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1. Einleitung

1.1. Die Entdeckung von Helicobacter pylori aus
geschichtlicher Sicht

Die Entdeckung von H. pylori im Jahre 1983 durch Warren und Marshall (145) und die

spätere Aufdeckung des Zusammenhanges der Infektion mit der Entstehung von Ulzera,

Lymphomen und Karzinomen (85; 106; 150) revolutionierte die Medizin des Magens.

Erkrankungen, wie z.B. rezidivierende Ulzera, die früher chirurgisch behandelt wurden,

können heute durch antibiotische Therapie geheilt werden. Aus heutiger Sicht stellt sich

jedoch die Frage, wie es möglich ist, daß ein Keim, welcher bereits lichtmikroskopisch

sichtbar ist, erst mehr als 400 Jahre nach dem Bau des ersten Mikroskopes entdeckt

wurde.

Der Beginn der Bakteriologiegeschichte kann zeitlich nicht genau festgelegt werden.

Die erste Idee zur Erklärung der Übertragbarkeit bestimmter Krankheiten stammt von

Marcus Terentius Varro (117-26 v. Chr) (55). Der römische Gelehrte vermutete, daß

übertragbare Krankheiten durch kleine Tierchen hervorgerufen werden, die mit bloßen

Augen nicht gesehen werden können. Er konnte jedoch natürlich zu seiner Zeit diese

Hypothese nicht beweisen (55; 65). Die nachfolgenden 1000 Jahre brachten keine

wesentlichen neuen Erkenntnisse. Im Mittelalter fiel man zurück in archaische

Vorstellungsmuster der Entstehung von Krankheit und erklärte die großen Epidemien

unter anderem mit Begriffen wie Strafe Gottes für Sünden, Schicksaal, Werk von

Dämonen etc. Erst im Spätmittelalter begann man mit Mitteln der Quarantäne

Seuchenprävention zu betreiben. Begünstigt durch den Zustrom von Gelehrten und alten

Schriften aus Byzanz nach der Eroberung Konstantinopels begann dann im 15. und 16.

Jahrhundert eine intensive Auseinandersetzung mit der Natur, dem Menschen, der

Kunst und der Geschichte. Die Fortschritte in verschiedenen Disziplinen der

Wissenschaft während der Renaissance boten die Voraussetzungen zur

Weiterentwicklung der Bakteriologie. So ermöglichte die Entwicklung von Linsen nicht

nur Fortschritte im Bereich der Astronomie, sondern schuf auch die Voraussetzung für

den späteren Bau von Mikroskopen im 17. Jahrhundert. Die erste Beschreibung von

Einzellern, Rädertierchen und Bakterien geht auf den holländischen Kaufmann Antony

van Leeuwenhoek (1632-1723) zurück, der ohne jegliche wissenschaftliche Ausbildung

aus mehreren Linsen eine Art „Mikroskop“ baute (55; 65). In den folgenden 170 Jahren
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wurden die Beobachtungen Leeuwenhoeks unter Beibehaltung ihres deskriptiven

Charakters erweitert und systematisiert, aber sie sind nicht wesentlich vertieft worden.

Erst Robert Koch (1843-1910) gelang es einen kausalen Zusammenhang zwischen

Mikroorganismen und der Entstehung von Erkrankung herzustellen (74). Der Landarzt

Koch konnte 1876 beweisen, daß der Milzbrand der Haustiere nur dann entsteht, wenn

die Tiere mit einem bestimmten Keim infiziert werden. Er formulierte daraufhin die

Kochschen Postulate (74). Diese Entdeckung war von ungeheurer Bedeutung, da

hiermit zum ersten Mal der Verursacher einer Infektionskrankheit eindeutig

nachgewiesen werden konnte und somit der Weg geöffnet wurde für die nachfolgende

rasante Entwicklung auf dem Feld der Bakteriologie. In den folgenden Jahrzehnten

wurden durch Koch, dem Vater der modernen Bakteriologie, Mykobakterien und

Vibrionen entdeckt (55; 65). Eine Reihe weiterer Erreger und deren Übertragungsmodus

wurden weltweit identifiziert (55). Bei der Bekämpfung großer Seuchen standen nun

wirksame Möglichkeiten der Prävention zur Verfügung. Zur gleichen Zeit erfand Louis

Pasteur (1822-1895) den Prozeß der Pasteurisierung und entwickelte Impfstoffe,

darunter den Tollwutimpfstoff (55; 65). Trotz dieser eindrucksvollen Entwicklung in

der letzten Hälfte des 19. Jahrhunderts und der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts sollten

nach der Entdeckung von Bacillus Anthracis durch Koch noch über 100 Jahre vergehen

ehe Warren und Marshall H. pylori entdeckten. Es stellt sich also die Frage, wie

Generationen von Pathologen den Keim übersehen konnten. Seit der zweiten Hälfte des

19. Jahrhunderts gibt es immer wieder Berichte über Bakterien in Tier- und

Menschenmägen. An dieser Stelle seien exemplarisch nur einige Namen erwähnt. Einer

der ersten Bakteriologen des Magens war G. Böttcher, der in Zusammenarbeit mit

seinem französischen Kollegen M. Letulle 1875 Bakterien in und um Ulzera von

Tiermägen entdeckte (65). Böttcher war so von dem krankheitserzeugenden Potential

dieser Mikroorganismen überzeugt, daß er die Bakterien direkt mit der Ulkusentstehung

in Zusammenhang brachte (71). Diese Theorie war jedoch seinerzeit sehr unpopulär und

wurde von der Fachwelt völlig missachtet. 1881 beschrieb C. Klebs ebenfalls Bakterien

im Lumen und zwischen den Zellen von Magendrüsen, begleitet von einer

Rundzellinfiltration (71). H. Salomon fand 1896 spiral geformte Bakterien im

Hundemagen, die er als Spirochäten bezeichnete, und konnte damit Mäuse infizieren

(119). Es handelte sich bei diesen Bakterien retrospektiv betrachtet mit Sicherheit um

Helicobacter Spezies (65; 71). 1940 identifizierten A.S. Freedberg and L. Baron

„Spirochäten“ in der Magenmukosa und fanden die Keime häufiger bei Patienten mit
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Ulzera als bei Kontrollpatienten (53% versus 14%) (51). Trotz dieser eindrucksvollen

Daten folgerten die Autoren in ihrer Diskussion, daß keine absolute ätiopathologische

Rolle der Organismen definiert werden kann. Der Grund hierfür war die große

Verunsicherung der Wissenschaftler aufgrund der Voruntersuchungen von Doenges und

Mitarbeitern, die gegenteiliges beobachtet hatten (32). Es war jedoch zu jener Zeit nicht

bekannt, daß die postoperativen Mägen von Doenges zum großen Teil autolytisch waren

(65). F.D. Gorham folgerte in seinem Kommentar zur Arbeit von Freedberg und Baron,

daß diese azidophilen Bakterien weiter untersucht werden sollten, da sie wahrscheinlich

als ätiologisches Agens von Ulzera in Betracht kommen (65). Er behandelte erfolgreich

Ulkuspatienten mit dem antibakteriellen Wirkstoff Bismuth, eine Therapie, die bereits

im 18. Jahrhundert bekannt war, jedoch keine große Verbreitung fand (65). Es ist fast

tragisch diese Berichte zu lesen mit dem Wissen, daß immer noch über 40 Jahre bis zur

Entdeckung und endgültigen Definierung der pathogenetischen Rolle von H. pylori

vergehen sollten. 1975 identifizierte H. Steer Bakterien in Kontakt mit Magenepithelien,

und vermutete, daß die von ihm beobachteten mukosalen Leukozyten als Antwort auf

die Infektion in die Schleimhaut einwandern (128).  Der Versuch den Keim zu isolieren

misslang jedoch, da er sich mit mikroaerophilen Kulturtechniken nicht auskannte (18).

Robert Warren, ein Pathologe am Royal Perth Hospital in Australien, beobachtete in

diesen Jahren auch Bakterien im Magen von Gastritispatienten. Er war überzeugt davon,

daß der Keim eine Rolle für die Entstehung von Pathologien des Magens spielt, traute

sich jedoch angesichts des vorherrschenden Dogmas der säureinduzierten

Ulkusentstehung nicht, seine Ansichten in der breiten Öffentlichkeit zu diskutieren. Im

Jahr 1982 las der junge Arzt Barry Marshall die Hypothesen von Warren und es gelang

ihm Warren davon zu überzeugen, die Thesen in einer größeren klinischen Studie zu

untersuchen. Im Jahr 1983 publizierten Warren und Marshall ihre initialen Ergebnisse,

welche später die Medizin des Magens grundlegend verändern sollten in einem

Research Letter im Lancet (145). Im ersten Teil berichtete Warren über S-förmige

campylobacterartige Organismen in 135 Magenbiopsien und beschreibt, daß die

Infektion von histologischen Veränderungen in Form einer Gastritis begleitet gewesen

sei. In seinem Kommentar zeigte er Unverständnis darüber, daß Bakterien, die bereits

lichtmikroskopisch gesehen werden können, fast unbekannt waren, sowohl was ihre

Eigenschaften, als auch was ihre pathologische Rolle anbelangt. Im zweiten Teil

beschrieb Marshall, daß es ihm gelungen sei, den Keim außerhalb des Organismus

anzuzüchten, wobei mikroaerophile Bedingungen notwendig waren. Hiermit waren die
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Kochschen Postulate bereits teilweise erfüllt: optischer Keimnachweis bei Kranken

(erstes Postulat) und kulturelle Keimanzucht außerhalb von Organismen (zweites

Postulat). Marshall versuchte anschließend den Pathogenitätsnachweis zu erbringen

(drittes Kochsches Postulat). Nach Koch müssen die außerhalb des Wirtes gezüchteten

Mikroorganismen bei Applikation an ein geeignetes Versuchstier eine typische

Krankheit hervorrufen. Im Organismus der experimentell krank gemachten Tiere

müssen die Mikroorganismen wiederum mikroskopisch und kulturell nachweisbar sein.

Marshall entschied sich dazu, selbst das Versuchstier zu sein und führte eine

Autoinokulation durch. Nach 14 Tagen entwickelte er uncharakteristische dyspeptische

Beschwerden (Übelkeit, Erbrechen, Krankheitsgefühl) sowie Foetor ex ore (83).

Histologisch zeigte sich auf die Infektion hin eine ausgeprägte akute Gastritis (83).

Trotz dieser eindrucksvollen Ergebnisse war es sehr schwer die breite Fachwelt von der

bedeutenden Rolle des Keimes zu überzeugen. Zu sehr war die Maxime von Karl

Schwarz „keine Säure – kein Ulkus“ in den Köpfen der Ärzte verwurzelt, als daß Raum

vorhanden gewesen wäre für ein Bakterium in der Ulkusätiologie (71; 123). Die

Pioniere der Helicobacter-Forschung waren zumeist junge Ärzte, deren medizinische

Vorstellungen noch nicht durch solche Dogmen präformiert waren (71). Heute lernen

Medizinstudenten ganz selbstverständlich, daß H. pylori mit dem größten Teil der

Magen- und Duodenalulzera sowie der Magenkarzinome ätiologisch in Verbindung

steht.



Kapitel 1. Einleitung 11

1.2 Spezies Klassifikation und Charakteristiken
Als Warren und Marshall ihr Bakterium aus dem Magen isolierten, klassifizierten sie es

als eine neue Spezies des Genus Campylobacter (85; 145). Campylobacter, Wolinella

und Flexispira gehören zur rRNA Superfamilie VI, eine neue Gruppe innerhalb der

grammnegativen Bakterien (102). Phylogenetische Analysen, basierend auf 16S rRNA

Sequenzierung sowie das Vorhandensein von Flagellen und die Abwesenheit von

Hexadecansäuren im Fettsäureprofil unterschied jedoch dieses Bakterium von anderen

Campylobacteridaceae. Dies gab Anlaß zur Schaffung eines neuen Genus, genannt

Helicobacter, im Jahr 1989 (59). Damals waren lediglich Helicobacter pylori und

Helicobacter mustelae bekannt. Inzwischen umfaßt das Genus Helicobacter mehr als 20

Spezies (102). Helicobacter pylori ist ein ca. 2-4 µm langes s-förmiges grammnegatives

Bakterium, mit 1-3 helixartigen Drehungen in vivo. Typischerweise besitzt der Keim bis

zu 6 polar angeordnete Flagellen, welche eine aktive Fortbewegung erlauben. H. pylori

ist microaerophil, mit besten Wachstumseigenschaften in einer Atmosphäre von 5%

Sauerstoff und 5-10% Kohlendioxid auf Blut enthaltenden Medien (102). Das

Überleben des Keimes unter den niedrigen pH-Bedingungen des Magens wird durch das

Enzym Urease ermöglicht, welches Harnstoff zu Ammoniak und Kohlendioxid spaltet

(118). Das entstehende apolare Ammoniak gelangt ins bakterielle Periplasma und in die

äußere Umgebung des Keimes, wo es die Magensäure puffert. Für ein optimales

Wachstum ist ein periplasmatischer pH-Wert von über 6,1 notwendig (117). Die Urease

ist hauptsächlich intrazellulär lokalisiert. Die Aufnahme von Harnstoff wird über ein, in

der inneren Bakterienmembran verankertes Protein gesteuert (147). Es handelt sich

hierbei um den Protonen-gesteuerten Harnstoffkanal UreI, das bei niedrigem pH

geöffnet wird und hierbei schnellen Übertritt von großen Mengen Harnstoff in das

bakterielle Zytoplasma ermöglicht, was wiederum Voraussetzung ist für die Entstehung

von großen Mengen Ammoniak (147).

1.3 Epidemiologie und Übertragung
Die Übertragung von H. pylori erfolgt vor allem auf oral-oralem Weg von Person zu

Person, vornehmlich innerhalb der Familie. Fäkal-orale Übertragung ist prinzipiell

möglich, ist jedoch von untergeordneter epidemiologischer Bedeutung (88). Aus bisher
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nicht bekannten Gründen erfolgt die Infektion hauptsächlich im Kindesalter (81). Die

Infektionsrate sowie die Reinfektionsrate nach erfolgreicher Eradikation bei

Erwachsenen liegt bei unter 1% pro Jahr (81). Faktoren, welche die Übertragung

beeinflussen sind der sozioökonomischer Status und damit einhergehende Faktoren

(Dichte des Zusammenwohnens, hygienische Voraussetzungen, Bildungsstand), aber

auch eine gewisse genetische Prädisposition (46). Ca. 50% der Weltbevölkerung sind

befallen, wobei die Gesamtprävalenz in den westlichen Ländern niedriger ist als in der

Dritten Welt (USA/UK/Australien 19-57%, China/Thailand/Indien 44-80%). Je älter die

untersuchte Bevölkerungsschicht, desto höher ist die Infektionsrate. Hierbei handelt es

sich um einen Kohorteneffekt und nicht um einen zunehmenden Erwerb der Infektion

mit dem Alter (46). Die Infektionsrate bei Kindern ist in den letzten Jahrzehnten in der

westlichen Welt drastisch gesunken. Im Augenblick liegt die Infektionsrate bei Kindern

in entwickelten Ländern bei <5%, in Entwicklungsländern hingegen bei 40-83% (46).

1.4 Das Spektrum der durch H. pylori
hervorgerufenen Erkrankungen

1.4.1 Gastritis und Ulcus pepticum
Das Interesse an H. pylori als ein Pathogen wurde durch die Beobachtungen einer

assoziierten Gastritis und von Ulzera von Warren und Marshall geweckt (85; 145). Die

Induzierbarkeit der Entzündung durch Infektion (83) sowie das Ausheilen der Gastritis

nach Eradikation des Keimes (156) bestätigten eindeutig, daß H. pylori die Ursache der

Gastritis darstellt. Ebenso ist das Risiko eines Ulkus-Rezidivs nach H. pylori

Eradikation drastisch erniedrigt (84). Abbildung 1 veranschaulicht die Assoziation von

verschiedenen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes mit der H. pylori Infektion.

Ungefähr 90-95% der Duodenalulzera sowie 70-75% der Magenulzera können H. pylori

zugeordnet werden (39; 131). Die restlichen Ulzera entstehen zumeist auf dem Boden

einer chronischen Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika. Das Lebenszeitrisiko

für die Entwicklung von peptischen Ulzera bei H. pylori infizierten Patienten beträgt ca.

10% (39).
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Abbildung 1. Zusammenhang verschiedener gastrointestinaler Erkrankungen mit der H. pylori Infektion. Ca. 95%
der Duodenalulzera und über 75% der Magenulzera können ursächlich auf eine H. pylori Infektion zurückgeführt
werden. Die restlichen Magen- und Duodenalulzera sind zumeist durch die chronische Einnahme von nicht-
steroidalen Antirheumatika (NSAR) bedingt. Mehr als 90% der Patienten mit Magenkarzinomen sind H. pylori
infiziert. Ebenso ist das MALT-Lymphom mit der Infektion assoziiert. Der Zusammenhang zur funktionellen
Dyspepsie und zur autoimmunen Gastritis (AIG) ist hingegen noch nicht eindeutig geklärt (1; 14; 87; 90; 100; 135).

1.4.2 Distales Magenkarzinom und Magenlymphome
Das Magenkarzinom ist weltweit eines der häufigsten Krebstypen und die

zweithäufigste krebsassoziierte Todesursache (108). Mit sinkender Prävalenz der H.

pylori Infektion ist in den entwickelten Ländern auch ein dramatischer Rückgang des

Magenkarzinoms zu verzeichnen. So sank die jährliche Inzidenz des distalen

Magenkarzinoms in den USA von 33 pro 100000 Einwohnern im Jahr 1935 auf 9 pro

100000 Einwohnern im letzten Jahrzehnt (39). Hingegen bleibt die Inzidenz des

Magenkarzinoms in Ländern mit hohen Infektionsraten wie Lateinamerika und Asien

sehr hoch (39). Eine Reihe von Studien haben gezeigt, daß die H. pylori Infektion mit

einem 2,7-12fach erhöhtem Risiko der Entwicklung eines Magenkarzinoms assoziiert

ist (39). Bei Kombination mehrerer Helicobacter-Nachweismethoden ist sogar bei mehr

als 90% der Patienten mit Magenkarzinomen eine aktuelle oder früher stattgehabte

Infektion zu verzeichnen. Zudem zeigen prospektive Studien eine eindeutige

Assoziation des Magenkarzinoms mit der H. pylori Infektion (48; 106; 140). Dies gilt

sowohl für den intestinalen als auch für den diffusen Typ des Karzinoms (108; 140).

Aus diesen Gründen ist H. pylori von der WHO bereits 1994 als ein Typ-1 Karzinogen

mit
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infizierte
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funktionelle
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ventriculi
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eingestuft worden (39). Gewißheit über die Rolle von H. pylori bei der Entstehung des

Magenkarzinoms liefern auch Untersuchungen an  Tiermodellen. So erhöht die

chronische H. pylori Infektion das Risiko zur Entwicklung eines Magenkarzinoms in

mongolischen Wüstenrennmäusen ganz erheblich (99; 146). Darüberhinaus zeigen

prospektive Studien, dass die H. pylori Eradikation das Karzinomrisiko erniedrigt  und

vor dem Wiederauftreten von resezierten Frühkarzinomen schützt (140). Für den

intestinalen Typ des Magenkarzinoms ist gezeigt worden, daß es auf dem Boden einer

chronischen Corpusgastritis entsteht (34). Dem intestinalen Karzinomtyp gehen fast

immer histologische Veränderungen wie Atrophie, intestinale Metaplasie und letztlich

Dysplasie voraus (22). Demgegenüber ist der diffuse Typ des Magenkarzinoms nicht

mit Atrophie und intestinaler Metaplasie assoziiert (108).

Neben dem Magenkarzinom ist das MALT-Lymphom des Magens eine eindeutig

nachgewiesene H pylori assoziierte Erkrankung (150; 158; 159). Es handelt sich hierbei

um eine monoklonale Proliferation von B-Zellen, wobei H. pylori den antigenen

Stimulus für die Proliferation liefert. In 70-80% der Fälle kommt es zu einer Regression

der MALT Lymphome nach H. pylori Eradikation (149; 159).

1.5 Die Rolle von bakteriellen Virulenzfaktoren bei
der Entstehung von H. pylori induzierten
Erkrankungen

1.5.1 Das Vakuolisierende Zytotoxin VacA
Im Jahr 1988 zeigten Leunk und Mitarbeiter, daß manche H. pylori Stämme in einer

Reihe von Zellkulturlinien Vakuolisierung der Zellen hervorruft (77). Nach

Aufreinigung des hierfür verantwortlichen Toxins wurde das kodierende Gen (vacA)

gleichzeitig durch vier Gruppen kloniert und sequenziert (27; 109; 122; 137). Der

Toxinprekursor ist ungefähr 1300 Aminosäuren lang und hat wie die meisten

exportierten Proteine eine kurze N-terminale Signalsequenz, welches während des

Exportes durch die zytoplasmatische bakterielle Membran erkannt und abgespalten wird

(2). Eine weitere Spaltung des Toxinvorläufers findet beim Übertritt durch die äußere

Membran statt: hierbei wird eine Region am C-terminalen Ende abgespaltet, welche

eine Pore durch die Membran bildet, wodurch das verbleibende Protein nach außen

gelangen kann. Dieses besteht aus zwei Domänen, einer 37 kDA Einheit (p37 genannt)
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und einer 58 kDa Einheit (p58). Während die Vakuolisierungseingenschaften

hauptsächlich an die p37 Einheit gebunden sind, ist die p58 Einheit bei der Bindung an

die Zielzelle verantwortlich (93).

Obwohl alle H. pylori Stämme das vacA Gen besitzen, sind je nach geographischer

Region nur 50-90% der Keime toxigen. Dies liegt an Variationen in der Genregion, die

für die Signalsequenz kodiert (3). Es gibt zwei Typen der Signalsequenz s1 und s2. Das

s2-Allel kodiert ein defektes Signalpeptid und bedingt dadurch einen nur sehr geringen

Export von VacA  (3; 115). Stämme mit dem s1-Allel können hingegen große Mengen

an Toxin exportieren und wurden mit einer verstärkten inflammatorischen Antwort und

einer erhöhten Prävalenz von Duodenalulzera assoziiert (2; 4). Eine weitere Variation

im vacA Gen befindet sich in der mittleren Region, welches für den Anteil des Proteins

kodiert, der für die Bindung an die Zielzelle verantwortlich ist (p58 Domäne). Man

unterscheidet ein m1- und ein m2-Allel mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften an

verschiedene Zelllinien (103; 115). Ein VacA Rezeptor auf Epithelzellen ist in den

letzten Jahren entdeckt worden und ist im Mausmodell mit einer Ulkusentwicklung in

Zusammenhang gebracht worden (52; 151). Trotz intensiver Toxin-Forschung weltweit,

ist noch nicht bekannt, welche die Hauptfunktion des Toxins ist. Die toxigene Wirkung

von VacA wird einerseits auf die Vakuolisierung zurückgeführt (115), andererseits aber

auch auf die Induktion von Apoptose durch das Toxin (26; 53). Desweiteren ist gezeigt

worden, dass VacA durch Inhibition Antigenprozessierung auf prälysosomaler Ebene

die Antigenpräsentation hemmt (92). Eine kürzlich erschienene Studie konnte auch

nachweisen, dass VacA die T-Zell Aktivierung hemmt und somit möglicherweise zur

chronischen Persistenz des Keimes beiträgt (16).

1.5.2 Das Cytotoxin Assoziierte Gen A (cagA) und die cag
Pathogenitätsinsel (cagPAI)

Initial wurde CagA als ein H. pylori Protein beschrieben, das häufiger bei toxigenen

Stämmen exprimiert wird, als bei nicht-toxigenen Stämmen (25), weshalb das Gen

später als cytotoxin associated gene A (cagA) bezeichnet wurde (23). Das cagA Gen

wurde gleichzeitig von 2 Gruppen kloniert und sequenziert (23; 138). Sequenzierung

der Region um das cagA Gen haben gezeigt, daß es Teil einer Pathogenitätsinsel ist, die

ungefähr 31 meist gleichzeitig vorkommende Gene umfasst (19). Die cagPAI wurde
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durch horizontalen Transfer von einem anderen Organismus übernommen und kodiert

für ein sogenanntes Typ-IV Sekretionssystem (19). Die Funktion dieses

Sekretionssystems ist die Vermittlung von Kommunikationsprozessen zwischen Keim

und Zielzelle durch den Transport von makromolekularen Transmittern. Es ist gezeigt

worden, dass H. pylori mit Hilfe des Typ-IV Sekretionssystems CagA in die Zelle

injizieren kann, wo das Protein phosphoryliert wird (6; 24; 63; 98; 124; 129).

In vitro Experimente haben gezeigt, daß cagPAI Gene die Expression eines Supersets

von Wirtsgenen hochregulieren (20; 60). Hierzu gehören Gene, die für immunologisch

relevante Moleküle kodieren sowie Gene, die bei zytoskelettalen

„Rearrangementvorgängen“ (Pedastal-Bildung, Zelloberflächen-Remodeling) beteiligt

sind (125). Von besonderer Bedeutung ist die NFκB-abhängige Induktion der

Interleukin (IL)-8 Produktion aus Epithelzellen, einem potenten Chemokin für

Neutrophile (70). Eine Reihe von Genen innerhalb der cagPAI sind für die NFkB-

abhängige Induktion der IL-8 Sekretion aus Epithelzellen notwendig (5; 19; 78; 139).

Die Mehrzahl der klinischen Studien zeigten, daß eine Infektion mit cagA+ Stämmen

häufiger ist bei Patienten mit Ulkuskrankheit (29; 142), Magenkarzinom (13; 105)

sowie schwerer Gastritis mit intestinaler Metaplasie und Atrophie (76; 141). Darüber

hinaus sprechen Studien in Tiermodellen dafür, daß CagA der wichtigste

krankheitsassoziierte Virulenzfaktor von H. pylori ist. Infektion von mongolischen

Wüstenrennmäusen mit cagA+ H. pylori Stämmen führte im Gegensatz zur Infektion mit

cagA-negativen Stämmen zur Entwicklung schwerer Gastritiden, Ulzera oder

Magenkarzinomen (99). Ähnlicherweise induzieren im Mausmodell Infektionen mit

cagA- H. pylori Stämmen keine starken Entzündungsreaktionen wohingegen cagA+

Stämme eine ausgeprägte Inflammation sowie mukosale Schäden hervorrufen (68; 82).

1.5.3 Das Blutgruppenantigen-bindende Adhäsin (BabA)
BabA ist ein Outer-membrane Protein, das in einer Subgruppe der H. pylori Stämme

exprimiert wird. Es ist ein Adhärenzfaktor und bindet an difukosylierte Lewisb (Leb)

Blutgruppenantigene, die auf Magenepithelzellen exprimiert werden (40). 1993 zeigten

Boren und Mitarbeiter, daß die Adhärenz von H. pylori an Magenepithelien abhängig ist

von der Anwesenheit von Leb Molekülen auf den Epithelzellen (17). 1998 wurde das

korrespondierende bakterielle Adhäsin durch die gleiche Arbeitsgruppe identifiziert und
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BabA genannt (67). Alle H. pylori Stämme besitzen das babA Gen, welches jedoch in

zwei Variationen vorkommen kann. Während das babA1 Allel ein „silent allele“ ist,

welchem ein Initiationskodon fehlt, enthält das babA2 Allel, ein 10 bp „repeat motif“,

das ein Initiationskodon kreiert (67). babA2 ist somit das funktionell aktive Allel,

während bei Stämmen, die das babA1 Allel besitzen das Protein nicht exprimiert wird.

Falk und Mitarbeiter untersuchten die Rolle der BabA/Leb Interaktion in einem

transgenen Mausmodell. Hierbei kam es nach Infektion von transgenen Mäusen, die Leb

Moleküle auf der Oberfläche von Magenepithelzellen exprimierten zu einer stärker

ausgeprägten Gastritis und erhöhtem Parietalzellverlust als in Wildtypmäusen (42; 61).

Klinische Studien unserer eigenen Gruppe haben gezeigt, daß babA2-positive Stämme

mit der Ulkuskrankheit und dem Magenkarzinom assoziiert sind und daß der Nachweis

dieser Stämme wesentlich besser zwischen Ulzera und Gastritis bzw. Karzinom und

Gastritis  diskriminiert als der Nachweis des cagA oder vacAs1 Gens alleine (56).

Unklar ist noch ob BabA die Entstehung hochgradiger Gastritiden und von

präkanzerösen Läsionen (intestinale Metaplasie und Atrophie) in der Magenschleimhaut

fördert.

1.6 Genetische Faktoren des Menschen bei der H.
pylori assoziierten Inflammation

Die H. pylori Infektion kann zur Ausbildung von Magenkarzinomen und Duodenal-

bzw. Magenulzera führen (131). Jedoch entwickelt nur ein kleiner Teil der Patienten

eine Pathologie. Die Mehrzahl (90%) bleibt ein Leben lang asymptomatisch (131). Wie

bereits oben erwähnt spielen bakterielle Virulenzfaktoren eine bedeutende Rolle bei der

Entstehung von Erkrankungen im Verlauf der H. pylori Infektion (11). Seit langer Zeit

ist jedoch bekannt, daß Patienten mit H. pylori induzierten Duodenalulzera ein sehr viel

niedrigeres Karzinomrisiko haben als andere H. pylori Träger (62; 140). Da die bisher

bekannten Virulenzfaktoren sowohl die Entstehung von Karzinomen als auch die von

Ulzera begünstigen, scheinen Wirtsfaktoren die unterschiedliche Entwicklung in

Richtung Karzinom oder Duodenalulkus zu lenken (34).
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1.6.1 Rolle der Säuresekretion bei der Entstehung der H.
pylori assoziierten Erkrankungen

Mitte der 90er Jahre ist erkannt worden, daß Gastritiden, die auf das Antrum begrenzt

sind, mit Duodenalulzera und gleichzeitig mit einer hohen Säuresekretion assoziiert sind

(37). Im Gegensatz hierzu führt eine Gastritis, welche die säureproduzierende

Korpusregion mitbetrifft zu Hypochlorhydrie, progressiver Atrophie und einem

erhöhten Risiko der Entwicklung eines Magenkarzinoms (36). Das Ausmaß der

Magensäuresekretion und das damit verbundene unterschiedliche Kolonisationsmuster

scheint die unterschiedliche Entwicklung in Richtung Magenkarzinom und

Duodenalulkus zu beeinflussen (34). Bei der initialen Infektion mit H. pylori  werden

Teile des Magens kolonisiert, die einen höheren pH-Wert haben, denn ein sehr saures

Milieu hemmt das bakterielle Wachstum. Eine hohe Säuresekretion durch Parietalzellen

im Magenkorpus scheint vor einer Kolonisation des Korpus zu schützen. In Wirten mit

geringer Säuresekretion ist das Bakterium fähig den Korpus zu besiedeln, wo es zu einer

aggressiveren Gastritis führt und damit die Karzinomentwicklung fördert. Gleichzeitig

kommt es hierbei durch den progredienten Verlust von Parietalzellen zu einer weiteren

Hemmung der Säurebildung und damit zum verminderten Risiko der Entstehung von

Duodenalulzera (34).

1.6.2 Rolle von IL-1β bei der Regulation der Säuresekretion

Das wichtigste Zytokin bei der Regulation der Säuresekretion ist Interleukin (IL)-1β,

dessen Expression während der H. pylori Infektion hochreguliert wird (96; 107; 152).

IL-1β ist ein extrem potenter Hemmer der Säurebildung (143). In der Arbeitsgruppe von

Prof. Prinz konnten in früheren Studien die Mechanismen dieser IL-1β induzierten

Hypochlorhydrie aufgedeckt werden. Einerseits wirkt IL-1β direkt über IL-1

Rezeptoren auf Parietalzellen antisekretorisch (10; 121). Andererseits hemmt IL-1β die

Histaminsekretion aus ECL-Zellen und induziert die Apoptose dieser Zellen (80; 113).

Histamin ist der wichtigste Stimulus der Säurebildung (114). Durch Hemmung der

Histaminsekretion bewirkt IL-1β auf indirekte Art und Weise eine Hypochlorhydrie

(114). Da während der H. pylori Infektion die IL-1β Expression erhöht ist (96; 107;

152), könnte auf diese Art und Weise die bei manchen Patienten beobachtete H. pylori
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assoziierte Hypochlorhydrie entstehen. Auch andere Zytokine, wie Tumor-Nekrosis-

Faktor (TNF)-α werden bei der H. pylori induzierten Gastritis hochreguliert und

bewirken eine Hemmung der Säureexpression (64; 94).

1.6.3 IL-1 Polymorphismen sind mit Hypochlorhydrie und
Magenkarzinomen assoziiert

Die IL-1 Genfamilie auf Chromosom 2q besteht aus drei Genen IL-1A, IL-1B und IL-

1RN, die für IL-1α, IL-1β und ihren endogenen Rezeptorantagonisten IL-1RA kodieren

(66). Ein Basenaustausch (C zu T) an Position –511 im IL-1B Gen ist mit höherer IL-1β

Sekretion aus in vitro aktivierten mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

assoziiert worden (110; 120). Darüber hinaus ist ein T zu C Austausch an Position –31

in der TATA-Box Sequenz des IL-1B Promotors, welches in komplettem „Linkage

Disequilibrium“ mit dem –511 (C zu T) Polymorphismus ist, mit erhöhter

Kernfaktorbindung an diese Region assoziiert worden (35). Das IL-1RN Gen hat ein

penta-allelisches 86-bp Tandemrepeat (VNTR, variable number of tandem repeats) im

Intron 2 (66). Allel 2 (IL-1RN*2) ist mit erhöhter in vitro IL-1β Produktion assoziiert

worden (120). Der Mechanismus, der dieser Assoziation zugrunde liegt, ist unbekannt,

jedoch besitzt die IL-1RN VNTR drei potentielle Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen,

die eine mögliche funktionelle Signifikanz implizieren (136).

Kürzlich erschienene Studien haben eine Assoziation zwischen IL-1 Polymorphismen

mit hoher IL-1β Sekretion und Hypochlorhydrie sowie Magenkarzinomen gefunden: die

proinflammatorischen Allele IL-1B–31/C (-511T) und IL-1RA*2 waren häufiger zu

finden bei Patienten mit niedriger Säuresekretion und mit Magenkarzinomen als bei

Kontrollpatienten (35; 47; 79).

Neben der säurehemmenden Wirkung von IL-1β könnte die proinflammatorische

Wirkung dieses Zytokins für die Beobachtungen verantwortlich sein. IL-1β trägt

wesentlich zur Vermittlung der H. pylori induzierten Entzündungsreaktion im Magen

bei (38) und könnte auf diese Art und Weise zur Karzinogenese beitragen.

Zum Gegenwärtigen Zeitpunkt ist nicht bekannt welchen Einfluß IL-1 Polymorphismen

auf die Entstehung der Entzündungsreaktion im Magen und auf die Entstehung von

präkanzerösen Läsionen haben. Des weiteren ist nicht klar in welcher Weise IL-1

Polymorphismen die IL-1β Expression während der H. pylori Infektion in vivo
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beeinflussen. Schließlich ist auch unbekannt, ob die Wirkung der Polymorphismen

unabhängig ist, oder an das Vorhandensein bakterieller Virulenzfaktoren gebunden ist.

1.7 Die durch H. pylori ausgelöste Immunantwort
und Immunpathogenese

Die durch H. pylori induzierte Immunantwort kann in eine unspezifische (angeborene,

innate) und eine spezifische Immunantwort eingeteilt werden (112). Es wird postuliert,

daß die Entzündungsreaktion maßgeblich an der Entstehung der Pathologie im Magen

verantwortlich ist (39). Die durch die H. pylori Infektion ausgelöste Infiltration der

Mukosa mit immunologischen Effektorzellen (aktivierte Makrophagen, Neutrophile,

Eosinophile) führt zu einer Schädigung der epithelialen Integrität durch die Freisetzung

von Sauerstoffradikalen, NO, proteolytischen Enzymen und der Induktion von

Apoptose (38; 112). Die Schleimhautschädigung ist demnach nicht allein eine Folge

direkter Einwirkung von H. pylori und dessen Produkten auf das Epithel sondern

entsteht auch durch die Infiltration der Mukosa mit Entzündungszellen und konsekutiver

entzündungsassoziierter Gewebedestruktion (126).

1.7.1 Angeborene Immunantwort (innate immunity)

Der primäre Abwehrmechanismus von Mikroben ist in der Regel eine granulozytäre

und monozytäre Antwort. Bei der initialen Infektion mit H. pylori kommt es zu einer

starken granulozytären Antwort (126). Interessanterweise persistiert eine neutrophile

Komponente auch während der chronischen H. pylori Infektion, was für eine besondere

Bedeutung dieser Zellen bei der durch H. pylori ausgelösten Entzündungsreaktion

spricht. Nach Kontakt mit Epithelzellen kommt es zur Induktion der IL-8 Ausschüttung

aus diesen Zellen (15; 28). IL-8 ist ein potenter Chemoattraktant für Granulozyten und

stimuliert die Degranulierung dieser Zellen (7). Dies trägt zur H. pylori induzierten

Schleimhautschädigung bei (15; 39). Interessanterweise sind eine Reihe von Genen

innerhalb der cagPAI für die NFκB-abhängige Induktion der IL-8 Sekretion aus

Epithelzellen notwendig (19; 139). Neben IL-8 spielen auch weitere Chemokine der C-

X-C-Familie bei der Vermittlung der granulozytären Antwort eine Rolle, z.B. GRO-α
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(152). Darüber hinaus sind die CC-Chemokine MCP-1 und RANTES bei der

Chemotaxis von Monozyten und Lymphozyten beteiligt. Der primäre Ursprung dieser

CC-Chemokine sind jedoch Immunzellen und nicht Epithelzellen (152). Noch unklar

ist, welche Rolle Toll-like Rezeptoren bei der Vermittlung der innate Immunity spielen.

1.7.2 Spezifische Immunität (adaptive immunity)

Das Vorhandensein von T-Lymphozyten und Plasmazellen im Entzündungsinfiltrat

sowie die Ausbildung von Lymphfollikeln läßt vermuten, daß antigen-spezifische

zelluläre und humorale Immunmechanismen bei der H. pylori Infektion von Bedeutung

sind. CD4+ T-Zellen (Helferzellen, Th-Zellen) spielen eine entscheidende Rolle bei der

Entstehung der antigen-spezifischen Immunität. Th-Zellen werden in zwei Haupttypen

eingeteilt. Th1 Lymphozyten bilden IFN-γ und sind Vermittler von zellulären

Immunvorgängen. Im Gegensatz hierzu produzieren Th2 Zellen IL-4, IL-5 und IL-10

und sind bei der Aktivierung von humoralen Immunmechanismen beteiligt, nämlich bei

der B-Zell-Aktivierung und Antikörperproduktion (133). Die im Rahmen der H. pylori

Infektion ausgelöste Th-Zell Antwort ist vom Th1 Phänotyp (91). In der H. pylori

infizierten Mukosa sind die mRNA Spiegel von IFN-γ und IL-12 erhöht (152). T-Zellen

von infizierten Mäusen (127), Rhesus Makaken (86) und Menschen (8; 69) bilden

hauptsächlich IFN-γ und nicht IL-4. Darüber hinaus zeigt die Mehrzahl der H. pylori

reaktiven T-Zell-Klone, die aus Antrumbiopsien von infizierten Patienten generiert

wurden, nach Stimulation mit H. pylori Antigenen ein Th1-Zytokin-Profil (30). Das

wichtigste Zytokin bei der Vermittlung der Th1-Antwort ist IL-12, daß zum größten

Teil aus antigenpräsentierenden Zellen stammt (112). Der spezifischste Marker einer

Th-1 Antwort ist die IL-12 Rezeptor β2-Kette (IL-12Rβ2). Der IL-12 Rezeptor,

bestehend aus zwei Untereinheiten, ist ein typischer Rezeptor, der auf Th-Zellen

exprimiert wird (111). Die IL-12Rβ2 Kette wird selektiv nur auf Th1-Zellen exprimiert,

wohingegen die β1 Kette auf Th1 und Th2 Zellen vorkommt (116; 132). Die Expression

der β2-Kette wird im Rahmen von Erkrankungen hochreguliert, die durch einen Th1-

polarisierten Immunstatus gekennzeichnet sind (104; 157). Ein weiteres Zytokin, das bei

einer Th1 vermittelten Immunantwort vermehrt exprimiert wird, ist TNF-α (Tumor

Necrosis Factor-α) (153). Obwohl während der H. pylori Infektion eine Th1-Antwort

prädominiert, was zu einer zellvermittelten Immunität führt, wird auch eine humorale
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Immunität beobachtet. H. pylori spezifsiche IgA, IgG und IgM Antikörper können

mittels ELISA in einem Drittel der infizierten Patienten im Magensaft nachgewiesen

werden (29). Darüber hinaus kann in mehr als 90% der infizierten Patienten H. pylori

spezifisches IgG im Serum nachgewiesen werden (75).

1.8 Zielsetzung der Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, welchen Einfluß bestimmte bakterielle

Virulenzfaktoren und genetische Variationen des Menschen auf die Entstehung von

schweren histologischen Veränderungen der Magenschleimhaut im Rahmen der H.

pylori Infektion haben. Des weiteren sollten Wirkmechanismen dieser Faktoren

beschrieben werden. Hierzu wurde einerseits eine über 700 Patienten umfassende

Magenbiopsiebank aufgebaut. Dies erlaubt simultane genetische und histologische

Untersuchungen am Menschen und am infizierenden Keim an einem großen

Patientenkollektiv. Andererseits sollten Ergebnisse aus Untersuchungen an der

Biopsiebank und die dadurch entstehenden Assoziationen mit Hilfe von funktionellen in

vitro Experimenten weiter erhärtet werden.

Im ersten Teil der Arbeit sollte der Einfluß von humanen Polymorphismen in den

Genen IL-1B und IL-1RN auf die IL-1β Expression und die Entstehung von

histologischen Veränderungen der Magenmukosa während der Infektion untersucht

werden. Proinflammatorische Polymorphismen in diesen Genen wurden mit

Magenkarzinomen assoziiert (34). Ziel war es den funktionellen Zusammenhang

zwischen diesen genetischen Variationen und der IL-1β Expression zu finden und

andererseits die Konsequenz für die resultierende Inflammation aufzudecken.

Gleichzeitig sollte parallel der Einfluß der bakteriellen Virulenzfaktoren CagA und

VacA auf die Entstehung von hochgradigen histologischen Veränderungen untersucht

werden. Eine weitere Frage war, wie sich das gleichzeitige Vorhandensein von

bakteriellen Virulenzfaktoren und von genetischen Risikofaktoren des Menschen auf die

Entstehung von gastraler Histopathologie auswirkt. Ein wichtiges Ziel war hierbei die

Identifikation von Patienten mit hohem Risiko zur Entstehung von Krebsvorstufen um

solche Patienten einer frühzeitigen präventiven Eradikation zuführen zu können.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte im speziellen auf ein erst kürzlich identifiziertes

bakterielles Adhäsin (BabA) eingegangen werden. Hierbei war von Interesse, welche
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Bedeutung BabA für die Entstehung einer spezifischen und unspezifischen

Immunantwort spielt. Es stellte sich die Frage, wie BabA die durch H. pylori induzierte

Th1-Antwort und die unspezifische Chemokinantwort beeinflußt. Des weiteren sollte

untersucht werden, inwieweit der BabA-Rezeptor auf der Magenschleimhaut, Lewisb in

der Population vorhanden ist. Nicht bekannt war zudem, welchen Einfluß das Adhäsin

auf die bakterielle Kolonisationsfähigkeit hat, und wie die Kolonisationsstärke die

resultierende Inflammation und Immunpathogenese beeinflußt. Umfangreiche

molekularbiologische und histologische Untersuchungen an der Biopsiebank und in

vitro sollten diese Fragen klären.
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2 Material und Methoden

2.1 Anlegen einer Biopsiebank von 742 Patienten

2.1.1 Patientenpopulation

Je 5 Biopsien aus dem Antrum und Corpus wurden von 742 Patienten im Zeitraum

zwischen 1996 und 2002 im Rahmen von Routineendoskopien gesammelt. In die Studie

eingeschlossen waren Patienten mit chronischer H. pylori assoziierter Gastritis. Aus der

Studie ausgeschlossen wurden Patienten, die sich einer Therapie mit

Protonenpumpeninhibitoren, H2-Rezeptorantagonisten oder NSAR unterzogen, und

solche mit endoskopisch gestellter Diagnose eines Ulcus ventriculi oder duodeni sowie

Patienten mit Magenkarzinom.

2.1.2 Sammlung und Bearbeitung von Biopsiematerial

Biopsien wurden an der Technischen Universität von München sowie am

Akademischen Lehrkrankenhaus München-Bogenhausen gesammelt. Von jedem

Patienten wurden 10 gastrale Biopsien entnommen (5 aus dem Corpus, 5 aus dem

Antrum). Je zwei Corpus- und Antrumbiopsien wurden zur histologischen

Untersuchung und zum H. pylori Nachweis in das Institut für Pathologie geschickt. Die

restlichen sechs Biopsien wurden in Eppendorftubes aufgenommen und sofort nach

Entnahme in flüssigem Stickstoff schockgefroren, um eine Degradation von

Nukleinsäuren zu vermeiden. Anschließend wurde das Biopsat gemörsert und entweder

unverzüglich weiterverarbeitet (DNA- oder RNA-Isolierung), oder sofort wieder

eingefroren und bis zur Weiterverwendung in flüssigem Stickstoff gelagert.

2.1.3 Histopathologische Untersuchung der Biopsien

Je zwei Antrum- und Korpusbiopsien gelangten in das Institut für Pathologie, wo

einerseits die histologische Gastritisklassifizierung und andererseits eine Untersuchung

auf H. pylori erfolgte. Die histologische Beurteilung der gastralen Pathologie erfolgte an
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Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbten Schnitten. Um interindividuelle Unterschiede bei

der Auswertung zu vermeiden wurden alle Biopsien von Frau PD Dr. Ingrid Becker

(Institut für Pathologie und Pathologische Anatomie, Klinikum rechts der Isar der TU

München) untersucht. Der direkte H. pylori Nachweis erfolgte an HE-gefärbten

Schnitten bzw. zum Teil nach immunhistochemischer Färbung. Desweiteren erfolgte

eine Gastritis-Klassifizierung entsprechend der "updated" Sydney-Klassifikation (31).

Sie beinhaltet eine Kombination von topographischen, morphologischen und

ätiologischen Informationen und klassifiziert diese Veränderungen anhand

endoskopischer und histologischer Kriterien. Hierbei wurden einerseits die

verschiedenen Grade der granulozytären und lymphozytären Infiltration sowie die

Präsenz von intestinaler Metaplasie (IM) und Atrophie (AG, atrophische Gastritis)

erfaßt. Das Ausmaß der granulozytären Infiltration bestimmt die Aktivität der Gastritis.

Neutrophile finden sich dabei nahezu ubiquitär in der gesamten Magenschleimhaut in

der Lamina propria, im Epithel und auch im Drüsenlumen, wo sie Grübchenabszesse

bilden. Man unterscheidet hierbei verschiedene Stärken der neutrophilen Infiltration (G0

keine, G1 milde, G2 mäßige, G3 ausgeprägte granulozytäre Infiltration). Die gesunde

Magenmukosa enthält nur sehr wenige mononukleäre Zellen (CD4/CD8 positiven

Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten, Mastzellen). Bei der

Beurteilung der Chronizität der Gastritis unterscheidet man verschiedene Grade der

lymphozytären Infiltration (L0 keine, L1 milde, L2 mäßige, L3 ausgeprägte

lymphozytäre Infiltration). Die mononukleären Infiltrationen verschwinden nach

Eradikation nur sehr langsam, wohingegen die Granulozyten bereits wenige Tage nach

Beginn der Eradikation nicht mehr nachweisbar sind (148). Die Atrophie der

spezialisierten Magenschleimhaut wird als Untergang von Drüsengewebe und

Ausdünnung der gastralen Mukosa definiert. Sie führt durch den Verlust von

Parietalzellen zu einer verminderten Magensäuresekretion und ist hierbei mit einem

erhöhten Risiko der Karzinomentwicklung assoziiert (108; 130). Die intestinale

Metaplasie entsteht auf dem Boden einer chronischen Gastritis. Sie ist durch den

Nachweis von Becherzellen, wie man sie normalerweise nur in der Schleimhaut des

Dünndarmes findet, charakterisiert. Es werden folgende Typen der intestinalen

Metaplasie unterschieden: Typ I (= komplett), Typ II (= inkomplett) und Typ III (=

kolischer/enterokolischer Typ). Das Vorhandensein einer intestinalen Metaplasie

prädisponiert für die Entstehung von malignen Läsionen der Magenschleimhaut. Das
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höchste Karzinomrisiko geht hierbei von dem Typ III (dem sogenannten Sulfomycin-

sezernierenden Typ) aus (130).

2.2 Isolation von Nukleinsäuren

2.2.1 Isolation von DNA

2.2.1.1 Materialien

- QIAamp Tissue Kit (Quiagen, Hilden)

- 96% Ethanol (Merck, Darmstadt)

- Proteinase K (Sigma, Deisenhofen)

2.2.1.2 Prinzip und Durchführung der DNA-Isolation

Der erste Schritt der DNA-Isolation umfaßt die Lyse des Gewebes. Hierbei wurden

nach  Mörsern der Biopsie 180 µl ATL-Puffer und 20 µl Proteinase K (Sigma) auf das

Gewebe gegeben, geschüttelt, und mindestens 3h bei 55°C inkubiert. Im zweiten Schritt

wurde die DNA durch die Zugabe von 200 µl AL-Puffer und die anschließende 10-

minütige Inkubation bei 70°C ausgefällt. Als Nächstes folgte die Trennung der DNA

von den restlichen Bestandteilen der Biopsie. Hierzu wurden der Lösung 210 µl Ethanol

(96-100%) zugegeben, gut geschüttelt und die Mischung auf eine Säule aufgetragen.

Bei der anschließenden Zentrifugation (6000 g, 1 Minute) wurde die DNA in der

Silicamembran der Säule gebunden, während die restlichen Biopsiebestandteile im

Sammeltube aufgefangen und verworfen wurden. Das Waschen der DNA erfolgte dann

mit 500 µl AW-Puffer (Auftragung auf die Säule und Zentrifugation bei 6000 g für 1

Minute). Der Waschschritt wurde wiederholt, wobei nun das Zentrifugieren bei 10000 g

und für 3 min erfolgte. Zuletzt wurde die DNA zweimal eluiert. Hierzu stellte man die

Säule in ein Eppendorf-Tube, gab 200 ml AE-Puffer (auf 70°C vorgewärmt) auf die

Säule und zentrifugierte diese bei 6000 g für eine Minute. Die aufgefangene DNA-

Lösung wurde bis zur Weiterverwendung bei –20°C aufbewahrt.
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2.2.2 Isolation von RNA

2.2.2.1 Materialien

- peqGOLDTrifast Reagenz (Peqlab Biotechnologie GmBH, Erlangen)

- Chloroform (Merck)

- Isopropylalkohol (Merck)

- 70% Ethanol (Merck)

- RNAse freies Wasser (Merck)

2.2.2.2 Prinzip und Durchführung der RNA-Isolation

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

Methode (21). Der erste Schritt umfaßte die Zellyse. Hierbei wurden KATO-III Zellen

bzw. die gemörserte Biopsie in 1 ml peqGOLDTrifast Reagenz aufgenommen und 30

Minuten unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der anschließenden

Phasenpräparation wurden 200 µl Chloroform hinzugefügt, die Probe 15 Sekunden mit

der Hand geschüttelt und 15 bis 30 Minuten, bis zur Bildung von zwei Phasen, auf Eis

inkubiert. Die Probe wurde dann 30 Minuten bei 4°C mit 12000 g zentrifugiert

(Eppendorf Kühlzentrifuge 5403). Im nächsten Schritt erfolgte die Phasenpräparation,

wobei die wäßrige obere Phase, welche die RNA enthält, abgenommen und mit 500 µl

Isopropylalkohol vermischt wurde. Nach 10-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur

wurde die Probe bei 4°C und 12000 g für 45 Minuten zentrifugiert (Präzipitation). Der

Überstand wurde dann abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde dann zwei Mal

mit je 1 ml 75 % igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation mit 12000 g für jeweils 15 -

30 Minuten). Nach restloser Entfernung des Alkohols aus dem Tube wurde das Pellet

10 Minuten getrocknet und schließlich in 50 ml RNase freiem Wasser aufgenommen.

2.2.2.3 Maßnahmen zur Vermeidung von RNAse-Kontaminationen

Um einen Abbau der RNA durch exogene RNasen zu vermeiden, wurden folgende

Maßnahmen ergriffen: Frisch isolierte RNA-Pellets wurden in Rnase-freiem Wasser

aufgenommen. Bei allen Arbeitsschritten wurden Einmalhandschuhe getragen und diese
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regelmäßig gewechselt. Pipettenspitzen, Reaktionsgefäße und Lösungen wurden 2

Stunden bei 121°C und 2 Bar autoklaviert und anschließend 4 Stunden bei 100°C

getrocknet. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis ausgeführt.

2.2.2.4 Zusätzliche Reinigung der RNA

Da die erhaltene RNA Inhibitoren der cDNA-Synthese enthielt, wurde eine zusätzliche

Aufreinigung mittels einer Lithiumchloridfällung notwendig. Hierzu wurde die RNA-

Lösung in äquivalentem Volumen 8 M LiCl aufgenommen, geschüttelt, und über Nacht

bei –20°C inkubiert. Nach einer dreistündigen Inkubation  bei -4°C (oder –20°C über

Nacht) wurde die Lösung für 30 Minuten bei 10000g und 4° C zentrifugiert.

Anschließend wurde der Überstand abpipettiert und das Pellet in einem weiteren

Zentrifugationsschritt mit 70% igem Ethanol gewaschen. Zuletzt erfolgte die Auflösung

der RNA in RNAse freiem Wasser.

2.2.3 Photometrische Bestimmung von Nukleinsäure-
konzentrationen

Die isolierten Nukleinsäurekonzentrationen wurden mit einem Photometer (Beckman

DU 640 Spectrometer) bestimmt. Die Konzentration errechnet sich dabei durch

folgende Formel:

Konzentration (µg/ml) = OD260 nm * Verdünnungsfaktor * 40

Für die quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren muss der Faktor 40 eingesetzt

werden, da 1 OD einer Konzentration von 40 µg/ml entspricht.
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2.3 Reverse Transkription

2.3.1 Prinzip der Reversen Transkription

Bei der reversen Transkription erfolgt mit Hilfe einer reversen Transkriptase die

Umschreibung von RNA in komplementäre DNA (cDNA). Die reverse Transkriptase

stammt aus Viren, z.B. dem Affen-Myeloblastosis-Virus (AMV) oder dem Moloney-

Maus-Leukämie-Virus (MMLV). Sie synthetisiert einen neuen cDNA-Strang, der

festgelegt ist durch den benutzten Primer. Verwendet man ein Gemisch aus kurzen

Oliogonukleotiden mit zufälliger Sequenz (= Random Primer), findet die Transkription

an verschiedenen, unspezifischen Stellen der RNA statt. Will man nur eine bestimmte

RNA-Sequenz umschreiben, verwendet man einen genspezifischen Primer. Die aus der

reversen Transkription resultierende cDNA kann in einer Polymerase-Ketten-Reaktion

eingesetzt werden um die Genexpression zu analysieren.

2.3.2 Reagenzien

In der vorliegenden Studie wurde die reverse Transkription initial mit 2 verschiedenen

Reversen Transkriptasen durchgeführt (Superscript Reverse Transkriptase von der

Firma Gibco und Multiscribe Reverse Transkriptase von der Firma Perkin Elmer).

Tabelle 1. Reagentien für die reverse Transkription mit Superscript Reverse Transcriptase (Gibco BRL, USA)

Tris 250 mM

KCl 375 mM

MgCl2 15 mM

5x Reaktionspuffer

pH 8,3

Dithiothreitol (DTT) 1 mM

dATP

dTTP

dCTP

Deoxynucleotid-Mix

dGTP

je 10 mM

Primer Random Primer (dN)6 0,02A260 Units/µl

Reverse Transkriptase SuperskriptTM II 200 Units/µl
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Tabelle 2. Reagentien für die reverse Transkription mit Multiscribe Reverse Transcriptase (TaqMan Reverse

Transcription Reagents, Perkin Elmer, Weiterstadt)

KCl 500 mM

Tris-HCl 100 mM

10x TaqMan Puffer 1

pH 8,3

dATP

dTTP

dCTP

dNTPs

dGTP

je 2,5 mM

Random Primer [d(N)6] 50 µM

MgCl2 25 mM

Reverse Transkriptase MultiScribe 50 U/µl

RNAse Inhibitor 20 U/µl

Da die RT-PCR mit dem Multiscribe Enzym in der nachfolgenden real-time TaqMan

PCR eine höhere Spezifität und Sensitivität erbrachte, sowie einer bessere

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bedingte, wurde quantitativen Zytokinanalyse der

Biopsiebank nur die Multiscribe Reverse Transkriptase benutzt.

2.3.3 Durchführung der Reversen Transkription

Folgendes Arbeitsprotokoll wurde für die Synthese von 20 µl cDNA mit der Superscript

Reversen Transkriptase angewendet:

Ansatz 1: 1 µl Random Primer (1:4 verdünnt)

11 µl RNA-Lösung

Es erfolgte eine 10-minütige Inkubation des Ansatzes 1 bei 70°C. In der Zwischenzeit

wurde der 2. Ansatz hergestellt:

Ansatz 2: 4 µl 5x First Strand Buffer

2 µl 0,1 M DTT

1 µl 10 mM dNTP Mix

1 µl Superscript
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Dieser Ansatz wurde zum ersten Reaktionsgemisch pipettiert. Anschließend wurde der

Geamtansatz im Primus Thermocycler 9600 (MWG Biotech, Ebersberg) folgenden

Temperaturschritten ausgesetzt:

25°C 10 min

42°C 50 min

70°C 15 min

Bis zur Verwendung wurden die Proben bei –20°C aufbewahrt

Folgender Ansatz wurde zur Synthese von 50 ml cDNA mit der Multiscribe Reversen

Transkriptase erstellt:

5 µl RNA

15µl H2O dest.

11 µl MgCl2

10 µl dNTP-Mix

5 µl RT-Puffer

2,5 µl Random Primer

1 µl RNAse Inhibitor

0,5 µl Reverse Transkriptase

Das Reaktionsgemisch wurde dann im Thermocycler folgenden Reaktionsschritten

ausgesetzt:

25°C 10 min

48°C 30 min

95°C 5 min

Bis zur Verwendung wurden die Proben bei –20°C aufbewahrt
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2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.4.1 Prinzip der PCR

Die PCR ist eine in vitro Technik zur gezielten Vervielfältigung von DNA-Abschnitten.

Analog zur  DNA-Replikation in eukaryotischen Zellen erfolgt die Amplifikation von

DNA-Abschnitten bei der PCR mittels einer DNA-Polymerase. Diese benötigt als

Starthilfe Oligonukleotidprimer. Dabei handelt es sich um kurze, einzelsträngige DNA-

Moleküle, die komplementär zu einer definierten Sequenz der DNA-Matrize sind und

sich an diese anlagern. Auf diese Art und Weise können gezielt ganz bestimmte DNA-

Abschnitte amplifiziert und anschließend nachgewiesen werden. Die PCR ist ein

Verfahren, welches in Zyklen verläuft. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten mit

wechselnden Temperaturen. Im ersten Schritt (Denaturierung) bei 95°C kommt es zu

einer Trennung von DNA-Doppelsträngen. Im zweiten Schritt (Annealing) bei 37-65°C

kommt es zur Anlagerung der Primer an die Zielsequenz. Die Anlagerungstemperatur

richtet sich nach GC-Gehalt und Länge der verwendeten Primer. Schließlich kommt es

im letzten Schritt (Extension) bei 72°C zur Kettenverlängerung durch die Polymerase.

Durch 20-40-fache Widerholung eines solchen Zyklus erfolgt eine, exponentiell

steigende  Anreicherung des Amplifikates.

2.4.2 Primer für die PCR

Die für die H. pylori-Typisierung und für die Genotypisierung von IL-1

Polymorphismen verwendeten Primer wurden anhand der in Genbank™ publizierten

Sequenzen erstellt. Hierbei wurde darauf geachtet, daß die Primersequenzen zwischen

17 und 25 Basen lang waren, einen GC-Gehalt von 50 - 60 % aufwiesen und ähnliche

Schmelztemperaturen hatten. Die Primer wurden bei der Firma MWG Biotech

synthetisiert. Die lyophilisierte DNA wurde in sterilem Wasser aufgenommen, wobei

jeweils eine Primerkonzentration von 20 pM erstellt wurde. Die Sequenzen der Primer

mit den dazugehörenden Annealingtemperaturen und Zykluszahlen sind in der

nachfolgenden Tabelle aufgeführt.
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Tabelle 3. Primer für die PCR

PCR-

Produkt

Tm
a Primersequenzen

FPb 5´- TTCACCCCAACAAATCCCTACAG -3´Urease B

685 bp

58°C

RPc 5´- ACGGCCCATCGCTTGAGAGT -3´

FP 5´- GTATGGGGGCAATGGTGGTC -3´cagA

567 bp

59°C

RP 5´- GATTCTTGGAGGCGTTGGTGTAT -3´

FP 5´- AATCAAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA -3´babA2

830 bp

56°C

RP 5´- TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA -3´

FP 5´-ATGGAAATACAACAAACACAC-3´vacAs
d259/284 bp

56°C

RP 5´-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3´

FP 5´-CTCAGCAACACTCCTAT-3´IL-1RN
e240-595bp

50°C

RP 5´-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3´.

FP 5´-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3´IL-1B-511

304 bp

55°C

RP 5´-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3´.
aAnnealingtemperatur; bForwärtsprimer; cRückwärtsprimer;
d vacAs1=259 bp, vacAs2=284 bp;
e Allel-1 (A1) = 410 bp, A2 = 240 bp, A3 = 500 bp, A4 = 325 bp, A5 = 595 bp

2.4.3 Materialien und Durchführung der PCR

Alle konventionellen PCRs wurden mit dem Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hilden)

durchgeführt. Dieser enthält folgende Inhaltsstoffe: steriles H2Odest. und einen Master

Mix bestehend aus Reaktionspuffer, Taq Polymerase und dNTPs. Folgender Ansatz

wurde für ein 25 µl Reaktionsgemisch  mit Quiagen Master Mix angewandt:

Quiagen MM: 12,5 µl

H2O steril 9,0 µl

Primer 1 0,5 µl

Primer 2 0,5 µl

DNA 2,5 µl (ca. 100ng)

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

Ebersberg) amplifiziert. Amplifikationsprogramm:
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1 Zyklus Denaturierung: 94° C 5 min

Anlagerung:  X° C 1 min

Extension: 72° C 1 min

30 - 35 Zyklen Denaturierung: 94° C 45 s

Anlagerung:  X° C 55 s

Extension: 72° C 1 min

Extension: 72° C 10 min

X° C = Annealingstemperatur des jeweiligen Primerpaares.

2.5 Agarose-Gelelektrophorese

2.5.1 Prinzip der Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelektrophorese werden Nukleinsäure-Fragmente durch Wanderung

entlang eines elektrischen Feldes ihrer Größe nach aufgetrennt. Durch Anfärben mit

Ethidiumbromid können die Fragmente im UV-Licht (Wellenlänge 254 nm) sichtbar

gemacht werden. Dies ermöglicht einerseits die Überprüfung der Qualität von RNA-

Molekülen. Im Falle einer RNA-Degradation ist die ribosomale RNA nicht in zwei

Banden angeordnet sondern liegt als „Schmier“ über der ganzen Laufstrecke verteilt

vor. Andererseits  erlaubt  Agarose Gelelektrohporese die Größenbestimmung von

DNA-Molekülen durch Vergleich mit einem Längenstandard sowie die gezielte

Isolierung eines bestimmten DNA-Fragments mittels Gelextraktion.

2.5.2 Agarose Gele für die RNA-Elektrophorese

Bei der Herstellung eines 50 ml RNA-Gels wurden 0,5 g Agarose, 5 ml 10x MOPS-

Puffer und 45 ml RNAse-freies Wasser (siehe Tabelle 4) vermischt und im

Mikrowellenherd zum Kochen gebracht. Nach Abkühlung des Gels auf ca. 40°C

wurden 870 µl Formaldehyd zugegeben, das Gel gerührt und anschließend in eine
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Gelwanne im Gießstand gegossen. Durch Einsetzen eines Kammes können Taschen im

Gel ausgespart werden.

Tabelle 4. Materialien für die Herstellung eines Agarosegels für die RNA-Gelelektrophorese

MOPS (Morpholinpropansulfonsäure; Merck) 41,8 g

NaOAc (Merck) 4,1 g

EDTA (Merck) 3,7 g

10 x MOPS-Puffer

(Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

H2O dest. ad 1l; pH 8,5

Ficoll 400 (Amersham Pharmacia Biotech

Europe)

25%

EDTA (Merck) 50 mM

Bromphenolblau (Merck) 0,25 %

6x Probenauftragspuffer

Xylencyanol (Merck) 0,25 %

Ethidiumbromid (Merck) EtBr 10 mg/ml

weitere Materialien Ultrapure Agarose (Gibco BRL, Karlsruhe), Rnase freies Wasser

(Sigma),  Formaldehyd (Sigma)

2.5.4 Agarose Gele für die DNA-Elektrophorese

Die für die DNA-Elektrophorese benutzten Materialien sind in Tabelle 5

zusammengefaßt. Die Agarosekonzentration im Gel sollte abhängig gemacht werden

von der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente. Je kleiner die DNA-Fragmente,

desto höher sollte die Agarosekonzentration im Gel sein. Da die Größe aller

untersuchten PCR-Produkte unter 1000 Basenpaaren (bp) lag, wurden in dieser Arbeit

2-3%ige Gele verwendet. Für die Herstellung eines 100 g Gels wurden 2-3 g Ultrapure

Agarose (Gibco BRL Karlsruhe) in 98 ml Wasser aufgelöst und in einem

konventionellen Mikrowellenofen kurz zum Kochen gebracht. Unter ständigem Rühren

muß eine Abkühlung des Gels auf etwa 40°C abgewartet werden, ehe man 5 µl

Ethidiumbromid hinzufügt. Anschließend wird das Gel in eine Gelwanne im

Gelgießstand gegossen. Durch Einsetzen eines Kammes können Taschen im Gel

ausgespart werden.



Kapitel 2. Material und Methoden 36

Tabelle 5. Materialien für die Herstellung eines Agarosegels für die DNA-Gelelektrophorese

Tris (Merck) 2,0 M

Eisessig (Merck) 1,0 M

EDTA (Merck) 0,1 M

50 x TAE-Puffer

(Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

H2O dest. ad 1000 ml; pH 8,5

weitere Materialien Ultrapure Agarose, Ethidiumbromid, Probenauftrags-puffer

2.5.6 Elektrophoreselauf und Dokumentation

Für die Gelelektrophorese wurde ein horizontales Gelelektrophoresesystem (BioRad

GmbH, München) verwendet. Hierbei wurde die Gelwanne mit dem festen Agarose-Gel

in die Elektrophorese-Kammer gestellt, mit 1x Puffer bedeckt (MOPS-Puffer für RNA-

Elektrophorese, TAE-Puffer für DNA-Elektrophorese) und der Kamm vorsichtig

entfernt. Bei der Elektrophorese von DNA-Molekülen wurden jeweils 15 µl eines PCR-

Produktes mit 3 µl 6x Probenauftragspuffer vermischt und in die Taschen des Gels

pipettiert. Durch paralleles Mitlaufen eines Längenstandards bei der Elektrophorese

kann die ungefähre Größe der unbekannten DNA-Fragmente am Gel abgelesen werden.

In dieser Arbeit wurde der Längenstandard BioladderTM (Hybaid Angewandte

Gentechnologie Systeme, Heidelberg)  von 100 bis 1000 Basenpaaren (bp), in 100 bp

Schritten verwendet. Bei der Elektrophorese von RNA-Molekülen wurden jeweils 5 µl

RNA mit 3 µl einer Lösung aus Ethidiumbromid und Probenauftragspuffer vermischt

und in die Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 50-90 Volt. Eine

Sichtbarmachung von DNA-Molekülen im Gel wird durch den interkalierenden

Farbstoff Ethidiumbromid möglich, welches unter UV-Licht (bei einer Wellenlänge von

254 nm) sichtbar wird. Mit Hilfe eines Video-Dokumentationssystems (MWG-Biotech)

wurde das Gel digital photographiert.

2.5.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Gelextraktion erlaubt die Isolierung von spezifischen DNA-Fragmenten, die

beispielsweise im Rahmen einer PCR amplifiziert wurden. Es wurde hierzu der

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Im ersten Schritt wurde der

Gelstreifen, welcher die DNA-Bande enthielt unter UV-Licht aus dem restlichen Gel
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geschnitten, in dreifachem Volumen an Puffer QG aufgenommen und unter Schütteln

bei 50°C aufgelöst. Im zweiten Schritt wurde die DNA durch Zugabe von Isopropanol

(Merck) präzipitiert. Dabei sollte das Isopropanolvolumen dem des anfänglich

ausgeschnittenen Gelvolumens gleichen. Anschließend erfolgte die Trennung der DNA

von den restlichen Gelbestandteilen durch Auftragung der Lösung auf eine

entsprechende Säule und nachfolgender Zentrifugation (10000 g, 1 Minute). Die DNA

wurde hierbei an die Silicamembran der Säule gebunden, während restliche Bestandteile

der Lösung im Sammel-Tube aufgefangen und verworfen werden. Der nächste Schritt

umfaßte das zweimalige Waschen der DNA (0,75 ml Puffer PE auf die Säule;

Zentrifugation bei 10000 g für 1 Minute). Die Waschflüssigkeit wurde im Sammeltube

aufgefangen und verworfen. Zuletzt erfolgte die DNA-Elution (50 µl Puffer EB auf die

Säule; Zentrifugation für 1 Minute bei 10000 g). Die DNA Lösung wurde im

Sammeltube aufgefangen und bis zur Weiterverwendung bei –20°C aufbewahrt.

2.6 Klonierung von PCR-Produkten

2.6.1 Prinzip der Klonierung

Die Klonierung von PCR-Produkten beinhaltet den Einbau einer DNA-Sequenz in einen

Vektor (Ligation) und das anschließende Einschleusen des Vektors in ein Bakterium

(Transformation), dessen Vermehrung eine Vervielfältigung des Vektors bedingt. Für

die Klonierung der PCR-Produkte wurde in dieser Arbeit der TA-Vektor pGEM®-T

Vektor angewandt. TA-Vektoren enthalten an der Insertionsstelle an den 3´- Enden je

ein Thymidinrest. Bestimmte Polymerasen, u.a. auch die von uns benutzten Taq-

Polymerasen, hängen an das 3´- Ende des PCR-Produktes ein Adeninrest. Die

überhängenden T- und A-Basen im Vektor und Amplikon erleichtern die Ligation. Die

anschließende Transformation erfolgt durch ein Hitzeschock, wobei die Bakterienwand

kurzzeitig permeabel wird für bestimmte Moleküle und das Bakterium zur Aufnahme

des Plasmids befähigt. Die Bakterien werden dann auf Selektivnährböden angezüchtet.

Da der pGEM®-T Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen enthält, wachsen nur erfolgreich

transfezierte Bakterien auf den Selektivnährböden. Der Erfolg der Ligation kann durch

Beimpfen des Nährbodens mit X-Gal und IPTG getestet werden. Im pGEM®-T Vektor

ist  nämlich ein β-Galaktosidase-Gen eingebaut, welches Galaktose (X-Gal) spalten
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kann. IPTG fungiert dabei als Enhancer der Reaktion. Bei Insertion des PCR-Produktes

wird jedoch dieses Gen zerschnitten und damit inaktiviert. Ist die Insertion jedoch nicht

erfolgreich verlaufen, kann X-Gal gespalten werden. Dies führt zu einer Blaufärbung

der Kolonien. Eine weitere, genauere Überprüfungsmöglichkeit des Insertionserfolges

ist die Restriktionsspaltung des Vektors mittels Restriktionsenzymen deren

Schnittstellen im Vektor rechts und links des Inserts liegen. Dies ermöglicht eine

nachfolgende Bestimmung der Insertgröße mittels Gelelektrophorese.

2.6.2 Reagenzien, Medien und Selektivnährböden

Tabelle 6. Für die Klonierung verwendete Reagenzien.

Tris-HCl 300 mM, pH 8,7

MgCl2 100 mM

DTT 100 mM

T4 Ligase 10X Puffer (Promega)

ATP 10 mM

T4 DNA Ligase (Promega) 100 U

pGEM®-T Vector (Promega) 50 ng/µl

JM 109 Competente E. coli (Promega)

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-β-D-Galaktopyranosid, Sigma)

IPTG (Isopropyl-β-D-Thiogalaktopyranosid, ICN)

Tabelle 7. Reagenzien für die Herstellung von LB-Medium.

Hefeextrakt (Sigma) 0,5%

Bacto-Trypton (Sigma) 1%

NaCl 1%

Aqua dest, pH 7.6 (eingestellt mit 1N NaOH) ad 1000 ml

Bei der Herstellung von LB-Medium wurden 10 g Trypton, 5 g Yeast extract und 10 g

NaCl mit 950 ml Aqua dest. vermischt. Der pH-Wert wurde durch Titration mit NaOH

auf 7,0 eingestellt. Anschließend wurde die Lösung autoklaviert. Bei Abkühlung auf

unter 50° C wurden 50 mg/ml Ampicillin dazugegeben. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Bei Gebrauch kann ein Antibiotikum zugegeben werden. Zur Herstellung von

Nährböden wurden dem Medium vor dem Autoklavieren 15g/l Bacto-Agar zugegeben.

Nach dem Autoklavieren ließ man das Medium auf ca. 50°C abkühlen und gab 50
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mg/ml Ampicillin dazu. Anschließend wurden die Platten ausgegossen. Bis zum

Gebrauch wurden die Petrischalen umgedreht bei 4°C gelagert.

Tabelle 8. Reagenzien für die Herstellung von SOC-Medium.

Bacto®-Tryptone (Promega) 2 g

Bacto®-Yeast Extract (Promega) 0,5g

NaCl (Promega) 1 M, 1 ml

KCl (Promega) 1 M, 0,25 ml

Glukose (Promega) 2 M,1 ml

2 M Mg2+ Stock (Promega), 1 ml 1 M MgCl2, 1 M MgSO4

Aqua dest. 97 ml

Bei der Herstellung von SOC-Medium wurden Tryptone, Yeast Extrakt, NaCl, KCl und

Aqua dest. vermischt und anschließend autoklaviert. Nach Abkühlung auf

Raumtemperatur wurden Glukose und Mg2+-Stocklösung hinzugegeben und der pH

mittels NaOH-Titration auf 7,0 eingestellt. Das Medium wurde dann durch eine 0,2 µm

Filtereinheit filtriert und bei 4°C gelagert.

2.6.3 Durchführung der Klonierung

Zunächst erfolgte die Ligation des PCR-Produktes in den Vektor, wobei folgendes

Pipettierschema angewandt wurde:

T4 DNA Ligase 10X Puffer 1 µl

pGEM®-T Vektor 1 µl

PCR-Produkt 1,5 µl (3 : 1 molares Verhältnis zu Vektor)

T4 DNA Ligase 1µl

H2O 5,5 µl (zu einem Endvolumen von 10µl)

Die so erhaltene Lösung wurde geschüttelt und für mindestens 3 h bei 4°C inkubiert.

Im zweiten Schritt wurde die Transformation von E. coli durchgeführt. Zuerst wurden 2

µl Ligationslösung und 50 µl JM109-Zellen zusammen pipettiert, durch vorsichtiges

Schütteln vermischt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für

50 sec einem Hitzeschock (42°C) ausgesetzt und sofort wieder für 2 min auf Eis gelegt.
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Nach Hinzufügen von 950 µl SOC-Medium zur Lösung wurde diese einem weiteren

Inkubationsschritt ausgesetzt (37°C, 90 min, unter Schütteln). Das Anzüchten der

Kolonien erfolgte auf Ampicillin-haltigen Selektivnährböden. Diese wurden mit je 40 µl

X-Gal und IPTG beimpft und 30 min inkubiert. Anschließend wurden pro Platte 100 µl

der Transformationslösung auf der Platte verteilt. Diese wurde 16-24 h bei 37°C

inkubiert. Weiße Kolonien wurden anschließend über Nacht in LB-Medium vermehrt.

Das Vorhandensein der gewünschten Sequenz wurde mittels PCR oder

Restriktionsverdau und anschließender Gelelektrophorese bestätigt.

2.6.4 Plasmidisolation

Die Plasmidisolation wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits von der Firma

Quiagen durchgeführt. E. coli Kulturen wurden in LB Medium angezogen. Nach

Zentrifugation wurde das Bakterienpellet mit 250 µl Puffer P1 resuspendiert.

Anschließend erfolgte die alkalische Lyse der Bakterien mittels Zugabe von 250 µl

Puffer P2 (Lysispuffer). Die Lösung wurde dann vorsichtig geschüttelt, bis sie viskös

und klar war. Nach Zugabe von 350 µl Puffer N3 und leichtem Schütteln erfolgte die

Zentrifugation für 10 min bei 10000 g. Der Überstand wurde auf mitgelieferten Säulen

aufgetragen und diese 30-60 sec bei 10000 g zentrifugiert. Hierbei wird die DNA an der

Membran der Säule gebunden. Anschließend erfolgte das zweimalige Waschen der

DNA mit 0,5 ml Puffer PB bzw. 0,75 ml Puffer PE. Zuletzt wurde die DNA aus der

Säulenmembran mit 50 µl Puffer EB eluiert. Das Eluat wurde in einem Eppendorftube

aufgefangen und bis zur Weiterverwendung bei –20°C aufbewahrt.

2.7 Restriktionsfragment Längenpolymorphismus
(RFLP) Analyse

Die RFLP Analyse ist eine Methode zum Nachweis von DNA-Mutationen. Hierbei

macht man sich die Eigenschaft von Restriktions-Endonukleasen zu Nutze,

sequenzspezifisch DNA zu spalten. Durch eine Einzelbasenmutation kann es zur

Schaffung oder zur Entfernung einer Restriktionsstelle in der DNA kommen. In der

gegenwärtigen Studie wurde der –511C/T SNP im IL-1B Gen mittels RFLP Analyse
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genotypisiert. Hierbei wurde der entsprechende Genabschnitt zunächst per PCR

amplifiziert. 20 µl PCR Produkt wurden dann mit 10 Units AvaI Enzym bei 37°C für 3

Stunden verdaut und anschließend mittels Elektrophorese auf einem 3%-igen

Agarosegel nachgewiesen. Während das C-Allel geschnitten wurde (190 bp und 114 bp

Produkte) ist beim T-Allel die Restriktionsschnittstelle entfernt, so daß das PCR-

Produkt nicht verdaut wurde. Es resultierten deshalb bei homozygoten C-Allel Trägern

zwei Banden (190 bp und 114 bp), bei homozygoten T-Allel-Trägern ein Bande (304

bp) und bei Patienten mit Heterozygotie drei Banden.

2.8 Real-time quantitative TaqMan RT-PCR

2.8.1 Prinzip der quantitativen RT-PCR

Real-time TaqMan PCR ist eine neue, hochsensitive Methode zur quantitativen  DNA-

und cDNA-Analyse, die sich die 5´→ 3´ Exonukleaseaktivität der AmpliTaq DNA

Polymerase zu Nutze macht. Sämtliche Schritte der herkömmlichen PCR laufen auch

bei der TaqMan PCR in der gleichen Weise ab. Zur Quantifizierung wird eine spezielle

flourogene Sonde (Probe) eingesetzt. Sie besteht aus einem Oligonukleotid, dessen

Enden mit Farbstoffen markiert sind: das 5´-Ende mit einem floureszenten

Reporterfarbstoff (Floureszeinderivat), das 3`-Ende mit einem Quencherfarbstoff

(Rhodaminderivat). Die Sonde ist in ihrer Nukleotidsequenz spezifisch für die zu

amplifizierende DNA-Matritze. Während der PCR  hybridisiert sie deshalb zusammen

mit den Primern am Matritzenstrang. Solange die Sonde intakt ist, ist die Floureszenz

des Reporterfarbstoffes sehr gering. Aufgrund der räumlichen Nähe der zwei Farbstoffe

unterdrückt nämlich der Quencher die Reporterfloureszenz. Dieser Vorgang wird als

Floureszenz-Energie-Transfer (FET) bezeichnet. In der Extensionsphase trifft die Taq

Polymerase nun auf die Sonde und beginnt sie zu verdrängen. Es entsteht eine Y-

förmige Sekundärstruktur, wodurch die 5´→ 3´ Exonukleaseaktivität der AmpliTaq

DNA Polymerase aktiviert und die Sonde geschnitten wird. Hierbei wird die räumliche

Nähe – und damit auch die FET – zwischen den beiden Farbstoffen unterbrochen, was

zu einer Zunahme der Reporterfloureszenz führt. Da freie, nicht hybridisierte Sonde

nicht gespalten wird, ist die Zunahme der Reporterfarbstoffloureszenz zu jedem

Zeitpunkt der PCR direkt proportional zur Konzentration der amplifizierten
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Zielsequenz. Die Veränderung der Floureszenzen der verschiedenen Farbstoffe kann mit

Hilfe des 7700 ABI PRISM Sequence Detectors (Applied Biosystems) Zyklus für

Zyklus erfaßt werden. Hierbei ermittelt das Gerät für jede Probe den sogenannten Ct-

Wert. Der Ct-Wert bezeichnet jene Zykluszahl, bei der zum ersten Mal die

Reporterfloureszenz das Baselinesignal meßbar überschreitet, das heißt, wenn zum

ersten Mal die durch die PCR-Amplifikation entstandene Floureszenz detektierbar wird.

Der Ct-Wert wird zum Vergleich verschiedener Proben herangezogen und ist somit der

wichtigste Parameter bei der TaqMan-PCR. Zur Vermeidung von Kontaminationen

wurde der sogenannte Amperase-Verdau durchgeführt. Hierbei werden am Anfang

eines jeden Laufes mittels des Enzyms Amperase alle UTP enthaltenden PCR

Nukleodite verdaut. Da bei der PCR statt TTP immer UTP verwendet wird, erfolgt

immer am Anfang der PCR der Verdau von eventuellen Kontaminationen mit alten

PCR-Produkten, wohingegen die cDNA nicht verdaut wird.

2.8.2 Reagenzien

Bei der TaqMan-PCR wurde der TaqMan Universal Master Mix angewandt. Dessen

Inhaltsstoffe sind in Tabelle 9 angegeben.

Tabelle 9. Inhaltsstoffe des TaqMan Univeral Master Mix Kits (Perkin Elmer, Weiterstadt).

DNA-Polymerase AmpliTaq Gold 5 U/µl

AmpErase UNG 1 U/µl

dATP 10 mM

dCTP 10 mM

dGTP 10 mM

dNTPs

dUTP 10 mM

KCl 500 mM

EDTA 0,1 mM

Tris-HCl 100 mM

passiver Referenzfarbstoff

ROX

600 nM

10 X TaqMan Buffer A

pH 8,3

MgCl2 25 mM
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2.8.3 Primer und Probes für die TaqMan-PCR

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

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

in unterschiedliche Exons gelegt. Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech in

lyophilisierter Form geliefert. Die lyophilisierte DNA wurde in sterilem Wasser

aufgenommen, wobei jeweils eine Primerkonzentration von 25 pM erstellt wurde.

Ebenfalls in lyophilisierter Form wurden die flourogenen Oligonukleotidsonden

(Probes) geliefert. Sie wurden der Firma Perkin Elmer hergestellt. Bei der Auflösung in

sterilem Wasser wurde eine Probekonzentration von 10 pM erstellt. Die Primer- und

Probesequenzen mit den dazugehörenden Annealingtemperaturen sowie die Größe der

jeweiligen cDNA sind in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt.

Tabelle 10. Für die quantitative TaqMan RT-PCR verwendete Primer- und Probesequenzen.

PCR-

Produkt

Tma Primer- und Probesequenzen

FPb 5´- ACGGATTTGGTCGTATTGGGC -3´

RPc 5´- TTGACGGTGCCATTGAATTTG -3´

GAPDH

246 bp

58°C

Pd 5´- CCTGGTCACCAGGGCTGCTTTTAA-3´

FP 5´- GCCCAGGCAGTCAGATCATCTTC -3´

RP 5´-TGAGGTACAGGCCCTCTGATGG -3´

TNF-α

180 bp

58°C

P 5´- CGAAACCCGAGTGACAAGCCTGTAGC-3´

FP 5´- CCTGGCTTTTCAGCTCTGCATC -3´

RP 5´- CTTCAAAATGCCTAAGAAAAGAGTTCC -3´

IFN-γ

150 bp

58°C

P 5´- TTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCA-3´

FP 5´- CACATACTTTTAGAGGATGCTCATTGG -3´

RP 5´- CTTCAAAATGCCTAAGAAAAGAGTTCC -3´

IL-12Rβ2

192 bp

58°C

P 5´- TTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCA-3´

FP 5´- CTGATGGCCCTAAACAGATGAAG -3´

RP 5´- GGTCGGAGATTCGTAGCTGGAT -3´

IL-1β

72 bp

58°C

P 5´- TTCCAGGACCTGGACCTCTGCCCTC-3´

58°C FP 5´- GCCAACACAGAAATTATTGTAAAGCTT-3´

RP 5´- AATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTT-3´

IL-8

73 bp

P 5´- AGAGCTCTGTCTGGACCCCAAGGAAAAC-3´

aAnnealingtemperatur, bForwärtsprimer, cRückwärtsprimer, dProbe
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2.8.4 Durchführung der TaqMan-PCR

Folgender Ansatz  wurde für ein 30 µl Reaktionsgemisch  mit Universal Master Mix

(Perkin Elmer) angewandt:

Universal MM: 15 µl

H2O steril 8,2 µl

Primer 1 0,6 µl

Primer 2 0,6 µl

Probe 0,6 µl

cDNA 5 µl

Der Reaktionsansatz wurde in einem Sequence Detector 7700 amplifiziert.

Amplifikationsprogramm für alle PCR-Produkte:

1 Zyklus AmpErase-Verdau 50°C 2 min

Denaturierung: 95° C 10 min

Anlagerung: 58° C 20 sec

Extension: 72° C 30 min

2 - 40 Zyklus Denaturierung: 94° C 15 sec

Anlagerung: 58° C 20 sec

Extension: 72° C 30 sec

2.8.5 Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurde die Standard-Verdünnungs-Methode

angewandt. Hierbei wurden Plasmide verwendet, welche die zu untersuchende

Zielsequenz enthielten. Zunächst wurde das PCR-Produkt kloniert. Nach

Plasmidisolation wurde die DNA-Menge photometrisch bestimmt. Bei Kenntnis der

Plasmidgröße konnten dann Plasmidkopienzahlen errechnet werden und

Plasmidverdünnungsreihen, mit bekannten Plasmidkopienzahlen hergestellt werden. Bei

jeder PCR von unbekannten Proben wurden die Plasmidverdünnungsreihen
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mituntersucht. Das Gerät ermittelte die Ct-Werte der Plasmidverdünnungen und

konstruierte eine Standardkurve indem es jeder Plasmidverdünnung mit ihrer

Ausgangskopienzahl den entsprechenden Ct-Wert zuordnete. Aus der Kurve entsteht

eine Gerade, wenn man die Kopienzahl in logarythmischem Maßstab darstellt. Durch

Projektion der Ct-Werte von unbekannten Proben auf die Standardkurve wurde

anschließend deren Kopienzahl ermittelt. Da die zu untersuchenden Proben

unterschiedlich viel cDNA enthielten (z.B. durch unterschiedliche Biospiegröße), war

eine Normalisierung für die quantitative Auswertung unerläßlich. Hierzu mußten die

ermittelten Kopienzahlen auf ein Housekeeping-Gen bezogen werden, dessen

Expression konstant ist, und folglich ein Maß für die Gesamt-cDNA-Menge in allen

Proben ist. Hierfür wurde GAPDH (Gycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase)

gewählt. Die cDNA Kopien für die einzelnen Zytokine wurden dann pro 10000 Kopien

GAPDH angegeben.

2.9 Allelic-discriminating (AD) TaqMan-PCR

2.9.1 Prinzip der AD-PCR

Die AD-TaqMan PCR ist eine Methode zum Nachweis von Mutationen einzelner oder

mehrerer Basen. Es eignet sich beispielsweise zur Unterscheidung von verschiedenen

Allelen eines Single Nucleotide Polymorphismus (SNPs). Hierbei werden gleichzeitig

zwei Sonden in die PCR eingesetzt, jeweils spezifisch für eines der zwei Allele eines

SNPs. Die Sonden sind mit verschiedenen Reportererfarbstoffen markiert, z.B. die

Allel-1-spezifische Sonde mit FAM, die Allel-2-spezifische Sonden mit TAMRA. Die

PCR läuft in der gleichen Art und Weise ab, wie bei der quantitativen TaqMan Analyse,

mit dem Unterschied, daß bei der AD-PCR nicht cDNA, sondern genomische DNA

eingesetzt wird. Bei Homozygotie für das Allel-1 findet eine effizientere Anlagerung

und damit Spaltung der Allel-1-spezifischen Sonde, wodurch die Allel-1-spezifische

Floureszenz hoch ist. Gleichzeitig hat man eine geringe Allel-2-spezifische Floureszenz.

Bei Homozygotie für das Allel-2 verhält es sich umgekehrt und bei Heterozygotie sind

die Floureszenzen der beiden Sonden ähnlich hoch. Nach jedem PCR-Lauf erfolgt ein

Plate-Read-Lauf, wobei die End-Floureszenzen gemessen werden und die Auswertung

erfolgt. In der gegenwärtigen Studie wurden die Polymorphismen IL-1B-31T/A und des
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IL-1B-511A/T mittels AD-PCR genotypisiert. Die Primer- und Probesequenzen wurden

aus der Literatur übernommen (35). Die Primer- und Probekonzentrationen wurden wie

bei der quantitativen RT-PCR gewählt.

2.9.2 Durchführung der AD-PCR

Die PCR wurde in der gleichen Weise durchgeführt wie die real-time Taqman RT-PCR.

Folgender Ansatz  wurde für ein 30 µl Reaktionsgemisch angewandt:

Universal MM: 15 µl

H2O steril 8,2 µl

Primer 1 0,6 µl

Primer 2 0,6 µl

Probe 1 1 µl

Probe 2 1 µl

DNA 100 ng

Der Reaktionsansatz wurde in einem Sequence Detector 7700 amplifiziert. Das

Amplifikationsprogramm war identisch zu dem bei der TaqMan-RT-PCR. Als

Positivkontrollen für beide Allele wurden die PCR Produkte von bereits genotypisierter

Patienten-DNA kloniert. Jeweils 8 Positivkontrollen wurden auf jede 96-well Platte

pipettiert. Nach dem Ende eines jeden PCR-Laufes erfolgte ein Plate-Read Lauf, bei

dem die Endfloureszenzen gemessen wurden. Durch Vergleich der Floureszenzwerte

der Positivkontrollen mit jenen der unbekannten Kontrollen erfolgte dann die

Genotypisierung der unbekannten Proben.
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2.10 Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay

2.10.1 Prinzip des ELISA

Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) ist eine semiquantitative

Nachweismethode für Proteine. In dieser Arbeit ist die IL-8 Protein-Menge aus KATO

III Zellen nach Stimulation mit H. pylori aus dem Überstand bestimmt worden. Beim

ELISA wird zunächst eine ELISA-Kunststoffplatte mit dem, für das nachzuweisende

Protein spezifischen Antikörper (Capture antibody) beschichtet. Anschließend wird die

Proteinlösung zugesetzt. Nach Abwaschen von freiem Protein erfolgt dann die

Detektion des gebundenen Proteins mittels eines biotinylierten Detektionsantikörpers.

Nach erneutem Abwaschen der Platte erfolgt dann die Zugabe einer Substrat-

Chromogen-Lösung, die nach einer bestimmten Zeit eine der Konjugatkonzentration

äquivalente Färbung hervorruft. Diese wird anschließend mittels eines Photometers

gemessen und die Konzentration des nachzuweisenden Proteins anhand einer

Standardkurve berechnet.

2.10.2 Reagenzien für ELISA
Tabelle 11. Reagenzien für den IL-8 ELISA (Biosource, Nivelles, Belgien).

Coating Puffer A NaCl (Merck) 8,0 g

Na2HPO4 * H2O (Merck) 1,42 g

KH2PO4 (Merck) 0,2 g

KCl (Merck) 0,2 g

H2O dest. ad 1000 ml, pH 7,4

Blocking Lösung NaCl 8,0 g

Na2HPO4 * H2O 1,42 g

KH2PO4 0,2 g

KCl 0,2 g

BSA (Sigma) 5,0 g

H2O dest. ad 1000 ml, pH 7,4

Assay Puffer NaCl 8,0 g

Na2HPO4 * H2O 1,42 g

KH2PO4 0,2 g

KCl 0,2 g

BSA 5,0 g
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Tween 20 (Biosource) 1 ml

H2O dest. ad 1000 ml, pH 7,4

Waschpuffer NaCl 9,0 g

Tween 20 1 ml

H2O dest. ad 1000 ml, pH 7,4

Stop Lösung H2SO4 (Biosource) 1,8 N

Coating-Antikörper (Biosource) Maus IgG1 1:1000 Verdünnung

in Coating-Puffer-A

Detektions-Antikörper (Biosource) Maus IgG1 1:1250 Verdünnung

in Assay-Puffer

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase

Conjugate (Biosource)

1:5000 Verdünnung

in Assay-Puffer

Tetramethylbenzidin (Biosource)

Standardverdünnungen (Biosource) 1:2 Verdünnungen beginnend mit 800 pg/ml

2.10.2 Durchführung des ELISA

Zunächst erfolgte die Beschichtung der ELISA-Platten, wobei je 100 µl einer Capture-

Antikörper-Verdünnung in jedes Loch einer 96-Loch NUNC Maxisorb Platte gegeben

wurde. Die Platten wurden abgedeckt und bei 4°C über Nacht inkubiert. Nach

ausklopfen der Platte wurden am nächsten Tag je 300 µl Blocking-Lösung pro well

gegeben (Inkubation für mindestens 2 Stunden). Anschließend wurde die Platte

ausgeklopft und mit 300 µl Waschpuffer 3x gewaschen. Im nächsten Schritt erfolgte die

Zugabe der Standards und der Proben (je 100 µl in geeigneter Verdünnung, als

Doppelbestimmungen). Anschließend wurden je 50 µl des verdünnten biotinylierten

Detektionsantikörpers hinzugegeben. Die Platte wurde abgedeckt und 2 Stunden bei

Raumtemperatur auf einem Horizontalschüttler bei 700 rpm geschüttelt. Nach 4

maligem Waschen mit 300 µl Waschpuffer wurden 100 µl der Streptavidin-HRP-

Lösung (1:5000 in Assay-Puffer verdünnt) pro Well hinzugegeben und 30 Minuten bei

Raumtemperatur mit 700 rpm geschüttelt. Nach erneutem Waschen (4x mit 300 µl

Waschpuffer) erfolgte die Zugabe von 100 µl Chromogen TMB mit anschließender

Inkubation für 30 Minuten (700 rpm, im Dunkeln, bei Raumtemperatur). Die Reaktion

wurde dann mit 100 µl Stop-Lösung gestoppt. Die Messung und Auswertung erfolgte

mit dem Plate Reader bei 450 nm.
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2.11 Indirekte Immunhistochemie

2.11.1 Prinzip der indirekten Immunhistochemie

Die  Immunhistochemie erlaubt einen direkten Nachweis von Strukturen auf oder in

Zellen bzw. Geweben mit Hilfe von spezifischen Antikörpern. Für

immunhistochemische Färbungen wurde in der vorliegenden Arbeit die indirekte

markierte Streptavidin-Biotin-Methode (= labelled streptavidin-biotin technique

[LSAB]) angewandt. Zunächst wird hierbei ein für das Epitop spezifischer

Primärantikörper auf das Gewebe gegeben. Im zweiten Schritt erfolgt die Zugabe eines

biotinylierten sekundären Antikörpers, der an den Primärantikörper bindet.

Anschließend gibt man Streptavidin dazu, welches mit dem Enzym Alkalische

Phosphatase konjugiert ist. Aufgrund ihrer hohen Affinität zu Biotin lagern sich

mehrere Streptavidinmoleküle an den Sekundärantikörper an. Zum Schluß wird eine

Lösung aus Chromogenen (Diazoniumsalze) und Substraten der alkalischen

Phosphatase (Naphtholphosphatester) aufgetragen. Das Naphtholphosphatester wird von

der alkalischen Phosphatase zu Phenolkomponenten und Phosphaten gespalten. Die

Phenole reagieren mit den farblosen Diazononiumsalzen und bilden so unlösliche

Azofarbstoffe.

2.11.2 Reagenzien
Tabelle 12. Reagenzien für die Immunhistochemie

IgG1- monoklonal, Maus-anti-Leb (Chemikon) 1: 1000Primärantikörper

IgG1- monoklonal Hase-anti-H. pylori (DAKO) 1: 200

biotinylierter Ziege-anti-Maus-Antikörper (DAKO) 1: 1000Sekundärantikörper

biotinylierter Ziege-anti-Hase-Antikörper (DAKO) 1: 1000

Komplexlösung LSAB-Lösung (DAKO)

chromogene

Substratlösung

Lösung mit Diazoniumsalzen und Naphtolphosphatester (DAKO)

Tris (Merck) 1,21 g

NaCl (Merck) 0,58 g

H2O dest. ad 100 ml; pH 7,5 mit HCl eingestellt

Tris-Puffer

Magermilchpulver 1 g

weitere Reagenzien Xylol (Sigma), Ethanol unterschiedlicher Konzentrationen (Merck), FCS

(Gibco BRL)
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2.11.3 Durchführung

Als Ausgangsmaterial für immunhistochemische Färbungen von Leb Molekülen der

Magenschleimhaut sowie von H. pylori dienten formalinfixierte, paraffineingebettete

Proben aus Routinebiopsien. Aus diesen Paraffinblöcken wurden 2-3 µm dicke Schnitte

mit einem Mikrotom gefertigt, auf Super Frost Plus Objektträger (Carl Roth GmbH &

Co.) aufgebracht und für 2 h bei 50°C getrocknet. Anschließend wurden die Schnitte 2 x

10 Minuten in Xylol entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe bestehend aus

96 %, 80 % und 50 % Ethanol für jeweils 2 Minuten rehydriert, 2 Minuten in

destilliertes Wasser gegeben und schließlich in Tris-Puffer gewaschen. Für die H. pylori

Färbung erfolgte noch eine Vorbehandlung (Dampfkochtopf für 7 Minuten).

Anschließend wurden je 100 µl des Primärantikörpers in geeigneter Verdünnung

hinzugefügt und für 1 Stunde inkubiert. Nach Spülung der Schnitte in Tris-Puffer (2 x 5

min) wurden 100 µl des Sekundärantikörpers aufgetragen und 30 Minuten inkubiert.

Nach erneuter Spülung der Schnitte in Tris-Puffer (2 x 5 min) erfolgte die Auftragung

von 100 µl LSAB-Komplexlösung, eine 30 minütige Inkubation und Spülung. Danach

wurden 100 µl chromogener Substratlösung für 10 Minuten auf die Schnitte gegeben

und diese mit Tris-Puffer gespült. Nach Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun wurden

die Schnitte mit warmem Leitungswasser gespült und in aufsteigender Alkoholreihe

entwässert. Zum Schluß erfolgte die Abdeckung der Objektträger mit Glasplättchen und

das Verkleben mit Eukitt.

2.12 Kultur von H. pylori

2.12.1 Kulturmedien und Selektivnährböden

Die Anzucht von H. pylori erfolgte in BHI-Medium (Brain heart infusion) oder auf

WC-Agarplatten. Tabelle 13 und 14 faßt die hierfür nötigen Reagenzien zusammen. Bei

der Herstellung von BHI-Medium wurden BHI und Hefeextrakt in 1000 ml destilliertem

Wasser aufgenommen und vermischt. Anschließend wurde die Lösung autoklaviert. Bei

Gebrauch des Flüssigmediums erfolgte die Zugabe von 10% FCS und Antibiotika. Die

Lagerung erfolgte bei 4°C. Für die Herstellung von WC-Agarplatten wurden WC-Agar,

Hefeextrakt und destilliertes Wasser vermischt und die Lösung autoklaviert. Nach
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anschließender Abkühlung auf unter 50°C wurden 10% FCS und DENT-Supplement

zugesetzt. Anschließend wurden die Platten ausgegossen. Bis zum Gebrauch wurden die

Petrischalen umgedreht bei 4°C gelagert.

Tabelle 13. Reagenzien zur Herstellung von BHI-Medium (Brain Heart Inftusion)

BHI (Sigma) 36g/l

Hefeextrakt (Sigma) 0,25%

Aqua dest ad 1000 ml

FCSa 10%

DENT-Supplement (Oxoid) a

- Vancomycin 5mg

- Trimethroprim Lactat 2,5 mg

- Cefsulodin 2,5 mg

- Amphotericin B 2,5 mg

2 Röhrchen/1000ml

aZugabe nach dem Autoklavieren bei maximal 56°C

Tabelle 14. Reagenzien zur Herstellung von WC-Agar-Platten (Wilkins Chalgren)

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

Hefeextrakt (Sigma) 0,25%

Aqua dest ad 1l

FCSa 10%

DENT-Supplement (Oxoid) a 2 Röhrchen/1000ml
aZugabe nach dem Autoklavieren bei maximal 56°C

2.12.2 Kultur von H. pylori in Überschichtungskultur

In der gegenwärtigen Studie wurden zwei H. pylori Standardstämme verwendet: G27

und Hp2808. Beide Stämme sind positiv für cagA, vacAs1 und babA2. H. pylori ist als

ein S2-pflichtiges Humanpathogen eingestuft. Alle Arbeiten wurden deshalb unter der

Sicherheitsbank in Laborräumen durchgeführt, die für Arbeiten mit S2-Status

zugelassen sind. 100 µl einer Glyzerinkultur (siehe unten) wurden in 500 µl

BHI/10%FCS Medium aufgenommen und je 100 µl auf BHI-Agarplatten ausplattiert.

Die Kultur erfolgte anschließend unter mikroaerophilen Bedingungen (10% CO2, 5% O2

und 85% N2) bei 37°C im Brutschrank. Das Anwachsen der Kulturen benötigte bei
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dieser Animpfdichte ungefähr 3 Tage. Beim Ernten der Stämme wurde die Vitalität

lichtmikroskopisch überprüft. Hierbei wurde besonders auf die Morphologie (helikal

oder kokkoid) und auf die Beweglichkeit geachtet. Für Kokulturexperimente wurden

nur solche Kulturen eingesetzt, bei welchen die Keime in helikaler und in überwiegend

beweglicher Form vorlagen.

2.12.3 Kultur von H. pylori in Flüssigmedium

Für die Vermehrung von größeren H. pylori Mengen wurden Flüssigkulturen eingesetzt.

Hierbei wurde das Medium mit H. pylori beimpft, bis eine OD578 von 0,1-0,2 erreicht

war. Anschließend erfolgte die Kultur in Zellkuturflaschen mit Membranverschluß

unter mikroaerophilen Bedingungen (10% CO2, 5% O2 und 85% N2) bei 37°C im

Brutschrank. Die Kultur wurde hierbei auf einem Inkubationsschüttler mit 130 rpm

geschüttelt. Nach ungefähr 24h erfolgte das Ernten der Stämme. Nach diesem Zeitraum

wurde eine von OD578 von 0,7-1 erreicht.

2.12.4 Langzeitlagerung von H. pylori

Für die Langzeitlagerung von H. pylori wurden Keime aus Überschichtungskulturen

geerntet und in BHI aufgenommen. Zur Standardisierung wurde diese initiale Kultur auf

eine OD578 von 1,0 eingestellt. 10ml einer solchen Lösung wurden abzentrifugiert und

anschließend in 1ml BHI mit 20% Glycerin und 10% FCS aufgenommen. Je 100µl

wurden in 1,5 ml Eppendorfröhrchen bei –80°C eingefroren.

2.13 Kokultur von H. pylori mit KATO III Zellen

2.13.1 Materialien

Die für die Kokultur von KATO III Zellen mit H. pylori benutzten Reagenzien sind in

Tabelle 15 zusammengefaßt.
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Tabelle 15. Reagenzien für die Kokultur von H. pylori mit KATO III Zellen

Kulturmedium für KATO III ZEllen RPMI 1640 Medium (Gibco) 79%

Fetal Bovine Seruma (Gibco) 20%

Penicillina (100U/ml)

Streptomycina (100µg/ml)

1%

KCl 0,2 g

NaCl 8,0 g

KH2PO4 0,2 g

Na2HPO4 1,44 g

0,15M PBS (phosphate buffered

saline)

H2O dest. ad 1000 ml,

pH 7,4
aZugabe nach dem Autoklavieren bei maximal 56°C

2.13.2 Durchführung der Kokultur

Kato III Zellen wurden in Zellkulturflaschen unter sterilen Bedingungen angezüchtet.

Es wurde ein Subklon von Kato III Zellen gewählt, der bei immunhistochemischen

Färbungen Leb positiv war. Für H. pylori Kokulturexperimente wurden 300000 Kato III

Zellen pro Loch in 6-Loch-Platten ausgesät und über Nacht in 2 ml Medium kultiviert.

Die Zellen wurden dann mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 2 ml serumfreiem und

antibiotikafreiem RPMI 1640 Medium pro Loch erfolgte die Stimulation mit H. pylori.

Hierbei wurden die Experimente mit verschiedenen H. pylori Konzentrationen

durchgeführt (Bakterie/Zelle: 1:100, 1:10, 1:1, 10:1, 20:1, 50:1, 100:1). Die

Bakterienzahl wurde nach photometrischer Einstellung einer H. pylori Lösung auf

OD578=1 (entspricht 106 Keime pro µl) für das jeweilige Experiment errechnet. Für die

Untersuchung der IL-8 mRNA Expression (RNA-Isolation und quantitative TaqMan

RT-PCR) erfolgte die Kokultur für 2 Stunden wonach die Zellen gewaschen wurden

und in 1ml peqGOLDTrifast Reagenz (Peqlab Biotechnologie GmBH, Erlangen)

aufgenommen wurden. Die Sekretion von IL-8 Protein wurde nach 24 Stunden

Kokultur aus dem Medium mittels IL-8 ELISA bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufbau einer Magenbiopsiebank (742 Patienten)
Im Zeitraum zwischen 1996 und 2002 wurden Magenbiospien von insgesamt 742

Patienten gesammelt und systematisch archiviert. Biopsien aus dem Antrum und Corpus

wurden von jedem Patienten im Rahmen von Routineendoskopien entnommen. Das

Gewebematerial wurde weiterverwendet für DNA- und RNA-Isolation sowie für die

Herstellung von Schnitten für histologische und immunhistochemische Färbungen. Dies

ermöglicht einerseits, am Biopsiematerial Eigenschaften des infizierenden H. pylori

Stammes auf DNA-Ebene zu untersuchen. Andererseits können aber gleichzeitig

genetische Analysen, Genexpressionsanalysen und histopathologische Untersuchungen

an der Magenschleimhaut des Wirtes durchgeführt werden. Der Nachweis einer H.

pylori Infektion erfolgte durch histopathologische Evaluation sowie durch vacA und

ureB PCR. 210 Patienten (103 Frauen und 107 Männer) waren mit H. pylori infiziert.

Das Durchschnittsalter betrug 62,7 Jahre (32-92). 88,6% der infizierten Patienten hatten

die deutsche Nationalität, 7,6% waren türkisch, die restlichen Patienten kamen aus

verschiedenen anderen europäischen Ländern, vornehmlich aus verschiedenen

Balkanländern (Griechenland, Bosnien, Serbien, Kroatien) sowie aus Italien.

Afrikanische, asiatische oder amerikanische Patienten wurden nicht in die Studie

eingeschlossen.
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3.2 Einfluß von IL-1 Polymorphismen auf die IL-1β
Expression und auf die Entstehung von
schweren histologischen Veränderungen der
Magenmukosa während der H. pylori Infektion

3.2.1 Allelhäufigkeiten von IL-1B und IL-1RN
Polymorphismen

Abbildung 2 und 3 zeigen schematisch die verschiedenen Polymorphismen im IL-1B

Gen und im IL-1RN Gen sowie die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Allele in der

untersuchten Population von 210 H. pylori infizierten Patienten. IL-1B-511C war in

komplettem Linkage Disequilibrium (100%) mit IL-1B-31T. In westlichen

Bevölkerungen sind die Allelhäufigkeiten für IL-1B/-511/-31 als 59% für –31T/-511C

und 41% für –31C/-511T beschrieben worden (35; 66). In dieser Studie war das –31T/-

511C Allel häufiger (70%). Methodische Fehler wurden jedoch ausgeschlossen, da die

Allelbestimmungen mit zwei unterschiedlichen Methoden durchgeführt wurden, Allelic

Discriminating TaqMan PCR und RFLP-Analyse. Die Häufigkeitsverteilung der IL-

1RN Allele stimmt mit jener aus anderen europäischen Populationen überein (66).

Abbildung 2. Schematische Darstellung von Polymorphismen im IL-1B Gen. Gezeigt sind die SNPs in der
Promotorregion an Position –511C/T und –31T/C. Die Allelhäufigkeiten sind in den oberen Kästchen angezeigt.
Zwischen –511C und –31T bestand 100% Linkage Disequilibrium (LD). –511T/-31C sind in früheren Studien mit
erhöhter IL-1β Sekretion aus stimulierten PBMC in vitro assoziiert worden (66). Die Bestimmung der Allele erfolgte
mittels RFLP Analyse und AD-PCR.

PROMOTOR

C/T

 SNP -511  SNP -31

T/C

100% LDC - 70%
T - 30%

T - 70%
C - 30%

IL-1B
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Abbildung 3. Schematische Darstellung von IL-1RN Polymorphismen. Das IL-1RN Gen besitzt ein penta-allelisches
86-bp Tandemrepeat (VNTR, variable number of tandem repeats) im Intron 2. Allel 2 (IL-1RN*2) ist mit erhöhter IL-
1β Produktion aus stimulierten PBMC in vitro assoziiert worden (66; 120). Die Häufigkeiten der Allele sind gezeigt.
Die Bestimmung der Allele erfolgte mittles PCR: Allel-1 (A1) = 410 bp, A2 = 240 bp, A3 = 500 bp, A4 = 325 bp, A5
= 595 bp.

3.2.2 Assoziation von H. pylori Stammtypen mit IL-1
Polymorphismen

Da bakterielle Virulenzfaktoren eine bedeutende Rolle für die Entstehung der Gastritis

und von präkanzerösen Läsionen spielen, war es wichtig auszuschließen, daß mögliche

Assoziationen der IL-1 Polymorphismen mit gastraler Histopathologie nicht aufgrund

zufälliger Koinzidenz von bakteriellen Virulenzfaktoren und bestimmten

proinflammatorischen Polymorphismen zustande kommt. Nach DNA-Isolierung aus

Biopsiematerial wurde deshalb das Vorhandensein von bakteriellen Virulenzfaktoren

mittels PCR bestimmt. Der vacAs1 Genotyp war in 78% (164/210) und cagA in 71%

(149/210) der Fälle vorhanden. Bei Analyse der Verteilung von bakteriellen

Virulenzfaktoren und IL-1 Polymorphismen des Wirtes konnten keine signifikanten

Assoziationen zwischen bestimmten IL-1 Polymorphismen und der Infektion mit

vacAs1-positiven oder cagA-positiven Stämmen gefunden werden. Da BabA-Präsenz

immer mit cagA assoziiert ist, wurden aus Gründen der Übersichtlichkeit die

Auswertung nur für cagA+/vacAs1+ positive Stämme gezeigt. Die Häufigkeiten der

Infektion mit vacAs1+ oder cagA+ Stämmen unter den Patienten mit unterschiedlichen

IL-1 Polymorphismen war wie folgt: IL-1B-511CC: 83% vacAs1+ (85/102) and 71%

cagA+ (72/102); IL-1B-511T Träger: 73% vacAs1+ (79/108) und 71% cagA+ (77/102);

IL-1RN*1/1: 80% vacAs1+ (98/122) und 70% cagA+ (85/122); IL-1RN*2 Träger: 76%

vacAs1+ (58/76) und 75% cagA+ (57/76). Diese Ergebnisse zeigen, daß eine

INTRON 2

 Allel 1   (4 Repeats)  - 74,2%
 Allel 2   (2 Repeats)  - 21,5%
 Allel 3   (5 Repeats)  - 4,1%
 Allel 4   (3 Repeats)  - 0,2%
 Allel 5   (6 Repeats)  - 0

86 bp VNTR

IL-1RN
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Kolonisation mit bestimmten H. pylori Stämmen nicht durch IL-1 Polymorphismen

beeinflußt wird. Gleichzeitig schließen diese Analysen falsch-positive oder falsch-

negative Assoziationen von IL-1 Polymorphismen mit gastraler Histopathologie aus.

3.2.3 Einfluß von IL-1 Polymorphismen auf die IL-1β
Expression bei der H. pylori Infektion

3.2.3.1 Kalibration des TaqMan RT-PCR Systems

Der Zusammenhang zwischen mukosaler Zytokin-Expression im Magenantrum und der

Infektion mit verschiedenen H. pylori Stämmen wurde mittels quantitativer TaqMan

RT-PCR untersucht. Zytokin mRNA Kopienzahlen wurden in einer Untergruppe von

Patienten (n=83) bestimmt und wurden in Kopien pro 10000 Kopien GAPDH

angegeben. Zur Ermittlung von absoluten mRNA Kopienzahlen wurden zunächst

Plasmidverdünnungsreihen mit der entsprechenden Zielsequenz hergestellt. Diese

dienten der Konstruktion einer Standardkurve. Die Plasmidverdünnungsreihen

umfaßten folgende Kopienzahlen an eingesetzten Zielsequenzen: 33000, 11000, 3660,

1220, 400, 140 und 46 für IL-8, IFN-γ, TNF-α, IL-12Rβ2 und IL-1β; 1000000, 500000,

250000, 125000, 62500 und 30000 für GAPDH. Über diesen weiten dynamischen

Bereich waren die Ct-Werte eine lineare Funktion der eingesetzten cDNA, mit

Korrelationskoeffizienten von 0,95-1. Abbildung 4 und 5 zeigen die

Amplifikationskurven einer solchen Plasmidverdünnungsreihe und die dazugehörige

Standardkurve. Durch Projektion der Ct-Werte von unbekannten Proben auf

Standardkurven wurden anschließend deren absolute Kopienzahlen ermittelt. Da die

einzelnen Biopsien unterschiedlich viel cDNA enthalten, je nachdem wie hoch die

eingesetzte Materialmenge ist (z.B. je nach Biopsiegröße), wurde eine Normalisierung

der Werte durch Bezug der Zytokinkopienzahlen auf ein Referenzgen durchgeführt.

Hierzu wurde das konstitutiv exprimierte GAPDH Gen gewählt. mRNA Kopienzahlen

von Zytokinen wurden jeweils pro 10000 Kopien GAPDH angegeben.
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Abbildung 3. TaqMan-RT-PCR. Amplifikationskurven einer Zyotokin-Plasmidverdünnungsreihe. Nach Klonierung
des PCR-Produktes und Plasmidisolation wurden Plasmidverdünnungsreihen mit bekannter Plasmid-Kopienzahl
hergestellt und quantitativ analysiert. Auf der y-Achse stellt ∆Rn das Verhältnis von Reporter-Floureszenz zu
Quencherfloureszenz dar, welches ein Maß für die entstehende Amplifikatmenge ist. Bis zum Zyklus 24 ist die
entstehende Floureszenz nicht detektierbar (Baseline). Anschließend folgt die detektierbare Phase der exponentiellen
Floureszenzzunahme. In diesem Bereich erfolgen die Auswertungen. Schließlich folgt ein Abflachen der Kuven mit
immer geringerer Amplifikationsrate.

Abbildung 4. Standardkurve bei der quantitativen TaqMan RT-PCR. Schwarze Kreise stellen die Standards in
Doppelbestimmung dar. Die roten Kreise stellen je eine unbekannte Probe dar. Deren Kopienzahl wird durch
Projektion des Ct-Wertes auf die Standardkurve ermittelt. Hier wurde ein Korrelationskoeffizient von 0.998 erreicht.
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3.2.3.2  Einfluß von IL-1 Polymorphismen auf die IL-1β Expression

Polymorphismen im IL-1B und IL-1RN Gen sind in früheren Studien mit erhöhter IL-1β

Sekretion aus in vitro aktivierten mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

assoziiert worden (110; 120). Der Einfluß dieser Polymorphismen auf die gastrale  IL-

1β Expression bei der H. pylori Infektion ist bisher nicht gezeigt worden. Um diesen

Zusammenhang zu untersuchen, wurde die IL-1β Expression mittels quantitativer

TaqMan RT-PCR in der Mukosa von infizierten Patienten untersucht. Wie in Abbildung

6 ersichtlich wird, waren die IL-1β mRNA Mengen höher bei Patienten mit dem IL-1B-

511T Allel, verglichen mit –511CC Trägern, jedoch waren die Unterschiede zwischen

den zwei Gruppen nicht signifikant. Im Gegensatz hierzu, waren die IL-1β mRNA

Kopienzahlen signifikant höher bei Trägern von zumindest einem IL-1RN*2 Allel als

bei IL-1RN1/1 Trägern. Die höchsten Zytokin-mRNA Spiegel wurden bei Patienten

gefunden, die gleichzeitig zumindest ein proiflammatorisches Allel der zwei

Polymorphismen besaßen (gleichzeitige IL-1B-511T and IL-1RN*2 Träger). Diese

Ergebnisse zeigen, daß IL-1 Polymorphismen die gastrale IL-1β Expression bei der H.

pylori Infektion beeinflussen und funktionell synergistisch wirken.

Abbildung 6. IL-1β Expression bei Patienten mit unterschiedlichen IL-1B und IL-1RN Polymorphismen. Querbalken geben mediane
Werte an. Die Zahlen in den Graphiken repräsentieren Mittelwerte der IL-1β mRNA Kopienzahlen (bezogen auf 10000 GAPDH
Kopien).
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3.2.4 Einfluß von humanen IL-1 Polymorphismen auf die
Entstehung der gastralen Histopathologie

Nachdem gezeigt werden konnte, daß IL-1 Polymorphismen die IL-1β Expression

während der H. pylori Infektion beeinflussen, wurde untersucht welchen Einfluß diese

genetischen Variationen auf die entstehende Gastritis haben. Hierzu wurde der jeweilige

Genotyp mit den entsprechenden histopathologischen Befunden korreliert. Tabelle 16

zeigt die Häufigkeit von hochgradiger granulozytärer und lymphozytärer Infiltration

(G3 bzw. L3) sowie IM und AG im Antrum und im Corpus von Patienten mit

unterschiedlichen Allelen der IL-1B-511/-31 Loci. Die niedrigste Prävalenz von

L3/G3/IM/AG wurde bei Patienten mit dem IL-1B-511CC/-31TT Genotyp gefunden.

Unter Trägern des IL-1B-511T/-31C Allels war die Häufigkeit dieser Pathologien 1,2-

2,1 mal höher. Jedoch erreichten die Unterschiede keine statistische Signifikanz, außer

für L3 im Antrum. Die höchste Prävalenz von L3/G3/IM/AG zeigte sich bei Patienten

mit dem IL-1B-511TT/-31CC Genotyp. Aufgrund der niedrigen Zahl der Patienten mit

diesem Genotyp (n=19) waren jedoch die Unterschiede statistisch nicht signifikant

(berechnet mit dem Fishers Exact Test).

Tabelle 16. Prävalenz von schweren histologischen Veränderungen (L3, G3, IM, AG) der Magenmukosa bei
Patienten mit unterschiedlichen Allelen der IL-1B Loci –511/-31.

-511CC/
-31TT
n= 102

-511CT/
-31TC
n=89

-511TT/
-31CC
n= 19

-511T/31C
carriers
n= 108

p Werta
-511CC

vs. –511CT

p-Werta
-511CC

vs. –511TT

p-Werta
-511CC

-511T Träger

L3 Antrum
Corpus

14,7% (15)

4,9% (5)

28,1% (25)

9,0% (8)

26,3% (5)

15,8% (3)

27,8% (30)

10,2% (11)

0,03

0,39

0,31

0,11

0,03

0,20

G3 Antrum
Corpus

15,7% (16)

4,9% (5)

21,3% (19)

10,1% (9)

31,6% (6)

10,5% (2)

23,2% (25)

10,2% (11)

0,35

0,27

0,11

0,30

0,22

0,20

IM Antrum
Corpus

28,4% (29)

5,9% (6)

31,5% (28)

6,7% (6)

42,1% (8)

15,8% (3)

33,3% (36)

8,3% (9)

0,75

1,0

0,28

0,15

0,46

0,60

AG Antrum
Corpus

21,6% (22)

5,9% (6)

24,7% (22)

6,7% (6)

31,6% (6)

15,8% (3)

25,9% (28)

8,3% (9)

0,61

1,0

0,38

0,15

0,52

0,60

L3, hochgradige lymphozytäre Infiltration; G3, hochgradige granulozytäre Infiltration; IM, intestinale Metaplasie;
AG, atrophische Gastritis; aberechnet mit einem Fisher´s Exakt Test.

Als Nächstes wurde der Einfluß von verschiedenen IL-1RN Polymorphismen auf die

Entstehung von L3/G3/IM/AG untersucht. Tabelle 17 zeigt, daß die niedrigste

Prävalenz aller Pathologien bei Patienten mit dem IL-1RN1/1 Genotyp gefunden wurde.
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Häufiger waren L3/G3/IM/AG bei heterozygoten IL-1RN1/2 Trägern, jedoch erreichten

die Unterschiede keine statistische Signifikanz. (Fisher´s Exact Test). Die höchste

Prävalenz aller Pathologien fanden sich bei IL-1RN*2 Homozygoten, jedoch waren

auch die Unterschiede zwischen dieser Gruppe und den IL-1RN1/1 Trägern statistisch

meist nicht signifikant, wenn auch in vielen Fällen p Werte von 0,05 nur knapp verfehlt

wurden.

Tabelle 17. Prävalenz von schweren histologischen Veränderungen (L3, G3, IM, AG) der Magenmukosa bei
Patienten mit unterschiedlichen Allelen des VNTR im IL-1RN Gen.

IL1RN-
1/1

n=122

IL1RN-
1/2

n=55

IL1RN-
2/2

n=17

IL1RN
andere
n=16

IL1RN*2
Träger
n=76

p Wert
IL1RN-
1/1 vs.
IL1RN-

1/2

p Wert
IL1RN-
1/1 vs.
IL1RN-

2/2

p Wert
IL1RN-
1/1 vs.

IL1RN*2
Träger

L3 Antrum
Corpus

18,9% (23)

4,9% (6)

27,3% (15)

12,7% (7)

29,4% (5)

17,7% (3)

12,5% (2)

0
27,6% (21)

13,2% (10)

0,24

0,12

0,34

0,08

0,16

0,06

G3 Antrum
Corpus

18,0% (22)

5,7% (7)

23,6% (13)

10,9% (6)

29,4% (5)

5,9% (1)

6,3% (1)

12,5% (2)

23,7% (18)

9,2% (7)

0,42

0,23

0,32

1,0

0,37

0,40

IM Antrum
Corpus

25,4% (31)

4,1% (5)

38,2% (21)

12,7% (7)

47,1% (8)

17,6% (3)

31,3% (5)

0
40,8% (31)

13,2% (10)

0,11

0,05

0,08

0,06

0,03

0,03

AG Antrum
Corpus

20,5% (25)

4,1% (5)

23,6% (13)

10,9% (6)

35,5% (6)

23,5% (4)

37,5% (6)

0
26,3% (20)

13,2% (10)

0,69

0,10

0,21

0,01

0,38

0,03

L3, hochgradige lymphozytäre Infiltration; G3, hochgradige granulozytäre Infiltration; IM, intestinale Metaplasie;
AG, atrophische Gastritis; aberechnet mit einem Fisher´s Exakt Test.

Als Nächstes wurde der Einfluß von Polymorphismuskombinationen auf die Entstehung

von Histopathologien untersucht. Hierfür wurden zwei Patientengruppen miteinander

verglichen: a). Patienten, die gleichzeitig zumindest ein proinflammatorisches IL-

1RN*2 Allel als auch ein proinflammatorisches IL-1B-511T/-31C Allel hatten (PPC+

Patienten; Träger der proinflammatorischen Polymophismus Combination); b).

Patienten, die zumindest eines dieser proinflammtorischen Allele im IL-1B und IL-1RN

Gen nicht trugen (PPC-negative Patienten). Abbildung 7 zeigt die Häufigkeit von

hochgradigen histologischen Veränderungen der Mukosa bei Trägern der zwei

Genotypenkombinationen. Die Prävalenz von L3/G3/IM/AG war höher bei PPC+

Patienten als bei PPC- Patienten. Alle p Werte waren signifikant, bis auf eines (AG im

Antrum). Die Odds Ratios (ORs; 95% CI, Confidenz Intervall) beim Vergleich von

PPC+ und PPC-negativen Patienten lagen zwischen 2,3 (1,2-4,6) und 4,4 (1,5-12,9)
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(siehe Abbildung 7). Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß eine synergistische

Interaktion zwischen den Polymorphismen im IL-1RN und im IL-1B Gen existiert, was

zur höchsten Prävalenz von schweren histologischen Veränderungen bei der PPC+

Patientengruppe führt.

Abbildung 7. Prävalenz von schweren histologischen Veränderungen der Magenmukosa bei Patienten mit
unterschiedlichen IL-1 Polymorphismen Kombinationen. Graue Balken: Patienten, die gleichzeitig sowohl das
proinflammatorische IL-1RN*2 Allel als auch das proinflammatorische IL-1B-511T/-31C Allel besitzen
(proinflammatorische Polymorphismus-kombination, PPC+). Weiße Balken: Patienten, die zumindest eines der
beiden proinflammatorischen Polymorphismen nicht besitzen (PPC-). Der Fisher´s Exakt Test wurde verwendet um p
Werte zu berechnen. Odds Ratios (OR) und korrespondierende 95% Konfidenzintervalle (CI) wurden mittesl StatXact
Software (Version 4.0.1; Cytel) berechnet. L3, hochgradige lymphozytäre Infiltration; G3, hochgradige
granulozytäre Infiltration; IM, intestinale Metaplasie; AG, atrophische Gastritis.
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3.3 Rolle der bakteriellen Virulenzfaktoren CagA
und VacA bei der Entstehung schwerer
histologischer Veränderungen der Mukosa

Um den Einfluß dieser bakteriellen Virulenzfaktoren auf die Entstehung schwerer

histologischer Veränderungen der Mukosa zu untersuchen wurde die Infektion mit

vacAs1+  und cagA+ Stämmen mit der Diagnose von L3/G3/IM/AG korreliert. Tabelle

18 zeigt, daß alle diese pathologischen Veränderungen mit den vacAs1 und cagA

Genotypen von H. pylori assoziiert waren.

Tabelle 18. Prävalenz von schweren histologischen Veränderungen (L3, G3, IM, AG) der Magenmukosa bei
Patienten mit unterschiedlichen H. pylori Stammtypen. Der Fisher´s Exakt Test wurde verwendet um p Werte zu
berechnen. Odds Ratios (OR) und korrespondierende 95% Konfidenzintervalle (CI) wurden mittesl StatXact Software
(Version 4.0.1; Cytel) berechnet. Da bei Patienten mit cagA-negativen und vacAs1-negativen Stämmen L3/G3/IM/AG
im Corpus nicht vorkamen, konnten für den Korpus keine ORs berechnet werden.

vacAs1-
n=46

vacAs1+
n=164

cagA-
n=61

cagA+
n=149

p Wert
OR (95% CI)
vacAs1- vs
vacAs1+

p Wert
OR (95% CI)

cagA-  vs.
cagA+

L3 Antrum

Corpus

2,2% (1)

0

26,8% (44)

9,8% (16)

3,3% (2)

0

28,9% (43)

10,7% (16)

0,0001

16,5 (2,2-123)

0,03

OR: n.a.

<0,0001

12,0 (2,8-51,2)

0,004

OR: n.a.

G3 Antrum

Corpus

6,5% (3)

0

23,2% (38)

9,8% (16)

4,9% (3)

0

25,5% (38)

10,7% (16)

0,01

4,3 (1,3-14,7)

0,03

OR: n.a.

0,0004

6,6 (2,0-22,4)

0,004

OR: n.a.

IM Antrum

Corpus

19,6% (9)

0

34,1% (56)

9,1% (15)

14,8% (9)

0

37,6% (56)

10,1% (15)

0,07

2,1 (0,96-4,7)

0,05

OR: n.a.

0,001

3,5 (1,6-7,6)

0,007

OR: n.a.

AG Antrum

Corpus

13,0% (6)

0

26,8% (44)

9,1% (15)

13,1% (8)

0

28,2% (42)

10,1% (15)

0,08

2,4 (0,97-6,2)

0,05

OR: n.a.

0,02

2,6 (1,1-5,9)

0,007

OR: n.a.

L3, hochgradige lymphozytäre Infiltration; G3, hochgradige granulozytäre Infiltration; IM, intestinale Metaplasie;
AG, atrophische Gastritis;
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Diese Assoziation war im Corpus besonders eindrucksvoll: alle Patienten mit

L3/G3/IM/AG waren mit einem cagA+ und vacAs1+ Stamm infiziert. Da also im Corpus

keine schweren histologischen Veränderungen bei cagA- oder vacAs1- (type1-)

Stammbefall vorkommen konnten ORs für das Corpus nicht berechnet werden.

Im Antrum war die Prävalenz schwerer histologischer Veränderungen ebenfalls sehr

niedrig. Hierbei lagen die ORs beim Vergleich der Prävalenz von L3/G3/IM/AG bei

Patienten mit vacAs1+ versus vacAs1- Stämmen zwischen 2,1 und 16,5 (siehe Tabelle

18). Ebenso hatten Patienten mit cagA+ Stämmen ein erhöhtes Risiko zur Entwicklung

von schweren histologischen Veränderungen der Magenmukosa.

3.4 Synergistischer Effekt von Wirtsfaktoren und
bakteriellen Faktoren auf die Entstehung von
schweren histologischen Mukosaveränderungen

Wie bereits gezeigt, spielen bakterielle Virulenzfaktoren eine bedeutende Rolle für die

Entstehung von gastraler Pathologie. Nachdem proinflammatorische IL-1

Polymorphismen ebenfalls die Entstehung von gastraler Histopathologie beeinflussen,

stellte sich nun die Frage, ob es beim gleichzeitigen Vorkommen von pathogenen

Stämmen und einem proinflammatorischen IL-1 Wirtsprofil zu einer weiteren Erhöhung

des Risikos für die Entstehung schwerer histologischer Veränderungen der Mukosa

kommt. Um Interaktionen zwischen IL-1 Polymorphismen und bakteriellen

Virulenzfaktoren zu untersuchen wurde die Prävalenz von schweren histologischen

Veränderungen der Magenmukosa bei Patienten mit kombinierten Wirts/Bakterien-

Genotypen bestimmt. Abbildung 8 faßt die Ergebnisse dieser Auswertungen zusammen.

Zunächst wurde die Prävalenz von L3/G3/IM/AG bei Patienten ermittelt, die mit

vacAs1- oder cagA- Stämmen (weiße Balken in Abbildung 8) infiziert waren,

unabhängig vom Polymorphismusstatus. Die Prävalenz aller Pathologien war bei dieser

Patientengruppe insgesamt sehr niedrig im Antrum. Noch eindrucksvoller ist die

Situation bei Auswertung der Corpusdaten. Wie aus Abbildung 8 hervorgeht, hatte

keiner der mit vacAs1-/cagA- Stämmen infizierten Patienten schwere histologische

Veränderungen L3/G3/IM/AG im Corpus. Dies zeigt, daß die Infektion mit

vacAs1+/cagA+ Stämmen einen Hauptfaktor bei der Entwicklung von mukosalen

Schäden ist. Bei Patienten, die mit vacAs1-/cagA- Stämmen infiziert sind haben die IL-1
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Polymorphismen nur einen geringen oder gar keinen Einfluß auf die Entwicklung von

schweren histologischen Veränderungen.

Die grauen Balken in Abbildung 8 repräsentieren Patienten, die zwar mit einem

vacAs1+/cagA+ Stamm infiziert sind, die jedoch entweder kein IL-1B-511T/-31C Allel

und/oder kein IL-1RN*2 Allel besitzen (vacAs1+/cagA+/PPC-negative Patientengruppe).

Diese Patienten hatten eine bedeutend höhere Prävalenz von L3/G3/IM/AG als die mit

vacAs1-/cagA- Stämmen infizierte Patientengruppe. P Werte wurden mit einem Fishers

Exact Test berechnet. Dies unterstreicht erneut die besondere Bedeutung von

bakteriellen Virulenzfaktoren bei der Pathogenese. ORs (95% CI) beim Vergleich dieser

Patientengruppe (graue Balken) mit Trägern von vacAs1-/cagA- Stämmen (weiße

Balken) waren wie folgt im Antrum: L3: 10,8 (2,3-44,1); G3: 4,0 (1,3-12,1); IM: 2,5

(1,2-5,5); AG: 1,7 (0,8-3,6). Da im Corpus keine schweren histologischen

Veränderungen bei Infektion mit vacAs1-/cagA- Stämmen vorhanden waren, konnten

ORs für das Corpus nicht berechnet werden.

Schließlich wurde die Prävalenz von L3/G3/IM/AG bei Patienten berechnet, die mit

type1 Stämmen befallen waren und gleichzeitig die proinflammatorische

Polymorphismenkombination besaßen (vacAs1+/cagA+/PPC+, schwarze Balken in

Abbildung 8). Wie aus der Abbildung ersichtlich wird, war bei dieser Patientengruppe

die Prävalenz von L3/G3/IM/AG am höchsten. ORs (95% CI) beim Vergleich von

vacAs1+/cagA+/PPC+ Patienten (schwarze Balken) mit vacAs1-/cagA- Patienten (weiße

Balken) sind in der Abbildung 8 gezeigt. Diese Ergebnisse zeigen, daß bei Infektion mit

vacAs1+/cagA+ Stämmen das zusätzliche Vorhandensein einer proinflammatorischen

IL-1 Polymorphismenkombination das Risiko zur Entwicklung von schweren

histologischen Veränderungen in der Magenmukosa beträchtlich erhöht. Man hat also

eine synergistische Wirkung von bakteriellen Virulenzfaktoren und IL-1

Polymorphismen während der Karzinogenese.
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Abbildung 8. Prävalenz von schweren histologischen Veränderungen der Magenschleimhaut bei Patienten mit
verschiedenen IL-1 Polymorphismen sowie Infektion mit unterschiedlichen H. pylori Stämmen. Weiße Balken:
Patienten, die mit cagA- und vacAs1- Stämmen infiziert waren (unabhängig vom IL-1 Polymorphismusstatus).
Graue Balken: Patienten, die mit cagA+/vacAs1+ Stämmen infiziert waren, die jedoch keine proinflammatorische
Polymorphismuskombination (IL-1B-511T/-31C und IL-1RN*2) besaßen (PPC-). Schwarze Balken: Patienten die
mit cagA+/vacAs1+ Stämmen infiziert waren und gleichzeitig PPC+ waren. Der Fisher´s Exakt Test wurde verwendet
um p Werte zu berechnen. Odds Ratios (OR) und korrespondierende 95% Konfidenzintervalle (CI) wurden mittes
StatXact Software (Version 4.0.1; Cytel) berechnet. Im Corpus konnten ORs aufgrund des fehlenden Vorkommens
von L3/G3/IM/AG bei Patienten mit cagA-/vacAs1- Stämmen nicht berechnet werden. L3, hochgradige lymphozytäre
Infiltration; G3, hochgradige granulozytäre Infiltration; IM, intestinale Metaplasie; AG, atrophische Gastritis.
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3.5 Einfluß des bakteriellen Adhäsins BabA auf
Inflammation und Kolonisation. Mechanismus
der BabA-vermittelten Pathogenese

3.5.1 Assoziation von BabA mit weiteren bakteriellen
Virulenzfaktoren

Nach DNA-Isolierung aus Biopsiematerial wurde das Vorhandensein von bakteriellen

Virulenzfaktoren mittels PCR bestimmt. In einer Untergruppe von 141 H. pylori

infizierten Patienten wurde neben der CagA- und VacA-Typisierung auch der BabA-

Status bestimmt. Abbildung 9A zeigt die Genotypenverteilung in dieser

Patientengruppe. Der babA2 Genotyp wurde in 38% der Fälle nachgewiesen, cagA in

65% und vacAs1 in 74%. babA2 ist mit cagA und vacAs1 assoziiert (Abbildung 9b), da

fast alle babA2+ Stämme (50 von 53) auch gleichzeitig vacAs1/cagA-positiv waren

(vacAs1+/cagA+ = type1). Um die Bedeutung von BabA für die Pathogenese zu

bestimmen, wurden vacAs1+/cagA+ Stämme abhängig vom BabA Status in zwei

Gruppen geteilt (Abbildung 9b): type1 Stämme, die babA2-positiv sind

(vacAs1+/cagA+/babA2+; n = 50) und type1 Stämme, die babA2-negativ sind

(vacAs1+/cagA+/babA2-; n= 38).

Abbildung 9. (A) Prävalenz von vacAs1, cagA und babA2 in einer Population von 141 H. pylori infizierten Patienten.
(B) Schematische Darstellung des Vorkommens von babA2 bei vacAs1+/cagA+ und vacAs1-/cagA- Stämmen. Die
vacAs1+/cagA+ Stämme sind durch die grau gefüllten Kreise repräsentiert. Die schraffierten Kreise stellen die
Gruppe der babA2 positiven Stämme dar. Fast alle babA2+ Stämme waren auch gleichzeitig vacAs1+ und cagA+ (50
von 53). vacAs1+/cagA+ Stämme können somit in Abhängigkeit vom BabA Status weiter unterteilt werden.
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3.5.2 Gastrales Vorkommen des BabA-Rezeptors Leb in der
Population

Das Vorhandensein von Leb, dem korrespondierenden Bindungsmolekül des

bakteriellen Adhäsins BabA, wurde am antralen Magenepithel von 131 H. pylori

positiven Patienten und in 141 nicht-infizierten Patienten mittels Immunhistochemie

nachgewiesen. Abbildung 10 zeigt immunhistochemische Färbungen der

Magenschleimhaut von Leb-positiven und –negativen Patienten. Die

Immunhistochemische Färbung wurde zunächst mit Zelllinien etabliert (HT29 Zellen

als Negativkontrolle und SW480 Zellen als Positivkontrolle). Alle negativen Schnitte

wurden ein zweites Mal gefärbt um methodische Fehler auszuschließen.

Abbildung 10. Immunhistochemische Lewisb Färbung an Magenschleimhautschnitten. Links: Lewisb positive

Mukosa. Rechts: Lewisb negative Schleimhaut

Unter den infizierten Patienten waren 90,8% Leb-positiv. Nur bei 12 der 131 Patienten

konnte kein Leb nachgewiesen werden. Drei dieser Patienten waren mit

vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert, vier mit vacAs1+/cagA+/babA2- Stämmen

und fünf mit vacAs1-/cagA-/babA2- Stämmen. Keiner dieser Leb-negativen Patienten

entwickelte eine hochgradige Gastritis, Intestinale Metaplasie oder Atrophie, trotz

teilweisem Befall mit hochpathogenen Stämmen. Unter den nicht-infizierten Patienten

war Leb auch bei über 90% vorhanden (127/141 = 90,1%). Der Leb Status scheint also

unter infizierten und nicht-infizierten Patienten identisch zu sein.
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3.5.3 Bedeutung von BabA für die IL-8 Expression in vivo

Das Chemokin IL-8, daß bei der Infektion in großen Mengen aus Epithelzellen

freigesetzt wird, ist eines der wichtigsten Vermittler der H. pylori induzierten

granulozytären Infiltration. Um den Einfluß von bakteriellen Virulenzfaktoren auf die

Entstehung dieser unspezifischen Immunantwort zu untersuchen, wurde die IL-8

Expression und die granulozytäre Infiltration in Magenbiopsien untersucht. Abbildung

11 zeigt die IL-8 Expression in einer Untergruppe von Patienten (n=83) in Abhängigkeit

vom infizierenden H. pylori Stammtyp.

Abbildung 11. IL-8 mRNA Kopienzahlen in der Magenmukosa von verschiednen Patientengruppen, in Abhängigkeit
vom infizierenden H. pylori Stammtyp. p Werte wurden mittels eines Mann-Whitney U Tests errechnet.

Wie aus der Abbildung 11 ersichtlich wird, wurden die niedrigsten IL-8 mRNA

Kopienzahlen bei Patienten gefunden, die mit vacAs1-/cagA-/babA2- Stämmen infiziert

waren. Die vacAs1+/cagA+/babA2- Bakterien induzierten eine höhere IL-8 Expression,

mit signifikanten Unterschieden zur ersteren Gruppe (Mann-Whitney U Test). Die

höchsten IL-8 mRNA Mengen wurden in der Mukosa von Patienten gefunden, die mit

vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen befallen waren. Die Unterschiede zu den einzelnen
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errechnet. Die Infektion mit einem BabA-positiven Stamm ist also mit einer erhöhten

IL-8 Expression assoziiert. Dies zeigt, daß BabA für die Induktion einer unspezifischen

Immunantwort von Bedeutung ist.

Darüber hinaus wurde die IL-8 Expression mit der granulozytären Infiltration korreliert.

Es zeigte sich eine positive Korrelation der IL-8 mRNA Kopienzahlen mit den

steigenden Graden der granulozytären Infiltration (p<0,05; r=0,33; Spearman Rank

Test).

3.5.4 Bedeutung von BabA für die Entstehung der
neutrophilen Gastritis

Um den Einfluß von BabA auf die Pathogenese der neutrophilen Gastritis zu

bestimmen, wurde die Präsenz von verschiedenen Stammtypen mit dem Vorhandensein

unterschiedlicher Grade der granulozytären Infiltration im Antrum korreliert. Abbildung

12 faßt die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammen.

Abbildung 12. Stärke der antralen granulozytären Infiltration bei Patienten mit unterschiedlichen H. pylori Stämmen
(G0, fehlende; G1, milde; G2, mäßige; G3, starke granulozytäre Infiltration). Jeder Kreis repräsentiert einen
Patienten. p Werte wurden mit Hilfe eines Mann-Whitney U Tests errechnet.
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Abbildung 12 zeigt, daß Patienten, die mit H. pylori Stämmen befallen sind, denen

vacAs1, cagA und babA2 fehlen, vor allem niedrigradige bis moderate Gastritisgrade

hatten. Patienten, die mit vacAs1+/cagA+/babA2- Stämmen infiziert waren hatten höhere

Gastritisgrade, jedoch waren die Unterschiede zu den Patienten mit vacAs1-/cagA-

/babA2- Stämmen nicht signifikant. p-Werte wurden mit einem Mann-Whithney Rank

Sum Test ausgerechnet. Die höchsten Grade der granulozytären Infiltration wurde bei

solchen Patienten festgestellt, die mit vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert waren.

Die Unterschiede zu den beiden anderen Patientengruppen waren signifikant. Dies zeigt

die bedeutende Rolle von BabA für die Entstehung der granulozytären Infiltration.

3.5.5 Bedeutung von BabA für die Entstehung der
intestinalen Metaplasie und Atrophie

Als nächstes wurde der Einfluß der verschiedenen Virulenzfaktoren für die Entstehung

der intestinalen Metaplasie (IM) und Atrophie (AG) untersucht. Abbildung 13 zeigt die

Prävalenz der IM bzw. AG in Patientengruppen, die mit verschiedenen H. pylori

Stämmen infiziert sind.

Abbildung 13. Prävalenz der intestinalen Metaplasie (IM) und atrophischen Gastritis (AG) bei Patienten mit
unterschiedlichen H. pylori Stammtypen. Statistische Unterschiede wurden mittels eines χ2 Tests errechnet.

A. Intestinale Metaplasie

%
 P

at
ie

nt
en

 m
it 

IM

0

10

20

30

40

50

60

70

80

p < 0,05

p = 0,5 (n.s.)

B. Atrophische Gastritis

%
 P

at
ie

nt
en

 m
it 

A
G

0

10

20

30

40

50

60

70

80

p < 0,05

p = n.s.

cagA+
vacAs1+
babA2+

n = 50

cagA-
vacAs1-
babA2-

n = 47

cagA+
vacAs1+
babA2-

n = 38

cagA+
vacAs1+
babA2+

n = 50

cagA-
vacAs1-
babA2-

n = 47

cagA+
vacAs1+
babA2-

n = 38

p < 0,005 p < 0,01



Kapitel 3. Ergebnisse 72

Wie aus der Abbildung hervorgeht, waren die IM und AG bei Patienten, die mit

vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert waren ca. zweifach höher als in den anderen

Patientengruppen. Diese Unterschiede waren jeweils statistisch signifikant, wobei ein χ2

Test angewandt wurde um p Werte auszurechen. Dahingegen waren die Unterschiede

zwischen Patienten mit vacAs1-/cagA-/babA2- Stämmen und solchen mit

vacAs1+/cagA+/babA2- Stämmen nicht signifikant. Diese Ergebnisse unterstreichen die

Schlüsselrolle von BabA für die Entstehung der IM/AG bei der H. pylori Infektion.

3.5.6 Einfluß von BabA auf die bakterielle Kolonisation

Da BabA ein Adhärenzfaktor ist und eine bessere Adhärenz möglicherweise die

Kolonisationsfähigkeiten des Keimes verbessert, wurde im nächsten Schritt der Einfluß

von BabA auf die Kolonisationsdichte von H. pylori untersucht. In einer Untergruppe

von Patienten (n=95) wurde die bakterielle Kolonisation im Magenantrum mittels

immunhistochemischer Färbung dargestellt und anschließend mittels mikroskopischer

Auswertung semiquantitativ bestimmt. Hierbei wurden 4 verschiedene

Kolonisationsdichten unterschieden (0 = ganz vereinzelt Keime sichtbar; 1 =

Keimansammlungen in den Drüsen oder an der Schleimhautoberfläche, 2 =

Keimansammlungen in den Drüsen und der Schleimhautoberfläche, 3 = durchgehender

dichter Befall). Abbildung 14 zeigt das immunhistochemische Bild einer Grad 1

Kolonisation.

Die Abhängigkeit der Kolonisationsdichte vom infizierenden H. pylori Stammtyp zeigt

Abbildung 15. Es zeigte sich, daß die Kolonisationsdichten viel geringer waren bei

Patienten, die mit babA2- Stämmen befallen waren als bei solchen, die mit babA2+

Stämmen infiziert waren (p<0,005; Mann-Whithney Rank Sum Test). Wie aus der

Abbildung hervorgeht, zeigten  vacAs1+/cagA+/babA2- Stämme einen dichteren Befall

als vacAs1-/cagA-/babA2- Stämme, jedoch waren die Unterschiede statistisch nicht

signifikant. Die höchsten Kolonisationsdichten wurden bei Patienten gefunden, die mit

vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert waren und der Unterschied zur vacAs1-/cagA-

/babA2- Gruppe war signifikant. Diese Assoziation von BabA mit erhöhter

Bakteriendichte läßt vermuten, daß BabA die Kolonisationsfähigkeit von H. pylori

verbessert.
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Abbildung 15. Immunhistochemische H. pylori Färbung an Magenbiopsien zur semiquantitativen
Bestimmung der Kolonisationsdichte. Hier dargestellt ist eine geringe Kolonisationsdichte (Grad 1).

Abbildung 15. Bakterielle Kolonisationsdichte bei Patienten mit unterschiedlichem H. pylori
Stammbefall. Jeder Kreis repräsentiert die Kolonisationsdichte bei einem Patienten. Der Mann-Whitney
U Test wurde für den statistischen Vergleich der Gruppen verwendet.

3.5.7 Einfluß der Bakteriendichte auf die IL-8 Sekretion aus
Epithelzellen in vitro

Wie oben beschrieben ist BabA sowohl mit einer erhöhten IL-8 Expression als auch mit

einer erhöhten bakteriellen Kolonisationsdichte assoziiert. Im nächsten Schritt stellte

sich die Frage, ob die durch diese Keime bedingte höhere Kolonisationsdichte für die
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auf die IL-8 Sekretion zu untersuchen, wurden KATO III Zellen mit verschiedenen

Mengen an H. pylori kokultiviert und anschließend die IL-8 Produktion dieser Zellen

auf mRNA und Proteinebene bestimmt. IL-8 mRNA Kopienzahlen wurden nach zwei

Stunden Stimulation mittels quantitativer TaqMan PCR bestimmt. IL-8 Protein

hingegen wurde nach 24 Stunden Inkubation aus dem Überstand durch ELISA

bestimmt. Für die Stimulation wurden zwei vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämme eingesetzt:

H. pylori G27 und H. pylori 2808. Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der

Stimulationsexperimente mit H. pylori Stamm G27.

Abbildung 16. IL-8 mRNA Expression (A) und Proteinsekretion (B) aus KATO III Zellen nach Koinkubation mit
steigenden H. pylori Mengen. Die Ergebenisse wurden bei Stimulation mit dem cagA+/vacAs1+/babA+ Stamm G27
erzielt. Die Datenpunkte stellen Mittelwerte aus 3 unabhängigen Experimenten dar. Ähnliche Ergebnisse wurden
auch nach Stimulation mit dem H. pylori Stamm 2808 erzielt.

Die eingesetzte Bakterienzahl ist pro Zelle angegeben. Wie aus der Abbildung

ersichtlich wird, steigen die IL-8 mRNA- und Proteinkonzentrationen mit steigender

Bakterienzahl bis zu einem Verhältnis von ca. 20 Bakterien/Zelle. Bei

unphysiologischen Konzentrationen von über 20 Bakterien/Zelle sanken die IL-8

Mengen wieder. Möglicherweise liegt dies an der vermehrten Apoptose, die durch so

hohe Bakterienkonzentrationen hervorgerufen werden. Diese Experimente zeigen

eindeutig, daß die Bakterienzahl die Höhe der IL-8 Sekretion aus Epithelzellen

beeinflußt. Gerade im Bereich von physiologischen Bakterienkonzentrationen
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bei BabA+ Stämmen für die erhöhte mukosale IL-8 Expression verantwortlich ist, was

wiederum die verstärkte granulozytäre Infiltration im Rahmen der Infektion mit diesem

Stammtyp bedingt.

3.5.8 Assoziation von BabA mit der lymphozytären
Infiltration

Um den Einfluß von bakteriellen Virulenzfaktoren auf die lymphozytäre Infiltration zu

evaluieren wurde die Infektion mit verschiedenen Stammtypen (in Bezug auf die

Präsenz der Gene vacAs1, cagA und babA2) mit den entsprechenden Graden der

lymphozytären Infiltration im Magenantrum korreliert. Wie aus Abbildung 17

ersichtlich wird, wurden die höchsten Grade der lymphozytären Infiltration bei

Patienten gefunden, die mit vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert waren. Die

Unterschiede zu den zwei anderen babA2-negativen Patientengruppen waren statistisch

signifikant (χ2 Test). Die niedrigsten Grade der lymphozytären Infiltration wurden bei

Patienten verzeichnet, die mit vacAs1-/cagA-/babA2- Stämmen infiziert waren, während

Patienten, die mit vacAs1+/cagA+/babA2- Stämmen befallen waren, hinsichtlich der

lymphozytären Infiltrationsstärke eine Mittelstellung einnahmen. Diese Daten zeigen

eindeutig eine entscheidende Rolle von BabA bei der Verstärkung der lmyphozytären

Immunantwort.
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Abbildung 17. Stärke der lymphozytären Infiltration
bei Patienten, die mit unterschiedlichen H. pylori
Stammtypen infiziert sind. L1, milde; L2, mäßige, L3
starke lymphozytäre Infiltration. Statistische
Auswertungen erfolgten mit Hilfe eines Mann-
Whitney U Tests.
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3.5.9 Einfluß von BabA und anderen Virulenzfaktoren auf
das Ausmaß der H. pylori induzierten Th1-Antwort

Im nächsten Schritt wurde der Einfluß von bakteriellen Virulenzfaktoren auf die

Entstehung der H. pylori induzierten Th1 Antwort untersucht. Hierzu wurden in 94

Antrumbiopsien mRNA Kopienzahlen der Th1 Marker Interferon (IFN) –γ, Tumor

Necrosis Factor (TNF) –α und der Interleukin-12 Rezeptor β2 Kette (IL-12Rβ2) mittels

quantitativer TaqMan PCR bestimmt und mit dem Vorhandensein der einzelnen

Virulenzfaktoren korreliert. TNF-α wird nicht nur von Th1-Zellen gebildet sondern

auch von anderen Zelltypen, wie z.B. Makrophagen. Es ist also kein absolut

spezifischer Th1-Marker. Da aber TNF-α während der H. pylori induzierten Th1-

Antwort eine wichtige Rolle spielt und möglicherweise in entscheidender Weise bei der

entzündungsassoziierten Gewebsdestruktion beteiligt ist, wurde dieses Zytokin in

unsere Analysen miteinbezogen.
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Abbildung 18. mRNA Expression von IL-12Rβ2 (A),
IFN-γ (B) und TNF-α (C) bei Patienten mit
unterschiedlichen H. pylori Stammtypen. Statistische
Unterschiede wurden mittels eines Mann-Whitney U
Tests berechnet, erreichten aber im keinem der Fälle
signifikante Unterschiede.
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Abbildung 18 zeigt schematisch die mRNA Kopienzahlen der oben genannten Th1

Marker. Interessanterweise waren die mRNA Mengen von IFN-γ, TNF-α und IL-12Rβ2

in Patientengruppen, die mit unterschiedlichen H. pylori Stammtypen befallen waren,

sehr ähnlich. Patienten, die mit vacAs1-/cagA-/babA2- Stämmen infiziert waren hatten

durchschnittlich gesehen ähnliche Mengen der Th1 Marker in der Antrummukosa wie

Patienten, die mit vacAs1+/cagA+/babA2-, oder vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen

infiziert waren. Bakterielle Virulenzfaktoren scheinen also die gegen H. pylori

gerichtete Th1 Antwort nicht zu beeinflussen.
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Abbildung 19. Zusammenhang zwischen
lymphozytärer Infiltration und mRNA Expression von
IL-12Rβ2 (A), IFN-γ (B) und TNF-α (C). Die Zahlen
innnerhalb der Graphiken repräsentieren Zytokin-
mittelwerte für jede Gruppe. Korrelationskoeffiziente
und p Werte wurden mit einem Spearman Rank Test
berechnet.
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Die Tatsache, daß Virulenzfaktoren von H. pylori nicht mit der Th1 Antwort assoziiert

sind, ist erstaunlich, denn die virulenten Stammtypen sind mit erhöhter lymphozytärer

Infiltration assoziiert, und man geht davon aus, daß ca. die Hälfte der Lymphozyten in

der Mukosa Th1 Zellen sind. Aus diesem Grund wurde nachfolgend die Th1-Antwort

mit der lymphozytären Infiltration korreliert. Abbildung 19 zeigt die mRNA Mengen

der Th1-Marker bei Patienten mit unterschiedlichen Graden der lymphozytären

Infiltration. Wie aus der Abbildung ersichtlich wird, korrelierten die mRNA Mengen an

IFN-γ, TNF-α und IL-12Rβ2 positiv mit den steigenden Graden der lmyphozytären

Infiltration, mit Korrelationskoeffizienten (r) von 0,26 bis 0,53 und signifikanten

dazugehörigen p Werten (Spearman Rank Sum Test). Je ausgeprägter die lymphozytäre

Infiltration, desto größer ist die Th1 Antwort.
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4 Diskussion

4.1. Einleitung
Die Infektion mit H. pylori ist die Hauptursache für die Entstehung des

Magenkarzinoms (106; 108; 140). Da jedoch nur ein kleiner Anteil der infizierten

Patienten ein Karzinom entwickelt, ist es von außerordentlicher Bedeutung bakterielle

Faktoren und genetische Risikofaktoren des Menschen zu identifizieren, die mit der

Krebsentstehung assoziiert sind. Patienten mit solchen Risikofaktoren könnten

frühzeitig identifiziert werden und einer präventiven H. pylori Eradikation zugeführt

werden.

Die durch H. pylori ausgelöste chronische Entzündung der Magenschleimhaut trägt zur

Entstehung des Magenkarzinoms bei (38; 49; 50), und die hierbei entstehenden

histologischen Veränderungen, wie die intestinale Metaplasie und Atrophie sind mit der

Krebsentstehung assoziiert worden (108).

Im ersten Teil der Arbeit wurde an einer Magenbiopsiebank parallel der Einfluß von

humanen IL-1 Polymorphismen und der bakteriellen Virulenzfaktoren VacA und CagA

auf die Entstehung von schwerwiegenden histologischen Veränderungen der

Magenmukosa untersucht. Es wurde gezeigt, wie sich diese Faktoren einzeln und in

Kombination auf die Entstehung der Inflammation, IM und AG auswirken.

Der zweite Teil der Arbeit untersuchte den Einfluß des bakteriellen Adhäsins BabA auf

die Kolonisation, Inflammation und Karzinogenese. Es wurde sowohl die Assoziation

mit der Magenpathologie gezeigt, wie auch der Mechanismus der BabA vermittelten

Pathogenese demonstriert.
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4.2 Die Rolle von Wirtsfaktoren und bakteriellen
Faktoren bei der Entstehung von schweren
histologischen Mukosaveränderungen

4.2.1 Die bakteriellen Virulenzfaktoren CagA und VacA
erhöhen das Risiko für die Entstehung hochgradiger
Gastritis, intestinaler Metaplasie und Atrophie

Die bisher am besten charakterisierten Virulenzfaktoren von H. pylori sind VacA und

CagA (11). Epidemiologische Studien, die den Zusammenhang zwischen bakteriellen

Virulenzfaktoren und Magenkarzinomen untersuchten, sind widersprüchlich: während

ein Teil der Studien eine Assoziation dieser Faktoren mit Magenkarzinomen zeigt,

finden andere Studien keinen Einfluß von CagA oder VacA auf die Krebsentstehung

(13) (33; 72; 89; 97; 105; 154). Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit die

Assoziation von CagA und VacA mit präkanzerösen Läsionen der Magenschleimhaut

korreliert. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, daß bakterielle Virulenzfaktoren den

primären Trigger für die Entstehung von schweren Gastritiden, intestinaler Metaplasie

und Atrophie darstellen. Patienten, die mit cagA+/vacAs1+ Stämmen befallen waren

hatten eine bis zu 16fach höhere antrale Prävalenz dieser histologischen Veränderungen

als Patienten, die mit cagA-/vacAs1- Stämmen infiziert waren. Nur 3-6% der mit cagA-

/vacAs1- infizierten Patienten hatten eine dieser Veränderungen im Antrum. Noch

eindrucksvoller waren die Daten im Corpus: keiner der mit cagA-/vacAs1- Stämmen

infizierten Patienten hatte eine G3/L3/IM/AG im Magenkorpus. Diese Ergebnisse

unterstreichen die zentrale Rolle von bakteriellen Virulenzfaktoren bei der Entstehung

von schweren histologischen Veränderungen der Magenmukosa und sind im Einklang

mit Studien an einem holländischen Patientenkollektiv (76; 141). Es gibt zahlreiche

Hinweise darauf, daß die cag PAI eine besondere Rolle für die Induktion der

Entzündungsantwort spielt. In vitro Experimente haben gezeigt, daß cagPAI Gene ein

Superset von Wirtsgenen in ihrer Expression hochregulieren, darunter immunologisch

bedeutsame Gene (60), was letztlich zu einer erhöhten Entzündungsantwort führt.

Darüber hinaus sprechen Studien in Tiermodellen dafür, daß die cagPAI der wichtigste

krankheitsassoziierte Faktor von H. pylori ist. Infektion von mongolischen

Wüstenrennmäusen mit cagA- H. pylori Stämmen führte, im Gegensatz zu Infektion mit

cagA+ Stämmen nicht zur Entwicklung schwerer Gastritiden, Ulzera oder
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Magenkarzinomen (68; 99). Ähnlicherweise führen im Mausmodell Infektionen mit

cagA- H. pylori Stämmen nicht zur Entwicklung von starken Entzündungsreaktionen

wohingegen cagA+ Stämme eine stärkere Inflammation sowie mukosale Schäden

hervorrufen (82). Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß CagA und das damit

assoziierte VacA eine sehr wichtige Rolle für die Entwicklung von schweren

histologischen Veränderungen der Magenschleimhaut spielen.

4.2.2 Proinflammatorische IL-1 Polymorhismen sind mit
erhöhter IL-1β Expression und der Entstehung von
schweren histologischen Veränderungen der Mukosa
assoziiert

Trotz der entscheidenden Rolle von bakteriellen Virulenzfaktoren für die Entstehung

der H. pylori assoziierten Magenpathologie ist unklar warum nur ein kleiner Teil der

infizierten Patienten hochgradige histologische Veränderungen der Magenschleimhaut

oder sogar ein Magenkarzinom entwickelt. Andere Faktoren scheinen also auch eine

Rolle für die Entstehung der Magenpathologie zu haben. Darüber hinaus haben H.

pylori infizierte Patienten, die ein Duodenalulkus entwickeln, ein geringeres

Karzinomrisiko als andere H. pylori Träger (62; 140). Da die bisher bekannten

Virulenzfaktoren sowohl die Entstehung von Karzinomen als auch die von Ulzera

begünstigen, scheinen Wirtsfaktoren die unterschiedliche Entwicklung in Richtung

Karzinom oder Duodenalulkus zu lenken.

Kürzlich erschienene Studien haben IL-1 Polymorphismen mit Magenkrebs in

Zusammenhang gebracht (35; 47; 79). In der gegenwärtigen Studie wurde eine

Assoziation zwischen proinflammatorischen IL-1 Polymorphismen und der

Entwicklung von schweren histologischen Veränderungen der Mukosa gefunden.

Träger der IL-1B-511T/-31C und IL-1RN*2 Allele hatten ein erhöhtes Risiko zur

Entwicklung von L3/G3/IM/AG, vor allem wenn beide proinflammatorischen Allele

gleichzeitig vorhanden waren. Die ORs lagen hierbei zwischen 1,7 und 4,4. Gleichzeitig

konnte in der gegenwärtigen Studie gezeigt werden, daß die H. pylori induzierte IL-1β

Expression maßgeblich von IL-1 Polymorphismen beeinflußt wird. Patienten mit dem

IL-1RN*2 Allel und in geringem Maße auch Träger der IL-1B-511T/-31C und Allele

wiesen höhere IL-1β mRNA Mengen in der Mukosa auf als Kontrollpatienten. Dies
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stellt die funktionelle Grundlage dar für die Assoziation von proinflammatorischen

Polymorphismen mit der Magenpathologie dar.

Die Erklärung für die Assoziation von IL-1 Polymorphismen mit präkanzerösen

Läsionen des Magens liegt möglicherweise in der Rolle von IL-1β bei der Kontrolle der

Säuresekretion begründet (34). Die individuelle Fähigkeit zur Säureproduktion scheint

die unterschiedliche Entwicklung einer H. pylori Infektion in Richtung Karzinom oder

Duodenalulkus zu lenken. Während Patienten mit hohem Säure-Output vor allem eine

Prädisposition zur antrumprädominanten Gastritis und Duodenalulzeration haben, zeigt

sich bei Patienten mit Hypochlorhydrie und Corpusgastritis ein höheres

Magenkarzinomrisiko (36; 37; 58). IL-1β, dessen Expression während der H. pylori

Infektion hochreguliert wird (96; 107; 152), ist eines der stärksten Inhibitoren der

Magensäuresekretion (143). Dieser Effekt wird erzielt durch funktionelle Hemmung

von ECL-Zellen und Parietalzellen. Einerseits hemmt IL-1β die Säurefreisetzung aus

Parietalzellen über Proteinkinase-C abhängige Mechanismen nach Bindung an IL-1

Rezeptoren (9; 10; 121). Andererseits hemmt IL-1β die Histaminfreisetzung aus ECL-

Zellen über NO-abhängige Mechanismen und durch die Induktion von Apoptose (80;

113). Die genannten Studien zeigen, daß IL-1β eine wichtige Rolle bei der Entwicklung

der H. pylori induzierten Hypochlorhydrie spielen könnte. Diese Hypothese wird

unterstützt durch eine kürzlich publizierte Studie, die zeigen konnte, daß Behandlung

von H. pylori infizierten mongolischen Wüstenrennmäusen mit rekombinant

hergestelltem IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1RA) zu einer Erhöhung der

Magensäuresekretion führt (134). Da eine hohe Säuresekretion einen

wachstumshemmenden Effekt auf H. pylori hat (118), wird die Kolonisation der

säurebildenden Corpusregion wahrscheinlich durch die IL-1β vermittelte

Hypochlorhydrie gefördert, vor allem bei Patienten mit proinflammatorischen IL-1

Polymorphismen.

Wie bereits erwähnt, wurde in früheren Studien gezeigt, daß Patienten mit

Magenkarzinom meist eine korpusprädominante Gastritis oder eine Pangastritis

aufweisen, wohingegen Duodenalulzera mit antrumprädominanter Gastritis assoziiert

sind (34). Interessanterweise zeigen die Ergebnisse dieser Studie, daß

proinflammatorische IL-1 Polymorphismen zu einer verstärkten Gastritis sowohl im

Antrum als auch im Corpus führen. Der Einfluß auf die Entwicklung der Corpusgastritis

war jedoch stärker. Darüber hinaus zeigte sich in dieser Studie, daß fast alle Patienten
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mit schwerer Corpusgastritis auch eine schwere Antrumgastritis hatten, so daß die

Corpusgastritis in dieser Patientenpopulation als Marker für eine Pangastritis dient.

Nichtsdestotrotz könnte man aufgrund der Assoziation von proinflammatorischen IL-1

Polymorphismen mit hohen antralen Gastritisgraden annehmen, daß diese

Polymorphismen auch zur Duodenalulzeration prädisponieren. Ein Hauptmerkmal der

Duodenalulzeration ist jedoch die hohe Säuresekretion (34). Da IL-1β eine potenter

Inhibitor der Säuresekretion ist und zur Hypochlorhydrie führt, ist es unwahrscheinlich,

daß proinflammatorische IL-1 Polymorphismen zur Duodenalulerzation prädisponieren.

In der Tat hat eine kürzlich erschienene Studie gezeigt, daß Patienten mit

proinflammatorischen IL-1 Polymorphismen ein erniedrigtes Risiko zur Entwicklung

von Duodenalulzera haben (54). Zusammenfassend läßt sich also sagen, daß

proinflammatorische IL-1 Polymorphismen mit einer erhöhten mukosalen IL-1β

Expression assoziiert sind. Dies bedingt, möglicherweise durch die IL-1β vermittelte

Hypochlorhydrie, eine Verstärkung der H. pylori induzierten Gastritis sowie die

Entstehung der intestinalen Metaplasie und Atrophie.

4.2.3 Die gleichzeitige Bestimmung von bakteriellen
Virulenzfaktoren und IL-1 Polymorphismen erlaubt
die Identifikation von Hoch-Risiko-Patienten für die
Entstehung eines Magenkarzinoms

Die höchste Prävalenz von schwerwiegenden Veränderungen der Magenschleimhaut

wurde bei Patienten gefunden, die mit einem cagA+/vacAs1+ Stamm befallen waren

(bakterieller Hoch-Risiko-Genotyp) und gleichzeitig proinflammatorische IL-1

Polymorphismen (IL-1B-511T/-31C+ /IL-1RN*2+; menschlicher Hoch-Risiko-Genotyp)

besaßen. Die Odds Ratios für die Entwicklung von G3, L3, IM, AG lagen beim

Vergleich dieser Patientengruppe (d.h. cagA+/vacAs1+ IL-1B-511T/-31C+ /IL-1RN*2+)

mit Patienten, die mit cagA- oder vacAs1- Stämmen befallen waren lagen zwischen 2,4

(95% CI, 0,93 - 6,2) und 24,8 (95% CI, 5,2 – 117,3). Diese dramatisch erhöhten Risiken

zeigen, daß es eine synergistische Interaktion zwischen  bakteriellen Virulenzfaktoren

und IL-1 Polymorphismen gibt. Wenn beide Risikofaktoren vorhanden sind, führt dies

zu einem extrem hohen Risiko zur Entwicklung von schweren histologischen

Veränderungen der Magenmukosa. Vergleichbar sind diese Zahlen etwa mit dem Risiko
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zur Entwicklung eines Bronchialkarzinoms bei täglichem Abusus von 20 Zigaretten.

Ein Synergismus zwischen bakteriellen und humanen Faktoren könnte von großer

Bedeutung bei der Entwicklung der Hypochlorhydrie spielen. Eine hohe IL-1β

Expression bei Patienten mit proinflammatorischen IL-1 Polymorphismen führt zu

erniedrigter Säuresekretion und einer nachfolgend erhöhten Kolonisation des Corpus.

Wenn eine Infektion mit cagA+/vacAs1+ Stämmen vorhanden ist, wird die Inhibition der

Säuresekretion verstärkt sein, da cagA+ Stämme, jedoch nicht cagA- Stämme induzieren

Apoptose von Parietalzellen (95). Die Ergebnisse dieser Studien sind in Einklang mit

einer kürzlich publizierten Arbeit (47), die zeigte, daß die Prävalenz des

Magenkarzinoms am höchsten ist bei Patienten, die mit cagA+/vacAs1+ Stämmen

infiziert waren und gleichzeitig die proinflammatorischen Polymorphismen IL-1B-

511T/-31C und /IL-1RN*2 besaßen.

Abbildung 20 faßt die Ergebnisse dieses Teils dieser Arbeit zusammen. Die Studie

unterstützt ein sequentielles Modell der gastralen Karzinogenese, bei der sowohl

bakterielle Virulenzfaktoren als auch IL-1 Polymorphismen des Wirtes eine bedeutende

Rolle spielen. Bakterielle Virulenzfaktoren sind eine bedeutende Voraussetzung für die

Entstehung von schweren histologischen Veränderungen der Magenmukosa. Wenn

diese Faktoren vorhanden sind, spielen IL-1 Polymorphismen eine bedeutende Rolle bei

der Verstärkung des Effektes und vor allem bei der Lenkung der Krankheitsentstehung

in Richtung Karzinom. Die Ergebnisse unterstreichen, daß bakterielle Virulenzfaktoren

und immunologische Faktoren des Wirtes in synergistischer Art und Weise während der

gastralen Karzinogenese wirken. Dies ermöglicht ein besseres Verständnis dieser

komplexen, multifaktoriellen Erkrankung. Darüber hinaus sind die Ergebnisse von

klinischer Relevanz, denn eine kombinierte bakterielle und humane Genotypisierung

könnte die Identifizierung von Magenkarzinom-Risiko-Patienten erlauben, lange bevor

sich die Erkrankung manifestiert, im Stadium der chronischen Gastritis. Diese Patienten

könnten von einer präventiven Eradikation profitieren. Wenn man die hohe Prävalenz

der Infektion sowie von Resistenzen und die hohen Kosten der Eradikation

berücksichtigt, könnte dieser Ansatz eine sinnvolle Basis für therapeutische

Entscheidungen im Stadium der chronischen Gastritis bieten.



Kapitel 4. Diskussion 85

Abbildung 20. Schema der differentiellen Entwicklung von Duodenalulzera und Karzinomen mit Darstellung der

hierbei beteiligten Faktoren. (A) Infektion mit cagA-/vacAs1- Stämmen führt zu einer nur gering ausgeprägten

Inflammation und ist somit lediglich mit einem geringen Ulkus- und Karzinomrisiko assoziiert. IL-1 Polymorphismen

scheinen hierbei den Krankheitsverlauf nicht zu beeinflussen. (B) Die Infektion mit cagA+/vacAs1+ H. pylori

Stämmen führt hingegen zu einer starken Entzündungsantwort und ist folglich mit einem erhöhten Risiko der Ulkus-

und Karzinomentstehug assoziiert. Das Vorhandensein von proinflammatorischen IL-1 Polymorphismen bei einer

Infektion mit diesen Stammtypen führt einerseits zu einer weiteren Verstärkung der Inflammation. Andererseits

kommt es durch IL-1β  vermittelte Hemmung der Säuresekretion zur Entwicklung einer Hypochlorhydrie. Dies führt

zu einer korpusprädominanten Gastritis oder Pangastritis und ist mit einem erhöhten Risiko der Entwicklung eines

Magenkarzinoms assoziiert. Gleichzeitig schützt die IL-1β vermittelte Hypochlorhydrie bei Patienten mit

proinflammatorischen IL-1 Polymorphismen vor der Entstehung eines Duodenalulkus, dessen Entwicklung an eine

hohe Säuresekretion gebunden ist.
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4.3 Untersuchung der BabA vermittelten
Immunpathogenese und Beschreibung der
hierbei beteiligten Mechanismen

1993 zeigten Boren et al, daß die Adhärenz von H. pylori an Magenepithelien abhängig

ist von der Anwesenheit von Leb Blutgruppenantigenen auf Epithelzellen (17; 41). 1998

wurde in der gleichen Arbeitsgruppe das korrespondierende bakterielle Adhäsin

identifiziert und Blood Group Antigen-binding Adhesin (BabA) genannt (67). BabA ist

ein Outer-Membrane Protein, daß in einer Untergruppe der H. pylori Stämme exprimiert

wird. Die Expression ist an das Vorhandensein des funktionell aktiven Allels babA2

gebunden. Klinische Studien unserer eigenen Gruppe haben gezeigt, daß babA2-positive

Stämme mit der Ulkuskrankheit und dem Magenkarzinom assoziiert sind und daß der

Nachweis dieser Stämme wesentlich besser zwischen Ulzera und Gastritis bzw.

Karzinom und Gastritis  diskriminiert, als der Nachweis des cagA oder vacAs1 Gens

(56). In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, daß BabA die Entstehung hochgradiger

Gastritiden und von präkanzerösen Läsionen (intestinale Metaplasie und Atrophie) in

der Magenschleimhaut fördert. Weiterhin deckt die gegenwärtige Studie auf, mit

welchen immunologischen Konsequenzen eine Infektion mit BabA-positiven Stämmen

einhergeht und zeigt den Mechanismus der BabA-vermittelten Pathogenität. Abbildung

21 faßt die Ergebnisse der Studie zusammen und veranschaulicht die in dieser Studie

aufgedeckte mechanistische Abfolge der BabA-vermittelten Pathogenität.
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Abbildung 21. Schematisches Modell der BabA vermittelten Pathogenität. Die Ergebnisse der gegenwärtigen Studie

lassen auf folgende Abfolge an Ereignissen nach Infektion mit einem BabA positiven H. pylori Stamm schließen. Die

verstärkte Adhärenz mittels BabA schützt den Keim vor Elimination aus dem Magen (z.B. Elimination durch

peristaltische Bewegungen und Ausschwemmung mit der luminalen Flüssigkeit). Dies führt zu einer höheren

Kolonisationsdichte. Eine erhöhte Bakteriendichte bedingt eine verstärkte Freisetzung des Chemokins IL-8 aus

Epithelzellen, die maßgeblich durch die Keimzahl beeinflußt wird. IL-8 fördert den Influx von Neutrophilen in die

Schleimhaut, was eine stärkere mukosale Schädigung durch Freisetzung von reaktiven granulozytären Produkten zur

Folge hat. Diese BabA-vermittelte verstärkte Entzündungsreaktion wiederum erklärt die Assoziation des

Adhärenzfaktors mit der Entstehung von Ulzera und Karzinomen.
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4.3.1 Der BabA-Rezeptor Lewisb wird in über 90 % der
Bevölkerung auf Magenepithelzellen exprimiert

Die Expression von Lewis Blutgruppenantigenen auf hämatologischer Ebene ist gut

untersucht (101). Auf Leukozyten wird Leb bei 70-80% der Patienten exprimiert. Diese

Verteilung scheint jedoch nicht die Expression auf epithelialen Zellsystemen

wiederzuspiegeln (101). Es ist wenig bekannt über die Expression von Leb

Blutgruppenantigenen auf Magenepithelzellen. Um die Bedeutung des Adhärenzfaktors

BabA zu untersuchen, war es deshalb zunächst wichtig das Vorkommen des

korrespondierenden Rezeptors in der Population nachzuweisen. Aus diesem Grund

wurde zunächst das Vorkommen von Leb Antigenen in der Magenschleimhaut von 131

H. pylori infizierten und 141 nicht-infizierten Patienten untersucht. Der Prozentsatz an

Leb-negativen Patienten war in beiden Gruppen kleiner als 10%, was sehr viel geringer

ist als der Prozentsatz von Non-Sekretoren (20-30%) in westlichen Populationen. Leb

Moleküle, als Bindungspartner für BabA sind also auf Magenepithelzellen des größten

Teils der Bevölkerung vorhanden. Die Leb Expression ist demnach kein limitierender

Parameter während der H. pylori Infektion, womit gewährleistet ist, daß bei fast allen

Patienten, die mit BabA-positiven H. pylori Stämmen infiziert sind, eine BabA-

vermittelte Bindung auch stattfinden kann.

4.3.2 BabA verstärkt die unspezifische Immunantwort

Früh nach der Entdeckung von H. pylori wurde beobachtet, daß eine Infektion mit type1

Stämmen (vacAs1+/cagA+) mit einer erhöhten mukosalen Entzündungsreaktion

assoziiert ist. In dieser Studie wurde beobachtet, daß babA2, das funktionell aktive babA

Allel mit der Präsenz von vacAs1 und cagA assoziiert ist: 50 von 53 babA2-positive

Stämme waren gleichzeitig auch vacAs1+/cagA+. Da die bedeutende Rolle der cagPAI

und des VacA Toxins bei der Pathogenese ausreichend belegt ist, war es wichtig für uns

den Effekt von BabA unabhängig von diesen Virulenzfaktoren zu untersuchen. Deshalb

wurde die Gruppe der Patienten, die mit vacAs1+/cagA+ Stämmen infizierte waren

(n=88), abhängig vom BabA Status, in zwei Gruppen unterteilt: Patienten, die mit

vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert waren (n=50) und Patienten, die mit

vacAs1+/cagA+/babA2- Stämmen befallen waren (n=38). Initial wurde in dieser Studie

beobachtet, daß vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämme mit einer wesentlich höheren

granulozytären Infiltration assoziiert waren, als vacAs1+/cagA+/babA2- Stämme. Dies
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zeigt die bedeutende Rolle von BabA für die Entstehung der granulozytären

Immunantwort. Diese Ergebnisse im humanen Modell passen gut zu Untersuchungen

am Mausmodell. Guruge und Mitarbeiter (61) untersuchten den Einfluß der BabA/Leb

Interaktion in transgenen Mäusen, die Leb Epitope auf Magenepithelzellen exprimieren.

Eine Infektion dieser Mäuse mit BabA-positiven H. pylori Stämmen führte zu einer

stärker ausgeprägten Gastritis als in Wildtypmäusen, die kein Leb exprimierten (61).

Diese und unsere Ergebnisse zeigen eindeutig, daß die BabA/Leb vermittelte Bindung

eine bedeutende Rolle für die Entstehung der H. pylori assoziierten Inflammation spielt.

Die granulozytäre Infiltration ist maßgeblich abhängig von dem Vorhandensein von

Chemokinen in der Magenmukosa. Das wichtigste Chemokin für Neutrophile im

Rahmen der H. pylori Infektion ist das von Epithelzellen freigesetzte IL-8 (15). In der

gegenwärtigen Studie konnte gezeigt werden, daß bei Patienten, die mit vacAs1-/cagA-

Stämmen infiziert waren, die mukosalen IL-8 Mengen 3-4 mal geringer sind, als bei

Trägern von vacAs1+/cagA+ Stämmen. Dies unterstreicht die Rolle der cagPAI für die

Induktion der IL-8 Antwort. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit früheren Studien,

die Rolle der cagPAI für die IL-8 Sekretion in vitro untersucht haben. Hierbei zeigte

sich, daß eine Reihe von Genen innerhalb der cagPAI für die Induktion der NFκB

abhängigen IL-8-Produktion aus Epithelzellen, notwendig sind (5; 19; 78; 139).

Bei der weiteren Unterteilung der, mit vacAs1+/cagA+ Stämmen infizierten Patienten in

zwei Gruppen, je nach BabA Status, zeigte sich, daß die höchsten IL-8 Werte bei

Patienten gefunden wurden, die mit vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen infiziert waren.

Die Unterschiede zu den vacAs1+/cagA+/babA2- Patienten waren signifikant. Diese

Ergebnisse zeigen, daß BabA die Fähigkeit der type1 Stämme zur Induktion der IL-8

Antwort verbessert. Dies bedingt wahrscheinlich die verstärkte granulozytäre

Infiltration, die bei Infektion mit vacAs1+/cagA+/babA2+ Stämmen beobachtet wird.

4.3.3 Mechanismus der BabA vermittelten Wirkung: BabA
verstärkt die bakterielle Kolonisation

Auf welche Art und Weise der durch BabA vermittelte Effekt auf die IL-8 Expression

und die granulozytäre Infiltration zustande kommt, war zunächst unklar.

Mathematische, wie auch experimentelle Modelle lassen vermuten, daß die bakterielle

Kolonisation durch die Fähigkeit von Bakterien an Epithelzellen zu adhärieren
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maßgeblich beeinflußt wird (12; 43; 73). Bakterien, die besser adhärieren können, haben

wahrscheinlich Wachstumsvorteile durch die Nähe zum Epithel. So wird z.B.

angenommen, daß H. pylori durch Exsudate des Wirtsgewebes ernährt wird und nicht

direkt durch Nahrungsbestandteile (11). Die Nähe zum Epithel durch starke Adhärenz

bietet demnach in erhöhtem Maße Zugriff zu Nährstoffen. Darüber hinaus könnte eine

Elimination von Bakterien aus dem Magen durch peristaltische Bewegungen und

Ausschwemmung mit der luminalen Flüssigkeit diejenigen Keime, die bessere

Adhäsionseigenschaften besitzen, in einem geringeren Maße betreffen (43). Aus diesen

Gründen wurde von uns die Hypothese aufgestellt, daß Bakterien, die bessere

Adhäsionseigenschaften besitzen, mit höheren Dichten den Magen kolonisieren können.

In der Tat konnte bei den anschließenden Analysen in dieser Studie gezeigt werden, daß

die BabA-positiven Keime mit höheren Dichten die Schleimhaut kolonisierten als

andere H. pylori Subtypen. Die BabA vermittelte Adhärenz scheint also die

Kolonisationsfähigkeiten von H. pylori zu verbessern.

Es stellte sich dann die Frage, ob die bei BabA-positiven Stämmen beobachtete höhere

Kolonisationsdichte für die erhöhte IL-8 Sekretion bei Infektion mit diesem Keimtyp

verantwortlich sein kann. Die hierzu durchgeführten Kokulturexperimente mit

verschiedenen Keimen zeigten eindeutig, daß die IL-8 Antwort aus KATO-III Zellen in

hohem Maße von der eingesetzten Bakterienzahl abhängig ist. Während beim

Einsetzten von einer Bakterie pro 10 Zellen nur eine minimale IL-8 Antwort zu

beobachten ist, sind die Zytokinspiegel bei Stimulation mit einer Bakterie pro Zelle 150

mal höher und bei Stimulation mit 20 Bakterien pro Zelle ungefähr 900 mal höher.

Gerade in diesem Bereich der physiologisch im Magen vorkommenden

Bakterienmengen (1/10-20/1 Bakterien/Zelle) ist also die Bakterienzahl ein

entscheidender Faktor für die Höhe der IL-8 Sekretion aus Epithelzellen. Diese Daten

zeigen indirekt, daß die höhere Kolonisationsdichte bei Infektion mit BabA-positiven

Stämmen für die verstärkte IL-8 Antwort bei Infektion mit diesen Stammtypen

verantwortlich sein kann, woraus dann wiederum eine höhere granulozytäre Infiltration

resultieren kann. Diese Interpretation der Ergebnisse wird unterstützt durch in vivo

Daten einer kürzlich erschienenen Studie (155). Hierbei wurde gezeigt, daß die IL-8

Sekretion und die bakteriellen Kolonisationsdichten bei Ulkuspatienten, die mit cagA+

Stämme trugen, höher waren als bei Non-Ulkuspatienten mit cagA+ Stammbefall.

Jedoch war der Anstieg der IL-8 Sekretion in der Ulkusgruppe an eine erhöhte



Kapitel 4. Diskussion 91

Bakterienzahl und nicht an eine erhöhte in vitro IL-8 Induktion pro cagA+ Stamm

gebunden.

4.3.4 Einfluß von BabA auf die durch H. pylori ausgelöste
spezifische Immunantwort

Die Aktivierung von adaptiven Immunvorgängen durch Virulenzfaktoren könnte einen

weiteren Mechanismus für die BabA-, CagA- oder VacA-vermittelte Induktion der

gastralen Inflammation und der konsekutiven Gewebszerstörung darstellen. So ist z.B.

im Rahmen der H. pylori vermittelten Th1-Antwort eine erhöhte Expression von MHC

Klasse II Molekülen auf gastralen Epithelzellen beobachtet worden, was zu einer

erhöhten Apoptoserate führte (45). Frühere Studien haben gezeigt, daß die durch H.

pylori induzierte Helferzellantwort hauptsächlich vom Th1-Phänotyp ist (8; 91; 152). In

der gegenwärtigen Arbeit wurden die Th1-Zytokine IFN-γ und TNF-α sowie der sehr

spezifische Marker von Th1-Zellen IL-12Rβ2 Kette (111; 116; 132) in der Mukosa von

94 H. pylori infizierten Patienten bestimmt. Die Expression der Th1-Marker korrelierte

positiv mit den steigenden Graden der lymphozytären Infiltration. Obwohl die

bakteriellen Virulenzfaktoren ebenfalls mit höheren lymphozytären Infiltrationsgraden

assoziiert waren, war die Höhe der Th1 Antwort unabhängig von VacA, CagA oder

BabA. Eine frühere Studie untersuchte das Vorhandensein von CagA-spezifischen T-

Zellen in der Mukosa von Patienten mit Gastritis und Ulzera (30). T-Zellen von H.

pylori infizierten Patienten, die hierbei mit exogen zugefügtem CagA Protein in vitro

stimuliert wurden, proliferierten und exprimierten ein Th1-Zytokinprofil. Dies läßt die

Existenz und klonale Proliferation von CagA-spezifischen Th1-Zellen vermuten (30).

Wir, sowie auch andere Gruppen konnten jedoch zeigen, daß die Höhe der H. pylori

induzierten Th1 Antwort in vivo unabhängig ist von CagA, VacA oder BabA (152;

153). Eine mögliche Erklärung für diese Diskrepanz könnte sein, daß H. pylori Stämme,

die diese Virulenzfaktoren besitzen, gleichzeitig das spezifische Immunsystem

angreifen und herunterregulieren können. In der Tat zeigt eine vor kurzem erschienene

Arbeit (144), daß H. pylori Apoptose von T-Zellen auslösen kann, und daß diese

Apoptose abhängig ist vom Vorhandensein der cagPAI (144). Die resultierende

Herunterregulierung von T-Zell Antworten durch cagPAI-positive H. pylori Stämme

könnte die Existenz von spezifischen Th1-Zellen gegen CagA, VacA oder BabA

maskieren.
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5 Zusammenfassung

Helicobacter pylori kolonisiert den menschlichen Magen seit den frühesten Zeiten

humaner Evolution (44; 57). Die Infektion ist die Hauptursache für die Entstehung von

Magen- und Duodenalulzera sowie des Magenkarzinoms und des MALT-Lymphoms

(106; 108; 131; 140). Die durch H. pylori ausgelöste chronische Entzündung der

Magenschleimhaut trägt zur Entstehung des Magenkarzinoms bei (38). Die während der

chronischen Entzündung entstehenden histologischen Veränderungen, wie die

intestinale Metaplasie und Atrophie sind mit der Krebsentstehung assoziiert worden

(108). Da jedoch nur ein kleiner Anteil der infizierten Patienten eine Pathologie

entwickelt, ist es von außerordentlicher Bedeutung bakterielle Faktoren und genetische

Risikofaktoren des Menschen zu identifizieren, die mit der Krebsentstehung assoziiert

sind. Dieses Ziel verfolgend, wurden in der gegenwärtigen Arbeit in vivo Analysen an

einer hierfür aufgebauten, über 700 Patienten umfassenden Magenbiopsiebank

durchgeführt. Des weiteren wurden neben diesen Assotiationsstudien in vitro

Experimente zur mechanistischen Untersuchung der Wirkung von Virulenzfaktoren

durchgeführt.

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluß von humanen IL-1 Polymorphismen und

der bakteriellen Virulenzfaktoren VacA und CagA auf die Entstehung von

schwerwiegenden histologischen Veränderungen der Magenmukosa untersucht. Die

Ergebnisse zeigen, daß bakterielle Virulenzfaktoren den primären Trigger für die

Entstehung von schweren Gastritiden (L3, G3), intestinaler Metaplasie (IM) und

Atrophie (AG) darstellen. Patienten, die mit cagA+/vacAs1+ Stämmen infiziert waren,

hatten im Vergleich zu Patienten, die mit cagA-/vacAs1- Stämmen infiziert waren, eine

bis zu 16fach höhere antrale Prävalenz dieser histologischen Veränderungen.

Die bisher bekannten Virulenzfaktoren begünstigen sowohl die Entstehung von

Karzinomen als auch von Ulzera (11). Interessanterweise haben jedoch H. pylori

infizierte Patienten, die ein Duodenalulkus entwickeln, ein geringeres Karzinomrisiko

als asymptomatische H. pylori Träger (62; 140). In den letzten Jahren ist gezeigt

worden, daß Patienten mit hohem "Säure-Output" vor allem eine Prädisposition zur

antrumprädominanten Gastritis und Duodenalulzeration haben, während Patienten mit

Hypochlorhydrie und Corpusgastritis ein höheres Magenkarzinomrisiko haben (34; 36;

37; 58). Einer der stärksten Inhibitoren der Magensäuresekretion ist IL-1β, dessen
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Expression während der H. pylori Infektion hochreguliert wird (96; 107; 152). Kürzlich

erschienene Studien brachten IL-1 Polymorphismen mit der Entwicklung von

Magenkarzinomen in Zusammenhang (35; 79). In der gegenwärtigen Studie wurde

deshalb untersucht, welchen Einfluß IL-1 Polymorphismen auf die H. pylori induzierte

IL-1β Expression und auf die Entstehung von schweren histologischen Veränderungen

der Mukosa haben. Es wurde eine Assoziation zwischen proinflammatorischen IL-1

Polymorphismen und der Entwicklung von schweren histologischen Veränderungen der

Mukosa gefunden. Träger der Allele IL-1B-511T/-31C und IL-1RN*2 waren mit einer

erhöhten IL-1β Expression assoziiert und hatten ein erhöhtes Risiko zur Entwicklung

von L3/G3/IM/AG, vor allem wenn beide proinflammatorischen Allele gleichzeitig

vorhanden waren. Die ORs lagen hierbei zwischen 1,7 und 4,4. Dies zeigt eine wichtige

Rolle von genetischen Faktoren des Menschen für die H. pylori assoziierte Entstehung

der Inflammation.

Schließlich wurde untersucht, welchen Einfluß das kombinierte Vorhandensein von

bakteriellen und humanen "Hochrisiko-Genotypen" auf die Entstehung der H. pylori

induzierten Histopathologie hat. Hierbei zeigte sich, dass die höchste Prävalenz von

schwerwiegenden Veränderungen der Magenschleimhaut bei denjenigen Patienten

vorkam, die mit einem cagA+/vacAs1+ Stamm befallen waren (bakterieller Hoch-

Risiko-Genotyp) und gleichzeitig proinflammatorische IL-1 Polymorphismen (IL-1B-

511T/-31C+/IL-1RN*2+; humaner Hoch-Risiko-Genotyp) besaßen. Das Vorkommen

von L3/G3/IM/AG war in dieser Patientengruppe bis zu 25fach im Vergleich zu

Kontrollgruppen erhöht. Diese dramatisch erhöhten Risiken zeigen, daß es eine

synergistische Interaktion zwischen bakteriellen Virulenzfaktoren und IL-1

Polymorphismen gibt.

Die gegenwärtige Studie unterstützt ein sequentielles Modell der gastralen

Karzinogenese, bei der bakterielle Virulenzfaktoren ganz entscheidend sind für die

Entstehung von schweren histologischen Veränderungen der Magenmukosa, während

IL-1 Polymorphismen bei der Verstärkung des Effektes und vor allem bei der Lenkung

der Krankheitsentstehung in Richtung Karzinom eine Rolle spielen. Darüber hinaus sind

die Ergebnisse von klinischer Relevanz, denn eine kombinierte bakterielle und humane

Genotypisierung erlaubt die Identifizierung von Magenkarzinom-Risiko-Patienten,

lange bevor sich die Erkrankung manifestiert. Diese Patienten könnten von einer

präventiven Eradikation profitieren. Wenn man die hohe Prävalenz der Infektion und
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die Kosten der Eradikation berücksichtigt, könnte dieser Ansatz eine sinnvolle Basis für

therapeutische Entscheidungen im Stadium der chronischen Gastritis bieten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde im Detail auf ein erst kürzlich identifiziertes

bakterielles Adhäsin (BabA) eingegangen (67). Es wurde der Einfluß von BabA auf die

Kolonisation, Inflammation und Karzinogenese untersucht und der Mechanismus der

BabA vermittelten Pathogenese aufgedeckt. Zunächst wurde gezeigt, daß der BabA-

Rezeptor, Lewisb bei über 90% der Bevölkerung auf Magenepithelien exprimiert wird.

Dies stellt die Grundvoraussetzung für eine klinische Relevanz von BabA dar. Es wurde

dann untersucht, welchen Einfluß auf BabA auf die Inflammation hat. Zunächst konnte

gezeigt werden, daß BabA die Entstehung und das Ausmaß der durch H. pylori

induzierten spezifischen Immunantwort nicht beeinflußt. Die Expression der Th1-

Marker IL-12Rβ2, TNF-α und IFN-γ war unabhängig vom Vorhandensein bakterieller

Virulenzfaktoren. Es zeigte sich hingegen, daß BabA durch Induktion einer erhöhten

IL-8 Expression das Ausmaß der unspezifischen granulozytären Immunantwort

verstärkt. Die IL-8 Expression und die Prävalenz der schweren Gastritis waren bei

Patienten, die mit BabA+ Stämmen infiziert waren, bedeutend höher als bei Patienten

mit anderen Stammtypen. In einem in vitro Kokulturmodell wurde dann gezeigt, daß die

IL-8 Sekretion aus epithelialen Zellen maßgeblich von der Bakteriendichte abhängt. Je

höher die Bakterienzahl, desto höher war die IL-8 Sekretion aus Epithelzellen.

Schließlich konnte demonstriert werden, daß BabA entscheidend die

Kolonisationseigenschaften des Keimes beeinflußt. Die verstärkte Adhärenz der BabA+

Keime bietet offensichtlich Schutz vor Elimination durch peristaltische Bewegungen

und Ausschwemmung mit der luminalen Flüssigkeit und erlaubt somit eine

Kolonisation mit erhöhter Dichte. Dies führt zu einer erhöhten IL-8 Sekretion mit

konsekutiv verstärkter Inflammation und  mukosalem Schaden führt. Dieses Modell der

BabA-vermittelten Pathogenese beschreibt einen neuen Mechanismus bakterieller

Pathogenität und erweitert das Verständnis der H. pylori induzierten Pathogenese.
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