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1 EINLEITUNG

Jahrzehntelang war man der Meinung, dass eine isctan bakterielle Besiedelung des
Magens aufgrund seines aggressiv-sauren Milieust mglich ist, obwohl der Pathologe
Krienitz bereits 1906 ,Uber das Auftreten von Spiraeten verschiedener Form im
Mageninhalt bei Carcinoma ventriculi* berichteteri@fitz 1906). Dieser Befund geriet in
Vergessenheit bis den beiden Australiern Warren Madshall 1983 die Wiederentdeckung
und erfolgreiche Kultivierung eines spiralférmig€aims aus Magenbiopsien gelang (Warren
et al. 1983). Diese Bakterien, die seit 1989 taxwigoh in die eigene Gatturigelicobacter
eingeordnet werden, l6sten eine wahre Renaissard8astritisforschung aus, in deren Folge
die Pathophysiologie und Therapie des Magen- unodBoalulkus revolutioniert (Rauws et
al. 1988, Kuipers et al. 1995a, Ernst et al. 26@0d et al. 2004) und die Assoziation mit dem
MALT-Lymphom des Magens (Mueller et al. 1999), détagenkarzinom (Nomura et al.
1991, Parsonnet et al. 1991, Uemura et al. 200d)dem M. Ménétrier hergestellt werden
konnte (Wood et al. 1998).

Trotz der weltweiten intensiven Forschung sind dein Gebiet der Pathophysiologie
hinsichtlich des Ablaufs einer vddelicobacter pyloriinduzierten Gastritis, angefangen von
der Besiedelung des Magens und einer dadurch iig Gasetzten Signalkaskade bis hin zur
Infiltration der Lamina propria mit Leukozyten, Zagiche Fragen ungeklart. In-vivo- und In-
vitro-Untersuchungen an Magenbiopsien bzw. einergéné&arzinomzellinie auf der
Transkriptionsebene einer durcHelicobacter pylori induzierten Chemokinproduktion
kénnten somit einen weiteren Baustein innerhalbaftévierten Signalkaskade liefern und zu

einem besseren pathophysiologischen Verstandriggen.



1.1 Das Bakteriunilelicobacter pylori

1.1.1 Epidemiologie

Nach Angaben der WHO wird die weltweite Infekticater mitH. pylori auf ungefahr 50%
geschatzt (International Agency for Research onc€nWHO, 1994). Die Pravalenz beim
Erwachsenen schwankt je nach geographischer Regnoh Alter von 10-50% in den
Industrienationen bis zu 80-90% in den Entwickluagdern (Rothenbacher et al. 2003). Die
Eurogast-Studie (The Eurogast Study Group, 1983)Jeren Rahmen die Pravalenz innerhalb
von 17 Regionen in Europa, Nordafrika, USA und dapatersucht wurde, zeigte eine
Gesamtpravalenz von 35% innerhalb der Gruppe d&42ahrigen und von 62% innerhalb
der Gruppe der 55-64 jahrigen Studienteilnehmernaleh Region fanden sich erhebliche
Differenzen bezuglich der Pravalenzrate. Sie lageihalb der Altersgruppe der 25-34
jahrigen Personen z.B. in Danemark bei 15%, incBealand bei 55% und in Polen bei 69%,
innerhalb der Altersgruppe der 55-64 jahrigen Re¥adeispielsweise in Danemark bei 30%,
in Belgien bei 54% und in Griechenland bei 75%.

In der Bundesrepublik Deutschland liegt nach Unigisngen des Robert Koch-Instituts
(Seher et al. 2000) die Gesamtpravalenz bei 40P&rivalb der Studienteilnehmer konnte mit
dem Alter ebenso ein deutlicher Anstieg der Pramlgon 21,7% (Gruppe der 18-29
jahrigen) auf 60,5% (Gruppe der 70-79 jahrigenjgestellt werden. Da heutzutage davon
ausgegangen wird, dass die Infektion it pylori hauptsachlich in der Kindheit erfolgt,
unbehandelt zumeist lebenslang persistiert (Weld). €994, Rothenbacher et al. 2000) und
die Neuinfektionsrate gering ist, sie lag z. B.arivalb untersuchter Kollektive von Cullen et
al. (1994) und Kuipers, Uyterlinde et al. (1995)yahschnittlich bei 0,3% pro Jahr, wird der
Anstieg der Pravalenz mit dem Lebensalter als &amiportenphédnomen interpretiert. Das
bedeutet, dass die Infektionsrate wahrend der K&ihdter heute alteren Generationen héher
lag als wahrend der Kindheit der heute jingereneGaionen (Banatvala et al. 1993,
Roosendaal et al. 1997). Erklart wird dieser Ruokgder Infektionsrate durch verbesserte
soziobkonomische Faktoren, wie z.B. Einkommen, Wilgl und Geschwisterzahl, deren
Einflu3 auf die Pravalenzrate sich auch in der Btuwdn Seher et al. zeigte. So wiesen
Personen der Unterschicht eine Pravalenzrate vg@@?®@uf, wohingegen bei Angehdrigen
der Mittel- bzw. Oberschicht eine Infektionsratenv89,3 bzw. 28,9% ermittelt werden
konnte. Diesen Untersuchungsbefund erklarten di@rn auch als hauptverantwortlich fir

den deutlichen Unterschied innerhalb der Pravasezewischen den neuen (48,5%) und



alten (37,9%) Bundeslandern. Ebenso konnte in diétedie eine erhdhte Pravalenzrate mit
steigender Geschwisterzahl nachgewiesen werden.

Neben soziodkonomischen Faktoren spielen in denushniénationen die ethnische
Abstammung und das Geburtsland eine betrachtlidiie RPerez-Perez et al. 2004). In einer
seroepidemiologischen Studie, die die Pravalemznab@ Deutschen und Turken im Rahmen
eines Krankenhausaufenthaltes bestimmte, konnte @esamtpravalenz von 13,1% bei in
Deutschland lebenden Turken, von 30,4% bei in dérkdi geborenen und jetzt in
Deutschland lebenden Turken und von 44,5% bei in @érkei lebenden Tirken
nachgewiesen werden (Porsch-Ozcurumez et al. 20BB). erheblicher Einfluss der
ethnischen Abstammung konnte auch mit Hilfe vondemiologischen Studien an
Schulkindern in Deutschland gezeigt werden. Inrer@ersuchung von Grimm et al. (2003)
wurde eine Pravalenzrate bei deutschen Kindern7yb¥ und bei ausl&ndischen Kindern von
28,2% bestimmt. Einen ahnlich erheblichen Anstiey &ravalenzraten bei Kindern in
Abhangigkeit von ihrer ethnischen Abstammung zeigtétersuchungen in Deutschland
(Rothenbacher et al. 1999, 2002) und in der Sch{Baishauser et al. 1999).

Hinsichtlich der Infektion, die durch die orale Asahme des Bakteriums erfolgt, scheint die
Ubertragung innerhalb der Familie, und insbesondem@ der Mutter auf das Kind, der
wesentliche Ubertragungsweg zu sein (Rothenbadhal. 2002, Kivi et al. 2005). Hierfir
sprechen die im Rahmen von DNA-Typisierungen nasfegenen hohen Konkordanzraten
der innerhalb einzelner Familien und bei Mutter ufidd gefundenerH.-pylori-Stamme
(Bamford et al. 1993, Kivi et al. 2003, Konno et2005).

Beziiglich des Ubertragungsweges wird von einem-amalen und/oder fakal-oralen Weg
ausgegangen, schlussfolgernd aus der erfolgreishdtivierung des Keims aus Vomitus,
Speichel und Faeces (Leung et al. 1999, Parsohmaét ¥999, Kivi et al. 2006, Kusters et al.
2006).

Einen weiteren Hinweis auf einen oral-oralen Ulagtingsweg zeigten Studien aus
Deutschland, bei der die Pravalenzraten bei Kinddenen Mutter rauchten, niedriger waren
(Brenner et al. 1998, 2000). Jedoch sei angemaaks in den Entwicklungslandern ein fakal-
oraler Ubertragungsweg oder andere auRerfamiliaréektionsquellen vermutlich
vorherrschend sind (Rothenbacher et al. 2003).



1.1.2 Morphologie und Physiologie

Das BakteriunHelicobacter pylorigehort zur Gruppe der gramnegativen Bakterienderin
typischen Zellwandaufbau aus innerer Zytoplasmamamkdinner Mureinschicht und der
auBeren Membran mit seinem Lipopolysaccharid (LR® wichtigsten Bestandteil.
Morphologisch trittH. pylori als einfach gebogenes, bis zu 3 Windungen spiraifis,
Stabchen auf. An einem Pol besitzt es 6-8 Flagetlenihm hohe Beweglichkeit verleihen
und als charakteristisches Merkmal von einer menastegen Hille umgeben sind. Als
weitere ldentifizierungsmerkmale gelten ein staokifiver Urease-, sowie positiver Oxidase-
und Katalasetest, keine Nitratreduktion und keirippHrat-Hydrolyse, der Nachweis von
Gamma-Glutamyltranspeptidase, sowie Resistenz gdgmaxidinsdure und Sensibilitat

gegen Cefalotin (Suerbaum 2000).

1.1.3 Virulenzfaktoren

Nach Suerbaum (2000) werden als Virulenzfaktorehigk&iten eines pathogenen Keims
definiert, die ihm erlauben ,eine bestimmte Okosofie Nische im Korper des Wirts zu
kolonisieren und sich dort trotz der Immunantwortndu der unspezifischen
Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus zu vermehren*

Fur H. pylori sind eine Vielzahl von Virulenzfaktoren bekanntadWfolgend soll eine
Ubersicht Uber die wesentlichen Faktoren gegebed ime Hauptfunktionen Kkurz
beschrieben werden.

Als wichtiger Faktor gilt das Enzym Urease, daslén Lage ist Harnstoff in Ammoniak und
Kohlendioxid zu spalten und dem Keim, durch Neugratlung der Magensaure, das
Uberleben bis zum Erreichen der schiitzenden Mab#gisthaut sichert und die Besiedelung
des Magens ermoglicht (Mobley et al. 1997). Es vau$ 6 grof3en (UreB) und 6 kleinen
(UreA) Untereinheiten gebildet, besitzt eine Moliekmasse von ca. 550 kDa und enthéalt 12
Nickelatome, die fur die Enzymaktivitat wesentlgind (Mobley et al. 1997). Reguliert wird
die Ureaseaktivitat durch den pH-abhangigen Haftkstioal Urel, der bei pH-Werten im
saueren Bereich den Zustrom von Harnstoff ins Agiopa ermoglicht und sich bei neutralen
pH-Werten schliel3t (Weeks et al. 2000).

Ein weiterer wichtiger Faktor, dét. pylori das dauerhafte Uberleben im sauren Magenmilieu

gewahrleistet, ist seine hohe Motiliat. Diese wiindh hauptsachlich durch seine Flagellen



verliehen und ermdglicht ihm, das mit schitzenderaki$ bedeckte Magenepithel zu
erreichen und dort langfristig zu persistieren éhbsns et al. 1997).

Als weitere wichtige Eigenschaft zur KolonisatioesdVlagens zahlt auch die Fahigkeit der
Bindung (Adharenz) des Keims an die Zellen des Mapggheliums. Hierfur besitad. pylori
mehrere sog. Adhasine, die spezifisch an RezepteoanMagenzellen anbinden kénnen
(Kamiya et al. 2002). Mit am besten untersuchtiag Adhasin BabA, ein Protein der dulR3eren
Membran mit einer Molekularmasse von 78 kDa, dagslas Lewis-B-Blutgruppenantigen
anbindet (llver et al. 1998). AuRerdem ist bekadas Personen, die rit-pylori-Stammen
infiziert sind, die das BabA-Adhasin besitzen, Igerf von H.-pylori-assoziierten
Folgeerkrankungen betroffen sind, als Personemnd€eim das BabA-Adh&sin nicht bildet
(Guruge et al. 1998).

Die erste Beschreibung einer zytotoxischen WirkumigH. pylori erfolgte 1988 durch Leunk
et al., die beobachteten, dass die Uberstandétvylori Isolaten die Bildung von Vakuolen
im Zytoplasma von eukaryontischen Zellkulturen vsaghten. Spater gelang es dieses
vakuolisierende Zytotoxin (VacA), ein 95 kDa-Protetu identifizieren (Cover et al. 1992).
Die Virulenz von VacA wurde an zahlreichen Tiermiefe untersucht. So fand Ghiara et al.
(1995) nach Verfitterung von VacA-haltigen Zellkuiiberstdnden bei Mausen
Epithelzellschaden, eine Infiltration mit mono- unpolynuklearen Zellen in der
Magenmukosa und eine Verminderung der MukusschitgdHinsichtlich der Fahigkeit zur
Kolonisation scheint VacA keine wesentliche Rolle spielen, da zum einen bei Patienten
Bakterien isoliert wurden, derd&facAGene inaktiv waren und zum anderen VacA-negativen
Bakterienstammen im Tiermodell eine erfolgreicheldkgation gelingt (Suerbaum et al.
2002). Jedoch fanden sich Wildtypen udnpylori hinsichtlich der Kolonisation gegeniber
VacA-negativen Mutanten Uberlegen (Salama et @120

Untersuchungen desVacAGens und des zugehdrigen Proteins zeigten je nach
Bakterienstamm eine hohe Variabilitat, die sich Aasmal3 der Proteinexpression, des
vakuolisierenden zytotoxischen Effekts und dem \WEgem an bestimmte Zelltypen
anzubinden, aul3erte (Atherton et al. 1995, Pagéiatcal. 1998).

Das Uber die duRere Membran und nach Proteolysegabgne Zytotoxin (Wandersmann
1992) hat die Tendenz ein Oligomer in Form einesd®e zu bilden (Lupetti et al. 1996), das
bei sauren oder basischen pH-Werten in die aktisaamere Form Ubergeht (Cover et al.
1997). Nach dem Anbinden des monomeren Zytotoxmsiaen Zellrezeptor bildet es einen
Anionen-selektiven und spannungsabhangigen Kanathdwvelchen Bicarbonate und

organische Anionen freigesetzt werden, die vermhuitier Nahrstoffversorgung véh pylori



dienen (Szabo et al. 1999). Nach Endozytose dem3 &wmmt es durch die Fusion zwischen
frihen und spaten Endosomen zur Bildung von Vaku¢®&alama et al. 2001), flr deren
Bildung auch eine vakuolare ATPase (VATPase) notigeist und die zum Anschwellen der
Vakuolen fiuhrt. Durch Hemmung der vATPase ist eirakuolenbildung nicht mdglich
(Cover et al 1993, Papini et al.1993).

Es wird angenommen, dass durch die Behinderungndgslichen Reifungsprozesses von
Endosomen die Antigen-Bearbeitung und -Prasentagememmt wird. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass VacA auch die Reifung von &wmygen und deren Fusion mit
Lysosomen in Makrophagen hemmt und somit ein ld@wyedberleben innerhalb der
Wirtszelle gewahrleistet (Zheng et al. 2003). Nelden Vakuolenbildung fihrt VacA auch
zur Freisetzung von Cytochrom c¢ aus Mitochondriemim@anen und induziert somit die
Zellapoptose (Galmiche et al. 2000).

H.-pylori-Stamme werden je nach der Expression von VacA emem weiteren
Virulenzfaktor, dem sog. zytotoxin-assoziierten igah (CagA), in Typ-I- oder, bei deren
Fehlen, in Typ-ll-Stdmme eingeteilt. Typ-I-Stdmmads bei Patienten in westlichen
Industrienationen haufiger mit einer Duodenitis,neen Duodenalulkus und einem
Magenkarzinom assoziiert als Typ-ll-Stdmme, wobéeser Zusammenhang an z.B.
japanischen oder chinesischen Populationen nicthgeaviesen werden konnte (Pan et al
1997, Shimoyama et al. 1997).

Die Expression des CagA-Proteins, das eine varidbdéekularmasse von 120-140 kDa
besitzt und stark immunogen ist (Covacci et al.319Bummuru et al. 1993), ist an das
Vorhandensein der sogag Pathogenitatsinset&gPAl) gekoppelt und wird heutzutage als
dessen Marker betrachtet (Censini et al. 1996)eNelem Gen fur das CagA-Protein kodiert
die cag Pathogenitatsinsel auch ein sog. Typ-IV-Sekretigsiem (T4SS), das, wie
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigtemereiPilus bildet (Kwok et al. 2007,
Rohde et al. 2003) und die Injektion von CagA (Quteit et al. 2000) und den Ubertritt von
Peptidoglykanen (Viala et al. 2004) in die Wirtsgebrmaoglicht. T4SS bindet Uber das
Adhasin CagL an das Integrinf; und bewirkt, durch dessen Aktivierung, schlief3lgdm
Transport von CagA in die Wirtszelle. In der Widge wird CagA phosphoryliert (Asahi et
al. 2000, Stein et al. 2000) und bindet an verstdne Zellproteine, die eine SH2-Domane
enthalten. Bisher wurden in diesem ZusammenhangTgiesin-Phosphatase Shp-2, die
Tyrosin-Kinase Csk und das Adaptorprotein Crk basblen (Higashi et al. 2002, Tsutsumi
et al. 2003, Suzuki et al. 2005), die alle dreilateraktionspartner bei der duréh-pylori-

induzierten Umgestaltung des Aktinzytoskeletts dRmdle spielen. Daneben sind auch von



der Phosphorylierung unabhéangige Effekte von Cagkabnt, wie u.a. das Zerreil3en von
Tight junctins oder das Anstol3en proliferatorisained proinflammatorischer Signalkaskaden
(Backert et al. 2008). Ausgehend von der Beobachtutass neben CagA-positiven
Bakterienstammen auch CagA-negatilepylori-Mutanten in der Lage sind die Bildung von
IL-8 in der Wirtszelle zu induzieren (Crabtree, Xgaet al. 1995, Sharma et al. 1995) wurde
davon ausgegangen, dass das CagA-Protein keinenthese Rolle in der Induktion von
Chemokinen spielt. Unterstitzt wird diese Annahrae gden Untersuchungen von Fischer et
al. (2001), die einzelnen Gene damg Pathogenitatsinsel der Reihe nach Uberpriftenzund
der Ansicht gelangten, dass diag Pathogenitatsinsel kein Effektorprotein codiegs diber
das Typ-IV-Sekretionssystem in die Wirtszelle ggtaond zur Induktion von IL-8 flhrt.
Auch zeigten Censini et al. (1996) und Selbach let(2002) mit Hilfe von gezielt
durchgefuhrten Mutationen in einzelnen GenenaderPAl, dass die Induktion von IL-8 an
ein intaktes T4SS gebunden ist, aber unabhéangig@agA-Protein erfolgt. Jedoch entdeckte
erst kirzlich Brandt et al. (2005), dass, neben \aer Viala et al. (2004) beschriebenen
Aktivierung von NF-kB (Nuklearfaktor kappaB) und duktion von IL-8 durch
Peptidoglykane, die Uber dass Typ-IV-Sekretionssysin die Wirtszelle gelangt sind, auch
CagA in der Lage ist Uber eine 2. Signalkaskade<Rzu aktivieren und die IL-8 Produktion
zu induzieren.

Ein weiterer Virulenzfaktor vorH. pylori ist das Neutrophilen-aktivierende Protein (HP-
NAP), ein 150 kDa schweres Protein, das bei nehil@p Zellen einerseits die Adhasion an
Endothelzellen fordert und andererseits die Pradokvon Sauerstoffradikalen induziert
(Evans et al. 1995). Satin et al. (2000) konnteinHiife eines gereinigten und rekombinierten
HP-NAP seine chemotaktische Wirkung auf neutrophdellen und Monozyten des
Menschen zeigen. Auch konnten sie die hohe Immumtigevon HP-NAP durch den
Nachweis spezifischer Antikérper im Serum von 60%eg mit H. pylori infizierten

Patientenguts belegen.

1.1.4 Diagnostik

Zum Nachweis einer Infektion mitelicobacter pyloristehen zwei Gruppen an Testverfahren
zur Verfigung, zum einen die invasiven Tests, dieBiopsien aus dem Antrum und dem
Corpus der Magenschleimhaut durchgefthrt werded, zum anderen die nicht-invasiven

Tests. Nachfolgend wird eine Ubersicht tber die htigsten invasiven (Urease-Test,



Histologie, Kultur, PCR) und nicht-invasiven Tes($°C-Harnstoff-Atemtest, Stuhl-
Antigentest, Antikorpertests) gegeben.

Der Urease-Test, der unmittelbar im Rahmen einest@s&opie durch die Entnahme von
Biopsien aus dem Antrum und dem Corpus durchgefitind, basiert auf der bakteriellen
Produktion von Urease, die Harnstoff in Ammoniakd udohlendioxid spaltet und somit
durch den Farbumschlag eines pH-Indikators in eihamstoffhaltigen Medium ein rasches
Testergebnis liefert (Mégraud et al. 2002). Es gischiedene kommerzielle Tests, deren
Sensitivitat zwischen 70-97% und Spezifitat zwiscB8 und 100% liegt (Lee et al. 1994).
Auch histologisch kann der Nachweis einer Infektimit aus dem Antrum und Corpus
entnommen Biopsien gefuhrt werden. Dieser ist beedhirch eine Routinefarbung mit Eosin
und Hamatoxilin moglich, besser geeignet sind jad8pezialfarbungen wie die Warthin-
Starry-Farbung oder eine modifizierte Giemsafarb(Niius et al. 2000). Die Sensitivitéat
wird je nach Studie mit 92-100%, die Spezifitdt 88:100% angegeben (Nilius et al. 2000).
Ein Nachteil histologischer Nachweisverfahren i&t Abhangigkeit von der Erfahrung des
jeweiligen Untersuchers, ein Vorteil die Moglichikeliie Magenmukosa mit zu beurteilen
(Mégraud et al. 2002).

Als Goldstandard in der Diagnostik gilt die kultlee Anziichtung vonH. pylori aus
Magenbiopsien, da bereits nur wenige Keime zurlgméachen Kultivierung ausreichend sind
(Nilius et al. 2000). Die Anzichtung des Keims &gfowie unter 2.7.2. beschrieben. Bis
Kolonien sichtbar werden ist ein Minimum von 3 Tageotwendig. Die ldentifizierung
erfolgt mikroskopisch und durch den Nachweis tyjpgscphysiologischer Merkmale, wie sie
unter 1.1.2 angegeben sind (Mégraud et al. 2002).

Ein weiteres Verfahren mit hoher Sensitivitat unue&fitat ist der Nachweis spezifischer
DNA-Abschnitte vonH. pylori aus Magenbiopsien mit Hilfe der PCR und entspredbe
Primer (Mégraud et al. 2002). Bezlglich des Priszger Durchfihrung sei auf die
ausfuhrliche Darstellung im Methodenteil (Absch@ittverwiesen.

Als Vertreter der nicht-invasiven Tests sei d&-Harnstoff-Atemtest genannt, der ebenso
wie der Urease-Test auf dem Nachweis bakterielleake beruht. Hierzu muf3 der Proband
3C-Harnstoff oral zu sich nehmen, das von UreasE@®, und Ammoniak abgebaut und
tber die Atemluft abgegeben wird. SchlieRlich warthand einer Atemprobd&CO; in einem
Massen- oder Infrarotspektrometer gemessen. B@rHarnstoff-Atemtest besitzt eine
Sensitivitat und Spezifitat von Gber 90%, ist vomtéfsucher unabhangig und hat seine
Indikation als Screening-Test und als Kontrollustehung nach stattgehabter

Eradikationstherapie (Mégraud et al. 2002).



Daneben spielt auch der serologische Nachweis m Eistdiagnostik eine Rolle. Der
Infektionsstatus wird tber den Nachweis von IgG#&rpern im Serum, die gegen
spezifische Antigene voRl. pylori gerichtet sind, gefuhrt. Hierzu steht eine Vielzah
kommerziellen ELISAs zur Verfugung, deren Sendiivizwischen 79,9 und 99,3% und
Spezifitat zwischen 86,5 und 98,6% liegt (Feldmiaal €1995).

Ein weiterer nicht-invasiver Test ist der Stuhl-Wentest, bei dem im Patientenstuhl
Antigene vonH. pylori mit Hilfe spezifischer Antikorper und einem ELIS#achgewiesen
werden konnen (Mégraud et al. 2002). Der Test iisfaeh auszufuhren, bedarf keinerlei
spezieller Transportbedingungen und erreichte mereeuropaischen Multizentrumsstudie
eine Sensitivitat von 94,1% und eine Spezifitat 9&rB% (Vaira et al. 1999).

Erfolgte im Abschnitt 1.1 die Darstellung wichtigeigemeiner Aspekte Uber das Bakterium
H. pylori wird nun im Abschnitt 1.2 eine Ubersicht Gber Rimk, Aufbau, Ursprung und

Einteilung von Chemokinen gegeben, die, neben ieteiligung an verschiedensten
Erkrankungen, auch in der Pathophysiologie d&rpylori-assoziierten Gastritis eine

wesentliche Rolle spielen.
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1.2 Chemokine

1.2.1 Funktion und Chemokin-bildende Zellen

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, die als isteden des Immunsystems und bei
Entzindungen eine entscheidende Rolle spielen wrdndHauptaufgabe darin besteht,
Leukozyten anzulocken (Baggiolini 1998, 2001). Edde 80er Jahre wurde mit Interleukin-8
(IL-8, CXCLB8) das erste Chemokin entdeckt, mittlei werden beim Menschen an die 50
Chemokine und 20 Chemokin-Rezeptoren beschriebaggiBlini 2001). Tabelle 1 gibt eine
Auswahl an CXC- und CC-Chemokinen mit ihrem Namehrer systematischen

Bezeichnung, ihrem Genort und dem jeweiligen Rexepteder (Baggiolini 2001).

Tab. 1: Auswahl an CXC- und CC-Chemokinen (nachggami 2001)

CXC-Chemokine

Name (Abkirzung) systematische Genort Rezeptor
Bezeichnung
-growth regulated proteis, f undy |CXCL1, -2 und|4q21.1 CXCR2

(GROaq, B undy) -3

-epithelial cellderived neutrophil CXCL5 4921.1 CXCR2
activating peptide 78 (ENA-78)

-interleukin-8 (IL-8) CXCL8 4921.1 CXCR1, CXCRZ

CC-Chemokine

Name (Abklrzung) systematische Genort Rezeptor
Bezeichnung

-monocyte chemoattractant protein ICCL2 17911.2 |CCR2

(MCP-1)

-macrophage inflammatory protein 1CCL3 17912 CCR1,CCR5

(MIP-10)

-macrophage inflammatory proteif 1CCL4 17912 CCR5

(MIP-1p)

-regulated on activation normal T cglCCL5 17912 CCR1, CCRS,

expressed and presumably secreted CCR5

(RANTES)

Produziert werden Chemokine beispielsweise im Rahnder Immunabwehr bei
Entzindungen von Leukozyten und einer Vielzahl Gewebezellen. Tabelle 2 nennt eine
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Auswahl an Chemokin-bildenden Zellen, die im Rahmam in vitro durchgefiihrten
Stimulierungsversuchen, mit Hilfe von proinflammaohen Zytokinen wie Interleukinel
und -1, TNFo oder dem Endotoxin voscherichia col(LPS), identifiziert werden konnten.

Tab. 2: Auswahl an Chemokin-produzierenden Zelterly Baggiolini 1994)

Chemokin Quelle

Interleukin-8 Monozyten/Makrophagen, neutroph. Gtamyten, T-Lymphozyter
Endothelzellen (HUVEC: Human umbilical vein enddidecell),

-

Epithelzellen z.B. der Niere, Leber und Lunge, élitasten z.B. de

\*2)

Lunge und Haut, Astrozyten, Chondrozyten, Tumoezrelt.B. de:

Melanoms, Nieren- und Lungenkarzinoms, usw.

ENA-78 neutroph. Granulozyten, Monozyten, Epite#én des Nierenkortex
und der Lunge, Endothelzellen, usw.

MCP-1 Monozyten, Endothelzellen der Aorta und Lyngpithelzellen der
Lunge und Retina, Keratinozyten, Fibroblasten derdge, usw.

MIP-1a T- und B-Lymphozyten, Fibroblasten der Mundholkay.

MIP-113 Monozyten, T- und B-Lymphozyten, Fibroblastier Lunge, usw.

RANTES T-Lymphozyten, Thrombozyten

1.2.2 Aufbau und strukturelle Einteilung

Chemokine bestehen aus 70-130 Aminosauren undltmhaer charakteristische Cysteine.
Je nachdem, ob sich zwischen den ersten beiderei@gstder Aminosauresequenz eine
weitere Aminosaure befindet oder beide Cysteineitialibar aufeinanderfolgen, werden zwei
Hauptgruppen, die CXC- und CC-Chemokine (auchoealsind B-Chemokine bezeichnet),

unterschieden. Zwischen dem ersten und drittendenda zweiten und vierten Cystein werden
zwei Disulfidbriicken gebildet, die dem Protein eédadimensionale Faltung verleihen und fur
die biologische Aktivitat der Chemokine wesentligt (Baggiolini 2001). Als weitere

strukturelle Gemeinsamkeiten weisen die Chemokméaerminalen Ende des Proteins eine
kurze, aus 3-10 Aminosauren bestehende Sequenzliauflem ersten Cystein vorausgeht.

Des weiteren befindet sich am C-terminalen Ende eiklelix, die aus 20-60 Aminosauren
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gebildet wird und aulRerdem zwischen dem zweiten wuedten Cystein antiparallel
verlaufendep-Strange, die Uber Schleifen miteinander verbunsiea (Baggiolini 1998,
2001).

1.2.3 Rezeptorbindung und biologische Aktivitat

Damit Chemokine an ihren Zielzellen biologisch aktierden kénnen ist sowohl die Bindung
an einen der entsprechenden Chemokin-Rezeptoren,ads 7-Transmembran-Helices
aufgebaut und an ein G-Protein gekoppelt sindaath dessen Aktivierung notwendig. Fur
Chemokine konnten hierfir zwei wesentliche Regiommererhalb des Chemokin-Proteins
ausfindig gemacht werden. Zum einen die Schleifgorezwischen dem zweiten und dritten
Cystein mit dem das Chemokin an seinen Rezeptanaetb(sog. ,docking domain®), zum
anderen eine Region im amino-terminalen Abschrlie den Rezeptor aktiviert (sog.
»riggering domain®) (Baggiolini 2001). Fur eine &zahl der CXC-Chemokine, wie z.B. IL-
8 und ENA-78, konnte fir die Aktivierung der beidénr8 Rezeptoren (CXCR1 und
CXCR2), im N-terminalen Abschnitt die sogenanntdRERequenz, die von den Aminosauren
Glutaminsaure, Leucin und Arginin gebildet wirdsblerieben werden (Baggiolini 1994).

In vitro und in vivo durchgefuhrte Stimulierungssechen mit Leukozyten sind fir
Chemokine eine Vielzahl biologischer Wirkungen destellt worden. So bewirken
Chemokine bei Leukozyten beispielsweise eine ragdrednderung, die als Ausdruck fir
die Chemotaxis gilt, eine Hochregulierung und Aidiung von Integrinen, die Leukozyten
ermoglicht an Endothelzellen anzubinden und darsn Gewebe auszuwandern (Springer
1994), eine Erhdhung der intrazellularen freieA*@®nzentration, die Produktion bioaktiver
Lipide und die Freisetzung intrazellular gespeitdrer Proteasen aus neutrophilen
Granulozyten, Monozyten, CD8+ T-Lymphozyten undiriathen Killerzellen, Histamin aus
basophilen Granulozyten und zytotoxischen Proteimers eosinophilen Granulozyten
(Baggiolini 1994, 2001).

1.2.4 Funktionelle Einteilung

Neben der oben erwahnten strukturellen Einteilum@XC- und CC-Chemokine lassen sich
Chemokine auch nach ihrer Funktion in zwei Grupgiteilen, ndmlich in inflammatorische
und sogenannte ,homing“-Chemokine. Inflammatoris€teemokine, deren Hauptaufgabe

darin besteht Leukozyten anzulocken, werden votewieerschiedenen Gewebezellen und
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eingewanderten Leukozyten nach Induktion durch &akmtoxine und inflammatorischen
Zytokinen wie TNF, IL-1 oder Interferonen gebildéth Gegensatz dazu werden die sog.
~-homing“-Chemokine konstitutiv vorwiegend im Lympéngebe gebildet und dienen z.B. der

Migration von Lymphozyten innerhalb des ImmunsyséBaggiolini 2001).
1.2.5 Erkrankungen
Fur eine Vielzahl von Erkrankungen konnte im ergspenden Tiermodel die Beteiligung

von Chemokinen an der Pathogenese gezeigt weradell& 3 gibt einen Uberblick tber die

Vielfalt der entsprechenden Erkrankungen beim Meesc

Tab. 3: Ubersicht tiber Chemokine und ihre Beteiligan einzelnen Krankheitsbildern beim
Menschen (nach Gerard et al. 2001)

Kategorie Erkrankungen

Autoimmunerkrankungen Rheumatoide Arthritis, syssetmer Lupus erythematodes,

Multiple Sklerose

Transplantatabstol3ungen Abstol3ung von homologent ldder Nierentransplantaten

Infektionen Akute und chronische bakterielle undraMd Infektioner
(insbesondere HIV), Sepsis

Entzindungen oder Allergien Asthma, Arthritis, @eliPsoriasis

Neoplasien Leukozytenrekrutierung bei Neoplasiamgiégenese

Vaskulare Erkrankungen Atherosklerose, Bluthochkir&®eperfusion bei Ischamie

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das Augenmerk dieser Arbeit richtete sich auf dighBphysiologie und insbesondere auf den
Ablauf einer vonHelicobacter pyloriinduzierten Gastritis. D&l. pylori ein nicht-invasives
Bakterium ist, missen entweder bakterielle Produkie durch die Epithelbarriere gelangen,
Makrophagen anregen und/oder das Bakterium stimualiegch seinen unmittelbaren Kontakt
das Epithelium. Durch diese beiden denkbaren Adtiingswege konnten Mediatoren

freigesetzt werden, die in der Lage sind Leukozytem Auswandern aus Blutgefal3en zu
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veranlassen. In zahlreichen In-vivo- und In-vitratersuchungen konnte bereits eine
gesteigerte Expression des CXC-Chemokins IL-8 nawiesen werden (Crabtree et al. 1994,
Crowe et al. 1995, Fan et al. 1995, Huang et @51%harma et al. 1995, Yamaoka et al.
1995). Die Aufmerksamkeit richtete sich nun insimeleve auf das CXC-Chemokin ENA-78,
dessen gesteigerte Expression bei chronischen D&imelungen beschrieben wurde
(Z'Graggen et al. 1997), und eine Auswahl an CCnlitenen (RANTES, MIP-d, -183,
MCP-1). Mit Hilfe von In-vivo-Untersuchungen an Magiopsien und In-vitro-
Untersuchungen an einer Epithelzellinie eines hianakdenokarzinoms des Magens (AGS)

wurde im Besonderen folgenden Fragen nachgegangen:

Findet sich in Biopsien von Patienten vermely® lund ENA-787?
Lasst sich dies mit Hilfe der quantitativen PIDRENA-78 exakt bestimmen?

Ist auch die Transkriptionsrate ausgewahlter@@mokine gesteigert?

P 0N

Besteht eine Korrelation zwischen dem Auspraggragl der Gastritis und der

Transkriptionsrate einzelner Chemokine?

5. Lassen sich die in vivo an Magenbiopsien gewnaneErgebnisse hinsichtlich der
Chemokintranskription auch in vitro an der verweteth Epithelzellinie simulieren?

6. Besteht in vitro bezuglich des Transkriptionsbeg zwischen 1I-8 und ENA-78 ein

zeitlicher Unterschied?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studienteilnehmer

Die Magenbiopsien stammten von Patienten der Qfigcnen Klinik des Klinikums
GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitat Mueadh die aufgrund dyspeptischer
Beschwerden einer endoskopischen Untersuchung deero Gastrointestinaltraktes
unterzogen wurden. Als AusschlulZkriterien fur digfahme in die Studie galten Malignom-
und Stoffwechselerkrankungen, eine Immunsuppressioneine aus der Anamnese bekannte
Magenoperation. AulRerdem wurden Personen, dieWiechen vor Entnahme der Biopsie
Antibiotika, Wismut-Praparate, Protonenpumpenirtbiigin, Steroide oder nichtsteroidale

Antirheumatika eingenommen haben, nicht bertckigjtht

2.2 Gewinnung und Lagerung der Magenbiopsien

Die Biopsien wurden aus der Tunica mucosa des Magemms, dem priméaren
Ansiedlungsort des Keims, endoskopisch entnommemmittelbar nach der Entnahme
wurden die Gewebeproben fir die molekularbiologgscHntersuchungen in flissigen
Stickstoff gegeben und anschlie3end bis zur weiteerarbeitung bei -80°C eingelagert. Die
Gewebeproben fur die histologischen Untersuchungearden in 3,7%iger (v/v)

Formalinlésung konserviert.

2.3 Histologische Untersuchungen der Magenbiopsien

Durch histologische Untersuchungen der Magenbiopsie von Herrn Prof. Dr. Stolte vom
Pathologischen Institut am Klinikum Bayreuth durefidirt wurden, wurde der
Auspragungsgrad der Gastritis, gemall dem histalogrs Teil der Klassifikation der
Gastritiden, nach dem aktualisierten Sydney-Systemon et al. 1996) ermittelt. Hierbei
wurde entsprechend dem Ausmald der Infiltration da&mina propria mit neutrophilen
Granulozyten der Grad der Aktivitat der Gastritig ainer Skala von ,nicht aktiv* (Grad 0)
Uber ,geringgradig aktiv* (Grad 1) und ,mittelgrgdaktiv* (Grad 2) bis ,hochgradig aktiv*
(Grad 3) bestimmt. Der Grad der Chronizitat dert@a&swurde entsprechend dem Ausmald
der Infiltration der Lamina propria mit Lymphozytemd Plasmazellen gemaf3 einer Skala

von ,keine krankhafte Veranderung“ (Grad 0) Ubeerigg“ (Grad 1) und ,maRig stark"
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(Grad 2) ausgepragt bis ,stark ausgepragte Verandér(Grad 3) festgelegt. Zusatzlich
wurde mit Hilfe der Versilberungsmethode nach Warttarry, neben dem Nachweis einer

Helicobacter-pylorilnfektion, auch die Dichte der Kolonisation bestim

2.4 Bestimmung deldelicobacter-pyloriinfektionsstatus der Studienteilnehmer

Der Nachweis einer Infektion mielicobacter pylorierfolgte, neben dem bereits unter 2.3
erwahnten histologischen Nachweis, durch die sgiathe Bestimmung des gegdnpylori
gerichteten Immunglobulin G Antikorper-Titers. Ziesem Zweck wurde zunachst allen
Patienten heparinisiertes Blut enthommen, dieses @) g zentrifugiert und der
Serumuberstand bis zur Verarbeitung bei —20°C geladpas Serum wurde dann mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kit (Cekaore, Hoffmann La Roche,
Grenzach-Wyhlen, BRD) auf das Vorhandensein von dmgiobulin G (IgG) Antikorper
gegen H. pylori untersucht. Entsprechend dem Fehlen oder Vorhaedernvon IgG-
Antikdrpern und unter Beriicksichtigung des histadolgen Befundes wurde der Patient der

Gruppe deH.-pylori-negativen bzwH.-pylori-positiven Personen zugeordnet.

2.5 Amplifizierung der Chemokine

2.5.1 Gewinnung der Gesamt-RNA

2.5.1.1 Isolierung

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA aus den Magenzellen Gunica mucosa wurde der
RNeasy" Total-RNA Kit (Quiagen, Hilden, BRD) verwendet. eDiBezeichnung der
Reagenzien wurde aus dem RNétsyandbuch dbernommen und durch Anfihrungszeichen
gekennzeichnet.

Von jedem Patienten standen ca. zwei bis drei statddkopfgrol3e Biopsien zur Verfigung,
die im ersten Arbeitsschritt mit 6Q@ eines ,Lysis-Puffer®, dem friscl-Mercaptoethanol
zugesetzt wurde, in einem 5 ml Reagenzglas lysretthomogenisiert wurden. Hierbei wurde
das Gewebe mit Hilfe des Homogenisators OMNI 2@ld(Laborbedarf, Gauting, BRD) fur
30 bis 60 Sekunden bei mittlerer Stufe mechanisaghklainert. Laut RNeasy Handbuch
werden durch den ,Lysis-Puffer die Zellen unmit@t lysiert und ein vollstandig
denaturierendes Milieu geschaffen, durch welchesrmdmer vorhandenen RNAsen blockiert
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werden. Anschliel3end wurde das Lysat in ein Eppeégef@R tberfuhrt und drei Minuten bei
10000 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge Biofuge BWeraeus Christ, BRD), um noch nicht
lysierte Zellfragmente abzutrennen. Der dadurclaleghe klare Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und in einem neuen Eppendorfgefal #@%igem Ethanol im Verhaltnis 1:1
gemischt. Danach erfolgte die Trennung der RNA Uteren Bindung an Silikat. Dazu
wurden 60Qul des Lysats auf eine Saule mit einer Silikatmempdie Gesamt-RNA ab einer
Groéf3e von 200 Basenpaaren bindet, gegeben, 15 &skdoei 10000 rpm zentrifugiert und
der erhaltene Durchfluss verworfen. Dieser Schwtirde mit dem restlichen Lysat
wiederholt.

Nun folgten mehrere Waschschritte, um Verunreinggumzu beseitigen. Zunachst gab man
700 ul des Waschpuffers ,RW1" in die Saule, zentrifutpet5 Sekunden bei 10000 rpm und
verwarf den Durchfluss. Daraufhin erfolgte ein zwalige Waschschritt mit jeweils 5Q0
Waschpuffer ,RPE". Das erste Mal wurde 15 Sekundkas, zweite Mal zwei Minuten lang
bei 10000 rpm zentrifugiert. Da der Waschpuffer FRRIs Konzentrat geliefert wird, musste
diesem zuvor 96-100%iger Ethanol zugesetzt werdéischungsverhaltnis Waschpuffer
.,RPE" zu Ethanol = 1:4). Der letztgenannte zweintigel Zentrifugationsschritt ist wichtig,
um die Silikatmembran der Saule zu trocknen, ddearMembran verbleibendes Ethanol mit
nachfolgenden Reaktionen interferieren kann. Zuletzrde die Gesamt-RNA mit Wasser,
das mit dem RNase-Inhibitor DEPC (Diethylpyrocar@pnvorbehandelt wurde, aus der
Silikatmembran eluiert. Zu diesem Zweck gab mampiB®¥asser direkt auf die Membran, liel3
es ca. 10 Minuten einwirken und erhielt, nach emitigem Zentrifugieren bei 10000 rpm,
als Durchfluss das 1.Eluat. Die Saule setzt machdie€end in ein neues Eppendorfgefal}
und wiederholte den oben geschilderten VorgangBjtl Wasser. Auf diese Weise gewann
man das 2. Eluat. Das 1. und 2. Eluat wurde bis wzeiteren Verwendung bei -80°C

eingelagert.

2.5.1.2 Konzentrationsbestimmung und qualitativarBalung

Der Erfolg der RNA-Isolierung wurde mit Hilfe ein€¥hotometers (Spectrophotometer DU
7500, Beckmann, BRD) bestimmt, indem in einer u0Q6sung aus DEPC-Wasser und 1.
bzw. 2. Eluat (Mischungsverhaltnis DEPC-Wasser zubiw. 2. Eluat = 100:1) die
Absorption der Losung bei 260 nm und 280 nm genmessd daraus ihre Konzentration in
ug/ml errechnet wurde. Dabei entsprach 1 Absorpéimieit (AU) einer Konzentration von
30upg/ml RNA. Lag der aus den Absorptionswerten olimete Quotient (A260/A280) im
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Bereich von 1,7 bis 2,0 konnte davon ausgegangedenedass die isolierte RNA einen sehr
hohen Reinheitsgrad besal’3 (RNeasy Handbuch).

Um sicherzustellen, dass wahrend des Isolierungswnges die qualitative Beschaffenheit der
RNA keinen Schaden genommen hat, wurde RNA aufnginEthidiumbromid geféarbtes
1%iges Agarosegel (Promega, Madison, USA) aufgetragNach elektrophoretischer
Auftrennung sind dabei unter UV-Licht zwei schadgbenzte Banden, die bei der RNA
eukaryontischer Zellen der 28S- und 18S-rRNA eetdpen, zu sehen und bestéatigen die
Intaktheit der gewonnen RNA. Stellten sich hingeden beiden ribosomalen RNA-Banden
auf dem Gel diffus verschwommen dar, so mussteAdbau der RNA wahrend ihrer

Gewinnung angenommen werden.

2.5.2 Durchfuhrung der RT-PCR

Zum Begriff RT-PCR sei angemerkt, dass hiermit sus@nfassend die Vorgehensweise
bezeichnet wird, aus isolierter RNA, mittaleverserTranskription (RT),komplementare
DNA (cDNA) zu synthetisieren, die nachfolgend bei Betymerasenkettenreaktion (PCR)

als Matrize diente.

2.5.2.1 Synthese der komplementaren DNA (cDNA)

Die aus den Magenbiopsien isolierte Gesamt-RNA tdiesls Matrize fir die Reverse
Transkriptase vom Moloney-Maus-Leukamie-Virus (MML\die zur einstrangigen mRNA
einen komplementadren DNA-Strang bildete, so dass Ehdprodukt doppelstrangige,
sogenannte komplementdre DNA (cDNA) vorlag. Zuevatden je Probe 2,fig Gesamt-

RNA mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 15V verdinnt, zentrifugiert und drei
Minuten auf 75°C mit Hilfe der Heizplatte eines DNAermocyclers (Perkin-Elmar 480,
Cetus Corp., Norwalk, USA) erhitzt. Im Anschlussrada wurden je Probe folgende
Komponenten hinzugegeben: 1y0(1,5 mM) Oligo(dT)s Primer (Boehringer, Mannheim,
BRD), 6,0 ul 5X First Strand Puffer (Gibco BRL, Paisley, Sdlatd), bestehend aus 375
mM KCL, 15mM MgChb und 250mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,54 (0,6 mM)

Desoxynucleosidtriphosphate (dNTPs), zusammendesaatz gleichen Anteilen von dATP,
dGTP, dCTP und dTTP (New England Biolabs, Schwapa&gRD), 3,0 (0,1 mM)

Dithiothreitol (Gibco BRL), 0,841 (32 Units) RNase Inhibitor (Boehringer) und 240(400

Units) MMLV Reverse Transkriptase (Gibco BRL). D&eaktionsgemisch, mit einem
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Gesamtvolumen von 3dl, wurde wieder gemischt, kurz zentrifugiert und 60 Minuten auf

eine Temperatur von 37°C erwarmt. Gestoppt wur@eRBaktion, indem das Gemisch 10

Minuten auf 95°C erhitzt wurde. Die auf diese Welsrgestellte cDNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C eingelagert.

2.5.2.2 Durchfuihrung der PolymerasenkettenreaKi@R)

Bei der Durchfihrung der PCR diente komplementatldAD(CDNA) als Matrize fur
spezifische Primer (MWG-Biotech, Ebersberg, BRDgHe Tab. 4), die eine ausgewahlte

cDNA-Region des jeweiligen Chemokins bzw. ,housekeg*-Gens amplifizierten.

Tab. 4: Amplikongréf3e und Primersequenz

Primer

Amplikongrof3e in
Basenpaaren (bp

N

Primersequenzen von 5° nach 3*

GAPDH

983 bp

TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT
und
CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC

IL-8

255 bp

ATTTCTGCAGCTCTGTGTGAA
und
TGAATTCTCAGCCCTCTTCAA

ENA-78

216 bp

CTGTGTTGAGAGAGCTGCGTTGC
und
GTTTTCCTTGTTTCCACCGTCC

MIP-1a

582 bp

CTCAGAATCATGCAGGTCTCC
und
GACAGCCACTCGGTTGTCAC

MIP-13

439 bp

CAATACCATGAAGCTCTGCG
und
GACACCTAATACAATAACACGG

MCP-1

354 bp

CAAACTGAAGCTCGCACTCTCGCC
und
ATTCTTGGGTTGTGGAGTGAGTGTTCA

RANTES

236 bp

ACGCCTCGCTGTCATCCTC
und

TGTACTCCCGAACCCATTTC

Die Primerlokalisationen wurden so gewéhlt, dask $itCR-Produkte, die von cDNA oder

eventueller Verunreinigung durch genomischer DNAnstten, in ihrer Anzahl

an

Basenpaaren unterschieden und somit nach elektrejmuher Auftrennung auf dem Gelbild

zu differenzieren waren.
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Zunachst wurde je Probe 30cDNA mit 5,0l 10 X Puffer (Boehringer), bestehend aus 1,5
mM MgCl,, 50 mM KCI und 10mM Tris-HCI (pH 8,3), 1)0 Desoxynucleosidtriphosphate
(dNTPs) (Zusammensetzung siehe 2.5.2.1), jaill(800 nM) 3"- und 5 -Primer und O}2 (1
Unit) hitzestabiler TagDNA-Polymerase (Boehringer) gemischt und mit RNfseEm
Wasser auf 5Qul verdinnt. Um das Verdampfen der einzelnen Reagenwahrend der
Amplifizierung zu vermeiden, wurden ca. %0 RNase-freies Mineral6l (Sigma Chemie,
Deisenhofen, BRD) auf das Reaktionsgemisch gegeben.

Zu Beginn der PCR wurden die Proben einmalig aufCO®rhitzt, um die cDNA zu
denaturieren (sog. Prédenaturierung). AnschlieR@ndde je nach Chemokin bzw.
.housekeeping“-Gen eine unterschiedlich hohe AnzahlZyklen durchlaufen, um nicht in
einen Sattigungsbereich zu kommen und dadurch esknbestehende Unterschiede
bezuglich der Anzahl an amplifizierten Transkripten verdecken. Die Amplifizierung
erfolgte in einem Cycler mit Temperaturgradient&olfocycler, Stratagene, Heidelberg,
BRD) oder in einem DNA-Thermocycler (Perkin-Elme304, Cetus Corp., Norwalk, USA),
wobei die Zeitdauer und die Temperatur fir das veaften der doppelstrangigen cDNA
(denaturation), die Anlagerung der Primer an di&lAdannealing) und die Verlangerung der

Primer (extension) entsprechend dem jeweiligen MAtoplausgewahlt wurde (siehe Tab. 5).
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Tab. 5: Amplifizierungsbedingungen der semiquatitiégsn RT-PCR

Amplikon GAPDH| IL-8 |[ENA-78| MIP-1a | MIP-1B3 | MCP-1 | RANTES
Pradenaturierung 94°C / 60 Sekunden
Denaturierung 94°C / 45 Sekunden
Annealin 60°C/ | 55°C/ | 60°C/ | 58°C/ | 52°C/ | 60°C/ | 55°C/
g 45 Sek.| 45 Sek.| 45 Sek.| 30 Sek| 25 Sek.| 45 Sek.| 45 Sek.
Extension 72°C /| 72°C /| 72°C/[ | 72°C /| 72°C/ | 72°C/ | 72°C/
90 Sek.| 60 Sek.| 60 Sek.| 25 Sek.| 20 Sek.| 20 Sek.| 60 Sek.
Extensionsdauer
des letzten 72°C / 10 Minuten
ZyKlus
Anzahl der i
22/28| 30/35 30/3% 35/40 35 35/40 25/30
Zyklen

Abgeschlossen wurde die Amplifikation dadurch, déissExtensionsdauer des letzten Zyklus
auf 10 Minuten verlangert wurde, damit alle gelidtheDNA-Strange zu Ende synthetisiert
werden konnten.

Um zu gewaéhrleisten, dass von jedem Individuum gleEiche cDNA-Menge eingesetzt
wurde, wurde mit einem Enzym aus der Glykolyse, d&lycerolaldehydphosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), das bei allen Zellen einiggeleend konstante Transkriptionsrate
aufweist, die urspriinglich eingesetzte cDNA-Menge je 3,0ul solange veréandert, bis alle
Banden die gleiche Signalintensitat aufwiesen. Wanmgit dieser Methode die cDNA-
Einsatzmengen standardisiert, konnte, wie oben hbeben, mit der Amplifikation der
einzelnen Chemokine begonnen werden.

Das Gelingen der PCR wurde Uberprift, indem begrjedersuchsreihe eine Negativ- und

eine entsprechende Positivkontrolle parallel veidfiggt wurden (siehe Tab. 6).
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Tab. 6: Negativ- und Positivkontrollen

Amplikon Negativkontrolle Positivkontrolle
GAPDH Gesamt-RNA HUVEC 10
IL-8 Gesamt-RNA HUVEC 1b
ENA-78 Gesamt-RNA | KATO ”'Sztir:‘nilt“g’:gr?h”e LP3
MIP-1a Gesamt-RNA PBMEmit LPS Stimulation
MIP-1p3 Gesamt-RNA PBMEmit LPS Stimulation
MCP-1 Gesamt-RNA PBM®mit LPS Stimulation
RANTES Gesamt-RNA PBM®mit LPS Stimulation

'HUVEC (humanumbilical vein endothelialcells) humane Endothelzellen der Umbilikalvene, rdie Tumor-
Nekrose-Faktor: (TNF-0,;10 ng/ml) stimuliert wurden.

2KATO Il (ATCC HTB 103) eine Adenokarzinom-Zellinides Magens (American Type Culture Collection,
Rockville, MD), die mit oder nicht mit Lipopolysaeariden (LPS, 1Qug/ml) von Escherichia colistimuliert
wurde.

3PBMC (peripheralblood mononuclearcells) mononukleére periphere Blutzellen, die mjpdpolysacchariden

(LPS; 10ug/ml) vonEscherichia colstimuliert wurden.

2.5.3 Gelelektrophorese
Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte mittels tetgdhoretischer Auftrennung auf einem

Agarosegel (Promega) in einer mit TAE-Pufferlosur(giehe Tab. 7) gefillten
Elektrophoresekammer (Midi-Gel, MWG-Biotech).

Tab. 7: Zusammensetzung der TAE-Pufferlosung (58)fa

Trishydroxyaminomethan 242 g

Eisessig 57,1 mi

0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
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Je nach GroRRe des Amplikons, die durch den DNA-Abgtr festgelegt wird, der vom
Primerpaar eingrenzt wird, wurde eine Konzentratlea Agarosegels zwischen 1,0 und 1,5%
gewahlt.

Es wurden je Probe 14l der PCR-Produkte und @ Ladepuffer (Sigma Chemie), bestehend
aus 0,1 M Na-EDTA (pH 8,0), 0,05% (w/v) Brompherail) 40% (w/v) Sucrose und 0,5%
(w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS), auf das Gel atfggen und die Banden nach einer
Laufzeit von ca. 1-1,5 h und einer angelegten Spagrvon ca. 100 V mit Hilfe eines UV-
Transilluminators (Fluo-Link, Bachhofer, BRD) sibat gemacht. Zu diesem Zweck wurden
vor dem Giel3en des Agarosegels der Fluoreszen#frBshidiumbromid, der in die DNA
interkaliert, in einem Mischungsverhaltnis von 1D hinzugefigt. Zur GrolRenbestimmung
der vervielfaltigten DNA-Abschnitte wurde in benbelten Spuren des Gels ein 100 bp-
DNA-GroRenmarker (MBI-Fermentas, Litauen), sowiee dnit der PCR amplifizierten

Negativ- und Positivkontrollen, aufgetragen.

2.5.4 Dokumentation und semiquantitative AuswertdegGelbilder

Zur Dokumentation der Ergebnisse und zur densitoseen Auswertung der Gelbanden mit
dem Bio-1D Programm (LTF-Labortechnik, Wasserbuogi@éhsee) wurden die

Agarosegelbilder mit einer Videokamera (Video Canktodule CCB, LTF-Labortechnik)

digitalisiert.

Die Densitometrie beruht darauf, dass das digigates Bild in einzelne Pixel zerlegt und
deren Intensitat einer Skala von 256 Graustufeneandnet wird. Fur die einzelnen
Gelbanden wurde aus der Summe der Grauwerte deeleém Pixel ein Intensitatswert

errechnet, der einen Vergleich der Banden ermdagliBio-1D Handbuch).

2.6 Quantitative RT-Polymerasenkettenreaktion

Um das Ausmald der Genexpression von ENA-78 in delterz der Magenmukosa zu

bestimmen, wurde eine quantitative RT-PCR durchgefi

Hierzu wurde neben cDNA, als Target-DNA, eine Kotitpe DNA, die als interner Standard

fungierte, bendétigt. Diese Kompetitor-DNA, die naién selben Primern vervielfaltigt wird

wie die Target-DNA, muss ein kleineres oder grofdet€R-Produkt liefern, damit Target-
DNA und Kompetitor-DNA an Hand der Gro3e auf eindgarosegel unterschieden werden

kénnen. Fur die Herstellung der Kompetitor-DNA weirals cDNA, die von einem Gastritis-
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Patienten mit einem starken ENA-78 Signal stamiat¢A-78 wie unter 2.6.2 beschrieben
amplifiziert. Die ENA-78 PCR-Produkte mit einer AhkongrofRe von 216 bp wurden
gereinigt (Purification kit, Qiagen, Hilden, BRDhd ihre 3’- und 5-Enden geglattet (PCR
polishing kit, Stratagene, Heidelberg, BRD). Davsibehandelte PCR-Amplikon wurde nun
mit dem pCR-Scrip¥-Klonierungsvektor (2916bp), der eiefl-Restriktionsstelle besitzt, in
eine Ligationslosung, die die RestriktionsendonagéeSri und T4-DNA-Ligase enthélt,
gegeben (pCR-Script cloning kit, Stratagene). Det @&r Ligation innerhalb des pCR-
Script™-Klonierungsvektor wird als ,multiple cloning sit&ezeichnet.

Nach vier Stunden Inkubationszeit bei Raumtempenaturde die Ligationsreaktion durch
Erwarmen beendet. AnschlieBend erfolgte die Tranmsiton in kompetente Zellen von
Escherichia coliTOP 10F gemalR dem ‘One spot’ Kit (Invitrogen, N'¥ek, Holland). Der
pCR-Script“-Klonierungsvektor besitzt zwei Gene, damp-Gen, das den transformierten
Zellen durch Bildung einep-Lactamase die Resistenz gegen das Antibiotikum igithp
verleiht und dadac’Z-Gen, das einen Teil der Synthese fAdbalactosidase steuert. Somit
lant sich der Erfolg der Transformation und der éekination wie folgt Uberprifen. Es
werden 0,1 ml der vermeintlich transformierten &ell auf Agaroseplatten, die das
Vollmedium Luria broth (Sigma Chemie, DeisenhofdBRD), Ampicillin (50ug/ml),
Isopropylthiogalactosid (IPTG) (ImM) und Xgal (5eéBn-4-chlor-3-indolylB-D-
galactopyranosid) enthalten, ausplattiert und @&eBtunden bei 37°C inkubiert. Zellen, bei
denen die Transformation von statten ging, besitanResistenzgen gegen Ampicillin und
kénnen einzelne Kolonien auf dem Agar bilden.

Zur Erfolgskontrolle, ob das ENA-78 PCR-Produkt laus den Klonierungsvektor ligiert
wurde, wurde, wie oben erwahnt, IPTG und Xgal degarAsegel zugesetzt. IPTG sorgte
dafur, dal3 didacZ’-Expression nicht unterdrickt wurde und hatte saret Funktion als
Induktor derlac-Gene. Xgal ist ein Substrat dBrGalaktosidase, woraus das Enzym ein
dunkelblaues Produkt bildet. In deexZ-Gen wird nun bei der Ligation das ENA-78 PCR-
Produkt eingeflgt und dadurch inaktiviert. Das hat Folge, dass Zellen bei denen die
Rekombination zustande kam, keinen blauen Farbshiffen kénnen und auf den
Agaroseplatten als weil3e Kolonien in Erscheinuetetr. Die weifl3en Kolonien wurden nun
von den Platten genommen und jede einzeln UbertNiaehm| Luria broth (Sigma Chemie),
versetzt mit Ampicillin, kultiviert. Das pCRENA-Raid (3177 bp), das das ENA-78 PCR-
Produkt als Insert enthielt wurde mit dem Qiaprpp plasmid Kit (Qiagen) isoliert. Um zu

kontrollieren, ob auch das richtige PCR-Produkti@s Plasmid eingebaut wurde, wurde eine



25

Amplifizierung mit den ENA-78 Primern durchgefuhuhd die Amplikongré3e auf einem
Agarosegel mit einem DNA-Gr6enmarker bestimmt.

Wie bereits erwdhnt, mul3 die Kompetitor-DNA von darget-DNA in ihrer Anzahl an
Basenpaaren verschieden sein, um sie auch auf damogegel unterscheiden zu kdnnen. Zu
diesem Zweck wurde in das pCRENA-Plasmid (3177 dip) Insert mit einer Gré3e von
143bp eingeflugt. Zuerst wurde das pCRENA-Plasmidrcldu Zugeben der
Restrikrionsendonukleastyl (New England Biolaps, Schwalbach, BRD) linearisiend die
Enden der Schnittstellen geglattet (PCR polishiityy ie Restriktionsendonukleasgtyl
wurde ausgewahlt, weil das eingefigte ENA-78 PCad&kt fur dieses Enzym nur eine
einzige, der pCR-ScriptVektor hierfiir jedoch keine, Schnittstelle besitzt

AnschlieRend wurde in das pCRENA-Plasmid ein gegks DNA-Fragment aus 143 bp
ligiert. Das Mischungsverhaltnis zwischen VektorduDNA-Fragment betrug 1:100. Die
resultierende Insertionsmutante pCRENAGR (3320 wpjde analog, wie oben fur das
pPCRENA-Plasmid beschrieben, Escherichia coliTOP10F mit Hilfe des ‘One spot’ kit
(Invitrogen) transformiert.

Der Erfolg der Transformation konnte jetzt nichthmeurch Selektion der weil3en von den
blauen Kolonien bestimmt werden, da dieses Ausveafdiaren bereits durch die
vorausgegangene Ligation von ENA-78 in den Klomegyvektor zerstért wurde. Deshalb
wurden 24 Kolonien tGber Nacht in Vollmedium Lurieoth (Sigma Chemie), versetzt mit
Ampicillin, kultiviert und am darauffolgenden Tagasi pPCRENAGR-Plasmid mit dem
Quiaprep spin plasmid kit (Qiagen) isoliert. Derfdlg dieser Ligation wurde kontrolliert,
indem mit den ENA-78 Primern eine PCR durchgefiumtd die PCR-Produkte auf einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt wurders B&R-Produkt der Insertionsmutante
hatte die Gro3e von 359 bp (216 bp + 143 bp). Diel§squote der Ligation lag bei ca. 10%.
Anhand der photometrisch bestimmten Konzentratien pICRENAGR-Insertionsmutante
wurde eine Verdiinnungsreihe im Konzentrationsbkreion 5 bis 1x13 amol (10¥mol)
hergestellt. Um nun festzustellen wie hoch die Awmzier ENA-78 Transkripte der einzelnen
Studienteilnehmer war, wurde zu jedem Ansatz dedienungsreihe die gleiche Menge an
cDNA gegeben. Im Anschluld wurde ein Amplifizieru@gmplifizierungsbedingungen siehe
Tabelle 8) durchgefihrt und die PCR-Produkte wid¢eurR.5.3 beschrieben auf einem

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
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Tab. 8: Amplifizierungsbedingungen der kompetith\ROR

Pradenaturierung 94°C / 60 Sekunde¢n
Denaturierung 94°C / 45 Sekunden
Annealing 60°C / 45 Sekunden
Extension 72°C / 60 Sekunden
Extensionsdauer des letzten 72°C / 10 Minuten
Zyklus
Zyklenzahl 35

Auf den Gelbildern erschienen pro Spur zwei Gelleandwovon die obere Bande die
Kompetitor-DNA und die untere die regularen PCReRlkde darstellten. Enthielt ein Ansatz
zu Beginn der Amplifikation genauso viele KompatRNA Kopien wie zugegebene ENA-
78 Transkripte, so zeigten sich nach der Amplifizng) zwei gleich starke Gelbanden. Waren
die Konzentrationen in den einzelnen Ansatzen Wéeden, so differierten auch die
Bandensignale innerhalb eines Ansatzes und es walsleKonzentration der Bereich
zwischen dem starksten Bandensignal der KompdibddA und dem starksten Bandensignal
der cDNA gewahlt.

2.7 In-vitro-Stimulation von AGS-Zellen

2.7.1 Zellinie

Um den Einfluss vomd. pylori und einzelner Bakterienbestandteile auf die Traps&n von
Chemokinen zu untersuchen, wurden AGS-Zellen (ATTRL. 1739), die von einer Zellinie
eines humanen Adenokarzinoms des Magens stammtaer{@an Type Culture Collection,
Rockville, MD) stimuliert. Die AGS-Zellen wurden triilfe des RPMI-Mediums (Seromed,
Biochrom KG, Berlin), dem 2 mM L-Glutamin und 5%\{y fotales Kalberserum zugegeben
wurden, bei 37°C in einer wassergesattigten Atmasnhbestehend aus 95% Luft und 5%
CO,, kultiviert.
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2.7.2 Bakterienstamm

Zur Stimulaton der AGS-Zellen wurde.-pylori-Stamm NCTC 11637 verwendet, der unter
mikroaerophilen Bedingungen, d.h. in einer Atmosphiestehend aus 80%,N.1% Q und
9% CQ, bei 37°C auf Wilkins-Chalgren-Dent-Nahrboden arigdtet wurde. Die Tabellen
9-11 geben Auskunft Uber die Zusammensetzung ddsna/Chalgren Agars (WC), dds.-
pylori-Selektiv-Supplements (Dent) und des WC-Dent-Néathes.

Tab. 9: Wilkins-Chalgren-Agar (WC)

Trypton 10g
Gelatinepepton 10g
Hefeextrakt 10g
Glukose 59
Natriumchlorid 19
L-Arginin 59
Natriumpyruvat 1g
Menadion (Vitamin K3) 19
Haemin 0,5mg
Agar 10g
Aqua dest. ad 1000ml

Tab. 10:H.-pylori-Selekt-Supplement (Dent)

Vancomycin 5mg
Trimethoprim 2,5mg
Cefsulodin 2,5mg
Amphotericin B 2,5mg
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Tab. 11: WC-Dent-Nahrboden

Wilkins-Chalgren-Agar 21,59
Kaliumnitrat 0,29
Pferdeblut 50m|
Dent 12,5mg
Aqua dest. ad SOOmF

Nach einer zweitagigen Bebritungszeit wurden diktd@&en von den Nahrbdden abgeerntet
und in einer Phosphat-gepufferten-Kochsalzlosur§S(Psiehe Tab. 12) (Seromed, Berlin)
resuspendiert. Mit Hilfe der McFarland-Skala wurdbe Bakterien auf eine Konzentration
von 5x16¢ bis 1x10 Zellen pro ml verdiinnt. Um die genaue Bakteriememration zu
bestimmen, wurde eine Verdiinnungsreihe der Suspensin 17 bis 10" hergestellt und
100p! der Verdiinnungsstufen Ais 10° auf WC-Dent-Nahrbdden gegeben. Nach einer
Bebritungszeit von 5 Tagen wurden die Kolonien em&glt und die CFU (colony forming

units) berechnet.

Tab. 12: Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBSadh)

0,58 M NaHPQ, 82,39
0,17 M NabBPO, 2359
0,68 M NacCl 40,09
Aqua dest. ad 1000ml

2.7.3 Gewinnung des Gesamtproteins, des wasseHésliProteins (water-soluble protein,
WSP), der Gesamtmembran und der aul3eren Membram@afouter membrane proteins,

OMP) vonHelicobacter pylori

Die einzelnen Bakterienbestandteile wurden vom ru@t&.2 genannten Bakterienstamm
gewonnen. Die Bakterien wurden wie unter 2.7.1 teslben angezichtet und nach dem
Abernten in 3ml HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-BEthansulfonséaure) Puffer (10mM,
pH 7,4) resuspendiert. Die Bakterien wurde peradsithall (400W, 20kHz, 5x/Min.) unter
Eiskuhlung lysiert (Labsonic, Braun, Melsungen).sDgewonnene Lysat (Gesamtprotein)
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wurde 30 Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert, urstéeBakterienbestandteile zu entfernen
und somit das wasserlosliche Protein (WSP) zu t&mmalDie Gewinnung der aul3eren
Membranproteine erfolgte nach einer Methode vorgmid Trust (1994). Hierzu wurde ein
Teil des gewonnen wasserloslichen Proteins in emtrfugationsrohrchen tberfihrt und 1h
bei 100000 rpm und 4°C ultrazentrifugiert (Rotor ) Beckmann, Minchen), um das
geloste Zytoplasma von der sedimentierbaren Gesambman zu trennen. Der Uberstand
wurde abpipettiert und das Membranpellet in 10mPHEB-Sarcosyl-Puffer (10 mM HEPES
(pH 7,4), 1% (w/v) Natrium-Laurylsarkosinat) resesgdiert. Ein Teil der so gewonnenen
Gesamtmembran wurde erneut 1h bei 100000 rpm u@du#tfazentrifugiert. Der Uberstand
(geloste innere Membran) wurde abpipettiert und@&H>-Pellet in 1 ml PBS resuspendiert.
Die Proteinkonzentration des Gesamtproteins, dessevislichen Proteins (WSP), der
Gesamtmembran und der &uReren Membran (OMP) wuatgneiner Methode von Bradford

(1976) basierend auf einer Coomasie-blue-Losuntnbed.
2.7.4 Durchfuhrung der In-vitro-Stimulation von A&Z8llen

Die AGS-Zellen (siehe 2.7.1) wurden mit Hilfe vomypsin aus den Kulturflaschen geldst
und auf 16 Zellen/ml in RPMI-Medium (siehe 2.7.1) resuspendimd 2 ml auf Petrischalen
(Greiner, Solingen) mit einem Durchmesser von 3p5gegeben. Es erfolgte eine 2 stiindige
Inkubation, um eine Zelladhasion zu erméglichensdieRend wurden die AGS-Zellen mit
lebendenH. pylori (siehe 2.7.2) in einer Konzentration vorf OFU/ml, dem Gesamtprotein
in einer Konzentration von 10 pg/ml, mit WSP inezitKonzentration von 25 pg/ml, mit der
Gesamtmembran in einer Konzentration von 10ug/ntl,dem auf3eren Membranprotein in
einer Konzentration von 10 pg/ml und zur Kontrotié 2 ml RPMI-Medium bei 37°C und
5% CQ 24 Stunden stimuliert. Am Ende der Stimulation deudas Medium entfernt und die
Zellen mit 350 pl Lysis-Puffer (Quiagen, Hilden)fgenommen. Das Lysat wurde bei —80°C
bis zur weiteren Verarbeitung eingelagert. Die R8&winnung erfolgte ebenso wie sie fur

die Magenbiopsien unter 2.5.1 beschrieben wurde.
2.8 Statistik
Die statistische Auswertung der Untersuchungseiigsbérerfolgte mit Hilfe des U-Tests nach

Mann und Whitney. Lag das Testergebnis & = 0,05 (fur Stichprobenumfange<iN; < N,

< 10) bzw. unterschritt der kleinere U-Wert den bmiem Signifikanzniveau voa = 0,05



30

genannten kritischen U-Wert {{J) (fir Stichprobenumfange & 1-20 und N= 9-20) wurde
das Ergebnis als statistisch signifikant angeséBertz et al. 1998).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der Studienteilnehmer

3.1.1 Einteilung der Studienteilnehmer

Die ausgewahlten Studienteilnehmer wurden je nadbkiionsstatus der Gruppe del-
pylori-negativen oder -positiven Personen zugeordnetelllald3 gibt Auskunft Gber die
Anzahl, die Geschlechterverteilung und das Durahisialter innerhalb der Gesamtgruppe
der Studienteilnehmer und innerhalb der Gruppe Hepylori-negativen und -positiven

Personen.

Tab. 13: Studienteilnehmer

Anzahl Geschlechterverteilungmm:hSChmttS‘leIte
(Altersspanne)
. , . 28 Frauen und 52,9 Jahre
Studienteilnehmer insgesamt 1.5=55 27 MAnner (23-76 Jahre)
Anteil derH.-p.-negativen = 25 11 Frauen und 50,9 Jahre
Personen ! 14 Manner (26-76 Jahre)
Anteil derH.-p.-positiven o = 30 17 Frauen und 54,5 Jahre
Personen 2 13 Manner (23-76 Jahre)

3.1.2 Histologie der humanen Magenbiopsien

Tabelle 14 fasst die histologischen Befunde fudéaintersuchungsgruppen hinsichtlich der
Auspragung der Warthin-Starry-Farbung und dem Gtad Aktivitdt und Chronizitat der

Gastritis zusammen.
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Tab. 14: Histologische Befunde der Studienteilnehme

H.-pylori-negative H.-pylori-positive
Personen Personen
Anzahl der Personen 25 30
Auspragung der Warthin-
Starry-Farbung im
Magenantrum:

-negativ 25 0
-geringgradig positiv 0 2
-mittelgradig positiv 0 8
-hochgradig positiv 0 20

histologischer Grad der
Aktivitat der Gastritis im
Magenantrum:

-nicht aktiv (Grad 0) 24 1
-geringgradig aktiv (Grad 1) 1 7
-mittelgradig aktiv (Grad 2) 0 19
-hochgradig aktiv (Grad 3) 0 3

histologischer Grad der
Chronizitat der Gastritis im
Magenantrum:
-keine krankhafte
Veranderung (Grad 0) 2 0
-gering (Grad 1) 22 2
-massig stark (Grad 2) 1 16
-stark ausgepragt (Grad 3) 0 12

3.1.3 Semiquantitativen RT-PCR von humanen BiopdenMagenantrums

3.1.3.1 Standardisierung der cDNA-Einsatzmengen

Wie unter 2.5.2.2 bereits ausgefuhrt wurde, misasan,von jedem Studienteilnehmer die
gleiche Menge an cDNA einzusetzen, die cDNA-Mengelange verandert werden, bis alle
Banden bei der Amplifizierung der Glycerolaldehydpphat-Dehydrogenase (GAPDH) die
gleiche Signalintensitat aufwiesen. Abbildung lgr@xemplarisch das Agarosegel der RT-
PCR-Produkte nach dem abschlie3enden Angleichumggster cONA-Einsatzmengen.
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AmplikongrofR3e: 983 bp
Zyklenzahl: 22
Spur 1 3 5 7 9 11 13

Spur 1-12:  H.-pylori-negative und -positive Studienteilnehmer
Spur 13: 100-bp-Leiter

Abb. 1. Agarosegel (1,5%) der RT-PCR-Produkte védPGH mRNA aus Magenbiopsien

3.1.3.2 Transkription von CXC-Chemokinen in Biopstes Magenantrums

Aus der Gruppe der CXC-Chemokine wurden die Traps&nsraten von IL-8 (Interleukin-8,

CXCL8) und ENA-78 (epithelial cell-derived neutralpactivating peptide-78, CXCL5)

bestimmt. Abbildung 2 bzw. 4 zeigt das Agarosedglbach elektrophoretischer Auftrennung
der RT-PCR-Produkte von IL-8 bzw. ENA-78 mRNA. Desten sieben bzw. sechs
Gelbanden stammen vadth-pylori-negativen Individuen, die nachfolgenden Banden kon

pylori-positiven Individuen. In den letzten drei Spures geweiligen Gelbildes befindet sich
eine Positiv- und eine Negativkontrolle und als D#6Renmarker eine 100-bp-Leiter.
Unter dem jeweiligen Agarosegelbild ist die densigtrische Auswertung der einzelnen
Gelbanden mit dem jeweiligen densitometrischen Messaufgefuhrt (Abb. 3 und 5). Es
zeigte sich, dass der densitometrische Messwertsonuit auch die Anzahl an IL-8 bzw.
ENA-78 mRNA-Kopien bei Individuen, die mi. pylori infiziert waren, héher war, als bei

Personen, deren Magenmukosa nicht mit dem Keinetelsiwar.
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AmplikongrofR3e: 255 bp
Zyklenzahl: 35 (obere Bandenreihe), 30 (untere Barglhe)

Spur

1 3 5 7 9 11 13 15 17 1921 23 25

Spur 1-7: H.-pylori-negative Studienteilnehmer

Spur 8: H.-pylori-positiver Studienteilnehmer (Grad der Aktivitat 0)
Spur 9-10:  H.-pylori-positive Studienteilnehmer (Grad der Aktivitat 1)
Spur 11-20: H.-pylori-positive Studienteilnehmer (Grad der Aktivitat 2)
Spur 21-22: H.-pylori-positive Studienteilnehmer (Grad der Aktivitat 3)

Spur 23: 100-bp-Leiter (aufgetragen mit der unté&@andenreihe)
Spur 24: Positivkontrolle
Spur 25: Negativkontrolle

Abb. 2: Agarosegel (1,5%) der RT-PCR-Produkte \wdhrh-RNA aus Magenbiopsien
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densitometrischer MeRwert

Spur
Spur 1-7H.-pylori-neg. Personen
Spur 8-22H.-pylori- pos. Personen

Abb. 3: Densitometrische Auswertung der RT-PCR-Bktel von IL-8 mRNA (obere
Bandenreihe von Abb. 2) aus Magenbiopsien
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AmplikongroR3e: 216 bp
Zyklenzahl: 35 (obere Bandenreihe), 30 (untere Barelhe)

Spur

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 P4

Spur 1-6: H.-pylori-negative Individuen

Spur 7: H.-pylori-positives Individuum (Grad der Aktivitat 0)
Spur 8-9: H.-pylori-positive Individuen (Grad der Aktivitat 1)
Spur 10-19: H.-pylori-positive Individuen (Grad der Aktivitat 2)
Spur 20-21: H.-pylori-positive Individuen (Grad der Aktivitat 3)

Spur 22: 100-bp-Leiter (aufgetragen mit der unté&@andenreihe)
Spur 23: Positivkontrolle
Spur 24: Negativkontrolle

Abb. 4: Agarosegel (1,5%) der RT-PCR-Produkte vbiAEZ8 mMRNA aus Magenbiopsien
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Spur 1-6H.-pylori-neg. Personen
Spur 7-21H.-pylori-pos. Personen

densitometrischer MeRwert

Abb. 5: Densitometrische Auswertung der RT-PCR-Bktel von ENA-78 mRNA (obere
Bandenreihe von Abb. 4) aus Magenbiopsien
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Um den Unterschied in den densitometrischen Medsweau veranschaulichen, wurden alle
densitometrischen Einzelwerte fir die Gruppeklepylori-negativen und die Gruppe dér-

pylori-positiven Personen zusammengefasst und in einemaPBa graphisch dargestellt
(Abb. 6 und 7). Der Box-Plot zeigt den jeweils geif3 und kleinsten gemessenen

densitometrischen Messwert, das 1. und 3. Quartilden Median an.
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Abb. 6: Box-Plot der densitometrischen Messwerte 68 mRNA (Abb. 3) furH.-pylori-
negative undH.-pylori-positive Personen (*U<l: siehe Text)
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Abb. 7: Box-Plot der densitometrischen Messwerte EbIA-78 mMRNA (Abb. 5) fur
H.-pylori-negative undH.-pylori-positive Personen (*U<kk: siehe Text)
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Mit Hilfe des U-Tests nach Mann und Whitney konstsvohl fur IL-8 als auch flir ENA-78
errechnet werden, dal3 die densitometrischen Metswar H.-pylori-positive Personen
signifikant hoher waren (Signifikanzniveau= 0,05) im Vergleich zWH.-pylori-negativen

Personen (U<Lkk).

3.1.3.3 Transkription von CC-Chemokinen in Biopsieis Magenantrums

Aus der Gruppe der CC-Chemokine wurden MtP{ihacrophage inflammatory protein;1
CCL3), MIP-13 (macrophage inflammatory proteifi;1CCL4), RANTES (regulated on
activation, normal T-cell expressed and presumabtyeted, CCL5) und MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1, CCL2) ausgewahlt. Ndgefud sind die Agarosegelbilder der
jeweiligen Chemokine nach elektrophoretischer Aamftrung ihrer Amplifikationsprodukte
(Abb. 8, 10, 12 und 14) und unmittelbar darunter diensitometrische Auswertung (Abb. 9,
11, 13 und 15) der einzelnen Gelbanden aufgefihrt.
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AmplikongroRRe: 582 bp
Zyklenzahl: 40
Spur

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 24

Spur 1-8: H.-pylori-negative Individuen

Spur 9: H.-pylori-positives Individuum (Grad der Aktivitat 0)
Spur 10: H.-pylori-positives Individuum (Grad der Aktivitat 1)
Spur 11-19: H.-pylori-positive Individuen (Grad der Aktivitat 2)
Spur 20-21: H.-pylori-positive Individuen (Grad der Aktivitat 3)

Spur 22: 100-bp-Leiter
Spur 23: Positivkontrolle
Spur 24: Negativkontrolle

Abb. 8: Agarosegel (1,2%) der RT-PCR-Produkte vdR{#h mRNA aus Magenbiopsien
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Abb. 9: Densitometrische Auswertung der RT-PCR-Bktel von MIP-h (Abb. 8) aus
Magenbiopsien
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AmplikongréBe: 439 bp
Zyklenzahl: 35

Spur

11

13

15

17

19 12 23 24

Spur 1-8: H.-pylori-negative Individuen

Spur 9: H.-pylori-positives Individuum (Grad der Aktivitat 0)
Spur 10: H.-pylori-positives Individuum (Grad der Aktivitat 1)
Spur 11-20: H.-pylori-positive Individuen (Grad der Aktivitat 2)
Spur 21: H.-pylori-positives Individuum (Grad Aktivitat 3)
Spur 22: 100-bp-Leiter

Spur 23: Positivkontrolle

Spur 24: Negativkontrolle

Abb. 10: Agarosegel (1,2%) der RT-PCR-Produkte MdR-1 mRNA aus Magenbiopsien
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Abb. 11: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkbte von MIP-B mRNA (Abb. 10)
aus Magenbiopsien
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AmplikongroRRe: 236 bp
Zyklenzahl: 30
Spur

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Spur 1-12: H.-pylori-negative Individuen
Spur 13-23H.-pylori-positive Individuen
Spur 24:  Negativkontrolle

Spur 25: 100-bp-Leiter

Abb. 12: Agarosegel (1,0%) der RT-PCR-Produkte R&NTES mRNA aus Magenbiopsien
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Abb. 13: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkte von RANTES mRNA (Abb.
12) aus Magenbiopsien
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AmplikongroRRe: 354 bp
Zyklenzahl: 40
Spur

1 3 5 7 9 11 13 15 17 1921 23 25

Spur 1-12:  H.-pylori-negative Individuen
Spur 13-23: H.-pylori-positive Individuen
Spur 24: Negativkontrolle

Spur 25: 100-bp-Leiter

Abb. 14: Agarosegelbild (1,0%) der RT-PCR-Prodwda MCP-1 mRNA aus Magen-
biopsien
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Abb.: 15: Densitometrische Auswertung der RT-PCBdikte von MCP-1 mRNA (Abb.14)
aus Magenbiopsien

Es ist zu erkennen, dass die densitometrischen Wwéetes von MIP-&x (Abb. 9), MIP-B
(Abb. 11) und RANTES (Abb. 13) béi.-pylori-positiven Personen ansteigen, wohingegen
bei MCP-1 (Abb. 15) eine konstitutive Transkriptioum beobachten ist.

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse wurden diesittanetrischen MelRwerte vOH.-
pylori-negativen undH.-pylori-positiven Personen fur MIPel MIP-13, RANTES und MCP-

1 zusammengefasst und in einem Box-Plot dargeéadilt. 16-19).
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Abb. 16: Box-Plot der densitometrischen Messweaote MIP-1lo mMRNA (Abb. 9) furH.-
pylori-negative und.-pylori-positive Personen (*U<l: siehe Text)
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Abb. 17: Box-Plot der densitometrischen Messwede MIP-13 mRNA (Abb. 11) firH.-
pylori-negative und.-pylori-positive Personen (*U<l: siehe Text)



43

15000

12000

90004 l
6000 l

densitometrischer MeRwert

3000
*U<u crit
0 . T
H.-pylori-negative H.-pylori-positive
Personen Personen

Abb. 18: Box-Plot der densitometrischen Messweoie RANTES mRNA (Abb. 13) fUH.-
pylori-negative und.-pylori-positive Personen (*U<l: siehe Text)
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Abb. 19: Box-Plot der densitometrischen Messweda MCP-1 mRNA (Abb. 15) fUH.-
pylori-negative und.-pylori-positive Personen

Der U-Test nach Mann und Whitney ergab fur Mig-118 und RANTES einen signifikant

hoheren densitometrischen Messwert Hirpylori-positive Studienteilnehmer im Vergleich
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zu H.-pylori-negativen Studienteilnehmern (Ugd). FUr die densitometrischen Messwerte

von MCP-1 konnte kein signifikanter Unterschiedhg@viesen werden.

3.1.4 Quantitative RT-PCR von humanen BiopsienMagenantrums

Die bisherige Auswertung der RT-PCR erfolgte naciglaichung der eingesetzten cDNA-
Menge bei einer definierten Zyklenzahl. Dies kann@&ine Annaherung an die exakte Anzahl
an mRNA-Kopien bedeuten, da Variationen in der Reaknicht bertcksichtigt werden
kénnen. Der Goldstandard fur die Quantifizierurgllsaber die sogenannte quantitative RT-
PCR dar.

3.1.4.1 Standardisierung der cDNA-Einsatzmengen

Die Bestimmung der Anzahl an ENA-78 Transkriptenrareu bei insgesamt 13 Personen
durchgefuhrt. Neun Personen wardnpylori-positiv und vier PersoneH.-pylori-negativ.
Innerhalb der Gruppe det.-pylori-positiven Individuen hatten jeweils drei Persoresme
geringgradig, eine mittelgradig und eine hochgraakgve Gastritis. Um von jeder Person
identische cDNA-Mengen einzusetzen, wurden die cBRiAsatzmengen solange
angeglichen bis alle Personen gleichstarke Gelamdeh Amplifizierung von GAPDH
aufwiesen. Abbildung 20 zeigt das AgarosegelbildhnAmplifizierung der GAPDH nach
dem 3. Angleichungsschritt der Einsatzmengen voNARIr zehn Personen. Die fehlenden
drei Personen wurden im 3. Angleichungsschritt nmbkhr amplifiziert, weil die eingesetzte
cDNA bereits nach dem 2. Angleichungsschritt ideatte Bandenstarken aufwiesen.

AmplikongrofR3e: 983 bp
Zyklenzahl: 22
Spur 1 3 5 7 9 11

Spur 1-10H.-pylori-negative und —positive Studienteilnehmer
Spur 11: 100 bp-Leiter

Abb. 20: Agarosegelbild (1,0%) der RT-PCR-Prodwds GAPDH mRNA aus
Magenbiopsien
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3.1.4.2 Transkription von ENA-78 in Biopsien desgdaantrums

Die Untersuchungsergebnisse sind, je nidcipylori-Infektionsstatus der Studienteilnehmer,
in den Tabellen 15 bis 18 aufgefiihrt. Fur die GeugprH.-pylori-positiven Personen wurden
die Studienteilnehmer, je nach Aktivitatsgrad demsfdtis, in eine eigene Tabelle
zusammengefasst (Tab. 16-18). Die einzelnen Tabelégen die Agarosegelbilder nach
elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkied geben Auskunft tber die
jeweiligen Konzentrationsbereiche der zugegebenempgétitor-DNA, die vom Agarosegel

abgelesene Anzahl an ENA-78 Transkripten in amolsf@icht 10 mol) und die aus der

Teilchenzahl errechnete Anzahl an mRNA-Kopien. Gekeichnet wurden die einzelnen
Studienteilnehmer in den Tabellen und Abbildungéind®an Buchstaben A bis M.
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Konzentration der Kdoerlzgai?ggr Anzahl der
Studien- . Kompetitor-DNA ENA-78
. Agarosegelbild MRNA
teilnehmer (obere Banden- . MRNA
: . Transkripte .
reihe) in amol . Transkripte
in amol
5x10% (Spur 1)
A bis 3x10° ca. 1,8x160
1x10° (Spur 6)
Spur 1 Spur|6
1. Amplifizierung
5x10% (Spur 1)
—==== b o0t | ca 1t
Spur 1 Spur|6 1x10° (Spur 6)
B ——
2. Amplifizierung
5x10" (Spur 1)
bis 7,5x10° ca. 4,5x16
5x10° (Spur 5)
Spur 1 Spur|5
1. Amplifizierung
5x10" (Spur 1)
bis 1x10* ca.6,0x16
1x10° (Spur 6)
c Spur 1 Spur|6
2. Amplifizierung
1x10% (Spur 1)
bis 5x10° ca. 3,0x16
5x10° (Spur 4)
Spur 1 Spur|4
1.Amplifizierung
5x10% (Spur 1)
Spur 1 Spur|6 1x10° (Spur 6)
D ——
2. Amplifizierung
5x10% (Spur 1)
bis 7,5x10° ca. 4,5x16
5x10° (Spur 5)
Spur 1 Spur|5

Tab. 15: Ergebnisse der quantitativen RT-PCRNoepylori-negativen Studienteilnehmern
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Konzentration der Kdoer;zlg'r\llt'g\a_lggr Anzahl der
Studien- . Kompetitor-DNA ENA-78
. Agarosegelbild MRNA
teilnehmer (obere Banden- Transkriote MRNA
reihe) in amol in amorl) Transkripte
1. Amplifizierung
10 (Spur 1)
bis 3,0 ca. 1,8x10
5x107 (Spur 6)
E Spur 1 Spur|6
2. Amplifizierung
10 (Spur 1)
bis 3,0 ca. 1,8x10
1x10* (Spur 5)
Spur 1 Spur|5
10 (Spur 1)
F bis 3,0 ca.1,8x10
5x10? (Spur 6)
Spur 1 Spur|6
10 (Spur 1)
G bis 1,0 ca. 6,0x10
5x10? (Spur 6)
Spur 1 Spur|6

Tab. 16: Ergebnisse der quantitativen RT-PCR Mopylori-positiven Studienteilnehmern

mit einer geringgradig aktiven Gastritis
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Konzentration der Kdoer;zlglr\llt'g\a_lggr Anzahl der
Studien- A . Kompetitor-DNA ENA-78
. garosegelbild MRNA
teilnehmer (obere Banden- Transkripte MRNA
reihe) in amol in amorl) Transkripte
1. Amplifizierung
10 (Spur 1)
bis 3x10* ca. 1,8x10
5x10° (Spur 6)
H Spur 1 Spur|6
2. Amplifizierung
5 (Spur 1)
bis 3x10* ca. 1,8x10
1x10% (Spur 6)
Spur 1 Spur|6
1. Amplifizierung
50 (Spur 1)
bis 1,0 ca.6,0x10
1x10* (Spur 6)
Spur 1 Spur|6
! 2. Amplifizierung
50 (Spur 1)
bis 3,0 ca. 1,8x10
1x10* (Spur 6)
Spur 1 Spur 6
1.Amplifizierung
50 (Spur 1)
bis 1,0 ca. 6,0x10
1x10* (Spur 6)
Spur 1 Spur 6
J 2. Amplifizierung
50 (Spur 1)
bis 3,0 ca. 1,8x10
5x10" (Spur 5)
Spur 1 Spur 6

Tab. 17: Ergebnisse der quantitativen
mit einer mittelgradig aktiven Gastritis

RT-PCR Moipylori-positiven Studienteilnehmern
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Konzentration der Kdoerlzgai\?ggr Anzahl der
Studien- . Kompetitor-DNA ENA-78
. Agarosegelbild MRNA
teilnehmer (obere Banden- . MRNA
: . Transkripte .
reihe) in amol . Transkripte
in amol
1. Amplifizierung
10 (Spur 1)
bis 1,0 ca. 6,0x10
1x10% (Spur 5)
Spur 1 Spur|5
K 2. Amplifizierung
10 (Spur 1)
bis 3,0 ca. 1,8x10
5x10? (Spur 6)
Spur 1 Spur|6
1. Amplifizierung
10 (Spur 1)
bis 1,0 ca.6,0x19
1x10% (Spur 5)
Spur 1 Spur|5
L 2. Amplifizierung
5 (Spur 1)
bis 1,0 ca. 6,0x10
5x10% (Spur 3)
Spur 1 Spur|3
10 (Spur 1)
M bis 3,0 ca. 1,8x10
1x10% (Spur 5)
Spur 1 Spur|5

Tab. 18: Ergebnisse der quantitativen RT-PCR Mopylori-positiven Studienteilnehmern

mit einer hochgradig aktiven Gastritis




50

Die Anzahl der Transkripte ist fir jede der 13 Bae in Abbildung 21 nochmals graphisch

dargestellt. Wurde bei der zweimaligen Durchfihrdeg kompetitiven PCR bei einer Person

(in Tabelle 15-18 mit 1. und 2. Amplifizierung gekeeichnet) eine unterschiedliche Anzahl

an ENA-78 Transkripten bestimmt, so wurde der Mitegt gebildet. Dieser Unterschied in

der Bestimmung der Anzahl an ENA-78 mRNA-Kopierstasch auf die Empfindlichkeit der

PCR gegentber zahlreichen EinfluRgroRen, wie zeB. Aktivitat der verwendetedag

Polymerase oder dem Alter der eingesetzten cDNAjckdiihren.

Anzahl an ENA-78 mRNA Transkripten
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4x10" A
3x10° 4
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Studienteilnehmer

D: H.-pylori-negative Personen
M: H.-pylori-positive Personen

Abb. 21: Anzahl an ENA-78 mRNA Transkripten vnpylori-negativen und -positiven

Personen

Berechnet man nun den Mittelwert an ENA-78 mRNA-kop so lag dieser fir die Gruppe

der H.-pylori-negativen Personen bei ca. 2,5%1f@ir H.-pylori-positiven Personen mit einer

geringgradig aktiven Gastritis bei ca. 1,4%1€lir H.-pylori-positiven Personen mit einer

mittelgradig aktiven Gastritis bei ca. 8,6%1hd fiir H.-pylori-positiven Personen mit einer

hochgradig aktiven Gastritis bei ca. 1,2%10er Mittelwert fiir alle H.-pylori-positiven
Personen lag bei ca. 1,158NA-78 Transkripten, d.h. dass die durchschnitdiénzahl an
ENA-78 mRNA-Kopien beH.-pylori-positiven Personen um den Faktor 46 hoher lapeils

H.-pylori-negativen Personen.
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Fur Abbildung 22 wurde die Anzahl der Transkrigie H.-pylori-negative und fiH.-pylori-
positive Individuen zusammengefasst und in einex+Blot dargestellt.
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Anzahl an ENA-78 mRNA Transkripten

T T
H.-pylori-negative H.-pylori-positive
Personen Personen

Abb. 22: Box-Plot der Anzahl an ENA-78 mRNA Traripken furH.-pylori-negative und.-
pylori-positive Personen (*P < 0,05: siehe Text)

Der U-Test nach Mann und Whitney ergab, dass diezaAhan ENA-78 mRNA-Kopien bei
H.-pylori-positiven Personen im Vergleich Eu-pylori-negativen Personen signifikant erhoht
war (P < 0,05). Zwischen den einzelnen Aktivitdastgm H.-pylori-positiver Personen
bestand kein signifikanter Unterschied in der AnzsthENA-78 Transkripten.

3.2 Semiquantitative RT-PCR von in-vitro-stimulemtAGS-Zellen

Um nahere Aufschlisse Uber den Stimulationsmectmarsiszu erhalten, wurde der direkte
Einfluss vonH. pylori und bestimmter Bakterienbestandteile auf die Tapison von CXC-

und CC-Chemokinen untersucht. Zu diesem Zweck wul&S-Zellen entweder mit der
Gesamtproteinfraktion, dem wasserléslichen Prot@MSP), der Gesamtmembran, der

auReren Membran (OMP) des Bakteriums oder mit aggranden Bakterium stimuliert. Die
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Gewinnung der mRNA und die Durchfihrung der PCR dear analog, wie fur die
Magenbiopsien beschrieben, ausgefihrt.

3.2.1 Standardisierung der cDNA-Einsatzmengen
Die Standardisierung der cDNA-Einsatzmengen erdokgtalog wie fur die Magenbiopsien

beschrieben. Abbildung 23 zeigt das Agarosegelbddr GAPDH mRNA nach

elektrophoretischer Auftrennung.

Amplikongrof3e : 983 bp
Zyklenzahl : 22
Spur 1 3 5 7

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 6 : AGS-Kultuduth. pylori lebend
Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein ~ Spur 7 : bpo:eiter

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran

Abb. 23: Agarosegelbild (1,0%) der RT-PCR-Prodwuda GAPDH mRNA aus AGS-Zellen
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3.2.2 Transkription von CXC-Chemokinen in AGS-Zelle

In den Abbildungen 24 und 26 sind die RT-PCR Proelaler beiden CXC-Chemokine IL-8

und ENA-78 nach elektrophoretischer Auftrennungeiném Agarosegel zu sehen.

AmplikongrofR3e : 255 bp
Zyklenzahl : 30 (obere Bandenreihe), 35 (untereddareihe)
Spur 1 3 5 7 9

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 8 : Positivkontrolle
Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 9 : Negativkohé
Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran

Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Spur 6 : AGS-Kultur undH. pylori lebend

Spur 7 : 100-bp-Leiter (aufgetragen mit der unté@andenreihe)

Abb. 24: Agarosegelbild (1,5%) der RT-PCR-Produwide IL-8 mMRNA aus AGS-Zellen
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Abb. 25: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkte von IL-8 mRNA (obere
Bandenreihe von Abb. 24) aus AGS-Zellen
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Amplikongrof3e : 216 bp
Zyklenzahl : 35
Spur 1 3 5 7 9

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 6 : AGS-Kultur umtl pylori lebend
Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 7 : 100-bp-Leiter

Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein ~ Spur 8 : #Adgintrolle

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran Spur 9 : kegantrolle

Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Abb. 26: Agarosegelbild (1,5%) der RT-PCR-Produwkda ENA-78 mRNA aus AGS-Zellen
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Abb. 27: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkte von ENA-78 mRNA (Abb. 26)
aus AGS-Zellen

Die densitometrische Auswertung der einzelnen Gelba (Abb. 25 und 27) zeigte eine
Zunahme der mRNA Transkriptionsrate von IL-8 undA=RB durch die Gesamtmembran
(Spur 4) und OMP (Spur 5). Es ist zu erkennen, das3ranskriptionsrate der beiden CXC-
Chemokine in AGS-Zellen durch die Stimulierung aeim lebenden Bakterium (Spur 6) die
starkste Induktion erfuhr. Keine oder eine nur mgei Auswirkung auf die Transkription
hatten dahingegen WSP (Spur 2) und das GesamipassiBakteriums (Spur 3).
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3.2.3 Transkription von CC-Chemokinen in AGS-Zellen

Die Abbildungen 28 und 29 lassen erkennen, dasstdr&ste Zunahme der Signalintensitat
des CC-Chemokins MIPelv.a. durch die Gesamtmembran (Spur 4) und dasndiebe

Bakterium (Spur 6) bewirkt wurden. Durch das Gesgaatein (Spur 3) und OMP (Spur 5)

kam es nahezu zu einer Verdoppelung des densitgotetn Messwerts. Die geringste
Steigerung der Transkriptionsrate zeigte WSP (2pur

Amplikongrof3e : 582 bp
Zyklenzahl : 40
Spur 1 3 5 7 9

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 6 : AGS-Kultur uikll pylori lebend
Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 7 : 100-bp-Leiter

Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein ~ Spur 8 : fdsintrolle

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran Spur 9 : kegantrolle

Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Abb. 28: Agarosegelbild (1,0%) der RT-PCR-Prodwda MIP-lo mRNA aus AGS-Zellen
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Abb. 29: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkte von MIP-& mRNA (Abb. 28 )
aus AGS-Zellen
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Die densitometrische Auswertung fur MIB-IAbb. 30 und 31) zeigte mehr als eine
Verdoppelung der densitometrischen Messwerte dunik Stimulation mit der
Gesamtmembran (Spur 4), OMP (Spur 5) und lebendempylori (Spur 6). Nahezu keinen
steigernden Effekt auf die Transkriptionsrate voliPMp besald das Gesamtprotein (Spur 3).
Keinen Einflul3 hatte WSP (Spur 2).

Amplikongrof3e : 439 bp
Zyklenzahl : 35
Spur 1 3 5 7 9

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 6 : AGS-Kultur uikll pylori lebend
Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 7 : 100-bp-Leiter

Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein  Spur 8 : fdsintrolle

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran Spur 9 : kegantrolle

Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Abb. 30: Agarosegelbild (1,2%) der RT-PCR-Prodwda MIP-13 mRNA aus AGS-Zellen
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Abb. 31: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkbte von MIP-B mRNA (Abb. 30)
aus AGS-Zellen
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Fur das Chemokin RANTES (Abb. 32) zeigte die densétrische Auswertung (Abb. 33),
dass die Transkription durch das Gesamtproteinr(Spund das lebende Bakterium (Spur 6)
nicht, durch WSP (Spur 2) und die Gesamtmembranr(8p geringfligig und durch OMP

(Spur 5) am starksten gesteigert wurde.

AmplikongroR3e : 236 bp
Zyklenzahl : 30 (obere Bandenreihe), 35 (untereddareihe)
Spur 1 3 5 7 9

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 8 : Positivkontrolle
Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 9 : Negativkolro
Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran

Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Spur 6 : AGS-Kultur undH. pylori lebend

Spur 7 :100-bp-Leiter (mit der unteren Bandenreiliigetragen)

Abb. 32: Agarosegelbild (1,5%) der RT-PCR-Produkten RANTES mRNA aus AGS-
Zellen
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Abb. 33: Densitometrische Auswertung der RT-PCRdBkte von RANTES mRNA (obere
Bandenreihe von Abb. 32) aus AGS-Zellen
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Eine Transkription von MCP-1 in AGS-Zellen konnteht nachgewiesen werden (Abb. 34).
Auch zeigte sich kein Einfluss auf die Bildung vdACP-1 mRNA durch einen der

untersuchten Stimuli.

Amplikongrof3e : 354 bp
Zyklenzahl : 35 (obere Bandenreihe), 40 (untereddareihe)
Spur 13 5 7 9

Spur 1 : AGS-Kultur Spur 8 : Positivkontrolle
Spur 2 : AGS-Kultur und WSP Spur 9 : Negativkohé
Spur 3 : AGS-Kultur und Gesamtprotein

Spur 4 : AGS-Kultur und Gesamtmembran

Spur 5 : AGS-Kultur und OMP

Spur 6 : AGS-Kultur undH. pylori lebend

Spur 7 : 100-bp-Leiter (aufgetragen mit der untédandenreihe)

Abb. 34: Agarosegelbild (1,35%) der RT-PCR-Produkie MCP-1 mRNA aus AGS-Zellen
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3.2.4 Transkription von CXC-Chemokinen in AGS-Zelien Zeitverlauf

3.2.4.1 Standardisierung der cDNA-Einsatzmengen

Die Standardisierung der cDNA-Einsatzmengen eréotgtalog wie es fur die Magenbiopsien

beschrieben wurde. Abbildung 35 zeigt das zugekdkggarosegelbild.

AmplikongrofR3e : 983 bp
Zyklenzahl : 28
Spur 1 3 5 7

Spur 1: 0 Min. Spur 5: 90 Min.

Spur 2: 20 Min. Spur 6: 120 Min.
Spur 3: 40 Min. Spur 7: 180 Min.
Spur 4: 60 Min. Spur 8: 100-bp-Leiter

Abb. 35: Agarosegelbild (1%) der RT-PCR-Produktea ®APDH mRNA aus AGS-Zellen

3.2.4.2 Transkription von CXC-Chemokinen in AGSigel

Um den Zeitverlauf der Transkription der beiden G&Bemokine IL-8 und ENA-78 mRNA

in AGS-Zellen zu bestimmen, wurden AGS-Zellen nmetrdlebenden Bakterium stimuliert.
Nach 20, 40, 60, 90, 120 und 180 Minuten wurde\esuche durch Lysieren der AGS-
Zellen beendet, die mRNA isoliert und analog, wig flie Magenbiopsien beschrieben,
fortgefahren.
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Amplikongrole : 255 bp
Zyklenzahl : 30
Spur 1 3 5 79 10

Spur 1: 0 Min. Spur 6: 120 Min.

Spur 2: 20 Min. Spur 7: 180 Min.

Spur 3: 40 Min. Spur 8: 100-bp-Leiter
Spur 4: 60 Min. Spur 9: Positivkontrolle
Spur 5: 90 Min. Spur 10: Negativkontrolle

Abb. 36: Agarosegelbild (1%) der RT-PCR-Produkta 108 mRNA aus AGS-Zellen
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Abb. 37: Densitometrische Messwerte der RT-PCR-#ktedvon IL-8 mMRNA (Abb. 36) aus
AGS-Zellen
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Amplikongrol3e : 216 bp
Zyklenzahl : 35
Spur : 1 3 5 7 9 10

Spur 1: 0 Min. Spur 6: 120 Min.

Spur 2: 20 Min. Spur 7: 180 Min.

Spur 3: 40 Min. Spur 8: 100-bp-Leiter
Spur 4: 60 Min. Spur 9: Positivkontrolle
Spur 5: 90 Min. Spur 10: Negativkontrolle

Abb. 38: Agarosegelbild der RT-PCR-Produkte von ERBAMRNA aus AGS-Zellen
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Abb. 39: Densitometrische Messwerte der RT-PCR-Ektelvon ENA-78 mRNA (Abb. 38)
aus AGS-Zellen

Die Abbildungen 36 und 37 zeigen, dass die Indukiron 1I-8 mMRNA durch das lebende
Bakterium nach 40 Minuten (Spur 3) seinen Hohepenigichte und im weiteren zeitlichen
Verlauf nach 120 (Spur 6) und 180 Minuten (Spuragch abnahm. Hingegen wurde ENA-78
MRNA (Abb. 38 und 39) =zeitlich verzogert in AGS-léel gebildet. Die maximale
Transkriptionsrate wurde nach 90 Minuten (Spurrsgieht. Im weiteren zeitlichen Verlauf

nahm die Transkriptionsrate von ENA-78 im VerglezthlL-8 weniger schnell ab.
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4 DISKUSSION

4.1 Einleitung

Die Kolonisierung des Magens durch das Bakteridelicobacter pylorifiihrt bei nahezu
allen infizierten Individuen uber eine akute Gdmstrzu einer chronisch-aktiven Gastritis
(Kusters et al. 2006). Zeigt die histologische Wwsiiehung gesunder Magenmukosa lediglich
einige wenige mononukledre Leukozyten in der Lampmapria, so ist dieH.-pylori-
induzierte, chronisch-aktive Gastritis durch dieutlehe Zunahme der Infiltration mit
mononukledren Leukozyten und dem Auftreten neutlep@ranulozyten, die bis zur Lamina
epithelialis eingewandert sind, gekennzeichnet fHdital. 1992, Dixon et al 1994). Erfolgt
keine entsprechende Eradikationstherapie bleitged@hronisch-aktive Gastritis lebenslang
persistieren (Kuipers et al. 1995c) und hat eimgv@hrende Immunantwort des Individuums
zur Folge. Das Ausmall dieser individuell verschiedeisgepragten Immunantwort, die
bakterielle Ausstattung mit Virulenzfaktoren, emexghende Umweltfaktoren wie die
Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren oder nieraglalen Antirheumatika oder der
Konsum von Alkohol wund Zigaretten beeinflussen neddigh das regionale
Verteilungsmuster der bakteriellen Besiedelung, daraus resultierenden Schweregrad und
Verteilungstyp der Gastritis und das Auftretéh-pylori-assoziierter Folgeerkrankungen
(Kusters et al. 2006). Insbesondere konnte naclggewi werden, dass u.a. die Menge an
produzierter Salzsaure im Magen eine wesentlicimfUusisgrol3e darstellt. So siedelt sich in
Individuen mit einer regelrechten Salzsdureproduktider Keim (berwiegend im
Magenantrum an, wo sich weniger saureproduzier®adetalzellen befinden und es kommt
zu einer im Antrum betonten Gastritis. Hingegendén sich bei einer herabgesetzten
Salzsaureproduktion, sei es durch die Einnahme Riamtonenpumpeninhibitoren, infolge
einer Vagotomie oder durch einen ParietalzellvéilusRahmen einer atrophischen Gastritis,
eine im Corpus dominierende Pangastritis (Kuipetsak 1995b). Hinsichtlich einer
geschatzten Lebenszeitpravalenz fur Keimtrager ¥06rl5% fir eine Ulkuserkrankung
(Sipponen et al. 1990) und von 1-2% fur das diskéégenkarzinom (Kuipers 1999), ist es
von grundlegender Bedeutung das pathophysiologischéerstandnis  dieser
Folgeerkrankungen einer chronisch-aktiven Gastztiserweitern, um zu gewahrleisten, die

vorhandenen therapeutischen Optionen fortwahrepdssen und verbessern zu kdnnen.
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4.2 Chemokintranskription bei delelicobacter-pylorassoziierten Gastritis

Eine Kernfrage hinsichtlich des pathophysiologischblaufs einerH.-pylori-induzierten
Gastritis ist, wie das Bakterium, das als nichtagives Pathogen gilt (Hemalatha et al. 1991,
Dytoc et al. 1992), eine Signalkaskade aktivierti@men Folge es zur Infiltration der Lamina
propria mit Leukozyten kommt. Mehrere Arbeitsgrupg@nnten beispielsweise nachweisen,
dass verschiedene |6sliche Bestandteile der Bakimembran eine direkte chemotaktische
Wirkung auf Mono- und Granulozyten ausiben (Crdigle 1992, Mai et al. 1991, 1992,
Yosihida et al. 1993, Enders et al. 1995). Denklare auch, dass l6sliche bakterielle
Produkte Makrophagen stimulieren und/otterpylori durch seinen unmittelbaren Kontakt
das Magenepithelium aktiviert, entsprechende Medkat freizusetzen. Bisher konnte in
zahlreichen In-vivo-Untersuchungen an Magenbiopsienmdhte Transkriptions- bzw.
Expressionsraten des Mediators Interleukin 8 (ILn8thgewiesen werden (Crabtree et al.
1993, 1994, Fan et al. 1995, Peek et al. 1995, ¥amat al. 1995, 1996, 1998, Shimoyama
et al. 1998). Zum Beispiel fanden Crabtree etl#®98) im Uberstand von in vitro Kultivierten
Biopsien aus dem Magenantrum bei Personen mit dtheapylori-assoziierten Gastritis
signifikant gesteigerte Proteinkonzentrationen Uo® im Vergleich zuH.-pylori-negativen
Personen. Fan et al. (1995) haben mit Hilfe einadid®dnmunassays (RIA) in antralen
Magenbiopsien und im Magensaft b&rpylori-positiven Probanden signifikant erhéhte 11-8
Proteinkonzentrationen gemessen im Vergleich zhtrdizierten Probanden. Yamaoka et
al. (1998) wiesen beH.-pylori-positiven Personen mit Hilfe der RT-PCR in 79,4%r d
untersuchten Biopsien aus dem Magenantrum einetiy@di-8 Transkription nach im
Gegensatz von nur 2,5% in det.-pylori-negativen Kontrollgruppe und konnten dieses
signifikante Ergebnis auch auf der Proteineben¢dbgen. Crabtree et al. (1994) gelang in
diesem Zusammenhang mit Hilfe einer Immunfluorezmatersuchung das Magenepithel als
wesentliche Produktionsquelle von IL-8 zu identdren. Erganzend zu diesen Befunden liel3
sich in mehreren In-vitro-Studien die Induktion vdr8 durch H. pylori in Epithelzellen
verschiedener Magenkarzinomziellinien (u.a. in AG&to Ill und MKN28) aufzeigen
(Crabtree, Covacci et al. 1995, Crowe et al. 1995ng et al. 1995, Sharma et al. 1995), in
deren Rahmen von Rieder et al. (1997) auch die #siizéd des Bakteriums an das
Magenepithel als wesentliche Voraussetzung beswmieiurde.

Diese Untersuchungsergebnisse legen eine aktiveiliBahg des Magenepithels an der
Vermittlung des Entziindungsprozesses ethepylori-assoziierten Gastritis nahe. Zudem ist

bekannt, dass verschiedene bakterielle und virdékiionen eine Chemokinproduktion auch
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in Epithelzellen des Urogenital-, Intestinal- undsRirationstraktes anstof3en (Hedges et al.
1992, Becker et al. 1993, Eckmann, Kagnoff et @931 Eckmann, Jung et al. 1993).
Interleukin-8 (CXCL8) gehort zur Gruppe der cherktiszhen Zytokine, sogenannten
Chemokinen, deren Hauptaufgabe darin besteht Letdozanzulocken (Baggiolini 1998,
2001). Unterteilt werden sie in zwei Hauptgruppatie CXC- und CC-Chemokine
(Einteilungskriterium s. 1.2). Entsprechend demt&iemgsmuster der Chemokin-Rezeptoren
wirken CXC-Chemokine uberwiegend auf neutrophilartetozyten und CC-Chemokine auf
Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten, eosinophile urzhsophile Granulozyten
(Baggiolini 2001). Hingewiesen sei in diesem Zusanhang auch auf die In-vitro-Studien
von McCormick et al. (1993, 1995) m8almonella typhimuriumdie zeigten, dass die
bakterielle Stimulation auf der apikalen Seite viotestinalen Epithelzellen eine basale
Sekretion von IL-8 zur Folge hat, das in vivo, waech andere CXC-Chemokine, an
Proteoglykane innerhalb der Lamina propria anbir{tiéeébb et al. 1993). Auf diese Weise
kann subepithelial von Chemokinen ein chemotaktisgtksamer Gradienten aufgebaut
werden, der neutrophilen Granulozyten die MigratioRichtung auf das Epithel ermdglicht.
Das Augenmerk dieser Studie richtete sich daheaufarob neben IL-8 auch andere
Chemokine, wie das CXC-Chemokin ENA-78 (CXCL5) odee CC-Chemokine MIPl
(CCL3), -8 (CCL4), RANTES (CCL5) und MCP-1 (CCL2) erhohte fis&riptionsraten in
Magenbiopsien bei einét.-pylori-assoziierten Gastritis aufweisen. Hintergrund fiirewar,
neben den oben aufgefuhrten Untersuchungsergebnidass in verschiedenen Studien die
Beteiligung der ausgewdahlten Chemokine an chrormesthindlichen Erkrankungen
nachgewiesen werden konnte. So fanden beispielsweash et al. erhohte Konzentrationen
von ENA-78 (1994a) und MIPel (1994b) in der Synovia von Patienten mit einer
rheumatoiden Arthritis und von MIPBlbei Patienten mit einer Osteoarthritis (1995). tésa
et al. (1997a) und Z"Graggen et al. (1997) gelaargNthchweis erhdhter Transkriptions- und
Expressionsraten von ENA-78 in intestinalen Ep#bkén bei Patienten mit chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen und Standiford et (4B93) zeigten eine erhdhte
Proteinkonzentration von MIPelin einer bronchoalveolaren Lavage von Patienteh mi
chronisch-entzindlichen Erkrankungen der Lunge.

Um der Zielsetzung dieser Studie nachzukommen, evdrel semiquantitative bzw. fir ENA-
78 auch quantitative mRNA-Bestimmung der ChemokmieHilfe der RT-PCR ausgeflhrt.
Die hierzu verwendeten Magenbiopsien stammten am #&Magenantrum, da hier im

allgemeinen Grad und Ausmal3 der Aktivitat eifkrpylori-induzierten Gastritis, aufgrund
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einer hoheren bakteriellen Besiedelung, starkergeqréigt ist, als im Magencorpus
(Bayerdorffer et al. 1992, Stolte et al. 1990, 1995

Angemerkt sei zu dieser hier durchgefihrten Untdrang, das#i.-pylori-Stamme je nach
Expression des vakuolisierenden Zytotoxins (VacAd einem weiteren Virulenzfaktor, dem
s0g. zytotoxin-assoziierten Antigen (CagA) in Typelder , bei deren Fehlen, in Typ-II-
Stamme eingeteilt werden. Typ-I-Stdmme sind belieRtdn in westlichen Industrienationen
haufiger mit einer Duodenitis, einem Duodenalulknd einem Magenkarzinom assoziiert als
Typ-1I-Stdmme, wobei dieser Zusammenhang etwa ganjachen oder chinesischen
Populationen nicht nachgewiesen werden konnte éPah. 1997, Shimoyama et al. 1997).
Die Expression des CagA-Proteins, das eine varidbdekularmasse von 120-140 kDa
besitzt und stark immunogen ist (Covacci et al. 319Bummuru et al. 1993), ist an das
Vorhandensein der sogag Pathogenitatsinsetg-PAIl) gekoppelt und wird heutzutage als
dessen Marker betrachtet (Censini et al. 1996)eNa@em Gen fir das CagA-Protein kodiert
die cag Pathogenitatsinsel auch ein sog. Typ-IV-Sekreigsiem (T4SS), das, wie
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigtemereiPilus bildet (Kwok et al. 2007,
Rohde et al. 2003) und die Injektion von CagA (Quteit et al. 2000) und den Ubertritt von
Peptidoglykanen (Viala et al. 2004) in die Wirtégebrmaoglicht. T4SS bindet Uber das
Adhasin CagL an das Integrinf;s und bewirkt, durch dessen Aktivierung, schlie3lgdm
Transport von CagA in die Wirtszelle. In der Wige wird CagA phosphoryliert (Asahi et
al. 2000, Stein et al. 2000) und bindet an verstdne Zellproteine, die eine SH2-Domane
enthalten. Bisher wurden in diesem ZusammenhangTgresin-Phosphatase Shp-2, die
Tyrosin-Kinase Csk und das Adapterprotein Crk besblken (Higashi et al. 2002, Tsutsumi et
al. 2003, Suzuki et al. 2005), die alle drei altedaktionspartner bei der dur¢h-pylori-
induzierten Umgestaltung des Aktinzytoskeletts dRmdle spielen. Daneben sind auch von
der Phosphorylierung von CagA unabhangige Effeldieabnt, wie u.a. das Zerreil3en von
Tight junctins oder das Anstol3en proliferatorisained proinflammatorischer Signalkaskaden
(Backert et al. 2008). Ausgehend von der Beobadhtutass neben CagA-positiven
Bakterienstammen auch CagA-negatilepylori-Mutanten in der Lage sind die Bildung von
IL-8 in der Wirtszelle zu induzieren (Crabtree, Xgget al. 1995, Sharma et al. 1995) wurde
davon ausgegangen, dass das CagA-Protein keinethiese Rolle in der Induktion von
Chemokinen spielt und wurde daher in der hier gotgten Studienpopulation auch nicht
bestimmt. Unterstitzt wird diese Annahme von detetsuchungen von Fischer et al. (2001),
die einzelnen Gene deag Pathogenitatsinsel der Reihe nach tberpruftenzuraker Ansicht

gelangten, dass deag Pathogenitatsinsel kein Effektorprotein codieds diber das Typ-IV-
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Sekretionssystem in die Wirtszelle gelangt und Imduktion von IL-8 fuhrt. Auch zeigten
Censini et al. (1996) und Selbach et al. (2002) Hhife von gezielt durchgefihrten
Mutationen in einzelnen Genen deaig-PAIl, dass die Induktion von IL-8 an ein intaktes
T4SS gebunden ist, aber unabhangig vom CagA-Pragiigt. Jedoch entdeckte erst
kirzlich Brandt et al. (2005), dass, neben der WYbala et al. (2004) beschriebenen
Aktivierung von NF-kB (Nuklearfaktor kappaB) und duktion von IL-8 durch
Peptidoglykane auch CagA in der Lage ist, Uber @in8ignalkaskade NkB zu aktivieren

und die IL-8 Produktion zu induzieren.

4.2.1 Transkription der CXC-Chemokine in vivo undvitro

Fur das CXC-Chemokin IL-8 fand sich in Ubereinstiomg mit den Untersuchungen von
Shimoyama et al. (1998) eine statistisch signifikgesteigerte mRNA-Rate im untersuchten
H.-pylori-positiven  Kollektiv im Vergleich zu den nicht iaferten Personen.
Korrespondierend hierzu sind auch die ErgebnisseRaek et al. (1995) und Yamaoka et al.
(1995, 1996, 1998), die bei Personen mit eidepylori-assoziierten Gastritis signifikant
haufiger eine IL-8 Transkription mittels RT-PCR Meagenantrum nachweisen konnten im
Vergleich zuH.-pylori-negativen Vergleichsgruppe.

Welche Ergebnisse liel3en sich diesbezuglich fur E18Aerheben und welche Bedeutung
kénnen ihnen beigemessen werden?

Das CXC-Chemokin ENA-78, das erstmals im Uberstaimgr mit proinflammatorischen
Zytokinen (TNFe und IL-18) stimulierten alveolaren Epithelzellinie des Mdmst (A549)
beschrieben wurde (Walz et al. 1991), besteht @usAminosduren und besitzt zu IL-8
strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten. Sistimmen in 22% ihrer
Aminosaurensequenz Uberein, beide besitzen dadi&irAktivierung von neutrophilen
Granulozyten notwendige ELR-Motiv und tben einelighrstarke chemotaktische Wirkung
aus (Walz et al. 1991, 1997). Sie binden beide aXCR2-Rezeptor an, IL-8 auch am
CXCR1-Rezeptor, die ausschlie3lich auf neutroph@@anulozyten vorkommen (Baggiolini
et al. 2001). Neben den genannten Gemeinsamkeib@stehen auch zwei wesentliche
Unterschiede, namlich in ihrem Produktionsort umatin Induktionsmechanismus. ENA-78
wird Uberwiegend von den verschiedensten Epithelzelebildet, wenngleich auch andere
Zelltypen wie beispielsweise Monozyten, neutropl@enulozyten und Endothelzellen das
Chemokin infolge Stimulation ebenfalls sezernigf@falz et al. 1991, 1997). Hingegen wird

IL-8 von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellenbgdet, wobei als Hauptproduzenten
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aktivierte Monozyten/Makrophagen und andere Leutezyund Endothelzellen gelten
(Baggiolini et al. 1994).

Die Ergebnisse sowohl der semi- als auch exakttgaaven Bestimmung der mRNA von
ENA-78 zeigten einen statistisch signifikanten AegtbeiH.-pylori-positiven Personen im
Vergleich zuH.-pylori-negativen Gruppe. Mit Hilfe der quantitativen RTR, die es erlaubt
die Anzahl der Transkripte genau zu bestimmen wwrdrdAmplifikation von vielen &uf3eren
Einflussgré3en unabhéngig ist (Gillland et al. @p9iel’ sich eine Zunahme der mRNA-
Kopien bei infizierten Personen um den Faktor A46ziffteen. Ein Anstieg der
Transkriptionsrate mit dem Aktivitatsgrad der Giistr wie er fur IL-8 quantitativ auf
Transkriptions- (Rieder et al. 1997) und Expressatrene (Yamaoka et al. 1998) gelang,
zeichnete sich jedoch nicht ab. Dieses Ergebnlst ste Gegensatz zu den Untersuchungen
von Shimoyama et al. (1998), die eine signifikaKigrelation zwischen der Anzahl an
neutrophilen Granulozyten und der Anzahl an ENAT78nskripten innerhalb der Mukosa
des Magenantrums nachweisen konnten. Eine Erklahewmyiglich dieser differierenden
Ergebnisse kdnnte darin begriindet sein, dass zevechiedene Bestimmungsmethoden zur
Anwendung kamen. Bestimmte Shimoyama et al. dieaAhzler mRNA-Transkripte mit
Hilfe der RT-PCR lediglich relativ, so erfolgte dieser Studie mittels quantitativer RT-PCR
auch ihre absolute Messung.

Um den Einfluss void. pylori und einzelner Bakterienbestandteile auf die Traps&nsrate
der beiden CXC-Chemokine zu untersuchen, wurdenth&pgellen einer humanen
Magenkarzinomzellinie (AGS) mit dem l6slichen PmotéWSP), dem Gesamtprotein, der
Gesamtmembran, der dufReren Membran (OMP) und deenden Bakterium stimuliert. Es
zeigte sich, dass der lebende Keim, der, im Gegreasan metabolisch inaktivierten Erreger,
als Induktor von IL-8 in AGS-Zellen bekannt ist (&hg et al. 1995, Sharma et al. 1995,
Rieder et al. 1997), die Transkription von ENA-M8gleicher Weise zu steigern vermag wie
von IL-8. Hingegen keinen Einflul3 auf die Transkopsrate beider Chemokine fand sich
beim wasserloslichen Protein (WSP) und dem Gesateipr wogegen die Gesamtmembran
und die aul3ere Membran die Chemokinrate gleicheemg®ring erhdhten. Bezliglich dieses
steigernden Effekts der Gesamtmembran und der é@ufddembran (OMP) wéare das von
Yamaoka et al. (2000) identifizierte Genprodukt wamA, namlich das sogenannte Protein A
der uReren Membran, mit seinem Vermogen IL-8 iscreedenen Epithelzellinien, wie u.a.
auch in AGS-Zellen, zu induzieren, eine denkbalddfung. Grundsatzlich sei jedoch zu den
Ergebnissen dieser In-vitro-Stimulierungsversuchegemerkt, dass das Ansprechen von der

jeweils verwendeten Zellinie abhangig ist und Kassh al. (1999) mit Hilfe eines
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Wasserextrakts voH. pylori die Transkription von IL-8 in einer anderen Epitedlinie eines
Magenkarzinoms (MKN28) nachweisen konnte. In diegBmammenhang sei auch auf die
nachfolgenden Ausfihrungen unter 4.2.2 hingewiesandenen ausfuhrlich Uber die
verwendeten Epithelzellinien und ihre Ausstattungt rioll-Like-Rezeptoren (TLR)
eingegangen wird.

Als wesentlichen Befund dieser In-vitro-Versucheyizesich, dass das lebende Bakterium in
der Lage ist die Transkription von ENA-78, ebense &s fur IL-8 bekannt ist (siehe 4.2), zu
induzieren. Die in vivo nachgewiesene gesteigefNm-Transkription von ENA-78 bei der
H.-pylori-assoziierten Gastritis legt daher als mdgliche ptinsgsorte neben aktivierten
Monozyten (Bliss et al. 1998), neutrophile Granytem und Endothelzellen (Walz et al.
1991, 1997) auch das Magenepithel durch seinen tteibaren Kontakt mit dem Erreger
nahe.

Die beiden untersuchten CXC-Chemokine unterschegieim auch im Hinblick auf ihren
Induktionsmechanismus, wie die Messung der mRNAeRat Zeitverlauf von AGS-Zellen,
die mit dem lebenden Keim stimuliert wurden, zeidtand sich fir IL-8 eine schnellere
Induktion mit einem Hohepunkt nach 40 Minuten undem vergleichsweise rascheren
Abfall Gber die Zeit, lie3 sich fir ENA-78 eine zégerte mRNA-Produktion mit einem
Maximum nach 90 Minuten und einem langsameren Ramfgfinden. Auch in anderen
Zelltypen, wie beispielsweise in Monozyten, die mgopolysacchariden (LPS) (Schnyder et
al. 1997) oder in Zellen der intestinalen Epithllze Caco-2, die mit IL-B stimuliert
wurden (Keates et al. 1997a), zeigte sich bezlghdhA-78 ein verzogerter Beginn
verbunden mit einem langeren Anhalten der Transkrnp So fand sich bei LPS-stimulierten
Monozyten eine maximale mRNA-Rate fur ENA-78 nacB-2Z8 Stunden und eine
unverandert hohe Produktion nach 42 Stunden, welg IL-8 nach 4-12 Stunden seine
maximale Transkriptionsrate erreichte und nach 4@n&n auf das Ausgangsniveau
zurickging (Schnyder et al. 1997). In IB-&timulierten Caco-2-Zellen setzte die
Transkription von IL-8 nach ca. 3 Stunden ein, uacm12 Stunden eine Plateauphase zu
erreichen, wohingegen ENA-78 nach ca. 6 Stundeidgthvurde und nach 24 Stunden sein
Maximum erreichte (Keates et al. 1997a). Diese erdgte Differenz kdnnte durch eine
verschiedentliche Induktion von Transkriptionsfaktobzw. Unterschiede in der Struktur der
Promotorregion des jeweiligen Genes liegen. Wahrbetde Promotorgene u.a. eine
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor NB-haben, besitzt nur das Promotorgen von
ENA-78 drei Bindungsstellen fur den Transkriptiaigbr AP-2 (Walz et al. 1991, 1993,



69

Corbett et al. 1994), wohingegen die Promotorregion IL-8 eine Bindungsstelle fur den
Transkriptionsfaktor AP-1 aufweist (Matsusaka etl@03, Mukaida et al. 1994).

Neben der beschriebenen Regulation auf der EbeeeTihanskription kann eine solche auch
auf der Proteinebene stattfinden. So besitzt IL-8 seinem N-terminalen Ende
Modifikationsstellen fur extrazellulare Protease &lastase, Cathepsin G und Proteinase-3,
die u.a. von aktivierten neutrophilen Granulozytend Monozyten sezerniert werden.
Dadurch wird die Fahigkeit von IL-8, neutrophile @@ulozyten zu aktivieren, um das 5-
10fache gesteigert (Baggiolini et al. 1994, Padrieeal. 1994). IL-8, das von Gewebezellen
Uberwiegend in einer Form bestehend aus 77 Amimes&ezerniert wird (Baggiolini et al.
1994), wird in eine aktivere Form aus 72 Aminosauiberfihrt, die zudem auch gegenuber
einer Proteolyse resistenter ist (Padrines et34) Fur ENA-78 ist in vivo ebenfalls eine
derartige Regulierung seiner biologischen Aktiviégnkbar. In diesem Zusammenhang
konnten Nufer et al. (1999) das von Epithel- unddhelzellen produzierte ENA-Protein aus
78 Aminosauren, mit Hilfe von Proteasen wie CathepS und Chymotrypsin, durch
Veranderung am N-terminalen Ende in aktivere Foromagestalten.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ENgb@nso wie IL-8, einen wichtigen
Beitrag als Mediator am Entziindungsprozess éfqaylori-assoziierten Gastritis leistet. Auf
MRNA-Ebene erfolgt sowohl in vivo als auch in viteane Induktion von ENA-78 in
Epithelzellen des Magens, das durch seine veradgBiidung und langer anhaltende
Produktion nicht nur in der akuten, sondern auchdar chronischen Phase fur die

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten eine wichtRplle innerhalb der Pathogenese spielt.

4.2.2 Transkription der CC-Chemokine in vivo unarimo

Wie die histologische Untersuchung von Magenmukasaer H.-pylori-assoziierten,
chronisch-aktiven Gastritis zeigte, fand sich nelpemtrophilen Granulozyten auch eine
deutliche Zunahme der Infiltration mit mononukle@iteeukozyten, wie CD4+ und CD8+ T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen, Monozytdmastzellen und eosinophilen
Granulozyten (Dixon et al. 1994). Als lokales Silgita die Attraktion dieser Zellen kommen
deshalb weitere Chemokine in Frage, so dass ied&sidie auch die Transkriptionsraten der
CC-Chemokine MIP4, -18, RANTES und MCP-1 bestimmt wurden.

MIP-1a und -B wurden erstmals im Uberstand von Makrophagen, it
Lipopolysacchariden (LPS) stimuliert wurden, begadten und stimmen in 68% ihrer

Aminosauresequenz lberein. Als Hauptproduzenteierg®onozyten/Makrophagen und B-
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und T- Lymphozyten (Baggiolini et al. 1994). MIR-1ibt Uber seine beiden Rezeptoren
CCR1 und CCR5 chemotaktische und stimulierendekifauf Monozyten/Makrophagen,
eosinophile und basophile Granulozyten und versigme Subpopulationen von
Lymphozyten wie B-Zellen, zytotoxischen T-Zellendu@D4+ T-Zellen aus (Schall et al.
1993, Baggiolini et al. 1994, 2001). MIB-lwirkt Uber seinen Rezeptor CCR5 neben
Monozyten/Makrophagen auch auf CD4+ T-Lymphozyt&ch@ll et al. 1993, Baggiolini
2001). Beide CC-Chemokine zeigten in dieser Untdrsng beH.-pylori-positiven Personen
einen statistisch signifikanten Anstieg ihrer mRN#Aanskription im Vergleich zunH.-
pylori-negativen Kollektiv. Ein merklicher Unterschiedstend jedoch darin, dass MiR-in
der H.-pylori-negativen Gruppe keine oder eine vergleichsweige minimale basale
Transkriptionsrate im Vergleich zu MIF3Jaufwies. Dieser positive Transkriptionsnachweis
fir MIP-1a steht in Ubereinstimmung mit den Untersuchungem Yamaoka et al. (1998),
die beiH.-pylori-positiven in 71,8% und bei.-pylori-negativen Studienteilnehmern in nur
12,5% eine mRNA-Transkription im Magenantrum nadses konnten. Keinen Unterschied
zeigte dagegen die Transkriptionsrate von MpR-die in beiden Gruppen mit ca. 80%
ahnlich haufig aufgefunden wurde. Auch Kusugamiaét (1999) entdeckten in ihren
Untersuchungen im Uberstand kultivierter antralexginbiopsien bei Keimtragern in 88%
und der nicht infizierten Vergleichsgruppe in 60%eeExpression von MIPel wobei ein
signifikanter Unterschied in den gemessenen Pikaerentrationen bestand. Aul3erdem fand
sich in antralen Magenbiopsien in 54% der untersucH.-pylori-positiven Probanden eine
Transkription von MIP-& im Vergleich zu keinem Transkriptionsnachweis iaé¢b derH.-
pylori-negativen Kontrollgruppe. Dieser auf mRNA-Ebenehgewiesene Unterschied war
auch auf Proteinebene signifikant. Um den Produktot von MIP-& zu identifizieren,
haben Kusugami et al. die Konzentration von MtP-h Zellkulturen von gastralen
Epithelzellen, Makrophagen und Lymphozyten, dieais chirurgisch gewonnenen Proben
antraler Magenmukosa isolierten, gemessen. Hierégsen die Uberstande der
Makrophagenkultur die héchsten Konzentrationen MdR-1o auf. Deutlich geringere MIP-
1o Konzentrationen fanden sich im Uberstand der Lymaptenkultur, wogegen sich im
demjenigen der Epithelzellen kein MiIR-1 nachweisen lie3. Auch in einer
Immunfluoreszenzuntersuchung an antralen Magenigiogsrasentierten sich innerhalb der
H.-pylori-positiven Gruppe in die Lamina propria eingewatel€¢D68+ Makrophagen als
wesentliche Produktionsquelle (>90%). Eine Expressron MIP-L lield sich in diesem
Zusammenhang in den Epithelzellen der Magenmukiz$e aufdecken. Dieser Befund steht

im Gegensatz zum Ergebnis der in dieser Studie hdefdhrten In-vitro-
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Stimulierungsversuche. Diese wiesen nach, dassdgchranskriptionsrate sowohl von MIP-
la als auch in geringerem Ausmal3 von MIPid AGS-Zellen durch das lebende Bakterium
und seine Gesamtmembran induzieren lie3 und hitiskthMIP-1a in einem &hnlichen
Auspragungsgrad wie fir die beiden untersuchten {©K€mokine. Somit ist denkbar, dass
die an antralen Magenbiopsien erhoht gemessene miRMN& der beiden CC-Chemokine
sowohl infolge einer direkten Stimulation des Maggithels als auch durch aktivierte CD68+
Makrophagen (Kusugami et al. 1999) generiert wibiese Folgerung stitzt sich auf die
nachstehenden Befunde. Die Regulation der CC-awdd der CXC-Chemokine, erfolgt u.a.
Uber den Transkriptionsfaktor NEB (Grove et al. 1993, Baeuerle et al. 1994, Baguyieit

al. 1994, Roebuck et al. 1999), der, wie in memre3eudien belegt, bei einételicobacter-
pylori-assoziierten Gastritis aktiviert ist. Beispielssereigten Sharma et al. (1998) in AGS-
Zellen und Keates et al. (1997b) in AGS- und Kak&ellen, dasH. pylori in vitro NF«B
aktivierte und eine Steigerung der Transkriptionsed Expressionsrate von IL-8 zur Folge
hatte. Isomoto et al. (2000) haben nun in einer umnstochemischen Untersuchung in
Magenbiopsien von Patienten mit eirtéelicobacter-pylordassoziierten Gastritis versucht,
die verschiedenen Zelltypen in denen kB--aktiviert wird, aufzudecken. Sie fanden bei
Keimtragern im Vergleich zur nicht infizierten Gpg signifikant haufiger aktiviertes N&éB
sowohl in Zellen des Magenepitheliums als aucheahen innerhalb der Lamina propria, wie
vaskularen Endothelzellen, Makrophagen und B-Zele die Aktivierung von NkeB sind
nun zahlreiche stimulierende Faktoren bekannt. rE@ies kann sie in Epithelzellen des
Magens durch den direkten Kontakt mit dem Mikrooigmus, andererseits durch
Stimulation mit bakteriellen Produkten erfolgensick et al. (2005a) konstatierten, déks
pylori direkt oder die Untereinheit B der bakteriellerebe (Beswick et al. 2006) an CD74
auf Epithelzellen, das im Rahmen des Entziindungspses vermehrt exprimiert wird
(Beswick et al. 2005b), interagierte. Diese BindamgCD74 fuhrte Uber die Stimulation der
Signalkaskade von NEkB schlief3lich zur Produktion von IL-8 (Beswick et 2005a).
AulRerdem findet die Aktivierung von NEB auch Uber proinflammatorische Zytokine, wie
IL-1 und TNFu statt (Yasumoto et al. 1992, Keates et al. 199I@se zeigten in vivo in der
Mukosa einerHelicobacter-pyloriassoziierten Gastritis gesteigerte Transkriptiatesr auf
(Crabtree et al. 1991, Noach et al. 1994, Peek €985, Yamaoka et al. 1995, 1996) und
werden, wie aus In-vitro-Versuchen bekannt ist, Monozyten/Makrophagen, die von LPS
des Bakteriums (Mai et al. 1991, Innocenti et abD0D) oder anderer Ioslicher
Bakterienbestandteile, wie der Urease (Harris etl@Bb6), stimuliert werden, sezerniert.

Bekannt ist zudem, dass auch Epithelzellinien eMagenkarzinoms, wie Kato lll, infolge
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einer Stimulation mit dem Erreger zur ProduktiomWelo und -3 angeregt werden (Jung et
al. 1997). Diese auf vielfaltigste Weise freigetazproinflammatorischen Zytokine kbnnen
nun ihrerseits Monozyten/Makrophagen (Baggiolinalet1994) innerhalb des subepithelialen
Raums oder auch das Magenepithel (Yasumoto eBfR,HHuang et al. 1995, Keates et al.
1997b) zur Produktion von Chemokinen, wie Miitind -, anregen und zur in vivo erhéht
gemessenen mRNA-Rate beitragen.

Zusammengefasst kann fur MiRe-tind -3 festgehalten werden, dass die hier durchgefiihrten
Stimulierungsversuche zeigten, dass das lebendéeefdak und seine Gesamtmembran in
vitro die Transkriptionsrate dieser beiden CC-Chlem® in AGS-Zellen steigerten. Isomoto
et al. (2000) haben durch den Nachweis von aktemerNF«xB potentielle Produktionsorte
von Chemokinen, wie das Magenepithel und Zellen swbepithelialen Raum wie
Makrophagen, vaskulédre Endothelzellen und B-Zeadlgigedeckt. Diese Aktivierung von NF-
kB, der fur alle hier untersuchten Chemokine alsend&her Transkriptionsfaktor gilt, wird
Uber zahlreiche Faktoren, wie durch den Kontakt Bakteriums mit dem Magenepithel,
durch die Aktivierung des Magenepithels durch baéle Bestandteile oder infolge auf
unterschiedlichste Weise induzierte proinflammatdre Zytokine, angestol3en. Das bedeutet,
dass die erhdhte Transkriptionsrate von MéPuihd -B in vivo einerseits durch CD68+
Makrophagen (Kusugami et al. 1999), andererseigs abch, wie die Ergebnisse der hier
durchgefuhrten Stimulierungsversuche aufzeigterghddas Magenepithel zustande kommit.
Fur RANTES, das von Epithelzellen, CD8+ T-LymphazytFibroblasten und Thrombozyten
gebildet wird und das Uber seine Rezeptoren CCR1nd -5 eine Vielzahl an Zellen, wie
Monozyten, T-Lymphozyten, eosinophile und basop@itanulozyten aktiviert (Schall et al.
1990, Baggiolini et al. 1994, 2001), fand sich imoveine signifikant gesteigerte mRNA-
Transkription in Magenbiopsien bei dét.-pylori-positiven im Vergleich zur -negativen
Gruppe. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung e dntersuchungen von Shimoyama et
al. (1998), die ebenfalls in Biopsien aus dem Magénm gesteigerte mMRNA-Raten lh&r
pylori-positiven im Vergleich zid.-pylori-negativen Probanden fanden und von Yamaoka et
al. (1998), die in ihreni.-pylori-positiven in 57,3% und in ihrem -negativen Pagegut in
nur 25% eine Transkription von RANTES in antralelmdédnbiopsien nachweisen konnten.
Die in der hier vorliegenden Studie durchgefuhr&mulierungsversuche mit AGS-Zellen
hatten zum Ergebnis, dass der lebende Keim diesKrgmtionsrate von RANTES nicht zu
steigern vermag und lediglich die aul3ere MembravifpDeine Vermehrung der Transkripte
bedingte. Im Gegensatz dazu gelang Mori et al. 32@kr Nachweis, dass das lebende

Bakterium in MKN45-Zellen, einer weiteren Epithdlzee eines Magenkarzinoms, die
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Transkription und Expression von RANTES iber dietiigrung von NF«B anregte.
AulRerdem konnten diese Arbeitsgruppe aufzeigers desinduktion von RANTES, wie es
mittlerweile auch fur IL-8 bekannt ist (Tummuru &t 1995, Censini et al. 1996, Li et al.
1999), an Genprodukte deagPathogenitatsinsel gebunden ist. Auch Kudo et(2005)
fanden heraus, dast pylori in MKN45-Zellen die mRNA-Rate von RANTES verviatfa
und die Hohe des Ertrags sowohl von einer intakt@gPathogenitatsinsel als auch vom
Vorhandensein von OipA, dem Protein A der aul3erembtran, abhéngig ist. Warum sich
nun im Rahmen der Stimulierungsversuche mit MKN#&Heh im Gegensatz zu in dieser
Studie verwendeten AGS-Zellen eine Vermehrung d&N#-Molekile von RANTES
beobachten liel3, konnte in der unterschiedlichessfaitung mit Toll-Like-Rezeptoren (TLR)
begriindet sein. Toll-Like-Rezeptoren sind Transnramixoteine, die einer Gruppe von
Oberflachenmolekilen auf Zellen angehdren und Kraigassoziierte molekulare Muster
von Mikroorganismen erkennen (Medzhitov et al. 2000um Beispiel erkennt TLR2
Peptidoglykane, bakterielle Lipoproteine und versdéne Lipopolysaccharide (Takeuchi et
al. 1999, Underhill et al. 1999), TLR4 LPS der nmisgramnegativen Bakterien (Poltorak et
al. 1998) und TLR5 Flagellin (Hayashi et al. 200h)diesem Zusammenhang zeigten Smith
et al. (2003), daskl. pylori in MKN45-Zellen Gber TLR2 und -5 NkB aktivierte und die
Produktion von Chemokinen, wie etwa IL-8, angestoarde. Zudem konnten sie LPS als
TLR2- und Flagellin als TLR5-Agonisten aufdeckeshihara et al. (2004) fanden heraus,
dass TLR4, der als Hauptrezeptor von LPS gilt (Rewdt al. 2000a und b) und MD-2, das
TLR4 bendtigt um LPS zu erkennen (Shimazu et &#9),9n vivo in gastralen Epithelzellen
bei einerH.-pylori-assoziierten Gastritis hochreguliert werden. Ezgad hierzu konnten sie
in AGS-Zellen, die sie mit MD-2 transfizierten, eigesteigerte Oberflachenexpression von
TLR4 beobachten und eine vermehrte Aktivierung MéaxB und IL-8 Bildung infolge einer
Stimulierung mit dem lebenden Mikroorganismus bevit. LPS messen. Smith et al. (2003)
untersuchten nun auch die TLR-Ausstattung von A@8d MKN45-Zellen und fanden
heraus, dass MKN45-Zellen TLR2, -3 und -5, AGS<elljedoch nur TLR4 und -5
exprimierten. Aus diesem Befund und den aufgefithirergebnissen kann gefolgert
werden, dass fiur die Transkription von RANTES elinteraktion zwischen bakteriellem
Ligand und TLR2 notwendig ist, und dass seine Absaa eine denkbare Erklarung fur die
fehlende Transkription in AGS-Zellen, die mit deebénden Bakterium stimuliert werden,
herangezogen werden kann. Auf3erdem kann angenomresten, dass die beobachtete
leichtgradige Zunahme der mRNA-Rate in AGS-Zellemctd die aul3ere Membran (OMP)
Uber TLR4 und/oder -5 erfolgt.
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Als Ergebnis kann fir RANTES zusammengefasst werddass in vitro die
Transkriptionsrate in AGS-Zellen durch die au3eremMran, nicht aber durch das lebende
Bakterium induziert wird und dieser Befund durch tBhlende Expression von TLR2 erklart
werden kann. Wie In-vitro-Versuche mit MKN45-Zelledie mit H. pylori oder mit
proinflammatorischen Zytokinen aktiviert wurden umads Resultat die Produktion von
RANTES zur Folge hatten (Mori et al. 2003), zeigtesenn angenommen werden, dass neben
eosinophilen Granulozyten (Kim et al. 2007) auck klagenepithelium als Produktionsort zu
einer gesteigerten Transkription von RANTES in Vibetragt.

MCP-1, das als potenter Stimulus von Monozyten lbasbphilen Granulozyten Uber seinen
Rezeptor CCR2 wirkt und von einer Vielzahl an Zellevie Makrophagen, Fibroblasten,
Endothel- und Epithelzellen produziert wird (Badmioet al. 1994, 2001), zeigte in dieser
Studie innerhalb des untersuchten Patientenguéskeinstitutive Transkriptionsrate und liel3
sich zudem in AGS-Zellen, wie es auch aus Stimutigsversuchen mit Kato Il Zellen
bekannt ist (Jung et al. 1997), nicht induziereah& wird davon ausgegangen, dass MCP-1
innerhalb der Pathogenese eik&rpylori-induzierten Gastritis keine wesentliche bzw. eine
nur untergeordnete Rolle spielt. Dies steht im Geg&z zu den Untersuchungsergebnissen
von Shimoyama et al. (1998), die in antralen Maggrden eine signifikant gesteigerte
MRNA im H.-pylori-positiven Kollektiv nachweisen konnten und zu démvitro-
Stimulierungsversuchen von Watanabe et al. (199 unter Verwendung der
Epithelzellinie MKN28 eine Induktion durchd. pylori bzw. die proinflammatorischen
Zytokine IL-18 und TNFx aufzeigten.

Abschliel3end sei angemerkt, dass zu den untersichied Ergebnissen zwischen dem
lebenden Bakterium und den einzelnen Membranbestiéd nattrlich auch die Faltung des
Proteins, die Interferenz mit anderen Oberflachespren oder aber die Induktion von
Signalwegen durch den vitalen Keim beitragen. Sanggen tber ein intaktes bakterielles Typ
IV Sekretionssystem Peptidoglykane in die Wirtszetlie NF-kB aktivieren und schlie3lich
zu einer Stimulation einer IL8 Antwort fuhren (Vaagt al. 2004).
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4.3  Bedeutung der Studienergebnisse fir die Payisoghgie einerHelicobacter-pylori

induzierten Gastritis

Die Zielsetzung dieser Studie setzte sich u.a. deit Fragestellung auseinander wie der
MikroorganismusH. pylori, der die Magenmukosa nicht infiltriert, eine Silgagkade in
Gang setzt, in deren Folge es zunachst zu eingeakaastritis mit Infiltration der L. propria
mit vorwiegend neutrophilen Granulozyten kommt umdweiteren Krankheitsprozess sich
das Bild einer chronisch-aktiven Gastritis mit mouaklearen Leukozyten entwickelt.
Ausgehend von einer Vielzahl an Voruntersuchungi®,die Rolle von Chemokinen und
insbesondere von IL-8 in der Pathogenese diheylori-induzierten Gastritis beschrieben,
wurde das Augenmerk auf weitere CXC- und CC-Chenwkgerichtet. Diese hier
durchgefuhrte Untersuchung zeigte auf, dass ndb8maluch das CXC-Chemokin ENA-78 in
vivo bei derH.-pylori-assoziierten Gastritis erhdhte Transkriptionsrataefwies. Erganzend
kam hinzu, dass die Stimulierungsversuche mit Efagllen der Magenkarzinomzellinie
AGS darlegten, dass das lebende Bakterium die Kiigtisnsrate von ENA-78 in &hnlichem
Ausmal® wie fir IL-8 zu steigern vermag und somis ddagenepithel als wesentliche
Produktionsquelle in Betracht kommt.

Da das histologische Bild einer chronisch-aktiveastdtis auch durch die Infiltration mit
mononukledren Zellen, wie CD4+ und CD8+ T-Lympheryt B-Lymphozyten,
Plasmazellen, Monozyten, Mastzellen und eosinoph@eanulozyten (Dixon et al. 1994),
gepragt ist, wurden in dieser Untersuchung auchTdaaskriptionsraten verschiedener CC-
Chemokine bestimmt. Hierbei schien, nach vorliegencErgebnissen, MCP-1 keinen
wesentlichen Beitrag am Krankheitsgeschehen zuespi®agegen wiesen RANTES, MIP-
la und -3 in vivo erhdhte mRNA-Raten im Vergleich zdt-pylori-negativen Gruppe auf.
Auch die In-vitro-Versuche mit AGS-Zellen legterr flllP-10. und -3 ihre Induzierbarkeit
durch das Bakterium dar, wenn auch fur M[PHi einem geringeren Ausmalf als fur Mlé-1
und die beiden CXC-Chemokine. Fir RANTES konntevitro keine Zunahme der
Transkription durch den lebenden Keim gemessen ewerdgedoch ist dies, wie aus
Untersuchungen einer anderen Epithelzellinie eMagenkarzinoms (MKN45) bekannt ist,
auf die unterschiedliche Ausstattung der beiderirdel mit Toll-Like-Rezeptoren (TLR)
zurtckzufihren.

Die Resultate der In-vivo- und In-vitro-Versuchedan sich beziglich des Ablaufs eikkef
pylori-assoziierten Gastritis wie folgt einordnemi. pylori induziert durch seinen

unmittelbaren Kontakt mit dem Magenepithel in eimesten Phase vor allem die CXC-
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Chemokine IL-8 und ENA-78, in deren Folge es zufilttation mit neutrophilen

Granulozyten kommt und eine akute Gastritis ausgieldrd. Insbesondere ist anzunehmen,
dass ENA-78 durch seine verzogerte, aber langeali@mde Bildung im Vergleich zu IL-8

auch in der chronischen Phase eine wichtige Rdglielts indem es zu einer anhaltenden
Infiltration mit neutrophilen Granulozyten beitragiu einem geringeren Grad bildet das
Magenepithel aber auch CC-Chemokine, wie RANTESP{#® und -B, so dass es

zusatzlich nach und nach zu einer Infiltration mibnonukle&ren Leukozyten kommt. Im
weiteren Krankheitsverlauf der Gastritis gewinnemn nauch andere Einflussgréf3en an
Bedeutung. So ist anzunehmen, dass im Rahmen ddglun8nongsprozesses die
Schrankenfunktion des Magenepithels weiter gesghadird und zunehmend I6sliche
bakterielle Produkte die Magenmukosa infiltrieream verschiedenste Leukozyten
anzulocken oder vorhandene zur Produktion von Chkaren und proinflammatorischen

Zytokinen anzuregen. Dies fihrt zu einer weitereernvehrung an mononuklearen
Leukozyten, die schliel3lich das Bild einer chrohisgtiven Gastritis pragen. Inwiefern
dieses Zellbild im weiteren Verlauf zu einer atrigghen Gastritis beitragt, ware in weiteren
Forschungsprojekten nachzugehen, um auch den BrdeesKrankheitsprogression und der

damit verbunden Folgeerkrankungen weiter aufzuklare
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Zielsetzung dieser Arbeit richtete sich auf Bethophysiologie und insbesondere auf den
Ablauf einerH.-pylori-induzierten Gastritis. D&l. pylori als ein nicht-invasives Pathogen
gilt, wurde insbesondere der Frage nachgegangen,dw lokale Entziindung durch die
Interaktion des Epithels mit dem Keim vermittelt rden kann und vor allem welche
Chemokine wahrend der akuten und chronischen Péiase Gastritis als Mediatoren eine
Rolle spielen kénnten. Hierzu wurde eine AuswahlGXC- und CC-Chemokinen in vivo
und in vitro mit folgenden Ergebnissen untersucht:

Die beiden CXC-Chemokine IL-8 (CXCL8) und ENA-78XCL5) zeigten in Magenbiopsien
des untersuchterH.-pylori-positiven Kollektivs eine statistisch signifikargesteigerte
Transkriptionsrate im Vergleich zW.-pylori-negativen Gruppe. Die quantitative RT-PCR
von ENA-78 verzeichnete in der Gruppe #kerpylori-infizierten Personen einen Anstieg der
Transkripte um den Faktor 46 im Vergleich zur nighfizierten Kontrollgruppe. Ein
Zusammenhang zwischen der Anzahl der mRNA-Kopied dem Aktivitatsgrad der
Gastritis konnte weder in der semi- noch der qtatnten Bestimmung nachgewiesen
werden.

Ausgehend von diesen in vivo Untersuchungen wur@endn einer Zellkultur versucht,
diesen Effekt weiter zu erklaren.

Die an einer Epithelzellinie eines Magenkarzinom&G$) durchgefuhrten In-vitro-
Stimulierungsversuche wiesen in gleichem Ausmalfdhbfiir IL-8 als auch fur ENA-78 ihre
Induzierbarkeit durch das lebende Bakterium nadk. iD diesem Rahmen durchgefiihrten
Messungen ihrer mRNA-Raten Uber die Zeit, prasgangir IL-8 eine schnellere Induktion
mit einem Hohepunkt nach 40 Minuten und einen rasah Abfall im Vergleich zu ENA-78.
Hingegen liel sich fiir ENA-78 eine verzogerte mRR@duktion mit einem Maximum nach
90 Minuten und ein langsamerer Riickgang beobachten.

Fur die CC-Chemokine RANTES (CCL5), MIR-und -B (CCL3 und -4) fand sich béi.-
pylori-positiven im Vergleich zunt.-pylori-negativen Personen ein statistisch signifikanter
Anstieg ihrer mMRNA-Transkriptionsrate. Auch dievitro-Stimulierungsversuche zeigten fur
MIP-1a in ahnlichem Ausmalf wie fur IL-8 und ENA-78 undgeringerem Mal3e fur MIPBL
ihre Induzierbarkeit in AGS-Zellen durch das lebemhkterium und einer Aufbereitung der
Bakterienmembran. Dadurch ist anzunehmen, dassnn€b%8+ Makrophagen auch das
Magenepithel durch seinen direkten Kontakt mit debenden Keim zu der in vivo erhoht

nachgewiesenen mRNA-Rate beitragt. Im Gegensata li@2 sich in vitro die Anzahl an
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RANTES Molekilen nur durch die auRere Membran (OM#er nicht durch den lebenden
Keim induzieren. Diese Diskrepanz lasst sich alstudch erklaren, dass TLR2 auf AGS-
Zellen nicht exprimiert wird. Somit kann davon aeggngen werden, dass neben den in der
Literatur erwahnten eosinophilen Granulozyten agas Magenepithel als Produktionsort zu
einer gesteigerten Transkription von RANTES in Vibgsteuert.

Das CCL Chemokin MCP-1 (CCL2) wurde dagegen kaustiin Biopsien der untersuchten
Studienteilnehmer gefunden und liel3 sich auch inSAGllen nicht induzieren, so dass
gemal diesem Ergebnis davon ausgegangen wird,Mi@8s1 innerhalb der Pathogenese
einerH.-pylori-induzierten Gastritis keine bzw. eine nur unterdaete Rolle spielt.

Die Resultate der In-vivo- und In-vitro-Versuchedan sich beziglich des Ablaufs eikkef
pylori-assoziierten Gastritis wie folgt einordnemi. pylori induziert durch seinen
unmittelbaren Kontakt mit dem Magenepithel in eimesten Phase vor allem die CXC-
Chemokine IL-8 (CXCL8) und ENA-78 (CXCL5). Als deré&olge kommt es zur Infiltration
mit neutrophilen Granulozyten, welche eine akutestfizs ausl0osen. Die verzdgerte
Freisetzung von ENA-78 kann dann im Anschluss mereChronifizierung beitragen, indem
es zu einer anhaltenden Infiltration mit neutroghilGranulozyten fuhrt. Daneben bildet das
Magenepithel aber auch in einem geringeren Ausn@Bemokine wie RANTES (CCL5),
MIP-1a und -B (CCL3 und -4), so dass es zusatzlich nach und machner Infiltration mit
mononukledren Leukozyten kommt. Im weiteren Krartsherlauf der Gastritis werden nun
auch andere EinflussgroRen an Bedeutung gewinnenistSdavon auszugehen, dass im
Rahmen des Entzindungsprozesses die Schrankewofunkiés Magenepithels weiter
geschadigt wird und zunehmend l6sliche bakterietiedukte die Magenmukosa infiltrieren,
um verschiedenste Leukozyten anzulocken oder vddrezur Produktion von Chemokinen
und proinflammatorischen Zytokinen anzuregen. ed zu einer weiteren Vermehrung an
mononukledren Leukozyten fuhren, die schlie3lick Bad einer chronisch-aktiven Gastritis

pragen.
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