H. pylori Infektion
reagiert, etabliert sich eine lebenslange chronische Infektion (Krakowka et al.
1998) ohne Anstieg der allgemeinen Entziindungsparameter (Zumkeller et al.
2005). In seltenen Fallen scheinen Kinder die Infektion ohne
Medikamententherapie zu Uberwinden (Thomas et al. 1999).

1.1.2 Préavalenz und geographische Verteilung

In Abhangigkeit von hygienischen Standards unterliegt die Pravalenz fur
H. pylori groRen Schwankungen. In einigen Entwicklungslandern betragt die
Durchseuchungsrate mehr als 80 % (Perez-Perez et al. 2004). In den
Industriestaaten liegt sie unter 40 % (Pounder et al. 1995) und nimmt weiter ab
aufgrund der weit verbreiteten Medikamententherapie, verbesserter
personlicher Hygiene und sanitarer Einrichtungen, die einer Reinfektion
vorbeugen (Ahmed et Sechi 2005). Insgesamt lasst dich eine Abhangigkeit von
sozialem Status und Infektionsrate wahrend der Kindheit beobachten (Malaty et
Graham 1994 a). Bei 5- bis 8-jahrigen Schulkindern in Deutschland findet sich
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eine Pravalenz von 12,3% (Rothenbacher et al. 2000), die bei einem
Migrationshintergrund zunimmt (Krauss-Etschmann et al. 2003).

1.1.3 Ubertragung und Infektionsquelle

Mehrfachinfektionen mit bis zu drei genetisch unterschiedlichen H.-pylori-
Stammen sind keine Seltenheit (Chen et al. 2005), wobei der genaue
Infektionsweg unbekannt ist. Bedenkt man die spezifische Adaptation an den
menschlichen Magen (Kusters et al. 1997), so ist die direkte Infektion im
zwischenmenschlichen Kontakt die wahrscheinlichste (Kusters et al. 2006). Als
wichtigste Infektionsquelle in der frihen Kindheit nimmt man enge
Familienmitglieder an (Mourad-Baars et al. 2007; Rowland et al. 2006).
Unterstitzend werden wirtsspezifische Faktoren (Malaty et al. 1994 b) und
diatetische Komponenten (Fox et al. 1999; Ohno et al. 2003) diskutiert.

1.1.4 Mogliche Erkrankungen

Obwohl histologisch die H. pylori Infektion immer eine Gastritis auslost,
entwickeln nur 10 bis 20 % der Patienten Ulzera (Ernst et Gold 2000) und bei
1-2% mul3 die Entwicklung eines Magenkarzinoms angenommen werden
(Kuipers, E.J. 1999). Die Manifestation klinischer Symptome hangt aber auch
von Cofaktoren ab, z.B. genetische Ausstattung des Wirts (Hamlet et al. 1999)
oder Ernahrungs-gewohnheiten.

Die akute H. pylori induzierte Gastritis ist oft mit einer Hypochlorhydrie, die Uber
Monate anhalten kann, assoziiert.

Im Zuge der chronischen Gastritis vom Typ B kommt es zu Wechselwirkungen
zwischen Bakterienbefall, Schleimhautentziindung und sauresekretierenden
Abschnitten. Im Falle einer antrumbetonten Gastritis mit limitierter chronischer
inaktiver Infektion bleibt die Saureproduktion erhalten. Dagegen steigt bei
gleichmafiger Besiedelung von Corpus und Antrum ventrikuli der pH gegen 6

(Kuipers et al. 1995 b). Die gestorte Saurebildung wird mit einer hemmenden
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Wirkung von Entziindungsfaktoren wie IL-13 auf die Belegzellen erklart. Weiter
hangt das Ausmal’ der Symptome auch vom apoptotischen Potential des Keims
ab (Cover et al. 2003).

H. pylori ist weltweit fir ca. 95 % aller Ulcus duodeni Erkrankungen und 85 %
aller Ulcus ventrikuli Erkrankungen verantwortlich (Kuipers et al. 1995 a).
Umfangreiche Untersuchungen identifizierten im Bakteriengenom das dupA
(duodenal ulcer promoting) Gen mit einer signifikanten Korrelation zum Ulcus
duodeni (Lu et al. 2005 d).

DarUber hinaus wird dem Antigen VacA bei der Pathogenese der peptischen
Ulzera eine entscheidende Rolle zugeschrieben (Wada et al. 2004). Die
kausale Verknupfung zwischen Erreger und Erkrankung bestatigte sich mit
Einfuhrung der Eradikationstherapie (Rauws et Tytgat 1990). Seither sind
Ulcuskomplikationen wie Blutungen, Perforationen sowie Narben- und
Strikturbildungen im Bereich des oberen Gastrointestinaltraktes stetig
zurickgegangen (Gisbert et al. 2004) und Operationen mit ihren typischen
Risiken stellen nur noch eine weitere Therapieoption dar.

1.1.5 Atrophische Gastritis, intestinale Metaplasie und Magenkarzinom

Die chronische H. pylori induzierte Entziindung kann zu einem Verlust der
physiologischen Mucosaarchitektur mit Zerstorung der Drusen, fibrotischem
Umbau und Ausbildung von intestinalem Epithel fihren. Ungefahr die Halfte
aller Infizierten entwickelt diese Form der atrophischen Gastritis mit intestinaler
Metaplasie (Kuipers et al. 1995 c). Bei gestorter Saureproduktion ist der
Krankheitsverlauf beschleunigt (Kuipers et al. 1996) mit einem vielfach erhdhten
Risiko der malignen Entartung (Sipponen et al. 1985). Bereits vor Entdeckung
des H. pylori wurde die atrophische Gastritis als Risikofaktor fir das
Magenkarzinom  diskutiert  (Correa, P. 1982). Nachdem  mehrere
epidemiologische Untersuchungen wiederholt diese Assoziation
herausgearbeitet hatten, stufte die International Agency for Research on
Cancer (IARC Monogr Eval Carcinog Risks Hum. 1994) der WHO das

Bakterium als Karzinogen erster Ordnung ein (Asaka et al. 1998). So korreliert
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z. B. der Anti-H.-pylori 1gG-Titer hoch signifikant mit dem Risiko fir das
Magenkarzinom (Yamaoka et al. 1999). Die Infektion wird sowohl mit dem
intestinalen wie auch diffusen Typ in Verbindung gebracht (Sugiyama et al.
2002). Uemura et al. untermauerten die Einschatzung zum Entartungsrisiko in
einer langzeit endoskopischen prosektiven follow-up Studie (Uemura et al.
2002). In Japan waren 1993 von 60 Millionen mit H. pylori Infizierten Menschen
235 000 am Magenkarzinom erkrankt (Asaka et al. 1998). In der letzten Zeit
wurde das Entartungsrisiko weiter differenziert z. B. in Abhéngigkeit davon, ob
H. pylori cagA positiv ist (Parsonnet et al 1997), der Wirt genetisch eine
Disposition zur gesteigerten IL-1 Produktion hat (EI-Omar et al. 2000) oder
welcher Abschnitt des Magens befallen ist. Im Falle eines Ulcus ventrikuli
besteht ein erhdhtes Risiko, wehrend bei einem Ulcus duodeni das
Entartungsrisiko unverandert ist (Take et al. 2005). Fur das colorectale
Karzinom vermutet man ein leicht erhdhtes Risiko im Zusammenhang mit einer
H. pylori Infektion (Zumkeller et al. 2006).

Die Modellvorstellung zur Pathogenese des Magenkarzinoms geht auf Correa
et al. zurick (Correa et al. 1975). Sie nehmen an, dal3 als Folge einer
fehlgeleiteten Entzindungsreaktion Th; Lymphozyten reaktiv die Mucosa
infiltrieren, dort Sauerstoffradikale bilden und in den Epithelzellen Gber multiple

Mutationen die Krebskaskade aktivieren.

1.1.6 MALT (mucosa associated lymphoid tissue) Lym  phom

Im Falle einer chronischen Infektion kommt es in weniger als 1 % zur Bildung
eines MALT-Lymphoms, eines niedrig malignen B-Zell-Lymphoms (Parsonnet
et Isaacson 2004). Physiologisch findet sich in der Magenschleimhaut kein
lymphatisches Gewebe. Dagegen kommt es nach Besiedelung durch H. pylori
regelmaRig zur Ausbildung knotenférmiger Ansammlungen lymphatischer
Zellen (MALT). Die H. pylori Infektion unterhalt durch immunologische
Stimulation die Proliferation aktivierter B-Zellen (Ahmad et al. 2003). Aktivierte
Neutrophile kénnen Uuber freie Sauerstoffradikale Genverdnderungen und

maligne Transformationen in den aktivierten B-Zellen verursachen. Trisomie 3
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oder Instabilitdten der Satelliten sind in Bezug auf ihre clonare Expansion von
einer kontinuierlichen H. pylori-Stimulation abhangig. Deshalb kann im
Frihstadium der Erkrankung die Eradikationstherapie zur vollstdndigen
Remission fuhren (Du et Isaccson 2002). Im fortgeschrittenen Stadium
bewirken zusatzliche Genveranderungen eine H. pylori unabhéngige

Expansion.

1.1.7 Refluxkrankheit - GERD (gastroesophageal ref lux disease)

Sah man lange keinen Zusammenhang zwischen einer H. pylori Infektion und
dem Auftreten der Refluxerkankung (Werdmuller et Loffeld 1997), so belegen
neuere Studien eine negative Korrelation (Fallone et al. 2000). Das Bakterium
scheint seinen Wirt vor einer GERD zu schitzen. Unterstutzt wird diese These
durch gehauftes Auftreten von Refluxsymptomen im Anschlu3 an eine
Eradikationstherapie (Labenz et al. 1997). Doch wird diese Frage noch immer
kontrovers diskutiert (Vakil et al. 2000).

1.1.8 Extragastrale Storungen

Seit einigen Jahren werden immer wieder Vermutungen gedaufert, H. pylori
konne Uber kreuzreagierende Antikorper fir Autoimmunerkrankungen
verantwortlich sein (Gasbarrini et al. 2004). Im Falle der Thrombozytopenie
purpura haben mehrere klinische Studien eine Verbesserung der

Thrombozytenzahl nach einer Eradikationstherapie belegt (Suzuki et al. 2005).

1.1.9 Diagnose

Im klinischen Alltag haben sich drei Nachweisverfahren als sicher und
praktikabel etabliert. Nach einer Gastroskopie mit Gewinnung einer
Gewebeprobe kann der Erreger spezifisch durch Anzucht nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse korrelieren sehr gut mit dem Urease-Schnelltest am
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Biopsat oder histologischen Farbungen. Als nichtinvasives Verfahren steht der
13C-Urease-Atemtest zur Verfiigung (Hirschl, A.M. 2000). Dabei wird nach einer
Testmahlzeit das nichtradioaktive Isotop **C in der Ausatemluft gemessen. Im
Rahmen von epidemiologischen Studien kommt héaufig ein serologischer

Antikorper Suchtest zur Anwendung (Zagari et al. 1999).

1.1.10 Therapie

Die H. pylori Infektion wird heute meistens nach dem Italienischen-Tripel-
Schema mit einem Protonenpumpeninhibitor und zwei Antibiotika Uber eine
Woche behandelt. Die gebrauchlichsten Antibiotika sind Tetracykline,
Amoxicilline und Imidazole (Megraud et Lamouliatte 2003). Beim
Franzésischen-Quadripel-Schema wird erganzend noch Wismut verabreicht.
Warum Wismut, das Pel schon 1899 in der Gastritistherapie einsetzte, wirksam
ist, kann bis heute nicht erklart werden. Die Eradikationsquote liegt flr beiden
Schemata ohne signifikanten Unterschied knapp tber 80 %. Das zunehmende
Auftreten von resistenten Stammen wird mit dem verbreiteten Einsatz von
Antibiotika und dem daraus erwachsenden Selektionsdruck auf die Bakterien
erklart (Megraud, F. 2004) mit Herausbildung von Punktmutationen (Rissmann
et al 2001).

1.1.11 Impfungen

H. pylori I6st beim Menschen eine ineffektive Th; betonte Immunreaktion aus.
Neuere Impfkonzepte versuchen, die Th, CD4" betonte Immunreaktion zu
aktivieren. Nach der Entwicklung erfolgreicher Impfkonzepte an der Mausen
(Lee et al. 1995; Rizos et al. 2003) werden jetzt erste klinische Studien
durchgefuhrt (Voland et al. 2006).



16

1.1.12 Fragen nach symbiotischen Wechselwirkungen

Immer wieder wird die Vermutung geaul3ert, die Besiedelung mit H. pylori habe
auch einen protektiven Effekt. Der Nachweis von Proteinen mit antibiotischer
Potenz, die von H. pylori sezerniert werden, kdnnte ein Hinweis in diese
Richtung sein (Bumann et al. 2002; Putsep et al. 1999). Konkret wird auf einen
Schutz vor gastrointestinalen Infektionen und Diarrhoen verwiesen
(Rothenbacher et al. 2000). Ist der Bakterienbefall gleichmaRig Uber das
Corpus ventrikuli verteilt, werden die Belegzellen gehemmt und der pH des
Magens steigt an. Das scheint die Patienten vor einer Refluxerkrankung zu
schitzen (Fallone et al. 2000).

Bakterium und Mensch verbindet eine lange Phase der Koexistenz. Die
Angaben der Forscher schwanken zwischen 60.000 (Linz et al. 2007) und mehr
als 200.000 Jahren (Eppinger et al. 2006). Deshalb wird von einigen Autoren
zumindest die Mdglichkeit einer Symbiose in Betracht gezogen. Die Debatte zur
Co-Evolution wurde durch Studien intensiviert, die im AnschluR an eine
Eradikationstherapie eine steigende Inzidenz der Refluxerkrankung (GERD),
des Barrett-Ulkus und des Adenokarzinom am Osophagus berichteten (Ahmed
et Sechi 2005). Einige Ergebnisse lassen tatséchlich an ein symbiotisches
Verhaltnis zwischen Bakterium und Wirt denken. Wird die H. pylori Infektion von
einem enteralen Wurmbefall begleitet, zeigen die H. pylori assoziierten
Symptome eine geringere Auspragung (Du et al. 2006; Fox et al. 2000;
Macdonald, T.T. 2001).

1.1.13 Tiermodelle im Labor

Da der Mensch der einzige natirliche Wirt far H. pylori ist, stufen einige Autoren
die Ergebnisse am Tiermodellen als unbefriedigend ein (Pritchard et Przemeck
2004).

Die Labormaus stellt mit ihren vielen knockout Stammen das gebrauchlichste
Tiermodell dar (Kodama et al. 2004). H. pylori induziert in der Maus neben einer

lymphozyteren Gastritis keine Ulzera oder malignen Entartungen. Da die Maus
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kein natirlicher Wirt ist, stellt schon die dauerhafte Ansiedelung ein technisches
Problem dar.

Erste Berichte tber die erfolgreiche und chronische Infektion der mongolischen
Waistenspringmaus (Yokota et al. 1991) waren vielversprechend. H. pylori
induziert peptische Ulzera, intestinale Metaplasien und Adenokarzinome
(Franco et al. 2005). Doch im Gegensatz zur Labormaus ist dieses Modell nicht
so grundlich erforscht.

Der Magen des Meerschweinchens &hnelt in vielen Aspekten dem des
Menschen (Keenan et al. 2003), entwickelt aber bei chronischer H. pylori
Infektion nur eine Gastritis und keine weiteren, fir den Menschen typischen
Pathologien. An gnotobiotischen Ferkeln (Ferkel, deren Keimflora definiert und
bekannt ist), deren Anatomie und Physiologie dem Menschen sehr verwandt
sind, wurden viele Experimente zur Vaccinierung (Eaton et al. 1998) und
Antibiotikatherapie (Krakowka et al. 1998) durchgefiihrt. Obwohl Ferkel unter
einer H. pylori Infektion Gastritis, Ulzera und MALT Lymphome entwickeln,
werden sie in den letzten Jahren nur noch selten eingesetzt. Ebenso wie
Rhesusaffen, die eine Th; betonte atrophische Gastritis ausbilden. Nach
einigen Studien zur Antibiotikatherapie (Dubois et al. 1998 a) und Vaccinierung
(Dubios et al. 1998 b) an Rhesusaffen konzentriert man sich heute

weitestgehend auf Mause.

1.1.14 Reaktionen des Immunsystems

Berichte Uber H. pylori Antikdrper in der Muttermilch von infizierten
Gepardinnen und den Infektionsschutz ihrer gesaugten Nachkommen (Thomas
et al. 2004) weckten Hoffnungen auf einen ahnlichen Schutzmechanismus beim
Menschen. Allerdings stellte sich dann heraus, dass dieser Infektionsschutz auf
das Tiermodell beschréankt ist (Nomura et al. 2005).
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1.1.15 Adaptative Immunantwort tlber Monozyten und Th; Lymphozyten

Ein Grossteil der mit der Infektion assoziierten Pathologien werden durch die
Immunreaktion und nicht vom Bakterium verursacht (Kusters et al. 2006).
H. pylori scheint auf der einen Seite das Immunsystem zu hemmen und
gleichzeitig die proinflammatorische Kaskade zu aktivieren. Die Ubertragung
von unfraktionierten Milzzellen von H. pylori positiven Mausen auf negative
Mause induziert in diesen eine Gastritis und intestinale Metaplasie (Eaton et al.
2001). Das legt die Vermutung nahe, dass die H. pylori induzierten Pathologien
zum Teil durch reaktive T-Zell verursacht werden. Die Aktivierung nativer
T-Zellen ist von IL-12 sezernierenden mononuclearen Zellen abhangig.
Passend hierzu findet sich in der H. pylori infizierten Schleimhaut eine hohe
IL-12 Konzentration (Karttunen et al. 1997) bei auffalliger Infiltration mit
Th; Leukozyten (Meyer et al. 2000). Die Virulenzfaktoren CagA und VacA
scheinen keinen entscheidenden Einflu3 auf die IL-12 Induktion zu haben (Viala
et al. 2004).

1.1.16 Aktivierung der angeborenen Immunantwort

Die LPS der meisten gramnegativen Keime aktivieren die angeborene
Immunantwort der Epithelzellen tGber den Toll-like receptor (TLR) 4. Obwohl
H. pylori Uber TLR 2 den Transkriptionsfaktor NF-kB induziert (Smith et al.
2003), spielen die TLR bei der H. pylori Infektion eine untergeordnete Rolle
(Gewirtz et al. 2004). Wahrscheinlich wird die angeborene Immunantwort TLR
unabhangig, z. B. Uber das bakterielle heat shock protein Hsp 60 aktiviert
(Gobert et al. 2004).

Peptidoglycane werden Uber den PAI induzierten Sekretionsapparat Typ IV in
die Epithelzellen translokiert. Diese Peptidoglycane kdnnten der entscheidende
Schlusselreiz fur die angeborene Immunreaktion sein (Viala et al. 2004).
Intrazellular werden die Peptidoglycane von den Nod 1 (CARD 4) erkannt.
Nod 1 und Nod 2 (CARD 15) erkennen Peptidoglycane von gramnegativen

Bakterien und stellen intrazellulare (Nod 1) und extrazellulare (Nod 2)
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Rezeptoren der Epithelzellen dar (Chamaillard et al. 2003). Untersuchungen am
Mausmodell scheinen die in vitro Befunde der Nod 1 vermittelten Aktivierung
des angeborenen Immunsystems zu bestatigen (Viala et al. 2004). Im Falle
einer Infektion mit cag PAI positiven H. pylori kdnnte dieser Mechanismus die
proinflammatorische Antwort der Epithelzellen erklaren. Da aber nur ein kleiner
Anteil der Bakterien tatsachlich an Epithelzellen anbindet (Yamaoka et al.

2002 b), muf3 dieser Mechanismus kritisch gesehen werden.

1.1.17 Abwehr der Phagozytose und Modulation der D  endritischen Zellen

Die H. pylori Infektion steigert in den Epithelzellen die Expression des MIP 3a
Gen. Angelockt vom chemotaktischen Cytokin MIP 3a infiltrieren Monozyten die
Lamina propria der Mucosa (Nishi et al. 2003). Ein unbekannter Mechanismus
schitzt H. pylori vor der Phagozytose durch Makrophagen (Ramarao et Meyer
2001). Daraus folgt eine unzureichende Prasentation von Bakterienantigenen.
Da die B- und T-Zell-Aktivierung unter anderem von der Antigenprasentation
durch Makrophagen und Dendritische Zellen abhangt, wird die Immunkaskade
gehemmt. Auch wenn der genaue Hemmmechanismus unklar ist, scheint der
CD-SIGN (CD 209), ein spezifischer Oberflachenrezeptor der Dendritischen
Zellen, beteiligt zu sein. CD-SIGN dient einigen Pathogenen als Rezeptor, z. B.
HIV Typ I. Anti-CD-SIGN hemmt die Bindung von H. pylori an Makrophagen
(Appelmelk et al. 2003). Kontrastierend berichteten Kranzer et al. (2005) von
einer gesteigerten Aktivierung und Ausreifung Dendritischer Zellen unter
H. pylori Beimpfung unabhiéngig vom VacA Status. Auf CD14" Monzyten, die
Vorlaufer der Dendritischen Zellen, wirken cag PAI positive H.-pylori-Stamme
apoptotisch (Galgani et al. 2004). Wahrscheinlich ist der Sekretionsapparat
Typ IV fur diesen Mechanismus entscheidend.

Zusatzlich entwickelt H. pylori in Laborexperimenten eine apoptotische Wirkung
auf Makrophagen mit Steigerung der mitochondrialen Permeabilitat,
Cytochrom c Freisetzung und Aktivierung der Caspasen Kaskade (Menaker et
al. 2004).
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1.1.18 Regulatorische T-Zellen

IL-10 produzierende T-Zellen scheinen entscheidend fur die H. pylori induzierte
Entzindung zu sein. Sie ermodglichen dem Bakterium die dauerhafte
Besiedelung der Schleimhaut. In IL-10 knockout M&usen kann H. pylori sich
nicht dauerhaft ansiedeln (Ismail et al. 2003). CD25" Regulatorische T-Zellen
scheinen hierbei eine Schliisselrolle zu spielen. Mause, denen CD25" Zellen
fehlen, entwickeln eine sehr ausgepragte Gastritis (Raghavan et al. 2003). Eine
H. pylori Infektion scheint unter Vermittlung der Regulatorischen T-Zellen die

reaktive Immunantwort zu hemmen (Stromberg et al. 2003).

1.1.19 Bedeutung des genetischen Polymorphismus be  im Wirt

Sowohl die Infektionsrate als auch die Symptomauspragung hangen mit der
genetischen Ausstattung des Wirtes zusammen. Untersuchungen an
Genmutationen, die fur P450 oder Glutation 3-Transferase (GTS) codieren,
zeigten keine Korrelation mit der Besiedlungsrate (Palli et al. 2005). Viele
pathologische Wirkungen einer H. pylori Infektion werden durch die chronisch
aktive Entzindung mit komplexen Wechselwirkungen zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Mediatoren unterhalten (Macarthur et al. 2004). Fur viele
dieser Mediatoren ist im Bezug auf ihre Expressionsrate ein genetischer
Polymorphismus bekannt. In einigen unabhangigen Studien konnte ein
Zusammenhang zwischen der Schwere einer H. pylori induzierten Erkrankung
und einem Genpolymorphismen aufgezeigt werden: IL-1 (Rad et al 2003), IL-8
(Lu et al. 2005 b), IL-10 (Hellmig et al. 2005), TNF-a (Lu et al. 2005 c).

1.1.20 Interleukin-1 (IL-1)

Die Saureproduktion tragt zusammen mit proinflammatorischen Faktoren
entscheidend zur Entstehung des Ulcus duodeni und der atrophischen Gastritis
bei. IL-1B ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin und einer der

wirksamsten Saureinhibitoren (EI-Omar et al. 2000) und wird von einem
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Gencluster transkribiert, in dem mehrere Polymorphismen auftreten. Liegt ein
Polymorphismus mit gesteigerter Genexpression vor, kommt es zur Hemmung
der Saureproduktion. Die gesteigerte IL-1[3 Konzentration ist assoziiert mit einer
corpusbetonten H. pylori Besiedelung unter Ausbildung einer Pangastritis mit
nachfolgender Entwicklung einer Atrophie und einem gesteigerten
Entartungsrisiko (Machado et al. 2003).

1.1.21 Interleukin-8 (IL-8)

Bei Untersuchungen an Epithelzellen aus Ulcus-duodeni-Patienten fiel eine
verminderte IL-8 Konzentration auf (Stromberg et al. 2005). Mehrere
Experimente zeigten, dass die Ursache in der genetischen Ausstattung der
Epithelzellen liegen muf3 und nicht, wie urspringlich vermutet, beim
Infektionskeim. Kontrastierend hierzu berichteten Yeo et al. von einer
verstarkten IL-8 Freisetzung bei H. pylori positiven Patienten im

Zusammenhang mit einer gesteigerten Angiogenese (Yeo et al. 2006).

1.1.22 Weitere Zytokine

Ahnliche Effekte in Bezug auf den Polymorphismus konnten auch bei
entziindungsassoziierten Genen nachgewiesen werden, z. B. fur TNF-a und
IL-10.

Der Genotyp TNF-A'308A bewirkt ein hohes Sekretionslevel fiir TNF-a.
Zusammen mit IL-1 férdert TNF-a die Gastrinproduktion und die Saurebildung
der Belegzellen (Suzuki et al. 2001 b). Der Genotyp TNF-A*308A ist mit einem
hohen H. pylori Infektionsrisiko und der Bildung von Magenkarzinomen
verbunden (Ohyama et al. 2004). Ahnlich wird die Expression des anti-
inflammatorischen  Zytokins 1L-10 durch unterschiedliche Haptotypen
beeinflusst. Der Haptotyp ATA fuhrt zu einem verminderten IL-10 Niveau und
einer proinflammatorischen Gewebesituation (Hamajima et al. 2003) mit einem
erhdhten Entartungsrisiko (Hellmig et al. 2005). Und der Haptotyp GCC ist mit
der Kolonisierung hoch virulenter H.-pylori-Stdmme assoziiert (Rad et al. 2004).
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Insgesamt gibt es keine sichere Grundlage, um das Krebsrisiko einem
spezifischen Polymorphismus zuzuordnen, da die H.-pylori-Stdmme mit ihren
speziellen Eigenheiten nicht pauschal eingestuft werden kénnen (Queiroz et al.
2004). Die Krankheitsentwicklung hangt vom Zusammenspiel der
Polymorphismen pro- und antiinflammatorischer Zytokine, dem Immunstatus
des Wirtes und den besonderen Charakteristika des infizierenden H.-pylori-

Stammes ab.

1.1.23 Virulenzfaktoren

Bei der Suche nach Virulenzfaktoren stiel3 man zuerst auf CagA (cytotoxin
associated gene A). Das stark immunogene Protein kommt in mindestens drei
Varianten vor (Backert et al. 2001). Das CagA Gen, in 50 — 70 % aller Stamme
nachgewiesen, ist ein Marker fur die PAI Gensequenz, die fur 27 bis 31
Proteine codiert (Covacci et al. 1993). Stamme mit der Gensequenz cag PAI
werden als CagA* bezeichnet. Am Patienten wird im Allgemeinen nur der Anti-
CagA Antikdrper nachgewiesen. In westlichen Landern haben CagA" Menschen
ein erhdhtes Risiko fur eine symptomatische Krankheitsentwicklung (van Doorn
et al. 1999 a). In der asiatischen Bevolkerung konnte dieser Zusammenhang
nicht bestatigt werden (Hamlet et al. 1999). PAI codiert unter anderem fir 18
Proteine, die einen Typ IV Sekretionsapparat ausbilden. Damit kann das
Bakterium mehrere Zelltypen penetrieren und CagA zusammen mit anderen
Faktoren in die Zielzelle injizieren (Fischer et al. 2001). Die Injektion in
professionelle Phagozyten konnte im Labor bewiesen werden, wobei der
maogliche Nutzen flr H. pylori bis jetzt noch unklar ist (Odenbreit et al. 2001). In
Epithelzellen interagiert CagA nach initialer Phosphorelierung mit einer Reihe
von Signalkaskaden und bewirkt eine Verdnderung der Zellmorphologie
(Bourzac et Guillemin 2005; Selbach et al. 2004) und in AGS-Zellen kommt es
dadurch zur Apoptose (Peek et al. 1999). Andere Studien widersprechen diesen
Ergebnissen (Shirin et al. 1999). An T-Zellen wirkt cag PAI apoptotisch (Wang
et al. 2001). Uber den Typ IV Sekretionsapparat gelangen Peptidogykane in die
T-Zelle und induzieren die proinflammatorische IL-8 Signalkaskade (Viala et al.
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2004). CagA gilt als ein Risikofaktor fur Magenkarzinome (Azuma et al. 2002).
In klinischen Untersuchungen korreliert CagA® auffallig mit der akuten und
atrophischen Gastritis (Kaklikkaya et al. 2006), peptischen Ulzera ventrikuli
(Chen et al. 2005) und Ulzera duodeni (Sezikli et al. 2006).

Einige Forscher zweifeln an der klinische Relevanz der Virulenzfaktoren CagA
und VacA (Lu, Yamaoka, Graham 2005 a). Da die Wechselwirkungen zwischen
CagA und VacA und den immunkompetenten Zellen nach dem heutigen
Kenntnisstand nicht lliickenlos erklart werden kann, wird eine solche Beziehung

grundsétzlich in Frage gestellt.

1.1.24 Sé&uretoleranz

Der pH-Wert der Magenschleimhaut schwankt zwischen 4,0 und 6,5 mit
repetitiven Saureeinbriichen (Schade et al. 1994). Dem Sauregradienten
folgend sucht das nicht azidophile Bakterium aktiv die Schleimhautabschnitte
mit annahernd neutralem Milieu auf (Schreiber et al. 2004). Zusatzlich kann
H. pylori mittels seiner spezifischen Urease aktiv den pH-Wert neutralisieren
(Stingl et De Reuse 2005). Das Enzym wandelt Harnstoff in Carbonat um. In
anschlieBenden Reaktionsschritten entsteht Kohlendioxid und Ammoniak
(Burne et Chen 2000). Die erfolgreiche und dauerhafte Infektion von
Waistenspringmausen mit Urease negativen H.-pylori-Stammen  und
anschlieBender Ulkusbildung relativiert die Bedeutung dieses Virulenzfaktors
(Mine et al. 2005).

1.1.25 Adhasine und dulRere Membranproteine

Schon Mitte der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts war bekannt, dass
die Bindungsfahigkeit von H. pylori an Epithelzellen genetisch codiert sein muf3
(Odenbreit et al. 1996). Doch erst in den letzten Jahren konnte eine Gruppe von
vielgestaltigen Adhasinen nachgewiesen werden (Edwards et al. 2000). Zu drei

Hop-Proteinen liegen erste Forschungsergebnisse vor.
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Bab A (HopS), ein 78 kDa Protein, bindet wahrscheinlich an fucosylierte
Lewis b (Le®) Blutgruppenantigene auf Epithelzellen (llver et al. 1998). Diese
Affinitat konnte in jingerer Zeit nicht verifiziert werden (Torrado et al. 2000).
Tierexperimente weisen Bab A eine entscheidende Rolle bei der Kolonisierung
mit und Pathogenitdt durch H.pylori zu (Rad et al. 2002). Einige
Untersuchungen finden eine deutliche Assoziation von Bab A mit peptischen
Ulzera und Adenokarzinomen (Yamaoka et al. 2002 a). Die Ergebnisse anderer
Forschergruppen widersprechen dieser These (Zheng et al. 2006).

Oip A (HepH) wurde urspriinglich als ein proinflammatorischer Faktor eingestuft
(Yamaoka et al. 2000). Das 34 kDa Protein gehort von seiner Struktur her zur
Hop Familie.

Sab A (HopP) vermittelt die Bindung an sialyrierte saurehaltige
Glykogenverbindungen (Roche et al. 2004). Sab A scheint eine wichtige Rolle
bei der chronischen Entzindung und der atrophischen Gastritis zu spielen
(Mahdavi et al. 2002). Humane Granulozyten prasentieren auf ihrer Oberflache
sialyrierte Kohlenhydrate. Das Adhasine Sab A bindet an diese Kohlehydrate
und verhindert wahrscheinlich die Opsonisierung der Bakterien (Unemo et al.
2005).

Lipopolysaccharide (LPS) werden von den meisten H.-pylori-Stdmmen gebildet.
Diese fucosylierten oligosacchariden Antigene entsprechen mit einer grof3en
Variationsbreite menschlichen Blutgruppenantigenen und behindern nach Art

der Mimikry eine suffiziente Immunantwort (Appelmelk et al. 2000).
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1.2 Das Vakuolisierende Zyto-Toxin A (VacA)

Von den mehr als 30 Proteinen, die H. pylori sezerniert (Bumann et al. 2002,;
Kim et al. 2002) identifizierten und beschrieben Leunk et al. 1988 das
vacuolating cytotoxin A (VacA) (Leunk et al. 1988). Seit seiner erfolgreichen
Aufreinigung (Cover et Blaser 1992) wurden seine zytotoxischen Wirkungen in
einer vielzahl von Studien untersucht. Als Virulenzfaktor eingestuft konnte VacA
in ca. 50 % aller H.-pylori-Stamme nachgewiesen werden (Atherton et al. 1995).
Besonders die Wirkung auf die Epithelzellen erfuhr eine detaillierte
Beschreibung.

Zunachst zeigten sich ulzera-artige Erosionen bei Mausen, die mit grof3en
Mengen aufgereinigtem VacA behandelt wurden (Marchetti et al. 1995). In
Bezug auf die Vacuolenbildungsaktivitat fielen starke Schwankungen zwischen
den einzelnen H.-pylori-Stammen auf (Leunk, R.D. 1991). Atherton et al.
beschrieben 1995 eine enge Korrelation von bestimmten VacA Genotypen, die
eine hohe Vacuolenbildungs-Aktivitat zeigten, mit klinischen Erkrankungen. Die
deutlichste genetische Diversitat bezieht sich im VacA codierenden Gen auf
zwei Regionen. Am 5 Ende, dem Signalbereich, findet sich die Allel-Familie
sla, slb, slc oder s2 und in der Mittelregion die Allel-Familie m1 oder m2 (van
Doorn et al. 1999 b). Das s2 Allel codiert am NH,- oder p33 Terminus fur ein
hydrophiles Kettensegment, die sl Allel-Teilfamilie dagegen fir ein
ausgesprochen hydrophobes Proteinsegment (McClain et al. 2001 a). Diese
Unterscheidung zeigt sich in einer hohen Bildungsaktivitdt fur Vacuolen in
Epithelzellen beim Genotyp s1/ml im Vergleich zu s1/m2 und einem
vollstadndigen Fehlen beim Genotyp s2/m2 (Atherton et al 1995). Folgerichtig ist
VacA mit dem Genotyp s1/ml auffallend haufiger mit peptischen Ulzera und
Magenkarzinomen in westlichen Landern assoziiert (Wang et al. 1998). Fur
asiatische Lander konnte dieser Zusammenhang nicht bestatigt werden (Chen
et al. 2005). Die Korrelation mit atrophischer und akuter Gastritis wird von

einigen Klinikern in Frage gestellt (Kaklikkaya et al. 2006). Weiter fallt das
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erhohte VacA Bildungs- und Sekretionsniveau des Genotyps s1/m1 gegentber
s2/m2 auf. Als Beispiel fur den virulenten s1/m1 Genotyp wurde in der hier
vorgestellten Studie zellfreies Extrakt vom H.-pylori-Stamm P12 (Schmitt et al.

1994) experimentell untersucht.

1.2.1 Die Struktur des VacA Gens und seine Synthese

Das hoch immunogene VacA Protein entsteht auf dem Wege der
posttranslatorischen Prozessierung aus einem 140 kDa precursor Protein
(Cover et al. 1994, Telford et al. 1994). Dieses precursor Protein besteht aus
einer N-terminalen Signalsequenz, dem dominant toxischen Mittelabschnitt und
einem C-terminalen Anhang mit ca. 50 kDa. Das Ende dieses C-terminalen
Anhangs ermoéglicht die Sekretion in das extrazellulare Medium Uber einen
autotransporter Mechanismus (Letley et al. 2006). Extrazellular besteht VacA
(95 kDa) aus zwei zusammengelagerten, nicht kovalent gebundenen
EiweiRketten (Telford et al. 1994). Nach Proteolyse kdnnen diese beiden
Aminosauren nachgewiesen werden. Das NH,-terminale 33 kDa Protein (p33,
manchmal auch als p37 gebildet), ist die Grundlage =zur Bildung der
Anionenkanale (Kim et al. 2004). Und das zweite COOH-terminale 55 kDa
Protein (p55, manchmal auch als p58 gebildet) ermdglicht die Zellbindung
(Torres et al. 2005). Wobei die Aufnahme und die toxische Aktivitat in der
Zielzelle beide Ketten voraussetzt (Reyrat et al. 1999). Die Aminosauren 351
bis 360 auf dem p55 Terminus sind endscheidend fir die spontane nicht
kovalente Aneinanderlagerung dieser beiden VacA Untereinhaiten (Torres et al.
2006).

Aufgereinigtes VacA bildet spontan hexamere, heptamere oder dodecamere
Strukturen (Lupetti et al. 1996). Diese oligomeren Komplexe haben eine
Molekilmasse von bis zu 1.000 kDa. Mutante VacA Proteine, die keine
Oligomere bilden, entfalten auch keine vacuolenbildende Aktivitdt mit
Ausnahme der isogenen Mutation VacAA(6-27) (Vinion-Dubiel et al. 1999).
Werden die Oligomere mit Sauren pH <5,5 (de Bernard et al. 1995) oder
Laugen pH > 9,5 behandelt (Yahiro et al. 1999), zerfallen diese in Monomere
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mit einem gesteigerten Aktivitatsniveau (Molinari et al. 1998 a), erhohter
Vacuolendichte (von 20 %, nach S&aureaktivierung auf 70 % in AZ-521) (Yahiro
et al. 1999) und beschleunigter Internalisierungsrate (McClain et al. 2000). Da
VacA ins Kulturmedium sezerniert oder den H. pylori Bakterien direkt
anhaftend, ebenfalls eine deutliche Aktivitat zeigt (Leunk et al. 1988, Pelicic et
al. 1999), nimmt man die monomere Struktur als aktive Form in vivo an (Cover
et al. 1997). Die oligomeren Komplexe stellen wahrscheinlich in vitro Artefakt

des aufgereinigten Proteins dar (llver et al. 2004).

1.2.2 Die Wirkung von VacA auf Epithelzellen

Als auffallendste Wirkung des Toxins in vitro beschrieben Leunk et al. (1988)
die Vacuolenbildung in Epithelzellen. Wobei dieser Bildungsprozess im Detail
noch nicht aufgeklart werden konnte. Bei in vivo Untersuchungen fehlt bis jetzt
jeder Nachweis auf eine Vacuolenbildung (Cover et Blanke 2005). Da es in
Epithelzellen nach Transfektion und selbststandiger VacA Synthetisierung zur
Vacuolenbildung kommt (de Bernard et al. 1997), vermutet man eine
intrazellulare Angriffsstruktur. Spater wurde die Fahigkeit von VacA zur
Ausformung von anionenselektiven Membrankanalen sowohl in Lipid-
Doppelschicht-Membranen (Czajkowsky et al. 1999; lwamoto et al. 1999) als
auch in Plasma-Membranen von Epithelzellen (Szabo et al. 1999) beschrieben.
Die Struktur dieser Kanale scheint sich bei beiden Membrantypen zu
unterscheiden (Adrian et al. 2002). Durch diese Poren verlieren die
Epithelzellen Anionen, N&hrstoffe und Kationen (Montecucco et al. 2003 b).
Vermutlich induzieren diese Kanale die Depolarisation des Membranpotentials
(lwamoto et al. 1999; Schraw et al. 2002) und sind wahrscheinlich entscheidend
fur die Vacuolenbildung. Wird VacA mit einem Anionen-Kanal-Blocker
cokultiviert, treten keine Vacuolen in den Epithelzellen auf (Szabo et al. 1999;
Tombola et al. 1999). Diese Beobachtungen bestatigten sich spater an Jurkat-
Zellen, die als Beispiele fur Lymphozyten dienten (Boncristiano et al. 2003). Als
weiten Hinweis flir diesen Zusammenhang bleibt die Poren- und

Vacuolenbildung aus, wenn die hydrophobe Region am N-terminalen Ende, wie
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beim H.-pylori-Stamm P12A(6-27) fehlt (Sundrud et al. 2004) oder in den
Seitenketten strukturelle Veranderungen vorliegen (McClain et al. 2003; Vinion-
Dubiel et al. 1999). Die Kandle werden aus membrangebundenen VacA
Monomeren gebildet, die sich in der Membran zu Oligomeren formieren (Vinion-
Dubiel et al. 1999). Entscheidend fir diesen Prozess ist das hydrophobe amino-
terminale Segment, das Transmembran Segment (Kim et al. 2004; McClain et
al. 2001 b, 2003). Die N-terminale Sequenz des s2 codierten VacA Proteins
bildet im Gegensatz zum sl codiertem Protein eine hydrophile Verlangerung
und entfaltet keine toxische Wirkung (Letley et al. 2000, 2003; McClain et al.
2001 a).

1.2.3 VacA Bindung an Rezeptoren und / oder lipidr  afts

Wie llver et al. 2004 berichteten, verbleibt ein Grof3teil des VacA Toxins locker
am Bakterium gebunden (Kim et al. 2002) und organisiert sich zu spezifischen
Doméanen. Die biologische Aktivitat dieser Toxine konnte nachgewiesen
werden. Vermutlich werden sie durch direkten Zellkontakt auf die Zielzellen
ubertragen (llver et al. 2004). Der eigentliche Mechanismus dieser Ubertragung
auf eukaryontische Zellen ist noch unklar, ebenso ein moglicher
Zusammenhang mit Rezeptoren (Fitchen et al. 2005). Fiur sezerniertes und
geldstes VacA konnten spezifische Proteinrezeptoren nachgewiesen werden.
Gleichzeitig beobachtete man die Interaktion von VacA mit kinstlichen Lipid-
Membranen ohne Proteinrezeptoren (Molinari et al. 1998 a; Moll et al. 1995;
Pagliaccia et al. 2000). Vermutlich kann VacA sowohl mit spezifischen
Rezeptoren als auch mit unspezifischen Strukturen der Zelloberflache
interagieren (Boncristiano et al. 2003). Am Beispiel der HeLa Zellen konnte
nach der Bindung die vollstandige Internalisierung des saureaktivierten Proteins
zeitabhéangig bei 37 T unter ATP-Verbrauch nachgewi esen werden (McClain et
al. 2000).

Seto et al. identifizierten 1998 als erstes Rezeptorprotein flir VacA den epithel
growth factor (EGF) Rezeptor. 1999 bestimmten Yahiro et al. das receptor like
protein tyrosin phosphatase (RPTP) [-A, ein 250 kDa Oberflachen-
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Glykoprotein, als weiteren Rezeptor. War dieser Rezeptor urspringlich auf der
Zell-Linie AZ-521, einem gastralen Adenokarzinom gefunden worden (fir HL-60
Zellen: Padilla et al. 2000), so zeigte sich spéater eine allgemeine Bedeutung bei
der VacA induzierten Ulkusbildung an tumorfreien Epithelien. Fujikawa et al.
(2003) verglichen die Toxinwirkung auf Wildtyp-Mausen mit der auf RPTPJ
depletierten (RPTP-B"‘) Labormé&usen. Erstere entwickelten
Schleimhautschaden und Ulzera, letztere ohne RPTP- Rezeptoren zeigten
keine Pathologien. Neuere in vitro-Untersuchungen an HelLa, HL-60 und RK 13
Zellen bestétigten die Ergebnisse aus den Tierexperimenten nur teilweise
(Skibinski et al. 2006). RPTP-3 kdnnte vielleicht fur HL-60 in Bezug auf die
VacA Toxizitat eine untergeordnete Rolle spielen. Fiur HeLa und RK 13 liel3 sich
kein Zusammenhang zwischen RPTP-3 und VacA induzierter Vacuolendichte
nachweisen.

Co-Immunoprezipitations-Experimente mit RPTP-B negativen und dennoch
VacA sensiblen Zellen flhrten zur ldentifizierung des rezeptorartigen Proteins
RPTP-a (Yahiro et al. 2003). Neben diesen spezifischen Rezeptoren konnte die
VacA Bindung an detergent-resitenten Microdomenen (lipid rafts) auf
Zellmembranen nachgewiesen werden (Kuo et al. 2003; Patel et al. 2002;
Schraw et al. 2002).

1.2.4 Bildung von sauren Vacuolen

Die VacA induzierten Vacuolen stellen eine Verschmelzung Uberreifer
Endosomen und Lysosomen dar mit Membranmarkern, die fur beide Organellen
typisch sind (Molinari et al. 1997). Die Bildung sichtbarer Blasen durch
osmotische Schwellung ist gebunden an die Prasenz schwacher Basen. Fehlen
diese, induziert VacA perinuclear eine Neuverteilung und Clusterbildung
Uberreifer endosomaler Kompartimente. Diese kdonnten die Keimstruktur fur die
Vacuolenbildung sein (Li et al. 2004). Eine vielzahl zellularer Molektle sind an
der Vacuolenentstehung beteiligt, z. B. Vacular (V)-ATPase (Papini et al. 1993),
Rab 7 (Papini et al. 1997), Rac 1 (Hotchin et al. 2000) wie auch Dynamin
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(Suzuki et al. 2001 a). Die Bedeutung des SNARE Proteins fir diesen
Bildungsprozess wird kontrovers diskutiert (de Bernard et al. 2002; Suzuki et al.
2003).

Die Vacuolenbildung kann nicht allein durch den p33 Terminus des Toxins
induziert werden. Die minimale Struktur, die diesen Prozess anstol3t, umfasst
neben der NH,-terminalen p33 Kette, ein 100 Aminosduren langes Endstiick
der p55 Kette (de Bernard et al. 1998 a; Ye et al. 1999). Als weitere
Voraussetzung miuissen die beiden Proteinketten miteinander interagieren
konnen (Torres et al. 2004; Willhite et al. 2002; Ye et Blanke 2002).

1.2.5 H. pylori und Apoptose

Viele Studien sehen einen Zusammenhang zwischen der H. pylori Infektion
beim Menschen und einer erhthten Apoptoserate der Magenschleimhaut
(Mannick et al. 1996; Moss et al. 1996; Rudi et al. 1998), der Makrophagen
(Menaker et al. 2004) und der T-Lymphozyten (Ganten et al. 2007). Am
Tiermodell konnte die apoptotische Wirkung auf Epithelzellen bestatigt werden,
z. B. an der mongolischen Wistenspringmaus (Israel et al. 2001) oder an
Labormausen (Jones et al. 2002). Als Verursacher der Apoptose wurden
mehrere Antigene des Bakteriums benannt, z. B. Urease (Fan et al. 2000),
Proteine des cag PAI (Peek et al. 1999), Lipopolysaccharide (LPS) (Kawahara
et al. 2001), Proteasen und Lipasen (Smoot, D.T. 1997) oder der zellfreie
Medientberstand (Kuck et al. 2001). Vielleicht ist die apoptotische Wirkung von
H. pylori in vivo ein Ergebnis all dieser Faktoren (Wagner et al. 1997)? Fur
VacA konnten einige Studien einen apoptotischen Einflul3 unabhangig von
anderen H. pylori Faktoren belegen (fur Epithelzellen / AGS-Zellen: Cover et al.
2003; Galmiche et al. 2000; Kuck et al. 2001).
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1.2.6 VacA als Ausléser der mitochondrialen Apoptos e

Einige Forscher identifizierten das Mitochondrium als eine Zielstruktur fur die
N-terminale Sequenz der p33 Untereinheit. Das galt sowohl fir intrazellular
gebildetes VacA, nach Transfektion als auch fur extrazellular appliziertes Toxin.
VacA wurde oft auf der inneren Membran des Mitochondriums nachgewiesen.
Hier aktiviert es durch Freisetzung von Cytochrom ¢ die Caspase 3 abhangige
Apoptosekaskade (Galmiche et al. 2000; Willhite et Blanke 2004). Da eine
experimentelle  Uberexpression anti-apoptotischer Bcl-2 Cytokine den
programmierten Zelltod verhindert (Galmiche et al. 2000), wird ein mitochondrial
abhangiger Reaktionsweg, moglicherweise Uber Aktivierung von Bax, einem
pro-apoptotischen Bcl-2 Protein (Yamasaki et al. 2006) angenommen. Willhite
et al. (2003) untersuchten den Zusammenhang zwischen Vacuolenbildung und
Cytochrom ¢ Freisetzung. Obwohl Bafilomycin Al einseitig die Blasenbildung
blockiert, wird die VacA induzierte Freisetzung von Cytochrom c nicht behindert.
Vermutlich verlaufen beide Reaktionswege unabhangig (Yamasaki et al. 2006),
haben aber als gemeinsame Voraussetzung die Internalisierung des Toxins und
die Ausformung anionenselektiver Membrankanale (Kuck et al. 2001). Mutante
VacA Proteine, die keine Membrankanale und Vacuolen bilden oder solche, die
keinen Einflu3 auf Cytochrom ¢ haben, sind trotzdem wie der Wildtyp auf der
Mitochondrienmembran nachweisbar (Willhite et Blanke 2004). Weiter konnten
die Autoren eine Depolarisation der Mitochondrienmembran (AYW,) nachweisen
(Willhite et Blanke 2004). In CD4" Zellen kommt es in Folge dieser
Depolarisation zum ATP Abfall (Oswald-Richter et al. 2006) der einen G;/S-
Phasenblock erklaren kdonnte.

Die Induktion des programmierten Zelltods scheint an bestimmte Zelltypen
gebunden zu sein. Stellvertretend fir Epithelzellen konnte an AGS Zellen die
apoptotische Potenz sowohl flr natives VacA als auch in E. coli gebildetes
rekombinantes VacA nachgewiesen werden (Kuck et al. 2001). Passend zur
Kolonisierung der Magenschleimhaut mit H. pylori beschrieben Neu et al. 2002
den programmierten Zelltod an Belegzellen mit Senkung der Sauresekretion.
An aktivierten CD4" Ty, Zellen fand sich dagegen keine erhohte Apoptoserate
unter VacA-Behandlung (Gebert et al. 2003; Oswald-Richter et al. 2006;
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Sundrud et al. 2004). Ebenso schlol3 Boncristiano eine apoptotische Wirkung
auf Jurkat-Zellen bei einer Proteinendkonzentation von 40 pug/ml aus
(Boncristiano et al. 2003).

1.2.7 VacA Wirkung auf die Zellen des Immunsystems

Der Zell-zu-Zell-Kontakt, wie ihn llver et al. 2004 beschrieben, konnte die
Ubertragung von VacA auf die Epithelzellen erklaren. Dagegen macht die
Sekretion des vacuolenbildenden Cytotoxins in das extrazellulare Milieu
(Bumann et al. 2002; Cover et al. 1992; Leunk et al. 1988) eine Fernwirkung auf

die Zellen des Immunsystems moglich (siehe Abbildung 1).
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Abb. 1. Das VacA Protein beeinflusst zellulare Proz  esse Uber verschiedene
Mechanismen und unterstitzt H. pylori bei der chronischen Besiedelung
der Magenschleimhaut. (1) Oberflachengebundenes VacA kodnnte durch
direkten Zellkontakt Ubertragen werden. Sezerniertes VacA konnte
entweder (2) an Membranrezeptoren binden und proinflammatorische
Reaktionen iniziieren, (3) direkt von der Zelle aufgenommen zum
Mitochondrium transferiert werden und dort die Apoptose-Kaskade
auslosen, (4) nach Pinozytose Vacuolenbildung bewirken,
(5) Membrankanale mit Verlust von Nahrstoffen in den extrazellularen
Raum ausformen oder (6) die tight junctions Uberwinden und die T-Zell
Aktivierung und Proliferation behindern (Kusters et al. 2006).
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1.2.8 VacA Wirkung auf Epithelzellen und tight junc  tions

Zwischen den Epithelzellen schiitzen die tight junctions die Submucosa vor
dem aggressiven Mageninhalt. H. pylori kann diese Zellkontakte partiell 16sen
(Suzuki et al. 2002; Terres et al. 1998). Zusétzlich konnte fur einige H.-pylori-
Stamme eine VacA und CagA unabhangige Steigerung der parazellularen
Permeabilitdt nachgewiesen werden (Fedwick et al. 2005).

Zunachst bezogen sich die Untersuchungen auf den transepithelialen
elektrischen Widerstand (TER). Unter VacA Beimpfung zeigte sich ein Verlust
des TER an polarisierten Einzel-Zell-Schicht-Membranen (monolayers) (Papini
et al. 1998). Parallel zur Widerstandssenkung nahm die Permeabilitat far
Verbindungen mit einem Molekulgewicht < 350 - 440 um das Drei- bis Vierfache
zu. Das konnte in vivo die Versorgung des H. pylori Bakteriums mit Fe®*" und
Ni** durch die Epithelschicht erméglichen. Sowohl m1 als auch m2 codiertes
VacA kann den TER senken (Pelicic et al. 1999).

Die Integritdt der tight juncions zwischen den Epithelzellen wird vom CagA
gestort. Sowohl in vitro (Odenbreit et al. 2000) als auch in vivo (Azuma et al.
2003) konnte die direkte Injektion von CagA in polarisierte Epithelzellen via
Sekretionssystem Typ IV demonstriert werden. In den Epithelzellen greift CagA
die Verankerungen der tight junctions, die junctional adhesion molecules (JAM)
an (Amieva et al. 2003). So scheinen sich VacA und CagA in ihrer virulenten
Aktivitdt gegenseitig zu ergadnzen. CagA offnet die tight junctions, VacA
diffundiert im Sinne der Fernwirkung in die Submucosa und greift dort
immunologische Zellen an (siehe Abbildung 1). Mehrere Eigenschaften des
VacA Proteins machen eine Fernwirkung im gelésten Zustand méglich. An die
Umgebung angepasst ist VacA saureresistent bis pH 1,5, im sauren Milieu
bindungs- und aktivitdtsgesteigert und mit sinkendem pH zunehmend
pepsinresistent (de Bernard et al. 1995).
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1.2.9 Interaktion mit Granulozyten, Monozyten und M akrophagen

Die H. pylori Infektion 16st systemisch eine spezifische Immunreaktion aus,
abzulesen am Titeranstieg der Anti-H.-pylori Antikdrper (AK) (Blanchard et al.
1999; Sezikli et al. 2006; Yamaoka et al. 1999) und induziert lokal eine reaktive
Infiltration der gastralen Mucosa mit immunkompetenten Zellen (Blaser et
Parsonnet 1994; Kaklikkaya et al. 2006; Supajatura et al. 2002; Telford et al.
1997).

Eine Uberlebensstrategie fur H. pylori konnte das ,Verstecken* in
korpereigenen Zellen sein. In vitro konnte ein verlangertes Uberleben von
H. pylori Bakterien in Epithelzellen (Kwok et al. 2002) und in professionellen
Phagozyten (Odenbreit et al. 2001) beschrieben werden. In Epithelzellen
fanden sich vitale, bewegliche Bakterien in groRen zytoplasmatischen Vesikeln
(Amieva et al. 2002). Ob und wenn ja, in welchem Malle diese
Uberlebenskompartimente den VacA induzierten Vacuolen entsprechen ist eine
in der Forschung kontrovers diskutierte Frage (Amieva et al. 2002; Petersen et
al. 2001). Innerhalb professioneller Phagozyten scheint die Uberlebensdauer

mit der VacA Sekretion zusammenzuhangen (Zheng et Jones 2003).

1.2.10 VacA Einflud auf den Kalziumspiegel in Mas tzellen und

Lymphozyten

VacA steigert oszillierend den cytosolischen Kalziumspiegel in Mastzellen
(RBL-2H3) und aktiviert auf diesem Wege die Sekretion proinflammatorischer
Cytokine, z.B. TNF-a (de Bernard et al. 2005). Es kommt zu einer
Zelldegeneration mit Freisetzung von Granula, die ihren Inhalt, die Cytokine, in
die Umgebung abgeben (de Bernard et al. 2004). In Jurkat-Zellen als Beispiel
fur Lymphozyten kommt es unter Einwirkung von VacA zu einer starken

Hemmung des Ca**-Einstroms (Boncristiano et al. 2003).
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1.2.11 Interaktion von H. pylori mit B-Zellen und Beeinflussung der
Antigenprozessierung durch VacA

Molinari et al. veroffentlichten erste Hinweise fuir Wechselwirkungen zwischen
dem Toxin und B-Lymphozyten (Molinari et al. 1998 b). Sie verwiesen auf eine
behinderte Antigenprozessierung in B-Zellen mit Blockierung der Prasentation
gegenuber CD4" T-Helferzellen nach VacA Behandlung. Die
Neusynthetisierung der major histo compatibility complexes (MHC) Klasse Il ist
behindert, die Reaktivierung schon bestehender wird dagegen nicht

beeintrachtigt.

1.2.12 Immunsuppressive Wirkung von VacA

RegelmalRig treten in den Magenschleimhautbiopsien H. pylori infizierter
Patienten CD4" Ty, Infiltrationen auf (D’Elios et al. 1997; Krauss-Etschmann et
al. 2003). Fur einigen T-Zellen in der Magenschleimhaut konnte sogar eine
spezifische Anti-H.-pylori Sensitivitet nachgewiesen werden (D’Elios et al. 1997;
Di Tommaso et al. 1995). Und trotzdem kann H. pylori die Immunantwort
umgehen. Es liegen deutliche Hinweise fir eine Unterdrickung der
antigenspezifischen T-Zell-Proliferation durch H. pylori vor (Fan et al. 1994;
Knipp et al. 1994). Wang et al. vertraten 2001 die These, VacA konnte durch
induzierte Apoptose der gastralen T-Zellen die Expression der Fas Liganten
unterbinden und so die chronische H. pylori Infektion ermdglichen.
Vaccinierungsexperimente an H. pylori positiven Modellmausen belegen den
entscheidenden EinfluR der CD4" Helferzellen bei der Infektionskontrolle
(Aebischer et al. 2000; Akhiani et al. 2002; Lucas et al. 2001; Saldinger et al.
1998). Zum Beispiel besteht eine direkte Korrelation zwischen dem
Infektionsrisiko mit H. pylori und der T-Zelldichte in der Magenschleimhaut. Im
Gegensatz zu MHC Klasse | und B-Zell knockout M&usen, konnten MHC
Klasse Il knockout Mause nicht erfolgreich vacciniert werden. Diese
Beobachtung unterstitzt die Bedeutung der MHCIl zellgebundenen

Immunantwort im Falle einer H. pylori Infektion. Es ist nicht klar, ob VacA als
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Virulenzfaktor in vivo diese immunsuppressive Wirkung entfaltet? Klinische
Daten, vorgelegt von Fan et al. 1994, zeigen eine deutlich abgeschwéchte
proliferative Antwort der peripheren Lymphozyten gegen H. pylori bei H. pylori
positiven Patienten verglichen zu negativen. Einen weiteren Hinweis legten
Shirai et al. 1998 vor. Sie beobachteten bei H. pylori positiven Mausen eine
reduzierte vaccin-spezifische cytotoxische T-Zellantwort auf Virusvaccinierung
und eine verlangerte Dauer der Virusinfektion.

Da diese Ergebnisse die bevorzugte Manipulation der T-Zellen durch H. pylori
nahelegten, fokussierten einige Arbeitsgruppen in den letzten Jahren ihre
Forschungen in diese Richtung (Boncristiano et al. 2003; Gebert et al. 2003;
Gerhard et al. 2005).

1.2.13 VacA hemmt die Aktivierung nativer T-Zellen

Die Hemmung der klonalen Expansion nativer T-Zellen durch H. pylori konnte
auf zwei Verursacher zurtickgefiihrt werden: auf VacA und einen unbekannten
membranassoziierten Faktor. Sundrud et al. unterschieden 2004 die T-Zell-
Aktivierung von der nachfolgenden Proliferation bei Erhaltung der Vitalitat.
Wahrend VacA bei Jurkat-Zellen die Aktivierung hemmt, kommt es bei CD4" Ty,
Zellen zur Unterdrickung der anschlieRenden Proliferation. Einige Studien
untersuchten die VacA induzierte Hemmung des Cytokins IL-2 und die
unvollstandige Ausbildung des IL-2 Rezeptors (IL-2R) auf der T-Zellmembran.
Bisher sah man IL-2 als T-Zellwachstumsfaktor, der Uber autokrine Stimulierung
des IL-2R den Phasenwechsel G;/S mit anschlie3ender Differenzierung hin zu
bewaffneten T-Effektorzellen gewahrleistet (Kabelitz et al. 1993). Neuere
Studien zeigen dagegen auf, dafl IL-2 und der IL-2 Rezeptor in einer
komplexeren Wechselbeziehung stehen (Ellery et Nicholls 2002 a). Als
Heterotrimer setzt sich der hochaffine IL-2 Rezeptor aus einer a- (CD25), einer
B- (CD122) und einer y.-Untereinheit zusammen. Die a-Untereinheit wird erst
nach TCR/CD28 Stimulierung in der T-Zelle gebildet. Das Heterodimer CD122
und Y. ist ein mittelaffiner Rezeptor sowohl fur IL-2 als auch fir IL-15. Die

a-Untereinheit fir den spezifischen IL-15R wird ebenfalls erst nach TCR/CD28
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Stimulation gebildet. Die autokrine Stimulation durch IL-2 kann in Abhangigkeit
der verschiedenen Rezeptorausformungen und im Wechselspiel mit IL-15 die
Proliferation der T-Zelle mit Phasenwechsel férdern. Durch Induktion
antioptotischer Mechanismen kann IL-2 die Vitalitat der T-Zellen erhalten oder
den activation-induced cell death (AICD) auslésen (Ellery et Nicholls 2002 b).

Sowohl die IL-2 Sekretion als auch die Synthese der a-Kette (CD25) werden in
der CD4" Ty Zellen durch VacA blockiert, mithin die autokrine Stimulation
(Gebert et al. 2003). Dabei ist bemerkenswert, dafld schon eine bis funf
H.-pylori-Bakterien pro T-Zelle die IL-2 Sekretion senken (Gebert et al. 2003).
Zieht man diese hohe toxische Potenz in Betracht, liegt die Annahme eines
spezifischen VacA-Rezeptors auf der T-Zellmembran nahe (Boncristiano et al.
2003). Gleichzeitig ware die lokale Hemmung des Immunsystems im Falle einer
bakteriellen Gastritis bei physiologisch niedriger VacA Konzentration denkbar.

An peripheren Blut-Lymphozyten senkte die VacA Behandlung deutlich die
Produktion von Cyklin D3 und E (Gerhard et al. 2005). Diese Cykline
kontrollieren die Phosphorelierung und Aktivierung des Retinoblastom Proteins
(pRDb), einem Zell-Zyklusregulator fir den G;/S Phasenprogress (Gebert et al.
2003), Cykin D in der frihen G; Phase und Cyklin E in der spaten (Ahmed et al.
2000). Oswald-Richter et al. verifizierten 2006 die VacA Wirkung auf Cyklin D3
und Rb in nativen T-Lymphozyten. Dieser Mechanismus konnte die
Unterdrickung einer effektiven Immunreaktion durch Teilungshemmung
aktivierter T-Zellen erklaren. Die Zellen wéren im Phasenibergang G,/S

arretiert und die T-Zellproliferation behindert.

1.2.14 VacA hemmt die Proliferation von T-Lymphozy ten und Jurkat-

Zellen

Die Sekretion und autokrine Stimulation mit IL-2 legt fest, ob eine T-Zelle
proliferieren und eine bewaffnete Effektorzelle werden kann (Janeway et
Travers 2002). Der aus zwei Untereinheiten bestehende Transkriptionsfaktor
nuclearen Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT) kontrolliert die IL-2 Synthese im

Lymphozyten. Im aktivierten Zustand setzt sich der Faktor aus einer nucleéren
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(NFAT,) und einer cytoplasmatischen (NFAT;) Komponente zusammen. Im
Zuge der T-Zell-Aktivierung fuhrt eine TCR assoziierte Thyrosinkinase binnen
einer Stunde zu einer gesteigerten NFAT, Synthese. Gleichzeitig kommt es zu
einem massiven Ca*" Einstrom, der sich primar aus internen Kompartimenten
und sekundar extrazellular herleitet. Dieser Einstrom wird von Ca?'-releas-
activated-Ca?* (CRAC) channels kontrolliert. Der Ca®" Einstrom befahigt die
Ca®*-aktivierte Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin dazu, die cytosolische
Untereinheit des NFAT zu dephosphorelieren. Das so aktivierte NFAT,
transloziert in den Zellkern und bildet zusammen mit NFAT, den aktiven NFAT-
Komplex. Dieser Komplex induziert nachfolgend die Transkription von T-Zell-
aktivierenden Genen, unter anderem auch das Gen fir IL-2.

In Jurkat-Zellen verhindert VacA die NFAT. Translokation in den Nukleus indem
das Toxin spezifisch die Aktivierung von Calcineurin blockiert (Gebert et al.
2003; Sundrud et al. 2004). Die blockierte NFAT Aktivitat wird durch aktivierte
Ras-Allele kompensiert und die Vitalitat der Zellen bleibt erhalten (Knickelbein
et al. 2006). In Jurkat-Zellen zeigt VacA eine Wechselbeziehung wie sie von
den Immunsuppressiva Cyclosporin A und FK 506 mit Blockierung der
Calcineurinaktivierung bekannt ist. Eine mdgliche Erklarung fir die Blockierung
der Calcineurinaktivierung kénnte in den aus VacA Monomeren gebildeten
Anionenkandlen liegen (Szabo et al. 1999). In Gegenwart von NPPB, einem
unspezifischen Chloridkanal-Blocker, hat VacA keinen Einfluss auf den durch
Stimulation mit lonomycin induzierten Ca** Einstrom. lonomycin und A23187
erleichtern als lonophoren den Ca?* Einstrom allgemein in Zellen und speziell in
Jurkat-Zellen. Es kénnte sein, dass die aus VacA-Monomeren gebildeten
Anionenkanéle die CRAC Kanale negativ beeinflussen und den Ca?* Einstrom
hemmen (Boncristiano et al. 2003). Weitere Moglichkeiten einer direkten
Interaktion zwischen VacA und Calcineurin kbnnen nach dem gegenwartigen

Stand der Forschung nicht ausgeschlossen werden.

In aktivierten CD4" TnZellen kommt es im Gegensatz zu Jurkat-Zellen, zu
keiner Behinderung der NFAT Aktivitdt. Unter VacA-Beimpfung konnte keine

hemmung der IL-2 Sekretionsrate gefunden werden (Sundrud et al. 2004). Wie
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aktivierte CD4" Ty, Zellen durch VacA an der Proliferation gehindert werden, ist
derzeit unklar?

Neueste Studien zeigen einen unerwarteten Einfluss auf die HIV Infektion.
Primére ruhende CD4" T, Zellen sind nach Aktivierung tiber TCR und Cytokine
empfanglich fur HIV. In Anwesenheit von VacA stoppt die HIV Infektion nach
der Phase der viralen reversen Transkription und vor der viralen Integration in
die Wirts DNA (Oswald-Richter et al. 2006). Ein dem Rapamycin vergleichbarer
Einfluss auf p70 S6 konnte ausgeschlossen werden; stattdessen wird die VacA
induzierte ATP Depletion als eine Ursache in den Fokus der Betrachtung
geruckt.

1.2.15 Immunsuppression und proinflammatorische Akt ivitdt von VacA

Neben der Immunsuppression berichteten Boncristiano et al. 2003 von einer
zweiten Einflussmoglichkeit. VacA konnte von auflen mit dem COOH
terminalen Ende der p58 Kette an unbekannte hoch sensible Rezeptoren
binden. Diese Bindung kdénnte zum einen Rac aktivieren und zum zweiten
Strel3kinasen phosphorelieren, z. B. p38. Dies kénnte lber eine Reorganisation
der Actinmolekiile die Proliferation verhindern und die T-Zelle in einen Zustand
der Anergie uberfihren (Boncristiano et al. 2003; Montecucco et de Bernard
2003 a).

Neben der Immunsuppression wird fur VacA auch eine proinflammatorische
Aktivitdt postuliert z. B. durch Stimulierung des Enzyms Cyclo-Oxygenase
(Cox)-2, sowohl in T-Zellen als auch in Granulozyten und Macrophagen
(Boncristiano et al. 2003). Zusatzlich berichten Supajatura et al. 2002 von
chemotaktisch aktivierten Mastzellen. Diese produzierten nach Cokultivierung
mit VacA proinflammatorische Cytokine wie TNF-a, IL-13 oder IL-6. Klinisch
konnten die mukosal lokalisierten Mastzellen durch ihre unspezifische
Immunreaktion zur Entstehung der atrophischen Gastritis beitragen.
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1.3 Ziele dieser Studie

Das primares Ziel dieser Studie war es, die von einigen Forschergruppen
beschriebene Proliferationshemmung des Zytotoxins VacA (Gebert et al. 2003)
genauer zu quantifizieren. Am Modell der Jurkat-Zelle, einer transformierten
T-Zell-Linie, sollte der G1/ S Phasenblock untersucht werden.

Zur Anwendung kamen H. pylori Kulturmedien nach Entfernung der Bakterien
mittels Zentrifugation und Aussalzung in  Ammonium-Sulfat. Der so
gewonnenen zellfreien Uberstand enthielt in loslicher Form die von den
Bakterien sezernierten Proteine mit dem Toxin VacA. Die durchgefihrten
Experimente bezogen sich auf drei H.-pylori-Stamme, den Wildtypen P12 und
zwei biotechnologisch veranderte, isogene Mutanten: P12A(VacA) und
P12A(6/27).

Backert et al. (2001) beschrieben P12 als einen cagA™ H.-pylori-Stamm, der ein
funktionstiichtiges VacA Protein mit dem Genotyp s1/ml transkribiert und via
Sekretion ins Kulturmedium sezerniert. In verschiedenen Untersuchungen
zeigte P12 die typische VacA Wirkungen (Schmitt et Haas 1994). In AGS-Zellen
(Epithelzellen) induzierte das im zellfreie Uberstand geldste VacA Protein von
P12 nach 48 Stunden die namengebende Vacuolenbildung. Und die Analyse im
Zytometer zeigte eine gesteigerte Apoptoserate (Kuck et al. 2001).

Mit dem von Copass, Grandi und Rappuoli 1997 am VacA-Gen etablierten
Verfahren zur gezielten und stabilen Chromosomenmanipulation entwickelten
Vinion-Dubiel et al. 1999 den isogene knock-out Mutation P12A(6-27). Dem
A(6-27)p88-VacA-Protein fehlt im Gegensatz zum Wild-Typ-VacA-Protein die
besondere hydrophobe Region auf dem Aminoterminus. Am Modell der HelLa-
Zellen zeigte der isogene Mutant P12A(6-27) in Vergleich zum vollstandigen
Vac Toxin eine verlangsamte Ausbildung von lonenkanalen, die weniger
anionenselektiv waren. Des weiteren blieb die Vacuolenbildung aus und in
Mischung mit dem Wildtyp-VacA-Protein zeigte sich eine dominant negative
Wirkung.

Im Referenzartikel zum zweiten isogenen knock out Mutanten P12A(VacA)

berichten Gebert et al. 2003 Uber Experimente sowohl mit dem Bakterium als
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auch mit dem zellfreien Extrakt. Der VacA-Null Mutant zeigte im Vergleich zum

Wildtyp P12 in Jurkat-Zellen keine Hemmung der IL-2 Sekretion und konnte in

HelLa-Zellen die NFAT Translokation in den Nukleus nicht unterbinden.

Nach Durchsicht der bisher publizierten Forschungsergebnisse kristallisierten

sich folgende Fragestellungen heraus, die die Grundlage fir die im folgenden

Teil beschriebenen Experimente bildeten:

o

Kann das im Kulturmedium geléste VacA den Zellzyklus der Jurkat-
Zellen in der G;-Phase arretieren?

Findet sich ein deutlicher Unterschied bezogen auf die
Proliferationshemmung zwischen den zellfreien Extrakten der Stamme
P12 und P12A(VacA) in dem Sinne, dass der zellfreie Extrakt des
Wildtyps den Phasenwechsel G;/S hemmt und der Extrakt von
P12A(VacA) nicht?

Lalkt sich dieser Unterschied in den G;-Populationen unter P12 und
P12A(VacA) Einwirkung quantifizieren?

Wie beeinflusst das unvollstdndige A(6-27)-VacA-Protein den Anteil der
Jurkat-Population in der G;-Phase?

Wie kann die phasenhemmende Wirkung des Wildtyp VacA verstarkt
werden, wenn zwei StellgroRen optional zur Verfiigung stehen: direkt das
Wildtyp-Protein zu modifizieren oder den Wirkmechanismus in der
Jurkat-Zellen zu beeinflussen?

Kann Wildtyp-VacA durch Séaureaktivierung bezogen auf seine
hemmende Wirkung verstarkt werden?

Wie verhalten sich die Jurkat-Zellen, wenn sie zeitgleich mit zwei
entgegengesetzten Stimuli inkubiert werden? VacA bremst den
Zellzyklus und die mitogen Substanzen Concanavalin A oder
PMA/lonomycin forcieren ihn.

Konnen Jurkat-Zellen durch Serumdeprivation partiell im Zellzyklus
synchronisiert werden?

Kann P12-Wildtyp-VacA serumdeprivierte Jurkat-Zellen in der Gi;-Phase

hemmen?
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2 Material und Methoden

2.1 Jurkat-Zellen als Untersuchungsmodell

2.1.1 Allgemeine Bemerkungen zu den Jurkat-Zellen

Die Jurkat-Zellen der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland) mit der Nummer ACC 282 dienten in
dieser Studie als Modell. Diese Mitte der 1970er Jahre isolierten
Leukdmiezellen vom T-Lymphoblastoiden Typ wachsen einzeln oder
clusterbildend in Suspension. Schneider et al. beschrieben 1977 als besondere
Merkmale dieser Zell-Linie, die auch ,JM* genannt wird, eine Verdoppelungszeit
von 25 bis 35 Stunden im Brutschrank mit 5 % CO, Atmosphéare bei + 37 TC.

Die optimale Zelldichte im Medium liegt zwischen 0,5 — 1,5 x 10° Zellen/ml.

2.1.2 Kultivierung der Jurkat-Zellen

Nachdem die Jurkat-Zellen aus dem Stickstofftank (Grof3raum-Gefrierbehalter,
K Serie, Cryolagerungs-Systeme, Typ 10K, Serien Nr. 562-006-U3, Taylor-
Wharton Harsco GmbH, Mildstedt, Deutschland) entnommen und im
Wasserbad (Typ 3047, Fabr. Nr. 720396, Kottermann GmbH & Co.KG
Labortechnik, Uetze, Deutschland) zellschonend aufgetaut waren, folgte die
Anzucht. Der Kultivierung der Jurkat-Zellen diente RPMI-N&ahrlésung mit 10 %
FCS-Anteil. Unter Berucksichtigung der von Schneider genannten Parameter
erfolgte  die  Zellvermehrung in  75cm®  Kulturflaschen in  einem
Feuchtbrutschrank vom Typ B 5060 EK-CO2 (Heraeus, Osterode,
Deutschland). Bei zwei- bis dreitdgigem Mediumswechsel stand nach 10 bis 14
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Tagen eine ausreichende Zellmenge zur Verfigung. Alle Arbeiten im Rahmen
der Zellkultivierung wie auch des spateren Experimentansatzes in den
Wellplatten erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank vom Typ
Lamin Air HA 2448 GS (Heraeus, Osterode, Deutschland).

2.1.3 Rezeptur des Kulturmediums fur die Jurkat-Zel  len

Das Kulturmedium setzte sich aus 500 ml RPMI-1640 (Lot Nr. 0609 H,
Biochrom, Berlin, Deutschland) und 5,5 ml L-Glutamin (N-Acetyl-L-ananyl-L-
glutamin (Ac-ala-glu) 200 mM, Lot Nr. 1097G, Biochrom, Berlin, Deutschland)
zusammen. Als unspezifischer Wachstumsstimulus fur die Jurkat-Zellen wurde
das Medium mit 5 ml fétalem Kéalberserum (FCS) (Fetal Bovine Serum, Lot Nr.
0830G, Biochrom, Berlin, Deutschland) angereichert und entsprach einer 10 %
FCS LOsung.

2.1.4 Optimierung des Nahrmediums und der Zelldicht e

Drei Tage vor Durchfihrung des Experiments kamen die Jurkat-Zellen in ein
frisches Nahrmedium mit einem FCS Anteil von 10 % oder 0,2 %. Unter
Verwendung der Neubauer-Zahlkammer konnte die optimale Aussaatdichte von
0,5 x 10° Zellen/m| eingestellt werden. Im Mikroskop wurde bei einer
1:1 Verdinnung mit Trypan Blau (0,5% (w/v) Lot Nr 0533K, Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) der Anteil vitaler Zellen von mehr als 95 % sicher gestellt.
Anschliel3end verblieben die Zellsuspensionen 72 Stunden lichtgeschitzt im
5 % CO, Warmeschrank bei + 37 € und 100 % Wassersattigung .

2.2 Zellfreie Extrakte als Untersuchungsgrol3e

In der hier vorgestellten Studie wurden die zellfreien Extrakte des H.-pylori-
Stamms P12 und seiner isogenen Mutanten P12A(VacA) und P12A(6-27) in
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threr Wirkung auf Jurkat-Zellen speziell der Zell-Zyklushemmung in der
G:-Phase untersucht. Die Uberstande stellten eine Suspension verschiedenster
von den vitalen Bakterien ins Nahrmedium exkretierter Zytokine dar und
entfalteten eine biologische, fur H. pylori typische Aktivitat in T-Lymphozyten
(Chen et al. 2000). Herr Professor Dr. Reiner Haas am Max-von-Pettenkofer-
Institut fur Hygiene und Medizinische Mikrobiologie an der Ludwig-Maximilians-
Universitat (LMU) Munchen, Deutschland, war so freundlich, die Uberstande

nach Prufung ihrer biologischen Aktivitat zur Verfigung zu stellen.

2.2.1 Gewinnung der zellfreien Uberstande

Gemals den Angaben von Gebert et al. aus 2003 wurden die H.-pylori-Stamme
im Max- von-Pettenkofer-Institut fur Hygiene und Medizinische Mikrobiologie fur
24 Stunden bei leichtem Schitteln in Flussigkulturen inkubiert. Nach
Zentrifugieren und Pelletieren der Bakterien schloss sich eine sterile Filtration
des Uberstandes mit einem 0,2-um-Poren-Sieben an und anschlieRender
Aussalzung der Proteine in 50% Ammonium-Sulfat-Lésung. Die so
gewonnenen Proteine wurden in PBS (Phosphate Buffered Saline)
resuspendiert und Uber Nacht gegen PBS dialysiert. Nach abschliel3ender
Bestimmung der Proteinkonzentration in der Bredford-Reaktion erfolgte die

Verschickung der zellfreien Extrakte bei — 20 C.

2.3 Durchfihrung des experimentellen Ansatzes in de r Well-
Platte

2.3.1 Allgemeines Beimpfungs-Schema

Nach Einstellung der Zelldichte auf 1 x 10°/ml und erneuter Vitalitatspriifung mit

Trypan blau (siehe 2.1.4), wurden die Flachboden-Zellkulturplatten mit vier mal
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vier Wells beschickt. In jede Kulturkammer kam 1 ml Jurkat-Zellsuspension mit
5-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU) (Endkonzentration ¢ = 20 pM) (siehe Abb. 2 auf
der folgenden Seite). In die Wells der Spalten 2 bis 4 kamen die Uberstande der
unterschiedlichen Helicobacter pylori (H. pylori) Stamme, in Spalte 2 der Extrakt
des Wildtyps P12, in Spalte 3 der P12A(VacA) Extrakt und in Spalte 4 der
P12A(6-27) Extrakt. Die Proteinendkonzentration betrug 250 pg/ml. Die
Spalte 1 wurde als Kontrolle (Co) ohne zellfreien Uberstand inkubiert.
Abschliel3end kamen in die Reihen 2 bis 4 mitogene Stimuli. Die Suspensionen
in Reihe 2 und 3 wurden mit Concanavalin A (Con A) (Endkonzentration
¢ = 0,1 mg/ml), die in Reihe 4 mit Phorbol 12-myristate 13-acetat (PMA) und
lonomycin (lono) (Endkonzentration: PMA ¢ =150ng/ml, lono c¢ =3 uM)
stimuliert.

Die Inkubation erfolgte bei 37 C, 5% CO, Atmosphare und 100 %
Wassersattigung im Brutschrank (siehe Abb. 3 auf der Seite 48).
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Spalte 1 Spalte 2 Spalte 3 Spalte 4

Uberstand : Uberstand : Uberstand : Uberstand :

keiner P12 P12A(VacA) P12A(6/27)
Reihe 1
e | O O O O
keine
Reihe 2
e O O O O
Con A
Reihe 3
e O O O O
Con A
Reihe 4
Stimulation: Q Q O Q
PMA / lono
Abb. 2: Schemazeichnung einer Well-Platte mit 4 x 4 Kulturkammern.

Jedes Well enthielt 1 ml Suspension mit 1 x 10° Jurkat-Zellen und BrdU
(5-Bromo-2’-Deoxyuridin)  (Endkonzentration ¢ =20 uM). Die Reihen
wurden entsprechend der Beschriftung am linken Rand stimuliert (ConA
Endkonzentration ¢ = 0,1 mg/ml, PMA Endkonzentration ¢ = 150 ng/ml und
lonomycin Endkonzentration ¢ = 3 uM). Der obere Rand gibt die H.-pylori-
Stamme an, deren zellfreie Extrakte in die Spalten 2 bis 4 gegeben wurden
(EiweiRendkonzentration in jeder Kulturkammer ¢ = 250 pg/ml).
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Oh
g

Experimentschema: Inkubation der Jurkat-Zellen

Jurkat-Zellen
1x1® Zellen/ml

—

Co
Extrakt Vac A

Extrakt A(VacA)

Extrakt A(6-27)

Jurkat-Zellen + BrdU

Jurkat-Zellen + BrdU

Jurkat-Zellen + BrdU

Jurkat-Zellen + BrdU

waschen, fixieren

und bei —20°C einfrieren

Abb. 3: Schema zum Experimentansatz.  Zur Stunde O wurden vier Proben
angesetzt mit 1x 10° Jurkat-Zellen/ml plus BrdU und den zellfreien
Extrakten VacA, A(VacA) und A(6-27) sowie in der Kontrolle (Co) ohne
Extrakt. Nach einer Stunde erfolgte die erste Abnahme, nach 24 Stunden
die zweite. Es folgte ein Waschgang mit PBS. Dem Fixieren der Zellen
schloss sich die Lagerung bei — 20 < fir mindesten s 24 Stunden an.

2.3.2 5-Bromo-2’-deoxyuridin (BrdU)

Den Angaben des Herstellers folgend konnte mit BrdU (B9285, Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) die de novo DNA Synthese nachgewiesen werden.

Das Uridinderivat BrdU wurde selektiv als Thymidinanalogon in der S-Phase

des Zellzyklusses, der semikonservativen Replikation der Chromosomen, in die
Doppelhelix inkorporiert. Mit Anti-BrdU Antikdrper (Antikérper 1) konnte im Zuge
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der Probenaufarbeitung eingebautes BrdU demarkiert und mit einem zweiten
fluoreszierenden Antikorper indirekt sichtbar gemacht werden. Thymidin zeigte
laut den Angaben des Herstellers keine Wechselwirkung mit Antikoérper 1.

Inkorporiertes BrdU demarkierte spezifisch die Zellen, die zum Zeitpunkt der
Chromosomenreplikation, dem S-Phasen Durchgang, einem BrdU-haltigen

Medium ausgesetzt waren.

2.4 Variationen des Experimentaufbaus

Verschiedene StellgréRen im Experimentaufbau wurden gezielt verandert in der
Absicht, die VacA induzierte Gi-Arretierung zu verstarken. Die Variationen

bezogen sich auf drei Grol3en:

« Saureaktivierung vs. nicht Aktivierung des VacA haltigen Uberstands
* Deprivation der Jurkart-Zellen durch Kultivierung im serumarmen
Medium fur 72 Stunden

* Co-Kultivierung mit den mitogenen Stimuli Con A oder PMA/lonomycin.

2.4.1 Saureaktivierung der Uberstande

Alternativ konnten die Uberstande der H.-pylori-Stamme P12 und P12A(6-27)
vor Beschickung der Well-Platte eine Stunde lang bei pH 2-3 im Brutschrank
aktiviert werden. Kontrolliert im pH-Meter steigerte (1N) HCI Losung den
Sauregehalt. Nach 1 Stunde mit anschlieRender Neutralisierung mittels (1N)
NaOH Loésung entsprach das weitere Prozedere dem Beimpfungsschema der
Well-Platten wie unter 2.3.1 beschrieben (siehe Abb. 4 auf der nachsten Seite).

Das Suffix a kennzeichnete die aktivierten Uberstande.
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Saureaktivierung der Uberstande VacA und VacA-A(6-27)

Oh 1h 24h

NaOH ! ! !

1 Co Jurkat-Zellen + BrdU

pH2-3 fir 1h | |

VacA + HCI > VacAa Jurkat-Zellen + BrdU
I I

A(VacA) Jurkat-Zellen + BrdU

pH2-3 fir 1h | |

A(6-27) + HCI > A(6-27) a Jurkat-Zellen + BrdU
v \

NaOH waschen, fixieren

und bei —20°C einfrieren

Abb. 4. Schema zum Experimentsetting mit saureaktivierten Uberstanden
der H.-pylori-Stdmme P12 und P12A(6-27) (knock out Mutant). Nach einer
Stunde Saureaktivierung mit Salzsaure unterlagen die zellfreien Extrakte
VacA a und A(6-27) a demselben Ansatzschema wie in Kapitel 2.3.1
beschrieben.

2.4.2 Serumdeprivation

Vor dem Experimentansatz wurden die Jurkat-Zellen 72 Stunden wahlweise in
Nahrmedien mit 10 % oder 0,2 % FCS Anteil kultiviert. Ansonsten entsprachen
die Mediumzusammensetzung und die Experimentdurchfihrung dem
Prozedere wie unter 2.1.3 und 2.3.1 beschrieben. Die Kulturlosung RPMI-1640
mit 10 % FCS bot die optimalen Voraussetzungen fur die Jurkat-Zellen. Die mit
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0,2% FCS  angereicherte  RPMI-L6ésung  stellte ein  suboptimales
~-Hungermedium* dar. Angeregt durch die Arbeit von Shirin et al. (1999) sollte
diese Serumdeprivation die Jurkat-Zellen partiell in der G; Zell-Zyklusphase

synchronisieren.

2.4.3 Mitogene Stimuli

Einige Arbeitsgruppen berichten von deutlicheren Arretierungsergebnissen
nach Co-Kultivierung mit mitogenen Substanzen (Chen, Shu, Chadwick 2000).
Sowohl Phorbol-Myristate-Acetat (PMA) und lonomycin (lono) als auch
Concanavalin A (ConA) forcieren als exogene Stimuli den Zellzyklus. Die
Arbeitshypothese ging davon aus, die VacA induzierte Zyklushemmung im
Kontrast zu diesen mitogenen Stimuli deutlicher hervortreten zu lassen.

Die Ergebnisse der Arbeit von Gebert et al. (2003) aufgreifend kam Phorbol 12-
myristate 13-acetat (PMA) (Sigma, Kat. Nr. P1585, Taufkirchen, Deutschland)
bei einer Endkonzentration von ¢ = 150 ng/ml zusammen mit 3 uM lonomycin
(lono) (Sigma, Kat. Nr. 10634, Taufkirchen, Deutschland) zur Anwendung.

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetat) ist auch bekannt unter dem Kurzel: TPA
(Tetradecanoylphorbol 13-Acetat). Mit PMA stand nach Angaben des
Herstellers eine exogene Substanz mit folgenden Eigenschaften zu Verfigung:
potenter Tumorpromotor, aktiviert die Proteinkinase ¢ in vivo und in vitro und
stimuliert als rezeptorunabhaniger Zellaktivator in Jurkat-Zellen die
Interleukinproduktion.

Mit lonomycin (lono) wurde in dieser Studie einer der gebrauchlichsten Ca?*-
lonophoren eingesetzt. lonomycin transportierte Ca**, Pb* und andere
divalente Kationen in Jurkat-Zellen. Verglichen mit A-23187 entfaltete
lonomycin eine gesteigerte Wirkung.

Die Stimulierung der Jurkat-Zellen mit PMA und lonomycin ahmte den dualen
Aktivierungsmechanismus der T-Zellen nach. Der Calciumionophor lonomycin
aktivierte NFAT Uber Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration. PMA
beeinflusste die NFAT-Aktivitat indem es die Synthese und Aktivitat von Fos
und Jun, zwei Komponenten der Transkriptionsfamilie AP-1, stimulierte. Diese
Proteine integrierten mit der DNA bindenden Doméne (DBD) von NFAT indem
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sie kooperativ mit NFAT an komplementare DNA-Elemente in regulatorischen
Regionen banden und die Transkription von Zielgenen auslésten (Garcia-
Rodriguez et Rao 2000).

Der Extrakt der Schwertbohne Con A (Sigma, Kat. Nr. C 0412-5MG,
Taufkirchen, Deutschland) aktivierte die Jurkat-Zellen mit  einer
Endkonzentration von ¢ = 0,1 mg/ml. Das Lectin stimulierte die Jurkat-Zellen
wahrscheinlich Gber CD3/CD28 Komplexbildung und stellte im Vergleich zu

PMA/lonomycin eine physiologische Stimulierung der Jurkat-Zellen dar.

2.5 Zeitversetzte Ernte

Die erste Abnahme (500 pl) erfolgte nach einer Stunde Inkubation im
Brutschrank. Die verbliebenen 500 pl Zellsuspension mit experimentellem
Kulturmedium wurden 24 Stunden nach Ansetzen der Probenplatten
entnommen.

Die Messergebnisse der Zellen, die eine Stunde nach Ansatz der Kultur-Platten
geerntet wurden, dienten als Basiswerte mit denen die Analysedaten der

Proben nach 24 Stunden Inkubation verglichen wurden.

2.6 Erster Teil der Aufarbeitung

Der erste Teil der Aufarbeitung verfolgte zwei Ziele:
1. Entfernung des Mediums mit den gelésten Reagenzien und Extrakten
2. Fixierung der Jurkat-Zellen

Die Zellen beider Abnahmen wurden der gleichen Behandlungsabfolge
unterzogen:

= Pelletieren der Proben bei 200 x g (1435 U/min) flr 3 Minuten

= Dekantieren der Uberstande
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= zweimaliges Waschen mit PBS Puffer, Pelletieren und Dekantieren
» Fixieren der Zellmembranen mit 250 pl Ethanol (70 %)
» Einfrieren der Proben bei—20 C

2.7 Zweiter Teil der Aufarbeitung

Nachdem die Proben mindestens 24 Stunden bei — 20 °C geruht hatten (Labor-
Gefrierschrank, Froster-720-CR, Philipp Kirsch GmbH, Offenburg,
Deutschland), folgte der zweite Aufarbeitungsteil mit anschlielRender Messung

im Durchflusszytometer (FACS).

Die 1 und 24 Stunden Proben einer Kulturplatte wurden zeitgleich mit folgenden
Zielen behandelt:

» Aufreinigung der Jurkat-Zellen — 2.7.2

* Denaturierung der Doppelstrang-Helix — 2.7.3

* Doppelfarbung der DNA nach Dolbeare et al. (1983) — 2.7.4:

a) indirektes Anfarben des inkorporierten BrdU mit
Anti-BrdU-Antikorpern der Maus (Antikorper 1) und

Antikdrper 2 (Anti-Maus Antikérper vom Kaninchen, konjugiert

mit dem  Fluoreszenz-Marker  Fluorescein-Iso-Thio-Cyanat
(FITC))

b) direktes Anfarben aller Nukleinsauren mit Propidium
Jodid (P1)



54

2.7.1 Versuchslosungen fur die Aufarbeitung, Teil | I

\Versuchslésung  Endkonzentration

Signatur / Hersteller Losungsmittel

RNase A ¢ =0,1 mg/ml R4875 (100 mg) PBS Puffer
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland
Pepsin ¢ = 0,552 mg/ml EC 3.4.23.1 (100 g) 85,5 % Aqua dest.
entspricht Merk, Darmstadt, 5% (1N) HCI

386,74 FIP Units/ml Deutschland

Antikorper 1 ¢ = 0,382 pg/ml Cat.Nr. 347580 PBS / BSA Puffer
Monoclonal Lot 37037
Anti-BrdU Pure Becton Dickinson,
von der Maus Franklin Lakes, NJ, USA
Antikorper 2 ¢ = 10 pl/ml F 0313 FITC.F(ab’), PBS / BSA Puffer
Polyclonal Rabbit Lot 00015066 (2 ml),
Anti-Mouse DAKO Cytomation,
Immunglobulin/ Hamburg, Deutschland
FITC
Propidium Jodid c =20 pg/mi P 4170 (10 mg) PBS / BSA Puffer
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland
PBS - Dulbecco unverdinnt Biochrom, Berlin,
Puffer Deutschland
BSA - Albumin ¢ =10 mg/ml A 2153-50G PBS Puffer
from bovine serum Sigma-Aldrich,
Traufkirchen,
Deutschland
Propidium Jodid/ ¢ =20 pg/ml aus oben genannten
RNase A c=2ug/ml Versuchslésungen
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2.7.2 Aufreinigung in Einzelschritten

= Waschen mit 2 ml PBS Puffer

» Pelletieren in der Zentrifuge mit 275 x g, bei RT fir 6 min, Bremse 2
(Rotixa/RP, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland)

» Dekantieren und Resuspendieren in PBS mit dem Tischvortex (VF2,
Janke und Kunkel IKA-Labortechnik, Staufen i. Br., Deutschland)

Verdauung der RNA:
= kalte RNase A (+4 C) (c =0,1 mg/ml) fir 10 min im Wasserbad bei
+37 T (+/-0,4 C)

» Pelletieren (Parameter s.0.), Dekantieren, Resuspendieren mit Vortex

Verdauung der Eiweil3bestandteile:

= 1 ml kaltes Pepsin (c =0,552 mg/ml) far 10 min im Wasserbad (Typ
3047, Kottermann, Uetze-Hanigsen, Deutschland) bei + 37 T

= zur Deaktivierung 5 min auf Crush-Eis Lagern (ZIEGRA-Eismaschine,
ZBE 70 — 100, Isernhagen, Deutschland)

= Waschen mit 3 ml PBS (+ 4 C)

= Pelletieren, Dekantieren, Resuspendieren

2.7.3 Denaturierung der doppelstrangigen DNA

Aufspaltung der doppelstrangigen DNA (dsDNA) nach Sasaki et al. (1988):
= 1 ml(2N) HCI, 10 min, lichtgeschuitzt bei RT
= drei Waschschritte (2 x mit 3 ml PBS, 1 x mit 2 ml PBS/BSA)

=  Pelletieren, Dekantieren
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2.7.4 Anfarben der DNA

Die hier durchgefiihrte immunozytochemische Doppelfarbung ermdglichte in der
FACS-Analyse die quantitative Messung der Chromosomenmenge Uber
Propidium lodid-Fluoreszenz bei gleichzeitiger Bestimmung des Anteiles an
inkorporiertem BrdU. Diese Bearbeitungsschritte folgten den Angaben von
Dolbeare et al. (1983).

Indirektes ~ Anfarben  des  eingebauten BrdU am  denaturierten
Chromosomenstrang:

= 200 pl Antikorper 1 (IgG; Anti-BrdU-AK der Maus) (¢ = 0,382 pg/ml)

» Resuspendieren

= 30 min Proben mit AK 1 lichtgeschiitzt Inkubieren bei Raumtemperatur

= Waschen mit 2 ml PBS/BSA

= Pelletieren, Dekantieren

= 200 pl Antikérper 2 (polyklonaler Anti-Maus-AK vom Kaninchen
konjugiert mit Fluoreszenz-Isothiocyanat (FITC)) (c = 10 ul/ml)
= Resuspendieren

= 30 min Proben mit AK 2 lichtgeschuitzt Inkubieren bei Raumtemperatur

Demarkieren der gesamten DNA:
= 500 pl Propidium Jodid (c = 20 pg/ml)
» Inkubationszeit <5 min

= Pelletieren, Dekantieren, Resuspendieren

Tragerlésung zur Messung der fixierten Jurkat-Zellen im FACS.:
= 250 pl Propidium Jodid (c = 20 ug/ml) / RNase A Losung (c = 2 pg/ml)
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2.7.5 Ribonuklease A (RNase A)

Das aus Rinderpankreas gewonnene einstrangige Polypeptid RNase A
(Pancreatic ribonuclease) denaturierte spezifisch RNA. Dieser
Aufreinigungsschritt gewann seine Bedeutung im Zusammenhang mit der
Propidium Jodid-Farbung. In der abschlieRenden FACS Auswertung sollte nur
die Jurkat DNA nicht aber die RNA gemessen werden. Da Propidium Jodid alle
Nukleinsduren anfarbt, war die RNA-Denaturierung zur Sicherung eines

spezifischen Ergebnisses entscheidend.

2.7.6 Antikdrper 1 (Anti-BrdU Antikdrper)

Beim Antikdrper 1  (Anti-BrdU) handelte es sich um monoklonale
Immunglobuline der Klasse IgG;. Dieses Immunglobulin  wurde aus
Labormausen nach Immunisierung mit lodouridin gewonnen. Antikdrper 1
demarkierte ,neue“ DNA-Ketten, die in BrdU-haltigem Medium de novo
synthetisiert worden waren (Gratzner, H.G. 1982). So konnte im Zytometer
bestimmt werden, wie viele Jurkat-Zellen im Verlauf des Probenansatzes von
der G;- in die S-Phase gewechselt waren. Zellen, die fur die Dauer der
Bebritung die S-Phase nicht durchlaufen hatten, zeigten keine Wechselwirkung
mit Antikorper 1.

2.7.7 Antikdrper 2 (Anti-Maus Antikorper)

Bei Antikorper2 (AK2) handelte es sich um gereinigte und F(ab’),-
fragmentierte Immunglobulin-Anteile aus Kaninchen-Antiserum. Da diese
F(ab’),-Fragmente mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) konjugiert waren, liel3
sich unter Laseranregung eine zytometrische Darstellung und Messung
durchfihren. Dieser Antikorper 2, der mit allen murinen I1gG-Unterklassen
interagiert, verband sich mit dem Fc-Teil der Anti-BrdU Antikdrper
(Antikorper 1). So konnte inkorporiertes BrdU indirekt immunozytochemisch

nachgewiesen werden. Im FACS leuchtete die wahrend des Probenansatzes
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neu synthetisierte DNA grin mit einem Emissionsmaximum von A = 518 nm und
unterschied sich deutlich von der rot fluoreszierenden Propidium Jodid-

Farbung.

2.7.8 Propidium Jodid (PI)

Mit Pl kam einer der gebrduchlichsten Fluoreszenzmarker fur Nukleinsauren zur
Anwendung. Da er in die Doppelhelix sowohl von RNA (dsRNA) als auch DNA
(dsDNA) inkaliert, mussten die Proben vor der FACS-Analyse mit RNase A
behandelt werden. Das Anregungsmaximum von PI lag bei einer Wellenlange
von A =488 nm und das Emissionsmaximum bei A =617 nm. Im Zuge der
FACS Messung  erlaubte die PlFarbung die Bestimmung des
Chromosomengehalts der Zellen und somit die Zuordnung in die drei
Zyklusabschnitte: Go/G3, S und G,/M.

2.7.9 5-Bromo-2’-deoxyuridin (BrdU) Negativ-Probe

Die BrdU-Autofluoreszenz wurde mit der Negativprobe bestimmt. Diese
zusatzliche Jurkat-Suspension-Probe unterlag, abgesehen von der Inkubierung
mit Antikdrper 1, dem gleichen Aufarbeitungsprotokoll wie die anderen Proben
(siehe 2.7).

2.8 Messung im DurchfluR-Zytometer (FACS)

Die Messung der Einzelstrang-DNA erfolgte am FACSort-Geréat (FACSort,
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Dieses war mit einem Computer
(Appel Macintosh Quadra 650, Apple Inc., Cupertino, California, USA) mit dem
Softwareprogramm Cell Quest, Version 1.11 (Becton-Dickinson, San Jose, NJ,
USA) und einem Drucker (HP Deskjet 5740, Hewlett-Packard GmbH,
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Bdblingen, Germany) verknipft. Ziel waren 10.000 Messereignisse je Probe bei
einer Flussgeschwindigkeit von 90 — 150 Ereignisse/sec.

2.8.1 Das FACS - Allgemein

Mit dem in den 1970er Jahren entwickelten fluorescence-activated cell sorter
(FACS) konnen physikalische und chemische Eigenschaften von Einzelzellen
gemessen werden. Grundlage ist ein optisches Verfahren, das Lichtbrechung

und Fluoreszenzen erfasst. Es werden drei Funktionsbereiche unterschieden:

* Fluss- und Transporteinheit
* Messeinrichtung

» Datenspeicherung

2.8.2 Fluss- und Transporteinheit

In einer Tragerflissigkeit mussten zunéchst die zu messenden Einheiten als
Einzelsuspensionen geldst vorliegen. Mit Uberdruck wurde die Tragerflissigkeit
in einem laminaren Strom in die Messkammer transportiert. Die
hydrodynamische Fokussierung war genau auf den Messpunkt in der
Messkammer ausgerichtet. Druck und Konzentration der Suspension waren so
eingestellt, dass die Jurkat-Zellen bildlich gesprochen wie an einer Schnur

aufgereiht, als Einzelereignisse vom Laserstrahl im Messpunkt erfasst wurden.

2.8.3 Messeinrichtung

Fur diese Studie kam ein luftgekihlter Argonionen-Laser mit einer Wellenlange
von A =488 nm zur Anwendung. Erhoben wurden Analysewerte fir drei
Parameter:

die Lichtbeugung entlang der Achse des einfallenden Lasers, dessen
Wellenlange unverdndert bliebt. Sie wurde mit dem forward-scatter (FCS)
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bestimmt. Hierbei war die Lichtbeugung proportional zur Gréf3e des
Messereignisses.

Mit dem sideward-scatter (SSC) konnten die Lichtbrechungen im 90°Winkel zur
Laserachse gemessen werden. Auch diese Wellenléange blieb unverandert. Die
90°Lichtbrechung war unter anderem abhangig von in ternen Strukturen.

Als dritte GrofRe wurden Fluoreszenzen im 90° Winkel zur Laserachse
detektiert. Fluoreszenzkanal 1 erfasste bei einer Spannung von 538V und
einem Bandenfilter der Wellenlange A =530 nm (+/- 30 nm) Fluorescein-Iso-
Thio-Cyanat (FITIC), d. h. Antikorper 2, mithin indirekt inkorporiertes BrdU.
Fluoreszenzkanal 2 bestimmte die Propidium Jodid Emission mit einer
Spannung von 345V und einem Bandenfilter von A =578 nm (+/- 28 nm). Die
Emissionsintensitat der beiden Marker entsprach der Anzahl der gebundenen

Fluoreszenzmolekile.

2.8.4 Datenspeicherung mit dem 5-Parameter-List-Mod e

Entscheidender Bestandteil des CellQuest Programms war der 5-Parameter-
List-Mode. Dieser listete zu jedem Messereignis die Messwerte auf und
speicherte diese einzeln ab. Da alle gemessenen Parameter als Originaldaten
erfasst wurden und die direkte Beziehung zum jeweiligen Messereignis erhalten
blieb, waren die verschiedensten Korrelationen méglich. Am Computer konnten
durch Setzen von gates (engl. fir Rahmen) nur solche Messereignisse (z. B.
Jurkat-Zellen) zur Darstellung in einer Parameterkombination zugelassen
werden, die in einer anderen Parameterkombination innerhalb eines definierten

Wertebereichs lagen.

2.8.5 Prinzip der BrdU-freien G i1-Analyse am Zytometer

Zu jedem Messereignis erfasste das Durchflusszytometer unter anderem die
Parameter: GroR3e (forward-scatter) sowie Emissionsintensitat der Marker fur

BrdU (Fluoreszenzkanal 1) und PI (Fluoreszenzkanal 2).
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Im ersten Analyseschritt wurden die Messpunkte mit der entsprechenden Grol3e
fur Jurkat-Zellen ausgewahlt. Daran schloss sich die Auswertung der PI
Intensitat an.

Die Intensitat der Propidium lodid Emission war abhangig von der
Gesamtmenge an Nukleinsaure pro Messereignis. Die Fluoreszenz-Intensitat in
der G;-, Prasynthese-Phase war kleiner als die in der G,-, Postsynthese-Phase.
Die Intensitat der S-Phase lag zwischen der G;- und G,-Phase (siehe Abb. 5
auf der nachsten Seite).

Die BrdU Emission zeigte als dritter Parameter nach GrofRe und PI Gehalt an,
ob die Jurkat-Zellen die Synthese-Phase nach Zusatz von VacA und BrdU
durchlaufen hatten (siehe Abb. 6). Mit der Negativprobe (siehe 2.7.9) konnte die
Autofluoreszenz bestimmt und deutlich von der Antikérper 2-Fluoreszenz
unterschieden werden.

Gesucht waren die Zellen mit niedriger Pl Emission und einer BrdU Strahlung
im Bereich der Autofluoreszenz (siehe Abb. 7). Diese Zellen entsprachen der
G;-Phase (Dolbeare et al. 1983).

AbschlieRend ermittelte eine weitere CellQuest Rechenfunktion den
prozentualen Anteil der G;-Population bezogen auf die Gesamtheit aller Zellen.
Sie beantwortete die Frage wie viel Prozent der Jurkat-Zellen fur die Dauer des
experimentellen Ansatzes in der Flachboden-Zellkulturplatte in der G;-Phase
verblieben waren. Die statistische Auswertung mit Bestimmung der Mittelwerte,
der Standardabweichung und des p-Wertes im Student’s t Test erfolgte mit dem
JMP  Programm (Version: 4.0.0, SAS Institute, Cary, NC, USA,

http://www.JMPdiscovery.com).
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FACS Auswertung

Propidium lodid - Messung

Anzahl der Messereignisse

Propidium lodid (Emissionsintensitat)

Abb. 5: Modellhaftes Histogramm zur Propidium lod id Messung : Anzahl
der Messereignisse (Ordinate) gegen Intensitat der Fluoreszenz-Emission
fur den Nukleinsduremarker Propidium lodid (Abszisse). Zellen in der Gi-,
Prasynthese-Phase zeigten eine niedrige Emissionsintensitat. In der G-,
Postsynthese-Phase mit replizierter DNA wurde beim Farben mehr PI
angelagert und die Emissionsintensitat war hoher. Zellen in der S-Phase
mit heterogener DNA Replikation lagen von der Emissionsintensitat
dazwischen.



63

FACS Auswertung
BrdU gegen Propidium lodid
o
g
&
[ 1073
Propidium lodide

Abb. 6: Original Dotplot aus dieser Arbeit: FACS A  uswertung — BrdU
gegen Propidium lodid . Die Abszisse gibt in linearer Skalierung die
Emissionsintensitat  fur  Propidium lodid und die Ordinate in
logarrhythmischer Skalierung die Emissionsintensitat fur Antikdrper 2 (Anti-
Maus Antikdrper gekoppelt mit FITC) wieder. Im Dotplot lassen sich
deutlich drei Populationen unterscheiden. Die zwei Populationen mit
niedriger BrdU Intensitdt entsprechen den Zellen, die im Laufe des
Probenansatzes die S-Phase nicht durchlaufen haben und kein BrdU
inkorporiert haben, also Zellen in der G;- und Zellen in der G,-Phase. Alle
Zellen mit einer hohen BrdU Emissionsintensitat haben die S-Phase
mindestens einmal durchlaufen.
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FACS-Auswertung
Gating der einzelnen Populationen
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Abb. 7: Original Punktdiagramm aus dieser Arbeit: gating der einzelnen

Populationen, links ohne gates, rechts mit gates. BrdU Emissionsintensitat
(Ordinate) gegen Pl Emissionsintensitat (Abszisse). Mit ,R* sind drei gates
(Rahmungen) beschriftet. Die Populationen in R1 und R3 zeigen eine
niedrige BrdU Emissionsintensitat und liegen somit im Autofluoreszenz-
Bereich. R1 mit niedriger PI Intensitat entspricht der G;-Phase, R3 mit
intensiver Pl Anfarbung der Gj,-Phase. R2 zeigt eine hohe BrdU
Emissionsrate. Die Zellen in diesem gate hatten in der Synthese-Phase
aktiv das Thymidinanalogon BrdU in die DNA eingebaut und somit den
G1/S Phasenwechsel mindestens einmal durchlaufen.
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2.9 Liste der Verbrauchsmaterialien

Artikel Typ Hersteller
Combitips plus 2,5;10; 50 ml Eppendorf
Conical Tube 15; 50 ml (Polypropylen) Falcon
Deckglaschen 20 x 26 mm Menzel
fur Haemacytometer

Handschuhe Safeskin Kimberly-Clark
Kryobox 10 x 10 cm (Pappe) VWR

mit Rastereinsatz

Kulturflaschen 75 cm® (Polysterol) Falcon
Neubauer Zdhlkammer  Improved Assistent
Pipettenspitzen 10; 200; 1000 pl Sarstedt
Rundbodenréhrchen 5 ml (Polysterol) Falcon
Safe-Lock Tubes 0,5;1,5ml Eppendorf
Serologische Pipetten 5; 10; 25 ml, steril Costar
Zellkulturplatten 24 Well (Polysterol) Falcon
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3 Ergebnisse

Dieser Arbeit lag die grundséatzliche Fragestellung zu Grunde, kann im
Kulturiberstand geloste VacA-Protein den Zellzyklus der Jurkat-Zellen
hemmen? Die FACS-Auswertung nach 24 Stunden belegte eine arretierende
Wirkung. In der Zellpopulation, die mit zellfreiem Extrakt des P12 Uberstandes
(Wildtyp) behandelt wurde, fanden sich 12,8 % der Zellen in der G;-Phase. Im
Vergleich dazu konnten nur 8,0 % in der Kontrolle, 8,3 % nach Beimpfung mit
P12A(VacA) Extrakt und 8,3 % im P12A(6-27) Ansatz arretiert werden (vgl.
Abb. 8).
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Abb. 8: BrdU-freie G1-Population gemessen 1h und 2  4h nach Experimentansatz.
Das Saulendiagramm gibt die Mittelwerte mit Standardabweichung von vier
unabh&ngigen Experimenten wieder (n = 4). Zur Zellsuspension mit 10° Jurkat-
Zellen/ml kam im Kontrollansatz (Co) BrdU mit einer Endkonzentration ¢ = 20 pM.
Die weiteren Proben wurden zusatzlich mit den Uberstanden von H. pylori P12
oder seinen isogenen Mutanten, P12A(VacA) oder P12A(6-27) inkubiert. Die
resultierende Proteinkonzentration der Uberstande betrug ¢ = 250 pg/ml.
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS, keine Saureaktivierung,
kein Mitogen.

Tabelle 1 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung
wieder.

In der Literatur wird allgemein berichtet, die zyklushemmende Wirkung von
VacA sei nach Saureaktivierung verstarkt (z. B. Cover et al. 2003; Oswald-
Richter et al. 2006). In vier unabhangigen Versuchen konnten wir die

Aktivitatssteigerung nach Saureaktivierung mit einem signifikanten Unterschied
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der Mittelwerte nach 24h Inkubation bestatigen. Die Gi-Population im P12a

Ansatz sank von 36,8 %, gemessen eine Stunde nach Experimentansatz, auf

12,5

% binnen 24h. Bei annéhernd gleich hoher 1h Population fiel der G;-Anteil

unter P12A(VacA) (3,8 %) und P12A(6-27)a (5,8 %) Einwirkung und im
Kontrollansatz (3,3 %) signifikant deutlich ab (vgl. Abb. 9, S&dulendiagramm und

Abb.

10, Punktdiagramm).

G, Phase in %
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1h 24h 1h 24h 1lh 24h 1lh 24h
Co P12a P12A(VacA) P12A(6-27)a

Abb.

9: Saulendiagramm zu den Mittelwerten mit Standardabwe  ichung der BrdU-
freien G1-Populationen aus vier unabhangigen Experi  menten (n=4). * fir
P12a vs. Co und fur P12a vs. P12A(VacA) ist p < 0,01 (Student's t Test, JMP
Programm, Version: 4.0.0). Fir P12a vs. P12A(6-27)a ist p < 0,05. Es wurden
10° Jurkat-Zellen/ml mit BrdU (c = 20 pM) und zellfreien Extrakten der H.-pylori-
Stamme P12, P12A(VacA) oder P12A(6-27) inkubiert (Protein-Endkonzentration
¢ = 250 pg/ml). Zur Saureaktivierung der Uberstande P12 und P12A(6-27) kam
(IN) HCI Losung zum Einsatz mit anschlieRender Neutralisierung mittels
(1N) NaOH Losung.

Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS, mit Sdureaktivierung,
kein Mitogen.

Tabelle 2 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung
wieder.
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Dotplot einer reprasentativen FACS-Messung nach 24 h
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Abb. 10: Vier originale Dotplots aus dieser Arbeit — reprasentative FACS-

Messung nach 24 Stunden. In jedem Diagramm ist Propidium lodid (Abszisse)
gegen Anti-BrdU (Ordinate) aufgetragen. Dargestellt sind die FACS Messungen
eines Experimentansatzes nach 24 Stunden Inkubation mit dem zellfreien Extrakt
des H. pylori P12 nach Saureaktivierung (Extrakt Vac a), der isogenen Mutanten
P12A(VacA) (Extrakt A(VacA)), und nach Saureaktivierung P12A(6-27) (Extrakt
A(6-27) a), gegen den Kontrollansatz (Co). Im Vergleich dieser vier Dotplots fallt
die vergroRRerte G;-Population in der VacA a Messung deutlich auf.
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Mit Hilfe des Lektins Concanavalin A (ConA) sollte die hemmende Wirkung von
VacA auf den Phasenwechsel verstarkt werden. Das Experimentsetting folgte
dem oben genannten Protokoll. Sowohl fiir native Uberstande (vgl. Abb. 11) als
auch fur die saureaktivierten Uberstande (vgl. Abb. 12) konnten keine
Arretierungsunterschiede der einzelnen H.-pylori-Stdmme auf die G;-Population

in der 24h-Auswertung nachgewiesen werden.
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Co P12 P12A(VacA) P12A(6-27)

Abb. 11: S&aulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G1-Populationen aus acht unabhangigen E  xperimenten (n = 8)

ohne Saureaktivierung.
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS, keine Saureaktivierung,

Mitogen: ConA.
Tabelle 3 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung

wieder.
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Abb. 12: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der

BrdU-freien G1-Populationen aus sechs unabhangigen Experimenten (n = 6).
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS, mit SAureaktivierung,
Mitogen: ConA.

Tabelle 4 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung
wieder.

Alternativ zu ConA kam in einer weiteren Experimentstaffel als mitogener
Stimulus PMA/lono zum Einsatz. Publikationen anderer Forschergruppen
berichteten von deutlichen Ergebnissen an Jurkat-Zellen nach Stimulierung mit
PMA und dem lonophor lonomycin. P12 Bakterien hemmten in Jurkat-Zellen die

IL-2 Sekretion trotz mitogener Aktivierung.
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In Ergédnzung des Experimentaufbaus beimpften wir Jurkat-Zellen zeitgleich zu
den Uberstanden mit PMA (Endkonzentration ¢ =150 ng/ml) und lono
(c =3 uM). In der ersten Experiment-Gruppe ohne saureaktivierte Uberstande
fand sich in der Gi-Population 24h nach Experimentansatz kein Unterschied

zwischen P12 und den isogenen H.-pylori-Stammen oder dem Kontrollansatz
(vgl. Abb. 13).
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Co P12 P12A(VacA)  P12A(6-27)
Abb. 13: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G j-Populationen aus vier unabhangigen Experimenten (n =4).

PMA (c = 150 ng/ml) und lonomycin (c = 3 uM) kamen als aktivierende Stimuli zur
Anwendung. Aufféllig ist die hohe G;-Quote in jedem der vier Ansatze sowohl in

der 1h als auch in der 24h Auswertung.
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS, ohne Saureaktivierung,

Mitogene: PMA/lono.
Tabelle 5 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung

wieder.
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Nach Saureaktivierung des Wild-Typ- und des A(6-27)-VacA Proteins zeigte
sich in der G;-Population nach 24h Bebritung ein signifikanter Unterschied.

P12a hemmte 46,3 % der Jurkat-Zellen am Phasenwechsel die Kontrolle

dagegen

nur 32,5% (p<0,05 im Student's t Test, JMP Programm, Version:

4.0.0). Auch gegenuber dem isogenen Mutanten P12A(VacA) fand sich eine

deutliche
Abb. 14).

Abweichung, die aber keine statistische Signifikanz entfaltete (vgl.
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Abb.

14: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus vier unabh&ngigen Experimenten
(n=4). *Die Mittelwerte der Gi-Population unter Einwirkung von Pl2a
weichen mit 46,3 % signifikant von der Kontrolle (Co) mit 32,5 % (p < 0,05 im
Student's tTest, JMP Programm, Version: 4.0.0) und deutlich von
P12A(VacA) ab.

Ansatzschema  kursorisch: Jurkat-Zellen  aus 10 % FCS, mit
Saureaktivierung, Mitogene: PMA/Iono.

Tabelle 6 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und
Standardabweichung wieder.
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Bezugnehmend auf Veroffentlichungen zur partiellen Zellzyklus-Synchronisation
am Modell der AGS-Zellen nach 48 Stunden Serumdeprivation stand die Frage
im Raum, ob diese Synchronisation auch mit Jurkat-Zellen erreicht werden
kann? Und im Ubertrag sollte sich die phasenhemmende Wirkung des s1/m1-
VacA Proteins auch an diesen serumdeprivierten Jurkat-Zellen nachweisen
lassen. So kamen die Jurkat-Zellen vor Durchfihrung der einzelnen
Experimente fur 72 Stunden in Kulturmedium mit 0,2 % FCS Anteil. Nach einer
Vitalitatsprifung mit Trypan Blau (Vitalitatsanteil > 95 %) schlossen sich zum

besseren Vergleich dieselben Experimentprotokolle wie oben an.

Am Anfang der VacA Experimente mit serumdeprivierten Jurkat-Zellen stand
die Frage, ob nach dreitagigem Serumentzug eine partielle Synchronisation im
Zellzyklus am Modell der Jurkat-Zellen verifiziert werden kann? Wir fihrten acht
unabhangige Experimente an Jurkat-Zellen aus 10 % FCS-Medium und weitere
acht an Zellen nach 72 Stunden Kultivierung in 0,2 % FCS-Medium durch. Die
Auswertung der G;-Population nach 1h Inkubation mit Vergleich der Mittelwerte
falsifizierte die Arbeitshypothese (vgl. Abb. 15). Die in 10 % FCS geziichteten
Jurkat-Zellen waren im Mittel zu 42,6 % in der Gi;-Phase arretiert, die aus
Kulturmedium mit 0,2% FCS-Anteil nur zu 36,3 % mit deutlich verbreiteter

Standardabweichung.
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Abb. 15: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus acht unabh&ngigen Experimenten (n =8)
mit Jurkat-Zellen , die 72 Stunden vor dem Versuch in Kulturmedium mit 10 %
FCS gezichtet wurden und 8 unabhangigen Experimenten mit Zellen aus 0,2 %

FCS-Kulturmedium.
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 10% FCS vs. 0,2 % FCS, ohne

Saureaktivierung, ohne Mitogen.
Tabelle 7 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung

wieder.

Eine partielle Synchronisation der Modell-Zellen lief3 sich mit Serumentzug tber
drei Tage nicht erzielen. Aus diesen Vorversuchen leitete sich die Fragestellung
ab:

1. Wie wirde sich die Gi-Population von durchschnittlich 22 % nach 24h
Inkubation in den oben vorgestellten Protokollen verhalten?

2. LaRt sich eine den nativen Jurkat-Zellen vergleichbare Phasenarretierung

erzielen?
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Nach 24 Stunden Inkubation mit Uberstanden ohne S&ureaktivierung zeigte
sich kein Unterschied zwischen den einzelnen zellfreien Extrakten und der
Kontrolle  (vgl. Abb.16). Im Diagramm fiel erneut die grolRe
Standardabweichung sowohl in der 1h- als auch 24h-Auswertung auf. Im
Vergleich hierzu erschienen die Jurkat-Zellen, die in normalen 10 % FCS
Medium kultiviert worden sind in einem grof3eren Umfang synchronisiert (vgl.
hierzu Abb. 8 auf Seite 67). Die scheinbare Unruhe, abzulesen an den hohen
Standardabweichungen, zeigte sich auch im weiteren Verlauf bei allen

Experimenten mit deprivierten Jurkat-Zellen.
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Abb. 16: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus drei unabhangigen Experimenten (n =3).
Im Sinne der Serumdeprivation waren die nativen Jurkat-Zellen 72 Stunden vor
dem Probenansatz in Nahrmedium mit 0,2 % FCS Anteil kultiviert worden.
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 0,2 % FCS, ohne Saureaktivierung,
kein Mitogen.
Tabelle 8 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung
wieder.
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In den anschlieBenden Experimenten mit sdureaktivierten Uberstanden des

H.-pylori-Stamms P12 und seines isogenen Mutanten P12A(6-27) zeigte sich

nach 24 Stunden Bebritung ein angedeuteter Unterschied (vgl. Abb. 17). Die

Mittelwerte aus funf einzelnen Experimenten zeigten fur P12a 23 % der Zellen
in G; verhatftet, fur die Kontrolle 21 % und fur A(VacA) und A(6-27)a 16,8 % und

18,2

%. Der Student’'s tTest weist fur alle Mittelwerte mit p>0,1 keine

statistische Signifikanz aus.
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Abb.

17: Séaulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus funf unabhangigen Experimenten (n =5).
Vor Experimentansatz waren die Jurkat-Zellen drei Tage Ilang in
serumdeprivierten Nahrmedium kultiviert worden (0,2 % FCS).

Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 0,2 % FCS, mit Saureaktivierung,
kein Mitogen.

Tabelle 9 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und Standardabweichung
wieder.
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Die zusatzliche Stimulation mit ConA ergab ahnliche Ergebnisse. Die Inkubation
mit nativen Uberstanden erbrachte auf die Mittelwerte bezogen keine Differenz
zwischen der Kontrolle und den einzelnen H.-pylori-Stammen (vgl. Abb. 18). Die
Saureaktivierung bewirkte einen Unterschied, der aber im Student’s t Test keine

signifikante Qualitat entwickelte (vgl. Abb. 19).
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Abb. 18: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus sechs unabhéngigen Experimenten ( n =6).
Vor Experimentansatz waren die Jurkat-Zellen 72 Stunden lang in
serumdeprivierten Nahrmedium kultiviert worden (0,2 % FCS).
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 0,2 % FCS, ohne Saureaktivierung,
Mitogen: ConA.
Tabelle 10 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und
Standardabweichung wieder.
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Abb. 19: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G j;-Populationen aus sieben unabhangigen Experimenten
(n=7). Vor Experimentansatz waren die Jurkat-Zellen 72 Stunden lang in
serumdeprivierten Nahrmedium kultiviert worden (0,2 % FCS).

Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 0,2 % FCS, mit Sdureaktivierung,
Mitogen: ConA.

Tabelle 11 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und
Standardabweichung wieder.

Die abschlielende Experimentstaffel befragte die Wirkung der zellfreien
Extrakte auf deprivierte Jurkat-Zellen bei gleichzeitiger Stimulation mit
PMA/lono. In der statistischen Auswertung dieser Experimente mit dem JMP
Programm, Version: 4.0.0 fallt der deutliche aber nicht signifikante Unterschied
unter P12 Beimpfung vs. Kontrollansatz und isogenen Mutanten im nicht
saureaktivierten Setting auf (vgl. Abb. 20). Dieses positive Ergebnis nivellierte
sich jedoch nach Saureaktivierung (vgl. Abb. 21). P12a arretierte nach 24
Stunden Inkubation 34,8 % der Jurkat-Zellen in der Gi-Zyklusphase. Dies lag
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nur leicht Uber den Mittelwerten der Kontrolle (33,5 %) oder der isogenen
Mutanten A(VacA) (33,0 %) und A(6-27)a (28,8 %).

50

45

40

35 1+

30 1

25 4 -

G, Phase in %

15 | -

1h 24h 1h 24h 1h 24h 1h 24h
Co P12 P12A(VacA) P12A(6-27)

Abb. 20: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus drei unabhangigen Experimenten (n =3).
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 0,2 % FCS, ohne Saureaktivierung,
Mitogene: PMA/lono.

Tabelle 12 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und
Standardabweichung wieder.
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Abb. 21: Saulendiagramm mit Standardabweichung zu den Mittelwerten der
BrdU-freien G ;-Populationen aus vier unabhéngigen Experimenten (n =4).
Ansatzschema kursorisch: Jurkat-Zellen aus 0,2 % FCS, mit Sdureaktivierung,
Mitogene: PMA/Iono.

Tabelle 13 im Anhang gibt die Einzelwerte mit Mittelwert und
Standardabweichung wieder.
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4  Diskussion

Bisher gab es nur wenige Studien, die den Einfluss von Bakterien und ihrer
Toxine auf den Zellzyklus von Saugetierzellen zum Gegenstand hatten. Die
Hemmung des G;3-S Transient durch H. pylori, wie sie in dieser Studie gezeigt
wurde, setzt sich deutlich von der G, Arretierung durch die Toxine von
Escherichia coli (Peres et al. 1997), Camphylobacter jejuni (Whitehouse et al.
1998) und HIV (Stewart et al. 1999) ab. Es scheint, dass Mikroorganismen eine
Vielzahl von Mechanismen entwickelt haben, um den Zyklus eukaryontischer
Zellen im Sinne einer Pathogenitat zu beeinflussen (Shirin et al. 1999). Und
besonders das Vac Toxin stellt mit seiner Aminosaurensequenz, seiner
ultrastrukturellen Morphologie und seiner zellularen Wirkung eine Besonderheit
im Vergleich zu allen bisher bekannten Bakterientoxinen dar (Vinion-Dubiel et
al. 1999). Wie schon Massari et al. (1998) an HeLa-Zellen zeigen konnten und
Boncristiano et al. (2003) bestatigten, bindet sich im zellfreien Uberstand
geldstes VacA an Zielzellen und entfaltet dort seine typische Wirkung. Kuck et
al. (2001) konnten im zellfreien Uberstand die speziefische VacA Aktivitat
nachweisen. Nach Immunoprazipitaion mit Anti-Vac Antikdrpern verlor der

Uberstand seine spezifische VacA Aktivitét.

In der hier vorgestellten Studie, konnte die hemmende Wirkung von VacA auf
den Zell-Zyklus der Jurkat-Zellen gezeigt werden. Getestet wurde der zellfreie
Uberstand von P12 mit dem Wildtyp s1/m1 codierten Toxin gegen die Extrakte
von P12A(VacA), P12A(6-27) und einem Kontrollansatz. Als Messgrof3e dienten
die Jurkat-Zellen in der Gi;-Phase ohne inkorporiertem BrdU. Der prozentuale
Anteil dieser Teilpopulation bezogen auf die Gesamtzahl aller Zellen driuckte die
phasenarretierende Wirkung der einzelnen Uberstande bzw. der Kontrolle aus.

Der zellfreie Extrakt des H.-pylori-Stammes P12 hemmte mit dem vollstadndigen

und nicht saureaktiven VacA-Protein 12,8 % aller Zellen am Phasenwechsel.
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Sowohl die Kontrolle als auch die Uberstande der isogenen Mutanten
P12A(VacA) und P12A(6-27) zeigten eine deutlich schwachere Wirkung. Diese
Ergebnisse, besonders die Arretierung durch VacA-Extrakt und die
aufgehobene Arretierung durch A(VacA)-Extrakt, bestatigen die Ergebnisse von
Gebert et al. (2003). In deren Studie wurde die Proliferationshemmung der
Jurkat-Zellen gemessen an der Zelldichte beschrieben. Sowohl die Beimpfung
mit dem Wildtyp-Bakterieum P12 als auch mit dessen zellfreiem Uberstand
bewirkte jeweils eine Teilungshemmung. Der isogene Mutant P12A(VacA) war
sowohl als Bakterium als auch als Uberstand wirkungslos. Gebert et al.
untersuchten nicht, in welcher Zyklusphase das Toxin die Arretierung

induzierte.

Gerhard et al. (2005) wiesen in ihren Untersuchungen mit den zellfreien
Uberstanden der Stamme P12 (codiert s1/m1 VacA) und Tx30a (codiert s2/m2
VacA, ohne zytotoxischer Aktivitat (Atherton et al. 1995)) keinen Unterschied
bei der Proliferationshemmung an peripheren Blutlymphozyten nach. Beide
Stamme hemmten nach Messung im [*H]-Thymidin Assay die Proliferation in
gleichen Umfang. In diesem Zusammenhang ist auf die Arbeit von Sundrud et
al. (2004) an Jurkat-Zellen im Vergleich zu peripheren Blutlymphozyten zu
verweisen. Sie zeigten, dass VacA die Proliferation der Jurkat-Zellen durch
Blockierung der NFAT.-Phosphatase Calcineurin hemmt. Daraus folgt die
Hemmung der IL-2 Transkription in den Jurkat-Zellen. Bei peripheren
Blutlymphozyten greift VacA Uber einen anderen nachgeordneten Mechanismus
in die Zellproliferation ein, wobei die IL-2 Sekretion als solches nicht beeinflusst
wird (Sundrud et al. 2004).

Einige Forschergruppen beschrieben eine apoptotische Wirkung des zellfreien
Uberstandes auf AGS-Zellen, z.B. fur den H.-pylori-Stamm P12 bei einer
Proteinendkonzentration von 200 pg/ml  (Kuck et al. 2001). Diese
Beobachtungen scheinen sich aber auf Epithelzellen zu beschranken. So
fanden Gebert et al. (2003) keine gesteigerte Apoptose an Jurkat-Zellen nach

22 Stunden Inkubation mit zellfreiem Extrakt der Stdmme P12 oder
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P12A(VacA). Fiir CD4" Zellen schlossen Oswald-Richter et al. (2006) ebenfalls

eine VacA induzierte Apoptose aus.

Die Saureaktivierung verandert die dreidimensionale Struktur von VacA, mithin
das Fluoreszenzspektrum und das proteolytische Verhalten (de Bernard et al.
1995). Und trotz der anschlieRenden Neutralisierung scheint die
Konformitatsanderung erhalten zu bleiben (Yahiro et al. 1999). Wir fanden nach
Saureaktivierung fur eine Stunde bei pH 2 -3 fir P12-VacA a-Extrakt eine
Zyklusarretierung mit statistischer Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle und
A(VacA)-Extrakt von p < 0,01 (Student's t Test) und gegenuliber sdureaktiviertem
A(6-27)a-Extrakt von p < 0,5 (Student's t Test). Die gesteigerte VacA-Wirkung,
wie sie von vielen Forscherteams beschrieben wurde spiegelt sich in diesem
Ergebnis sehr gut wieder. Yahiro et al. (1999) konnten nach Aktivierung eine
verstarkte Vacuolenbildungsaktivitat in AZ-521-Zellen in der FACS-Messung
nachweisen. Sie beschrieben eine gesteigerte Bindungsaktivitat, die mit einer
Verdreifachung der Vacuolendichte einherging. llver et al. (2004) konnten die
verstarkte Toxizitat schon nach 5 min Aktivierungszeit bei pH 2 am Modell der
AGS-Zellen messen. In Bezug auf epitheliale AGS-Zellen verstarkt die
Saureaktivierung des VacA-Proteins seine apoptotische Wirkung (Cover et al.
2003). Ebenso verhielt es sich beim HIV Infektionsschutz. Saureaktiviertes
VacA hemmte ahnlich wie Rapamycin die vollstdndige HIV Infektion von TCR
stimulierten primaren humanen T-Zellen. Ohne Aktivierung konnte VacA die
Infektion der T-Zellen nicht verhindern (Oswald-Richter et al. 2006). In den
letzten Jahren setzten die meisten Forschungsgruppen zellfreie Extrakte nach

Saureaktivierung ein (Sundrud et al. 2004).

In dem hier vorgestellten Experimentsetting stellte die BrdU-freie G;-Population
eine endliche GroRRe dar. Diese Zellpopulation konnte nicht mehr mit weiteren
Zellen aus der S-Phase aufgefullt werden. Der Zusatz der mitogenen
Substanzen ConA oder PMA/lonomycin sollten den Phasenwechsel

vorantreiben und die VacA-Arretierung deutlicher hervorheben.
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Das Lektin ConA (Endkonzentration ¢ = 0,1 mg/ml) bindet an den TCR/CD28
Komplex und induziert in Jurkat-Zellen die IL-2 Freisetzung (Gillis et Watson
1980). In Co-Kultivierung mit ConA hemmte der zellfreie Uberstand von P12
ohne Saureaktivierung eine deutlich grolRere Population als die isogenen
Mutanten oder die Kontrolle. Nach Saureaktivierung verlor sich dieser
Unterschied. Chen et al. (2000) stuften ConA als kontrastverstarkenden
Stimulus ein. In Co-Kultivierung mit ConA werde die VacA Wirkung sehr viel

deutlicher verstarkt als unter PMA/lonomycin Stimulierung.

An HL-60 Zellen, einer humanen promyeloische Leukamie Zell-Linie, steigerte
PMA die Bindungsaktivitat von im Uberstand glostem VacA (Boncristiano et al.
2003; de Bernard et al. 1998 b). Die mit PMA behandelten HL-60 Zellen
bildeten vermehrt RPTPB Rezeptoren (Padilla et al. 2000). An diese
Rezeptoren bindend entfaltete VacA eine gesteigerte Vacuolenbildungs-
Aktivitat (Ogura et al. 2000; Skibinski et al. 2006). Ebenso bilden HelLa-Zellen
unter PMA Behandlung vermerte RPTP[ Rezeptoren, wobei die Sensitivitat
dieser Zellen gegentber VacA dadurch nicht gesteigert wurde (Skibinski et al.
2006).

Zur Wirkung des lonophoren lonomycin berichteten Boncristiano et al. (2003),
es komme in Jurkat-Zellen zu einem massiven Ca?* Einstrom, der unter VacA
Einwirkung gehemmt werde.

Wie die hier vorgestellten Daten zeigten bei gleichzeitiger Stimulation mit den
mitogenen Substanzen PMA/lonomycin entfaltete saureaktiviertes VacA im
Vergleich zum nativen VacA-Protein eine deutlich starkere Aktivitat. Nativer,
zellfreier Uberstand von P12 arretierte nicht mehr Zellen in der G;-Phase als die
Kontrolle oder die Extrakte der Mutanten. Gebert et al. (2003) berichteten von
einer Hemmung der IL-2 Sekretion in Jurkat-Zellen. Wurden diese zusammen
mit H. pylori P12 Bakterien unter PMA/lonomycin Stimulierung inkubiert kam es
zum Abfall der IL-2 Sekretion. Wenn die IL-2 Sekretion der Kontrolle und
P12A(VacA) mit 100% gleichgesetzt wurden, so fiel die Sekretion unter
Wildtypen P12 Einwirkung auf ca. 40 % ab. Sundrud et al. (2004) verglichen die
Wirkung des VacA-Extraktes mit A(6-27)-Extrakt unter PMA/lonomycin
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Stimulierung an Jurkat-Zellen. Kam es unter VacA zum Sistieren der IL-2
Sekretion, so konnten die Autoren sowohl im Kontrollansatz als auch im
P12A(6-27)-Ansatz 1200 pg/ml IL-2 nachweisen. Unabhangig von VacA
berichteten schon Flanagan et al. 1992 von einer PMA/lonomycin induzierten
IL-2 Sekretion in Jurkat-Zellen. Und Knickelbein et al. (2006) fanden eine
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT und AP-1. Lissy et al. (1998)
berichteten von ihren Untersuchungen an Jurkat-Zellen. Sie inkubierten Jurkat-
Zellen mit 10 nM PMA und 2 uM lonomycin ohne weitere Zuséatze. Fast die
gesamte Zellpopulation ging nach 18 Stunden Inkubation von einer
G;-Arretierung in den antigen induced cell death (AID) tber.

In unserer Studie hinderte sédureaktiviertes VacA-Protein in Co-Kultivierung mit
PMA/lonomyzin 46,3 % aller Zellen am Zyklusprogress. Das war ein deutlich
groBerer Anteil als in der Kontrolle oder unter A(VacA) oder A(6-27)a
Beimpfung. Der Unterschied der G;-Population VacAa vom Stamm P12 gegen
Kontrolle (Co) wies mit p < 0,05 im Student’s t Test eine statistische Signifikanz
auf. Gebert et al. berichteten 2003 von einer verringerten Zelldichte nach
Inkubierung mit dem zellfreien Uberstand des H.-pylori-Stamms P12. Wobei die
Jurkat-Zellen in dieser Studie mit PHA/PMA stimuliert wurden. Setzte man die
Zelldichte der Kontrolle und des Uberstandes A(VacA) gleich 100, so sank die
Zelldichte des P12 Uberstandes auf 50.

Eine partielle G;-Synchronisation konnte mit Hilfe der Serumdeprivation nicht
erreicht werden. Die meisten publizierten  Untersuchungen  zur
Serumdeprivation an Jurkat-Zellen zielten auf die Induktion und anschliel3ende
Auswertung der Apoptose z.B. durch Serumentzug Uber Nacht mit
anschlielBender Bestimmung der Cycline (Yunta et Lazo 2003) oder Messung
des progressiven Verlust des Membranpotenzials an den Mitochondrien (AYm)
(Beltran et al. 2000). In der hier vorgestellten Studie sollten die Jurkat-Zellen
nach 72 Stunden Serumentzug im anschlieBenden Experimentansatz den
Zellzyklus vital durchlaufen. Bei angestrebter Deprivation und gleichzeitig

erhaltener Vitalitdt enthielt die Kulturldésung einen Restanteil FCS von 0,2 %.
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Nach drei Tagen Anzucht im ,Hungermedium* folgte eine Vitalitatsprifung mit
Trypan Blau (Vitalitit >95%) und anschlieRende Uberfilhrung in den

Experimentansatz.

Eine Stunde nach Probenansatz fanden sich 42,3 % BrdU-freie G;-Zellen in der
Jurkat-Suspension aus 10 % FCS-Kulturmedium (Standardabweichung: 7,1).
Die Jurkat-Population aus 0,2 % FCS Medium wies nach derselben Zeit mit
36,3 % einen deutlich kleineren Gji-Anteil auf. Betrachtet man die auffallend
breite Standardabweichung von 9,4 so kann man hier keinesfalls von einer
Synchronisation sprechen. Diese Ergebnisse stehen in auffallendem Kontrast
zu den Synchronisationsraten an AGS-Zellen von Shirin et al. (1999) und
Ahmed et al. (2000). Sie berichten von Gi;-Populationen, die als Folge von 48h
Serumentzug 60-75% aller vitalen Zellen entsprachen. Andere
Forschergruppen berichteten von Synchronisations-Experimenten an Jurkat-
Zellen mit doppelten reversiblen Thymidin-Block in der G;-Phase (Brattsand et
al. 1994; Li et al. 1992), Sodium n-Butyrat im G;/S Transient (Viallard et al.
2000) oder Methotrexat (Erba et al. 1992). Hier sollte der Einwand von Gong
et al. (1995) bericksichtigt werden. Sie gaben zu bedenken, ob ein
pharmakologischer Zellzyklus-Block das Modell der Jurkat-Zelle in einem
Ausmald veréandern konne, dass die Bewertung der gewonnenen Ergebnisse

kaum noch maéglich sei.

Im nicht saureaktivierten Zustand hemmt Wildtyp VacA serumdeprivierte Jurkat-
Zellen nur unbedeutend. Mit 24,0 % BrdU-freier Gi-Population nach 24h
Inkubation und einer Standardabweichung von 15,7 ist der Unterschied zur
Kontrolle und zu den Uberstanden A(VacA) und A(6-27) unbedeutend. Es
konnte keine spezielle VacA Aktivitat angenommen werden.

Nach Saureaktivierung konnte der Uberstand von P12 23,0 % der Zellen in der
postmitotischen Phase fixieren. Gegeniuber dem Kontrollansatz stellte das
einen gewissen Unterschied dar, der sich gegenuber A(VacA) und A(6-27)a

noch vergréRRerte. An der serumdeprivierten AGS-Zell-Linie konnten Shirin et al.
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(1999) unter VacA Beimpfung einen sehr viel deutlicheren Phasenblock
beschreiben. Nach 48 Stunden Serumdeprivation betrug die partielle
G, Synchronisation ca. 60%. Die anschlie@Rende Co-Kultivierung mit
VacA'/CagA'H. pylori Bakterien fixierte nach weiteren 12 Stunden 50 % der
Zellen in der postmitotischen Phase verglichen mit 35% in alleiniger
Serumkultivierung. Die Messung erfolgte wie in unserem Setting im FACS. Da
Shirin et al. kein BrdU verwendeten, stiegen die G;-Populationen bei der 24
Stunden Messung wieder an. Anscheinend lassen sich AGS-Zellen Uber die
Serumkonzentration im Zellzyklus leichter beeinflussen als lymphoblastoide

Jurkat-Zellen.

Die Mittelwerte von sechs unabhangigen Experimenten an deprivierten und
ConA stimulierten nativen Jurkat-Zellen zeigten keinen Unterschied bezogen
auf den Anteil der G;-Population. Nach Saureaktivierung war der Unterschied
deutlicher. P12a setzte sich mit 28,2 % deutlich von der Kontrolle (Co) mit
24,0 % und A(VacA) mit 23,0 % ab. In der Literatur finden sich zu diesem
Experimentsetting, serumdeprivierte Jurkat-Zellen beimpft mit VacA und ConA
oder PMA/lonomycin stimuliert keine vergleichbaren Angaben.

P12 blockierte 24 Stunden nach dem Probenansatz in Co-Stimulation mit PMA /
lonomycin 34,7 % deprivierte Jurkat-Zellen am G;-S Phasenwechsel. Im
Vergleich zur Kontrolle (Co) und den isogenen Mutanten zeigte sich in diesem

Experimentprotokoll ein deutlicher Unterschied.

Mit der Saureaktivierung der Uberstande P12 und A(6-27) ebnete sich der
Unterschied Uber vier unabhangige Experiemente (n =4) ein. Die Mittelwerte

der 24h Messung fur den BrdU-freie G;-Anteil differierten nur unwesentlich.
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5 Zusammenfassung

Helicobacter pylori (H. pylori) kann die Magenschleimhaut des Menschen trotz
einer reaktiven Immunantwort chronisch infizieren. Das gramnegative
Bakterium sezerniert das Vacuolating cytotoxin A (VacA) und hemmt damit die
Proliferation der T-Lymphozyten. In die Zellumgebung gel6st diffundiert der
Virulenzfaktor in die entzindete Mucosa und arretiert den Zellzyklus der
Lymphozyten in der Gi-Phase. Am Modell der Jurkat-Zelle wurden die zellfreien
Uberstande der H.-pylori-Stamme P12 (Wildtyp), P12A(VacA) (knock out null
Mutant) und P12A(6-27) gegen eine Kontrolle getestet. Unter Verwendung von
BrdU ergab sich folgende Fragen: 1. Hemmt geldstes VacA Jurkat-Zellen in der
G;i-Phase? 2. Kann die Zyklusarretierung in Co-Kultivierung mit mitogenen
Stimuli oder nach Saureaktivierung potenziert werden?

Jurkat-Zellen wurden mit den zellfreien Extrakten der H. pylori Kulturen unter
Beifiigung von BrdU (c = 20 uM) fur 24 Stunden inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS und Fixieren mit 70 % Athanol ruhten die Proben fir 24
Stunden bei — 20 C. Es folgte die Inkubation mit R Nase und kaltem Pepsin,
jeweils im Wasserbad, sowie die DNA-Denaturierung mit (2N) HCI bei RT. Anti-
BrdU Antikdrper der Maus demarkierte de novo synthetisierte Chromosomen
und mit FITC konjugierte Anti-Maus Antikorper erlaubten diesbezuglich den
indirekten Nachweis. Nach DNA-Farbung mit Propidium lodid folgte die
Auswertung im Zytometer. Dabei konnte die hemmende Wirkung des geldstem
VacA auf den Zellzyklus und zwar nach S&aureaktivierung mit einem
signifikanten Unterschied zur Kontrolle und zu den Extrakten der isogenen
Mutanten deutlich gezeigt werden. Bei gleichzeitiger ConA Stimulierung ohne
Saureaktivierung war der Unterschied dagegen nur gering. Unter Stimulierung
mit PMA/lonomycin und Saureaktivierung arretierte VacA signifikant mehr
Zellen in der G;-Phase als in der Kontrolle und P12A(VacA). Diese Daten
reihen sich gut in die Ergebnisse anderer Forschergruppen ein. In
Ubereinstimmung mit Gebert und Sundrud konnte diese Untersuchung

aufzeigen, dass die phasenarretierende Wirkung auf den Virulenzfaktor VacA



90

zuruickgefuhrt werden kann. Der zellfreie Uberstand des null VacA Mutanten
liel3 keinen Unterschied zur Kontrollprobe erkennen. Diese Ergebnisse kdnnen

somit einen Beitrag zum Verstandnis der Pathogenitat von H. pylori liefern.
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6

Anhang
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6.1 Tabellen Zu den BrdU-freien G ;-Populationen,

aufgeschlisselt nach Einzelmessungen

Tabelle 1: Einzelwerte zur Abb. 8
BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10% FCS, ohne

Saureaktivierung, keine mitogene Stimulierung.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA N6-27

J6 10 % keine Akti keine Stim 1h 55 % 47 % 54 % 49 %
J13 10 % keine Akti keine Stim 1h 43% 44% 44% 42%
J 16 10 % keine Akti keine Stim 1h 43% 42% 43% 44 %
J 17 10 % keine Akti keine Stim 1h 49% 43% 48% 43 %

Mittelwert 475% 44 % 473% 445%
Standardab 5,7446 2,16 499166 3,1091
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA N6-27
J6 10 % keine Akti keine Stim 24 h 19 % 20 % 16 % 21 %

J13 10 % keine Akti keine Stim 24 h 9% 16 % 13 % 9%
J 16 10 % keine Akti keine Stim 24 h 2% 12 % 3% 2%
J17 10 % keine Akti keine Stim 24 h 2% 3% 1% 1%

Mittelwert 8 % 128% 83% 8,3%
Standardab 8,0416 7,274 7,36546 9,215
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 2: Einzelwerte zur Abb. 9

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches

Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS, mit

Saureaktivierung, keine mitogene Stimulierung.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a  AVacA A6-27a
J8 10 % Akti keine Stim 1h 32% 31 % 34 % 31 %
J12 10 % Akti keine Stim 1h 36 % 34 % 37 % 37 %
J14 10 % Akti keine Stim 1h 42 % 43 % 44 % 44 %
J 15 10 % Akti keine Stim 1h 41 % 39 % 38 % 43 %
Mittelwert 37.8% 36,8% 38,3% 388%
Standardab 4,6458 5,315 4,19325 6,0208
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA N6-27a
J8 10 % Akti keine Stim 24 h 1% 5% 3% 2%
J12 10 % Akti keine Stim 24 h 2% 16 % 3% 5%
J14 10 % Akti keine Stim 24 h 7% 15 % 6 % 10 %
J 15 10 % Akti keine Stim 24 h 3% 14 % 3% 6 %

Mittelwert 33% 125% 38% 58%
Standardab 2,63 5,066 1,5 3,304
n=4 P12a vs. A6-27a: p < 0,05

P12avs. Co und AVacA :p<0,01
(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 3: Einzelwerte zur Abb. 11

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10% FCS, ohne
Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: ConA.
FCS Séaureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27
J6a 10% keine Akti ConA 1lh 52% 55% 54% 56%
J6b 10% keine Akti ConA 1lh 54% 50% 53% 55%
J13a 10% keine Akti ConA 1h 5% 47% 47% 45%
J13b 10% keine Akti ConA 1h 2% 46% 46% AT %
J16a 10% keine Akti ConA 1h 45% 45% 41% 45%
J16b 10% keine Akti ConA 1h 14% A47T% 47% 45%
J17a 10% keine Akti ConA 1h 48% 50% 48% 49%
J17b 10% keine Akti ConA 1h 9% 47% 49% 46 %
Mittelwert 474% 484% 482% 485%
Standardab 41382 3,204 4,08613 4,5356
n=28 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

Der zweite Teil der Tabelle 3 mit den Einzelwerten fur die 24h Messung findet

sich auf der ndchsten Seite.



95

Tabelle 3: Einzelwerte zur Abb. 11 (Fortsetzung)

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27
J6a 10 % keine Akti ConA 24 h 32% 21 % 17 % 18 %
J6b 10 % keine Akti ConA 24 h 24 % 25 % 19 % 16 %
J13a 10% keine Akti ConA 24 h 17 % 19 % 18 % 22 %
J13b 10% keine Akti ConA 24 h 17 % 24 % 25 % 21 %
J16a 10% keine Akti ConA 24 h 19 % 24 % 22 % 24 %
J16b 10% keine Akti ConA 24 h 24 % 24 % 21 % 20 %
J17a 10% keine Akti ConA 24 h 19 % 20 % 20 % 18 %
J17b 10% keine Akti ConA 24 h 17 % 21 % 18 % 17 %
Mittelwert 212% 223% 20% 19,5%
Standardab 5,2763 2,252 2,61861 2,7255
n=28 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 4: Einzelwerte zur Abb. 12

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches  Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10% FCS, mit
Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: ConA.
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA N6-27a
J10b 10% Akti ConA 1h 45 % 45 % 47 % 47 %
J12a 10% Akti ConA 1h 38 % 40 % 39 % 40 %
J12b 10% Akti ConA 1h 39 % 41 % 40 % 40 %
J1lda 10% Akti ConA 1h 45 % 43 % 44 % 47 %
J15a 10% Akti ConA 1h 38 % 38 % 38 % 33 %
J15b 10% Akti ConA 1h 46 % 40 % 34 % 35 %
Mittelwert 418% 412% 40,3% 40,3%
Standardab 3,8687 2,483 4 58984 5,8538
n==6 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA N6-27a
J10b 10% Akti ConA 24 h 28 % 28 % 14 % 25 %
J12a 10% Akti ConA 24 h 21 % 23 % 20 % 27 %
J12b 10% Akti ConA 24 h 23 % 25 % 23 % 25 %
J14b 10% Akti ConA 24 h 25 % 21 % 24 % 27 %
J15a 10% Akti ConA 24 h 14 % 13 % 19 % 15 %
J15b 10% Akti ConA 24 h 15 % 15 % 18 % 15 %
Mittelwert 21 % 20,8% 19.7% 223%
Standardab 55498 5,811  3,61478 5,7504
n==6 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 5: Einzelwerte zur Abb. 13

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.
Kursorisches  Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10% FCS, ohne
Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: PMA/lono.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA N6-27
J6 10 % keine Akti PMA/lono 1h 55 % 58 % 56 % 61 %
J13 10 % keine Akti PMA/lono 1h 42 % 47 % 42 % 43 %
J 16 10 % keine Akti PMA/lono 1h 46 % 53 % 45 % 48 %
J17 10 % keine Akti PMA/lono 1h 54 % 51 % 57 % 55 %
Mittelwert 493% 523% 50% 51,8 %
Standardab 6,2915 4,573 7,61577  7,8899
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA N6-27
J6 10 % keine Akti PMA/lono 24 h 37 % 55 % 50 % 51 %
J13 10 % keine Akti PMA/lono 24 h 36 % 28 % 40 % 23 %
J 16 10 % keine Akti PMA/lono 24 h 46 % 46 % 47 % 46 %
J 17 10 % keine Akti PMA/lono 24 h 50 % 42 % 44 % 40 %
Mittelwert 423% 428% 453% 40 %
Standardab 6,8496 11,24 4,272 12,193

n=4 for alle Mittelwerte: p > 0,1
(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 6: Einzelwerte zur Abb. 14

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.
Kursorisches  Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10% FCS, mit

Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: PMA/lono.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA N6-27a
J8 10 % Akti PMA/lono 1h 37 % 38 % 38 % 41 %
J12 10 % Akti PMA/lono 1h 44 % 44 % 44 % 42 %
J14 10 % Akti PMA/lono 1h 50 % 49 % 49 % 55 %
J 15 10 % Akti PMA/lono 1h 49 % 46 % 44 % 39 %
Mittelwert 45 % 443% 43,8% 443 %
Standardab 5,9442 4,646 45 7,2744
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA N6-27a
J8 10 % Akti PMA/lono 24h 26 % 38 % 27 % 32%
J12 10 % Akti PMA/lono 24h 31 % 47 % 40 % 39 %
J14 10 % Akti PMA/lono 24h 48 % 52 % 46 % 53 %
J15 10 % Akti PMA/lono 24h 25 % 48 % 34 % 50 %
Mittelwert 325% 46,3% 36,8% 43,5%
Standardab 10,661 5,909 8,13941 9,7468
n=4 P12avs. Co: p<0,05

alle anderen Mittelwerte: p > 0,1
(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)



99

Tabelle 7: Einzelwerte zur Abb. 15
BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.
Kursorisches Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 10 % FCS vs. 0,2 % FCS, ohne

Saureaktivierung, ohne mitogene Stimulierung.

FCS 1lh 24 h
10 % 55 % 19 %
10 % 43 % 9 %
10 % 43 % 2%
10 % 49 % 2%
10 % 32 % 1%
10 % 36 % 2%
10 % 42 % 7%
10 % 41 % 3%
Mittelwert 42,6 % 5,6 %
Standardabweichung 7,11010348 6,0930288
n=8
FCS 1lh 24 h
0.2% 45 % 21 %
0.2% 40 % 24 %
0,2% 24 % 10 %
0,2% 37 % 10 %
0,2% 48 % 40 %
0,2% 42 % 37 %
0,2% 23 % 16 %
0,2% 31 % 18 %
Mittelwert 36,3 % 22,6 %
Standardabweichung 9,37702359 11,3010745

n=28
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Tabelle 8: Einzelwerte zur Abb. 16
BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 0,2% FCS, ohne

Saureaktivierung, kein mitogene Stimulierung.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27

J7 0,2% keine Akti keine Stim 1h 42 % 45 % 43 % 47 %
J19 0,2% keine Akti keine Stim 1h 23 % 27 % 27 % 26 %
J21 0,2% keine Akti keine Stim 1h 31 % 29 % 31 % 30 %

Mittelwert 32% 33.7% 33,7% 343%
Standardab 9,5394 9,866 8,32666 11,15
n=3 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27

J7 0,2% keine Akti keine Stim 24 h 37 % 42 % 45 % 44 %
J19 0,2% keine Akti keine Stim 24 h 16 % 17 % 15 % 13 %
J21 0,2% keine Akti keine Stim 24 h 18 % 13 % 11 % 13 %

Mittelwert 237% 24% 237% 23,3%
Standardab 11,59 15,72 18,5831 17,898
n=3 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)



101

Tabelle 9: Einzelwerte zur Abb. 17

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Experimentschema

kursorisch: Jurkat-Zellen aus 02% FCS, mit

Saureaktivierung und ohne mitogene Stimulierung.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA NA6-27a
J5 0,2% Akti keine Stim 1h 45 % 47 % 44 % 42 %
J9 0,2% Akti keine Stim 1h 40 % 45 % 45 % 44 %
Ja.l 0,2% Akti keine Stim 1h 48 % 48 % 46 % 46 %
J 18 0,2% Akti keine Stim 1h 24 % 24 % 25 % 24 %
J20 0,2% Akti keine Stim 1h 37 % 25% 26 % 25 %
Mittelwert 388% 37,8% 372% 362%
Standardab 9,3113 12,19 10,7098 10,78
n=5 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA NA6-27a
J5 0,2% Akti keine Stim 24 h 21 % 15 % 12 % 17 %
J9 0,2% Akti keine Stim 24 h 24 % 31 % 22 % 22 %
Jo.l 0,2% Akti keine Stim 24 h 40 % 43 % 35% 32%
J18 0,2% Akti keine Stim 24 h 10 % 14 % 6 % 9%
J 20 0,2% Akti keine Stim 24 h 10 % 12 % 9% 11 %

Mittelwert 21% 23% 168% 182%
Standardab 12,369 13,51 11,8195 9,2574
n=5 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 10: Einzelwerte zur Abb. 18

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches

Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 0,2% FCS, ohne

Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: ConA.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27
J7a 0,2% keine Akti ConA 1h 40 % 44 % 42 % 40 %
J7b 0,2% keine Akti ConA 1h 47 % 49 % 47 % 50 %
J19a 0,2% keine Akti ConA 1h 32 % 30 % 32 % 27 %
J19b 0,2% keine Akti ConA 1h 33 % 32% 32 % 31 %
J21la 0,2% keine Akti ConA 1h 33 % 34 % 31 % 30 %
J21b 02% keine Akti ConA 1h 35% 33% 27 % 29 %
Mittelwert 36,7% 37% 352% 345%
Standardab 5,8195 7,642 7,62671 8,8261
n==6 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27
J7a 0,2% keine Akti ConA 24 h 46 % 46 % 47 % 45 %
J7b 0,2% keine Akti ConA 24 h 43 % 47 % 44 % 45 %
J19a 0,2% keine Akti ConA 24 h 23 % 17 % 14 % 13 %
J19b 0,2% keine Akti ConA 24 h 16 % 16 % 12 % 14 %
J2la 0,2% keine Akti ConA 24 h 33 % 28 % 27 % 23 %
J21b 0,2% keine Akti ConA 24 h 29 % 33% 24 % 22 %
Mittelwert 31,7% 312% 28% 27 %
Standardab 11,518 13,53 14,7377 14,519
n==6 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 11: Einzelwerte zur Abb. 19

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.
Kursorisches  Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 0,2% FCS, mit

Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: ConA.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA NA6-27a
J9a 0,2% Akti ConA 1h 47 % 46 % 47 % 47 %
J9.1la 02% Akti ConA 1h 51 % 48 % 47 % 45 %
J9.1b 0,2% Akti ConA 1h 49 % 50 % 52 % 50 %
J18a 0,2% Akti ConA 1h 31 % 29 % 30 % 29 %
J18b 0,2% Akti ConA 1h 28 % 29 % 29 % 27 %
J20a 0,2% Akti ConA 1h 30 % 28 % 27 % 26 %
J20b 0,2% Akti ConA 1h 32% 30 % 30 % 29 %
Mittelwert 383% 372% 374% 36,1%
Standardab 10,161 10,24 10,6904 10,621
n=7 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA NA6-27a
J9.a 0,2% Akti ConA 24 h 24 % 35% 27 % 29 %
J91la 02% Akti ConA 24 h 33% 39 % 42 % 42 %
J9.1b 0,2% Akti ConA 24 h 34 % 34 % 25 % 36 %
J18a 0,2% Akti ConA 24 h 18 % 21 % 15 % 15 %
J18b 0,2% Akti ConA 24 h 17 % 20 % 15 % 19 %
J20a 0,2% Akti ConA 24 h 23 % 26 % 18 % 25 %
J20b 0,2% Akti ConA 24 h 19 % 23 % 19 % 23 %
Mittelwert 24 % 282% 23% 27 %
Standardab 6,9761 7,61 9,57427 9,4692
n=7 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 12: Einzelwerte zur Abb. 20

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 0,2% FCS, ohne
Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: PMA/lono.
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27
J7 0,2 % keine Akti PMA/lono 1h 55 % 54 % 53 % 53 %
J19 0,2% keine Akti PMA/lono 1h 34 % 33% 29 % 34 %
J21 0,2 % keine Akti PMA/lono 1h 31 % 35 % 37 % 34 %
Mittelwert 40 % 40,7% 39,7% 40,3%
Standardab 13,077 11,59 12,2202 10,97
n=3 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12 AVacA NA6-27
J7 0,2% keine Akti PMA/Iono 24 h 36 % 41 % 42 % 43 %
J 19 0,2% keine Akti PMA/Iono 24 h 19 % 26 % 17 % 17 %
J21 0,2% keine Akti PMA/Iono 24 h 24 % 37% 20 % 21 %
Mittelwert 263% 347% 263% 27%
Standardab 8,7369 7,767 13,6504 14
n=3 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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Tabelle 13: Einzelwerte zur Abb. 21

BrdU-freie Gi-Population in Prozentanteilen zur Gesamtpopulation.

Kursorisches

Ansatzschema: Jurkat-Zellen aus 0,2% FCS, mit

Saureaktivierung, mitogene Stimulierung: PMA/lono.

FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA NA6-27a
J9 0,2% Akti PMA/lono 1h 50 % 56 % 51 % 57 %
Ja.l 0,2% Akti PMA/lono 1h 49 % 47 % 55 % 55 %
J18 0,2% Akti PMA/lono 1h 41 % 41 % 40 % 42 %
J20 0,2% Akti PMA/lono 1h 39 % 41 % 41 % 31 %
Mittelwert 448% 46,3% 46,8% 46,3%
Standardab 5,5603 7,089 7,41058 12,148
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1
FCS Saureakti. Stimulus Inkuba. Co P12a AVacA NA6-27a
J9 0,2% Akti PMA/lono 24 h 43 % 51 % 52 % 43 %
Jo.l 0,2% Akti PMA/lono 24 h 35% 21 % 26 % 15 %
J18 0,2% Akti PMA/lono 24 h 35% 35% 34 % 38 %
J 20 0,2% Akti PMA/lono 24 h 21 % 32% 20 % 19 %

Mittelwert 335% 348% 33% 288%
Standardab 9,1469 12,39 13,9044 13,817
n=4 fur alle Mittelwerte: p > 0,1

(Student's t Test, JIMP Programm, Version: 4.0.0)
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6.3 Abklrzungen

60190
A23187
Abb.

AGS

AICD

AID
AP-1
Apaf-1
ATP
AZ-521
Bab A
Bcl-2
BrdU

BSA

bzw.
IBC

c

ca.
cagA

CagA

H. pylori Stamm, codiert s1/m1 VacA (Cover et al. 1994)
lonophor wie lonomycin fiir Ca®*, aber nicht so wirksam
Abbildung

humane Zell-Linie, ausgehend vom Magenkarzinom; sie gilt
als Beispiel fur Epithelzellen

engl.: activation-induced cell death (programmierter Zelltod
der T-Zelle) ausgel6st durch IL-2 Aktivierung

engl.: antigen induced cell death

Alkalische Phosphatase-1

Apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1
Adenosintriphosphat

engl.: human gastric adenocarcinoma cell line
von H. pylori exprimiertes Adhasin, (HopS)
B-cell-lymphoma/leucemia-2
5-Bromo-2’-Deoxyuridin, ein Thymidinanalogon

engl.: Albumin from bovine serum (Albumin aus
Rinderserum)

beziehungsweise

nicht-radioaktives Isotop des Kohlenstoffatom
Endkonzentration

lat.: circa, ungefahr

Gensequenz, codiert fur das Protein CagA

engl.: cytotoxin associated gene A; Virulenzfaktor und
Protein
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CagA*"

cag PAI

CD

CD4

CD4" T, Zellen

CD25
CD28
CD95
CD122

CD-SIGN

Co

ConA
Cox-2
CRAC

Cyklin A

Cyklin E

Cyklin E - cdk2

A6-27

H.-pylori-Stdmme mit/ohne Gensequenz cag PAI
Gensequenz einiger H.-pylori-Stamme; codiert 27 bis 31
Proteine (unter anderem den Virulenzfaktor CagA). Die
H.-pylori-Stdmme werden in Typ | mit cag PAl und inTyp I
ohne cag PAI unterteilt.

engl.: Cluster of differentiation

Co-Rezeptor auf T-Helferzellen; Lymphozyten
T-Helferzellen

a Untereinheit des IL-2 Rezeptors

Untereinheit des T-Zell Rezeptors

Fas-R = Fas-Rezeptor

B Untereinheit des IL-2 Rezeptors

(CD209); spezifischer Oberflachenrezeptor der
Dendritischen Zellen

steht im Experimentsetting fur: Kontrolle = Probe ohne
zellfreien Uberstand

Concanavalin A (Lektin aus der Schwertbohne)
Cyclo-Oxygenase 2 (Enzym)
engl.: Ca®" releas-activated Calcium channel

Cyklin im G1-S Phasenwechsel; wahrscheinlich positiver
Regulator des Zell-Zyklus

Cyklin der spaten Gi;-Phase; wahrscheinlich positiver
Regulator des Zell-Zyklus

Cytokin-Kinase-Koplex, der pRb durch
Hyperphosphorelierung inaktiviert und wahrscheinlich den
G1-S Transient positiv reguliert

steht im Experimentsetting fur den zellfreien Extrakt des
isogenen H. pylori P12 Mutanten: P12A(6-27)
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A6-27a

AVacA

dest.
dl

d. h.
DMSO
DNA
dsDNA
dsRNA

dup A

E. coli

EGF
engl.

et al.

FACS

FCS
FCS

FITC

g

G;:-Phase

steht im Experimentsetting fur den zellfreien Extrakt des
isogenen H. pylori P12 Mutanten: P12A(6-27), nach einer
Stunde Saureaktivierung

steht im Experimentsetting fur den zellfreien Extrakt des
isogenen H. pylori P12 Mutanten: P12A(Vac)

Destilliert

Volumenangabe in Deziliter

das heif3t

Dimetylsulfoxid

engl.: Deoxyribonucleic acid

engl.: double-stranded DNA (doppelstrangige DNA)
engl.: double-stranded RNA (doppelstrangige RNA)

duodenal ulcer promoting A (Gensequenz in einigen
H.-pylori-Stdmmen)

Escherichia coli (humanes Darmbakterium; gentechnisch
verandert kann es rekombinantes VacA sezernieren)

engl.: epithel growth factor
englisch

lat.: et alii (bzw. et aliae oder et alia) ,und andere®
(mannlicher, weiblicher oder sachlicher Plural)

engl.: fluorescence-activated cell sorter
(DurchfluRzytometer)

engl.: fetal calf serum (fétales Kalberserum)
engl.: forward-scatter (ein Detektor im FACS-Gerét)

Fluorescein-isothiocyanat (Marker fur histologische
Féarbungen)

Gewichtsangabe in Gramm

postmitotische Phase des Zellzyklus
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G,-Phase
GERD
h

HelLa Zellen

HIV

HL-60 Zellen

H. pylori
Hsp 60
19G
lonomycin

lonophor

IL-2

IL-2R
IL-2Ra

IL-10

lono
JAM

Kato Il

pramitotische Phase des Zellzyklus
engl.: gastroesophageal reflux disease (Refluxkrankheit)
Zeitangabe in Stunden

menschliche Zell-Linie aus den Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms

engl.: human immunodeficiency virus

humane Zell-Linie, abgeleitet aus eine promyeloischen
Leukamie Zelle

Helicobacter pylori

von H. pylori sezerniertes heat shock protein
Immunglobulin G mit vier isotypischen Subklassen
lonophor fiir Ca?*, das wirkungsvoller als A23187 ist
Substanz, die den ungehinderten Transport von K*, Na®,
Ca?* u.a. durch Membranen gestattet. Zu den lonophoren
gehoren auch einige Antibiotika, z.B. Valinomycin und
Gramidicidin.

Interleukin (von Leukozyten produzierte Cytokine)
Interleukin 2, Synonym: T cell growth factor. Es wird von T-
Helferzellen produziert und aktiviert T-Lymphozyten und
Killerzellen. Gentechnisch hergestelltes rekombinantes IL-2
wurde erfolgreich in der Therapie einiger
Krebserkrankungen eingesetzt.

Interleukin-2 Rezeptor (besteht aus drei Untereinheiten)

o Untereinheit des IL-2 Rezeptors; entspricht CD25

Interleukin 10. Es wird von Thy-Zellen produziert und
hemmt antigenpréasentierende Zellen.

im Experimentsetting das Kurzel fir lonomycin
engl.: junctional adhesion molecules

onkogen entartete Epithelzell-Linie der humanen
Magenschleimhaut, der das Gen fur p53 fehlt
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kDa
lat.

Le®

LPS
MALT
mg
MHC
min
MIP 3a
ml

mm

M-Phase

pl

NFkB

NFAT

NFAT,
NFAT,
Nod 1

Nod 2

NPPB

Oip A

Kilodalton
lateinisch

Lewis b (Blutgruppenantigen, z. B. auf humanen
Epithelzellen)

Lipopolysaccharide

engl.: mucosa associated lymphoid tissue
Gewichtsangabe in Milligramm

engl.: major histo compatibility complexes
Zeitangabe in Minuten

CC-Chemokin (wirkt chemotaktisch bei Infektionen)
Volumenangabe in Milliliter

Langenangabe in Millimeter

Mitose-Phase des Zellzyklus

Volumenangabe in Mikroliter

Anzahl der durchgefuhrten Einzelexperimente
engl.: nuclear factor kB

engl.: nuclear factor of aktivated T cells
(Transkriptionsfaktor unter anderem fur IL-2)

cytoplasmatische Untereinheit des NFAT

nucledre Untereinheit des NFAT

(CARD 4); intraepithelialer Rezeptor fur Peptidoglycane

(CARD 15); Oberflachenrezeptor fir Peptidoglycane auf

Epithelzellen

engl.: 5-Nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic
acid (unspezifischer Chloridkanalblocker)

(HepH); von H. pylori exprimiertes Protein. Es gehort zur

Hop Familie
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P12

p21

p33

p37
p38

p53

p55

p58

p70 S6

PAI

PBL

PBS

Pl

PMA

pRb

Signifikanzniveau

H. pylori Stamm; cagA positiv. Es exprimiert VacA mit dem
Genotyp: s1/ml

Inhibitor fur Cyklin abhangige Kinasen. (Der Inhibitor kann
wahrscheinlich den Zellzyklus hemmen oder zur Apoptose
beitragen. Kann wahrscheinlich in AGS-Zellen an den
Cytokin E-cdk2 Komplex binden und den Zellzyklus in der
Gi-Phase arretieren.)

NH-terminale Untereinheit des Exotoxins VacA. (Wird
manchmal auch als p37 gebildet.)

Untereinheit des Exotoxins VacA, meist als p33 gebildet
Strel3kinase

Inhibitor fur Cyklin abhangige Kinasen. (Der Inhibitor kann
wahrscheinlich den Zellzyklus hemmen oder zur Apoptose
beitragen, indem es an den Kinase-Cyklin Komplex bindet.

Scheint in AGS-Zellen p21 positiv zu kontrollieren.)

COOH-terminale Untereinheit des Exotoxins VacA. (Wird
manchmal auch als p58 gebildet.)

Untereinheit des Exotoxins VacA meistens als p55 gebildet

eine mitogen-aktivierte Ser/Thr Proteinkinase, die den G1/S
Progress unter IL-2 Wirkung reguliert

engl.: pathogenicity island; Gensequenz, sie fur einige
Virulenzfaktoren des H. pylori codiert

engl.: human peripher blood lymphocytes

engl.: Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte
Salzlésung)

engl.: propidium iodide (farbt Nukleinsduren an und kann
tote Zellen nachweisen)

Phorbol 12-myristate 13-acetat. Synonym: TPA
(Tetradecanoylphorbol 13-Acetat)

engl.: retinoblastoma tumor suppressor gene product.
(Wahrscheinlich negativer Regulator am G;3-S
Phasenwechsel im Zell-Zyklus der Lymphozyten.)
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Rb

RK 13
RNA
RNase A

RPMI-1640

RPTP a
RPTP B

RPTP B-A

RT

Sab A
sec

S.0.
S-Phase
SSC
ssDNA
SSRNA
TCR
TCR/CD28
TER

Thy

Th;

TLR

engl.: retinoblastoma protein (Schlisselprotein fur den G,
Transit nach TCR/CD28 Aktivierung in T Zellen,
wahrscheinlich negativer Regulator im Zell-Zyklus)
Zell-Linie aus Kaninchennieren

engl.: ribonucleic acid

Ribonuklease A aus Rinderpankreas

Zellkulturmedium. Es wurde Mitte der 1960 er Jahre am
Roswell Park Memorial Institute entwickelt (daher RPMI).

receptor protein-tyrosine phosphatase a
receptor protein-tyrosine phosphatase 3

engl.: receptor like protein tyrosin phosphatase B-A (eine
von drei Isoformen des RPTP [3)

Raumtemperatur

(HopP), von H. pylori exprimiertes Adhasin
Zeitangabe in Sekunden

siehe oben

Synthese Phase im Zellzyklus

engl.: sideward scatter (Detektor im FACS-Geréat)
engl.: singele-stranded DNA (Einzelstrang DNA)
engl.: singele-stranded RNA (Einzelstang RNA)
T-Zellrezeptor

Komplex aus T-Zellrezeptor mit der Untereinheit CD28
transepithelialer elektrischer Widerstand
periphere T-Lymphocyten vom Typ 1

periphere T-Lymphocyten vom Typ 2

engl.: toll-like receptor
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TPA

TNF-a

Tx30a

U/min
VacA

Vac a

VacA
VacA®
vgl.
VS.

WHO

WT

Tetradecanoylphorbol 13-Acetat ; Synonym: PMA (Phorbol
12-myristate 13-acetat)

Tumor Nekrosefaktor a

H.-pylori-Stamm (codiert s2/m2 VacA, ohne zytotoxische
Aktivitat (Atherton et al. 1995))

Umdrehungen pro Minute
engl.: vacuolating cytotoxin A

steht im Experimentsetting fur den zellfreien Extrakt des
H. pylori P12 nach einer Stunde Saureaktivierung

H.-pylori-Stamm, der kein vaculating cytotoxin A sezerniert
H.-pylori-Stamm, der vaculating cytotoxin A sezerniert
vergleiche

lat.: versus fur: gegen, gegenuber gestellt

eng.: Word Health Organisation,
Weltgesundheitsorganisation

Wildtyp

zum Beispiel
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