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1 Zusammenfassung

Einfuhrung : Helicobacter pylori ist ein mikroaerophiles gramnegatives Bakterium, welches
den Magen des menschlichen Kdrpers kolonisieren und ein Leben lang bestehen bleiben
kann. Man geht davon aus, dass weltweit bis zu 50% der Menschheit von H. pylori betroffen
sind. Die Infektion durch das Bakterium fuhrt zu einem erhdhten Risiko fur chronische
atrophische Gastritis, dem distalen Magenkarzinom und dem MALT-Lymphom. Fir einige
dieser Erkrankungen konnte eine gehaufte Assoziationen mit bestimmten Antigenen von H.
pylori nachgewiesen werden. Aktuell wird die Infektion vorwiegend durch Tests im Rahmen
einer invasiven Gastroskopie oder einen Atemtest mittels Cy3.Harnstoff nachgewiesen. Nicht-
invasive serologische Nachweise sind ein H. pylori-ELISA sowie ein Teststreifen, auf den

Bakterienlysat geblottet wurde.

Ziel der Arbeit : Im Rahmen dieser Arbeit sollten Antigene von H. pylori rekombinant
hergestellt und auf ihre Antigenitat Uberpruft werden. Anschliel3end sollten diese Proteine auf
einen Teststreifen geblottet und der so erhaltene Test an einem Patientenkollektiv klinisch
ausgetestet werden. Danach sollten die Ergebnisse des neuen Lineblot mit denen des

bisherigen Systems, welches auf Bakterienlysat basiert, statistisch verglichen werden.

Methoden : Im experimentellen Teil dieser Arbeit wurden mit molekularbiologischen und
analytischen Methoden Expressionsvektoren hergestellt, welche DNA von H. pylori-
Antigenen enthielten. Aus diesen wurden anschliel3end mittels proteinchemischer Methoden
Proteine exprimiert, aufgereinigt und an Seren mit bekanntem H. pylori-Status auf ihre
Antigenitat getestet. Sechs Proteine, welche mit Seren von infizierten Patienten reagierten,
wurden fur die Herstellung von Lineblot-Prototypen verwendet. Die Herstellung geschah in
Zusammenarbeit mit der Firma Mikrogen GmbH. Nach der Austestung an einem
Patientenkollektiv wurden die Ergebnisse statistisch ausgewertet und mit etablierten

serologischen Testsystemen verglichen.

Ergebnisse : Es konnte ein serologischer Test entwickelt werden, in dem die H. pylori-
Proteine CagA, VacA, UreA, HcpC, gGT und GroEL auf einen Teststreifen aufgetragen
wurden. Alle diese Antigene reagierten positiv mit Serum von infizierten Patienten. Es zeigte
sich ein hoch spezifischer und sensitiver Test, durch den es mdglich sein wird, vorliegende
H. pylori-Antigene bei infizierten Patienten besser zu charakterisieren. Weiterhin wird der
Test helfen kénnen, bestimmte Antigen-assoziierte Erkrankungsrisiken besser

abzuschatzen.



1.1 Abstract

Introduction: Helicobacter pylori is a microaerophil, gramnegative bacterium, which can
colonize the human gut and persists lifelong. It is estimated that around fifty percent of the
world population are hosts of H. pylori. The infection leads to an increased risk for chronic
atrophic gastritis, distal gut cancer and MALT-lymphoma. Some of these diseases are
correlated with certain antigens of H. pylori. Currently, the infection is mainly detected via an
invasive gastroscopy or a Cyz.urea breath test. Non-invasive serological tests are a H. pylori-

ELISA and a test stripe with blotted lysate of H. pylori.

Aim: The goal of this dissertation was to produce antigens of H. pylori recombinantly and
test these on their antigenicity. Afterwards these proteins were to be blotted on a solid phase
and the new lineblot tested on a pool of patients. The results had to be compared statistically

to the current system, the lysate-blot.

Methods : In the experimental part of this dissertation expression vectors with DNA of H.
pylori-antigens were produced using biomolecular and analytic methods. Afterwards proteins
were expressed and purified with methods of protein chemistry. These proteins were tested
on their antigenicity on a pool of patient sera. Prototypes of the new lineblot were produced
in collaboration with the company Mikrogen GmbH. The test results were evaluated and

statistically compared to other serological test systems.

Results: A serological test was developed which contains the H. pylori-proteins CagA, VacA,
UreA, HcpC, gGT und GroEL. All of these antigens reacted positive with sera of infected
patients. The new lineblot is a highly specific and sensitive test which will help to characterize
the antigen-profile of H. pylori-infected patients. With this information the test will help to

estimate the risk of patients to develop certain antigen-related pathologies.
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3 Einfldhrung

3.1 Helicobacter pylori — Allgemein

3.1.1 Helicobacter pylori — Einfihrung

3.1.1.1 Historisch

Berichte Uber Magenbeschwerden in Folge einer bakteriellen Infektion gibt es bereits seit
Ende des 19. Jahrhunderts (Bizzozero, 1893;Krienitz, 1906;Doenges, 1938;Freedburg,
1940); jedoch gelang es zu dieser Zeit nicht, das Bakterium zu isolieren und die
Lehrmeinung, der Magen sei ein steriles Organ, blieb vorerst erhalten. Dies &nderte sich
1983, als die Australier Warren und Marshall erstmals Uber gramnegative, stdbchenférmige
Bakterien im Magen berichteten. Sie fanden diese Bakterien in einer Studie mit 100
Patienten zu einem hohen Prozentsatz bei den Krankheitsbildern aktiv-chronische Gastritis,
Ulkus duodeni und Ulkus ventrikuli (Warren and Marshall, 1983;Marshall and Warren, 1984).
Auf diesen Erkenntnissen aufbauend wagte B. Marshall einen Selbstversuch, indem er Re-
Isolate des beschriebenen Keims zu sich nahm. Kurz darauf entwickelte er eine massive
Gastritis und erfillte somit das dritte Koch'sche Postulat (Marshall et al., 1985). Auf Grund
des gehauften Auftretens in der N&he des Pylorus und der Spirillen-Form wurde das
Bakterium zuerst der Gruppe der Campylobacter zugeordnet und erhielt den Namen
Campylobacter plyoridis (Marshall and Warren, 1984). Einige Jahre spéater, nach
ausfuhrlicher biochemischer und molekularbiologischer Untersuchung, wurde das Bakterium
in Helicobacter pylori umgetauft (Goodwin and Armstrong, 1989). Inzwischen umfasst diese
Gattung mehr als 25 Spezies (Solnick and Schauer, 2001). Die besondere Bedeutung der
wissenschaftlichen Leistung von Warren und Marshall wurde 2005 mit der Vergabe des
Nobelpreises fir Medizin und Physiologie an die beiden australischen Forscher

unterstrichen.

3.1.1.2 Morphologie

Helicobacter pylori ist ein gram-negatives, mikroaerophiles, ein- bis dreifach spiralig
gewundenes (helicos, griechisch: die Windung) Stabchen-Bakterium, das den menschlichen
Magen besiedeln kann. Es ist ca. 0,6 ym breit, 2,5 - 3 um lang, zum Teil gekrimmt,
beweglich, und unipolar polytrich mit 4 - 6 Geil3eln besetzt. Zusatzlich ist es von einer
Flagellenhille ummantelt, die mit der Zellmembran verbunden ist. Die genaue

Zusammensetzung dieser Hiille ist bislang nicht bekannt, jedoch lassen sich Ahnlichkeiten
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zur auBeren Membran erkennen (Geis et al.,, 1993); das bislang einzige beschriebene
Flagellenhillen-spezifische Molekil ist das Lipoprotein HpaA (Jones et al., 1997). Auch die
Funktion der Hulle ist noch nicht abschlieBend geklart, diskutiert wird ein Schutz vor dem
sauren Milieu des Magens (Geis et al., 1993). Die charakteristische Stabchenform von H.
pylori kann sich unter ungunstigen Bedingungen tber Zwischenstadien in eine persistierende
kokkoide Form umwandeln, wobei noch nicht klar ist, ob es sich hier um eine dauerhaft
lebensfahige und infektiose Form handelt (Chan et al., 1994). Seine auf3ere Zellwand ist von
einer rund 40 nm dicken Glycocalix umgeben, die sich aus ringahnlichen Untereinheiten mit
Durchmessern von 12 - 15 nm zusammensetzt (Goodwin and Worsley, 1993).
Phylogenetisch lassen sich die Helicbacteraceae, zusammen mit den Campylobacteraceae
den e-Proteobakterien zuordnen (Goodwin and Armstrong, 1989). H. pylori ist unter
mikroaeroben Bedingungen in reichhaltigen Medien innerhalb von 3 bis 5 Tagen kultivierbar.
Die Anzucht erfolgt meist unter komplexen Bedingungen bei Zugabe von 5-10% Pferde- oder
Schafsblut (Andersen and Wadstrom, 2001).

Abbildung 1: Elektronenmikroskopisches Bild von Heli cobacter pylori; Quelle:
http://www.sciencedaily.com/releases/2007/07/070716  191705.htm

Was den Stoffwechsel betrifft, wird H. pylori den chemoorganischen Mikroorganismen
zugeordnet; die wichtigste Energiequelle stellt Glucose dar, Mehrfachzucker kénnen nicht
transportiert werden (Mendz et al., 1993;Tomb et al., 1997).

3.1.1.3 Epidemiologie

Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass H. pylori den Menschen

wahrscheinlich bereits seit der Entstehung der Spezies Homo sapiens begleitet hat (Falush
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et al., 2003).

Die H. pylori-Infektion ist die haufigste chronisch bakterielle Infektion des Menschen (Cave et
al., 1996). Sie tritt weltweit auf, jedoch besteht eine grof3e Diskrepanz in der Pravalenz
zwischen verschiedenen Landern und unterschiedlichen Populationen innerhalb eines

Landes.

Die Pravalenz variiert nach geographischer Region, Alter und soziodkonomischen Status
(Malaty and Graham, 1994). Sie liegt bei ca. 20-30% in der westlichen Welt und bei ca. 80%
in den Entwicklungslandern, was auf einen Zusammenhang der Infektionsrate mit den
hygienischen Standards schlieRen lasst (Megraud et al., 1989;Graham et al., 1991;Malaty et
al., 1992). Der hohe Durchseuchungsgrad erkléart die enorme volkswirtschaftliche Bedeutung
der H. pylori-Infektion, die soziokonomischen Folgekosten sind betrachtlich. So geht man
allein in den USA von Ulkus assoziierten Kosten von mehr als 6 Mrd. US$ aus (CDC:

Economics of peptic ulcer disease and H. pylori infection).

Die Infektion kann wahrend der Kindheit erworben werden und ein ganzes Wirtsleben
andauern. Innerhalb von Familien wurde eine erhdhte Infektionsrate (Cluster) beschrieben
(Drumm et al., 1990;Malaty et al., 1992), wobei die Mutter meist die Hauptinfektionsquelle
darstellt (Perez-Perez et al., 2004). Die Bakterien kénnen sowohl von Erbrochenem als auch
vom Stuhl von Infizierten wahrend Krankheitsepisoden kultiviert werden (Parsonnet et al.,

1999), so dass ein oral-oral sowie fakal-oraler Ubertragungsweg diskutiert wird.

Allgemein lasst sich sagen, dass die Pravalenz auch stark mit sozio6konomischen Faktoren
korreliert. So wurden eine enge Wohndichte, Anzahl an Geschwistern, Geburtsreihenfolge,
Teilung von Betten und fehlendes flieBendes Wasser mit einem erhdhten Vorkommen der H.
pylori-Infektion verbunden (Webb et al., 1994).

3.1.2 Helicobacter pylori— Pathogenese

Die Magenschleimhaut wehrt sich durch vielfaltige Schutzmechanismen gegen das
Eindringen von Mikroorganismen, wobei sich H. pylori an diese 0©kologische Nische

hochgradig adaptiert und Gegenmafinahmen entwickelt hat.

Die Infektion durch H. pylori fuhrt in der Regel zu einer chronischen Infektion des Magens,
die allerdings in mehr als 80% der Falle klinisch inapparent bleibt (Suerbaum and Michetti,
2002;Portal-Celhay and Perez-Perez, 2006). Beim Rest der Falle kann die Infektion zu einer

chronisch aktiven Entziindung, einem MALT-Lymphom oder Uber eine chronisch atrophische
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Entzindung der Magenschleimhaut bis zum Magenkarzinom verlaufen (Uemura et al.,
2001). Die kurze akute Gastritis wurde bisher nur in einigen Studien in Form einer
akzidentellen Infektion sowie bei Marshalls Selbstversuch beschrieben (Marshall et al.,
1985). Sie zeichnet sich histologisch durch eine massive Invasion der Magenschleimhaut
durch polymorphkernige Granulozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten aus
(Rossi et al., 2000).

Nach der oralen Aufnahme orientiert sich der Keim chemotaktisch in Richtung der im
Vergleich zum sauren Milieu des Magens eher neutralen Magenoberflache und dringt in die
ca. 500 pm dicke Mukusschicht ein. Durch ihren unipolaren Geil3elapparat sind die Bakterien
besonders beféahigt, sich durch die viskése Mukusschicht zum Epithel hin fortzubewegen.
Der grolRere Teil der Bakterien bleibt im Magenschleim und vermehrt sich hier, der andere
Teil kolonisiert das Mukosaepithel und kann dort eine zellschddigende Wirkung entwickeln.
Fir das Uberleben von H. pylori im sauren Lumen des Magens stellt das Enzym Urease
einen essentiellen Faktor dar. Durch die Spaltung von Harnstoff in Ammoniak und
Hydrogencarbonat kann ein niedriger pH-Wert in der Umgebung auf ein neutrales Niveau
wie im Zytoplasma des Bakteriums angepasst werden (Marshall et al., 1990;Stingl et al.,
2002). Die Aufnahme des Harnstoffes wird durch den Protonen-getriebenen Transportkanal
Urel geregelt, der sich durch steigende H'-Konzentrationen offnet (Weeks et al., 2000).
Weitere diskutierte Effekte der Urease sind eine Apoptose-Induktion (Fan et al.,
2000;lgarashi et al., 2001) sowie eine zytotoxische Wirkung, welche durch die Produktion
von Ammoniak (Suzuki et al., 1992) vermittelt wird. Bei der Bindung an das Mukosaepithel
helfen dem Bakterium Adhasine, so vermitteln z.B. die Proteine SabA und BabA die Bindung
an glykosylierte Blutgruppenantigene (llver et al., 1998;Mahdavi et al., 2002). Durch
Rekombination verschiedender Adhasionsgene kénnen sich die Bakterien an
Wirtsepithelzellen adaptieren. Generell besitzt H. pylori eine hohe Mutationsrate sowie die
Fahigkeit, auf effiziente Art DNA-Fragmente anderer H. pylori-Stdmme aufzunehmen, was zu
einer hohen Vielfalt an Stdmmen fihrt (Suerbaum et al., 1998;Falush et al., 2001). Fir die
Zellschadigung werden Zytotoxine, Enzyme (Urease, Phospholipasen) sowie die
entziindliche Reaktion mit Freisetzung von Mediatoren (TNFa, Interleukine) als urséchlich

angesehen (Leunk et al., 1988;Figura et al., 1989).

3.1.3 Helicobacter pylori — induzierte Krankheiten

H. pylori wird als die Hauptursache fir die aktiv-chronische Gastritis (friher Typ-B Gastritis),

das distale Magenkarzinom sowie das MALT-Lymphom des Magens angesehen.
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Die H. pylori-induzierte Gastritis ist mit 80-90% die haufigste aller Gastritis-Formen (Stolte,
1990), weitere Ursache sind v.a. die nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR). Dies konnte
zum Einen durch Selbstversuche (Marshall et al., 1985;Morris et al., 1991) sowie zum
Anderen durch immunologische Studien gezeigt werden: Patienten mit chronisch-aktiver
Gastritis haben deutlich erhtéhte IgG- und IgA-Werte, die nach erfolgter Eradikation
signifikant abfallen (Van Bohemen et al., 1989). Uber die chronische Entziindung kann die
Infektion in 0,1-0,4 % der Falle zum Magenkarzinom fiihren, wobei hier die distale und nicht
die proximale Form gemeint ist. Auf Grund dieses Zusammenhangs wurde H. pylori 1994
von der WHO als Karzinogen erster Klasse eingestuft. Magenkarzinome weisen mit fast
500.000 pro Jahr die zweithdufigste Ursache eines Krebstodes weltweit auf. Weiterhin
induziert H. pylori Gber die Stimulation von MALT die Ausbildung von MALT-Lymphomen des
Magens (Isaacson, 1994). Low-grade Lymphome kdnnen durch Eradikation geheilt werden,
jedoch besteht auch die Mdglichkeit zur Transformation zum high-grade Tumor, der eine
operative und/oder Radiochemotherapie notwendig macht. In jlingerer Zeit wurde
zunehmend eine Wirkung der H. pylori-infektion auf Organe auRRerhalb des
Gastrointestinaltraktes  diskutiert. So werden verschiedene Hautkrankheiten, die
thrombozytische Purpura (Fujimura, 2005), kardiovaskulare und cerebrovaskulare
Erkrankungen (Pellicano et al., 2003a;Pellicano et al., 2003b;Gasbarrini et al., 2004) in

Zusammenhang mit H. pylori gesehen.

Jedoch koénnte die Infektion auch eine protektive Wirkung gegentiber manchen
Erkrankungen haben. So zeigen einige Studien eine negative Korrelation zwischen H. pylori
und schweren Formen der Reflux-Osophagitis und den Folgestadien Barrett-Osophagus und
Karzinom des 0Osophago-gastralen Ubergangs; jedoch ist dieser Zusammenhang nicht
bewiesen und befindet sich noch in der Diskussion (Nardone et al., 2004). Zusatzlich
existieren Studien, die einen mdglichen inversen Zusammenhang zwischen H. pylori-
Infektion und Asthma sowie Allergien nahe legen (Chen and Blaser, 2007;Blaser et al.,
2008). So konnte v.a. die Infektion in der Kindheit mit einem erniedrigten Risiko fir Asthma

und Allergien verbunden sein (Lang, 2007).

3.1.4 Die verschiedenen Virulenzfaktoren

3.1.4.1 Allgemein

Virulenzfaktoren lassen sich als Faktoren oder Merkmale definieren, deren Verlust zu einer
signifikanten Verminderung der Pathogenitat eines Erregers fihren wirde (Salyers et al.,
1994). Allgemein lassen sich  Virulenzfaktoren in drei Gruppen einteilen:

Kolonisationsfaktoren helfen bei der Besiedelung des Wirtsorganismus, gewebeschadigende
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Faktoren fuhren zur Entstehung von Krankheiten und Persistenzfaktoren sorgen fir die

Aufrechterhaltung einer Infektion trotz Abwehrmechanismen des Wirts.

Um Virulenzfaktoren charakterisieren zu konnen, muissen diese zunéchst anhand des
beobachteten biologischen Effekts identifiziert werden. AnschlieRend kann der Virulenzfaktor
rekombinant hergestellt und in vitro charakterisiert werden. Desweiteren kénnen isogene
Mutationsstamme hergestellt werden, welche sich durch das Fehlen des Virulenzfaktors

auszeichnen.

3.1.4.2 Die ,CagA pathogenicity island”

Dies ist der wahrscheinlich am besten erforschte Virulenzfaktor von H. pylori (Censini et al.,
1996): Die cytotoxin-associated gene - pathogenicity island (cag-PAl). H. pylori-Stamme, die
diese Genregion aufweisen, sind signifikant haufiger mit peptischen Ulzera und
Adenokarzinomen des Magens assoziiert als solche Stamme, denen diese Region fehlt
(Blaser et al., 1995;Nomura et al., 2002;Atherton, 2006). Die Cag Pal umfasst ungefahr 30
Gene, die neben dem namengebenden cagA (3.1.4.3) auch fur das Type 4 Secretion System
(T4SS) codieren. Dieses System &hnelt einer Art molekularen Spritze, welche das Protein
CagA in das epitheliale Cytosol des Wirts injiziert (Odenbreit et al., 2000;Asahi et al.,
2000;Stein et al., 2000). Die Prasenz des T4SS stellt den Hauptstimulus der pro-
inflammatorischen  Cytokinexpression des Epithels und der Entzindung der

Magenschleimhaut dar.

3.1.4.3 The cytotoxin associated gene (CagA)

Der Transport des 130 kDa grolien CagA in das epitheliale Zytosol des Wirts zieht
Anderungen der Zelle nach sich, welche dem Bakterium wahrscheinlich bei der Besiedelung
des Magens zutraglich sind. Das injizierte CagA wird im Zytosol erkannt und wie wirtseigene
intrazellulare Signalmolekile durch Phosphorylierung aktiviert (Stein et al., 2002;Selbach et
al., 2003). Durch verschiedene Interaktionen kann CagA so zur Zerstbrung von Tight
Junctions, Gewebeschaden, morphologischen Anderungen der Zelle oder auch zur

Proliferation fihren (Mimuro et al., 2002;Amieva et al., 2003).

In westlichen Landern lie3 sich zeigen, dass ca. 70% aller H. pylori-Stamme CagA-positiv
sind; bei Kulturen aus Patienten mit Magen- und/oder Duodenalgeschwiren sind es mehr als
90%. Einige Studien haben gezeigt, dass mit der Anzahl der Phosphorylierungen auch die
Pathogenitat des jeweiligen CagA ansteigt (Yamaoka et al., 1999;Azuma et al., 2002;Argent
et al., 2004).
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3.1.4.4 The vacuolating cytotoxin (VacA)

Das vakuolisierende Zytotoxin (VacA) liegt zundchst als 140 kDa grof3es Precursorprotein
vor. Als reifes Toxin besteht es aus zwei Doméanen der GroRe 37 kDa und 55 kDa. Der
kleinere Teil ist notwendig fir die Ausbildung von Membranporen, der grol3ere Teil fur die

Bindung an Zelloberflachen.

VacA hat zahlreiche Effekte auf das Magenepithel, die mehr eine zellschadigende, als eine
pro-inflammatorische Wirkung besitzen. Aktivierte Formen von VacA sind vermehrt assoziiert
mit erhdhtem Krebsrisiko. VacA bewirkt in vitro eine Zellschadigung, die sich morphologisch
an einer Vakuolisierung des Cytoplasmas zu erkennen gibt (Cover and Blaser, 1992). Bei
Genomanalysen besitzen zwar alle H. pylori-Stdmme ein VacA-Gen, jedoch nur 50% eine
vakuolisierende Aktivitat. Fir die unterschiedliche Aktivitat konnten Allelvariationen
verantwortlich sein, welche anhand zweier variabler Bereiche des Gens in s1 und s2 bzw.
ml und m2 unterschieden werden (Cover et al., 1994;Atherton et al., 1995). Fir VacA
konnten verschiedene Effekte nachgewiesen werden. So wurde die Bildung
anionenselektiver Poren (Szabo et al., 1999) sowie eine Apoptoseinduktion in Epithelzellen
(Kuck et al., 2001;Cover et al., 2003) beschrieben. Im Mongolian Gerbil-Modell konnten
durch die orale Gabe von VacA Ulzera ausgeltst werden (Ogura et al., 2000). Antigen-
Prasentation durch B-Lymphozyten sowie eine T-Lymphozytenaktivierung (Gebert et al.,
2003) kdnnen durch VacA inhibiert werden. Besonders starke vakuolisierende Aktivitét
konnte bei der gleichzeitigen Anwesenheit von CagA beobachtet werden. Stamme mit der
Kombination von VacA und CagA konnten analog dazu mit besonders schwerwiegender

Klinik in Form von Ulzera und Magenkarzinomen assoziiert werden (Xiang et al., 1995).

Das in dieser Arbeit verwendete VacA wurde von der Firma Mikrogen GmbH bereit gestellt.
Es handelt sich dabei um die variable m1-Region des VacA. Es wurden also von dem 1296

Aminosauren grof3en Protein nur die Aminosauren 34 bis 763 verwendet worden.

3.1.4.5 Blood group antigen-binding adhesin A (BabA )

Das 78 kDa grol3e Adhesin BabA wurde auf der auf3eren Membran von H. pylori gefunden
und isoliert. Es ist ein Adhasin, welches das Lewis b Antigen und ABO Blutgruppen-Antigene
erkennt (llver et al., 1998). Die Bindung BabA-Le’ gilt als eine der am besten
charakterisierten Adhasin-Rezeptor-Interaktionen bei H. pylori. Die Présenz des BabA
kodierenden Gens babA2 konnte signifikant mit duodenalem Ulkus und Adenokarzinom
assoziiert werden (Gerhard et al., 1999;Rad et al., 2009). Auf der anderen Seite lie3en sich

jedoch auch Stamme, welche sich durch eine niedrige Expression von BabA und fehlende
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Le®-Bindungsaktivitat auszeichneten, starker mit schweren klinischen Verlaufen assoziieren
als Stamme, die eine Leb-Bindungsaktivitét aufwiesen (Fujimoto et al., 2007;Yamaoka,
2008).

3.1.4.6 Neutrophil-activating Protein A (NapA)

Das Neutrophile aktivierende Protein A ist ist ein 150 kDa grof3es Protein, welches seine
Wirkung durch die verstarkte Adhasion von neutrophilen Granulozyten an endotheliale Zellen
erzielt (Dundon et al., 2001;Montecucco and de Bernard, 2003). Ebenso ist es in der Lage,
die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen durch Neutrophile zu induzieren (Evans Jr
et al., 1995;Satin et al., 2000). Es befindet sich im Zytosol von H. pylori und wird bei Autolyse
freigesetzt. AnschlieRend ist es in der Lage an die bakterielle Oberflache zu binden und als
ein Adhasin zu funktionieren, indem es die Bindung zu Muzin vermittelt (Namavar et al.,
1998). Ebenso konnte gezeigt werden, dass NapA Mastzellen stimuliert und eine
koordinierte Expression von koagulierenden und antifibrinolytischen Faktoren induziert,
womit NapA einen weiteren Beitrag zur Entziindungsreaktion in der Magenmukosa leistet
(Montemurro et al., 2002).

3.1.4.7 Urease A/B

Die Urease ermdglicht es H. pylori in sauren Milieus zu Uberleben. Urease Deletions-
Mutanten waren im Tiermodell nicht in der Lage den Magen zu kolonisieren (Eaton et al.,
1991;Tsuda et al., 1994;Andrutis et al., 1995). Es gibt sieben Gene im Urease cluster
(Labigne et al., 1991). UreA und UreB kodieren strukturelle Untereinheiten der Urease. UreE,
F, G und H kodieren zusatzliche Proteine, die alle zur Synthese der aktiven Urease
notwendig sind. Eine Funktion dieser Proteine ist die Aufnahme von Ni*, dem Cofaktor von
Urease (Voland et al., 2003). Die beiden Untereinheiten der Urease sind 29 (Urease A) und
67 kDa (Urease B) grof3. Die H. pylori Urease hat ihr Optimum im neutralen Bereich und ist
irreversibel inaktiv, wenn der pH-Wert unter 4,5 sinkt (Dunn et al., 1990;Scott et al., 1998).
Der Grof3teil der Urease ist intrabakteriell, ein Teil jedoch ist nach einer 24-48h Kultur auch

an der Oberflache des Bakteriums zu finden (Hawtin et al., 1990).

3.1.4.8 Gamma-glutamyltranspeptidase (gGT)

Die H. pylori gGT gehort zur Superfamilie der N-terminalen nucleophilen Hydrolasen. Es
existiert ein (inaktiver) 60 kDa Precursor, welcher nach intramolekularer Autoprozessierung
zu einem voll aktiven Heterodimer wird, zusammengesetzt aus einer 40 kDa und einer 20

kDa Untereinheit. Nach der Prozessierung katalysiert die gGT die Hydrolyse der gamma-
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glutamyl-Briicke im Glutathion, wie sie dies auch im Gewebe von Saugetieren macht (Tate
and Meister, 1981). Im Gegensatz zu den gGTs aus Eukaryoten, die membranassoziierte
gGTs besitzen wird die gGT des H. pylori moglicher Weise sezerniert. Weiterhin wurde
beschrieben, dass die gGt einen potenten T-Zell-inhibitorischen-Effekt besitzt (Gerhard et al.,
2005b), bei dem die immunsuppressive Wirkung abhangig ist von der Aktivitdt des Enzyms
(Schmees et al., 2007b). Wenn in dieser Arbeit im Folgenden von gGT die Rede ist, so ist

damit immer die H.p.-gGT und nicht die humane gGT gemeint.

3.1.4.9 H. pylori adhesion protein A (HpaA)

Das Adhasionsprotein HpaA ist ungefahr 29 kDa groR3, befindet sich in der &ul3eren
Membran des Bakteriums und spielt eine wichtige Rolle beim Anndherungsprozess von H.
pylori an Epithelgewebe. Im Mausmodell erwies sich HpaA als essentiell fir die
Kolonisierung von H. pylori (Carlsohn et al., 2006). Was die genaue Funktion betrifft, ist ein
besonderer Schutz des Flagellums in der Diskussion, jedoch ist dies im Detail noch nicht

abschlie3end geklart.

3.1.4.10 GroEL (p58)

Das Protein GroEL oder auch p58 ist 54- 62 kDa grof? und gehort zur Familie der
Chaperone. Es kann gro3e makromolekulare Ansammlungen bilden. Auf dem in dieser

Arbeit getesteten Lineblot wird GroEL als p58 bezeichnet.

3.1.4.11 Helicobacter cystein-rich-protein C (HcpC)

Die Familie der Helicobacter cystein-rich-proteins (Hcp) ist eine der grofdten Protein-
Familien, die fur die &- und e-Proteobakterien spezifisch sind (Mittl et al., 2003). Das 76 kDa
grol3e HcpC wurde vermehrt in Assoziation mit H. pylori Membranen entdeckt, jedoch konnte
noch keine genaue Funktion nachgewiesen werden (Sabarth et al., 2002;Bumann et al.,
2002). Es wurde allerdings in einer immunologischen Studie verstarkt bei Patienten mit

Magenkrebs gefunden (Haas et al., 2002).

3.1.4.12 Outer membrane proteins (OMP‘s)

Die sogenannten OMP's (outer membrane proteins) befinden sich in der aul3eren Membran
von H. pylori und kénnen Funktionen wie Adhé&sion, Eisentransport, strukturelle Stabilitat
sowie auch Virulenz aufweisen. Ebenso kdnnten sie aber auch, durch ihre Exposition an der
Bakterienoberflache, als Antigen fungieren. Massenspektrometrisch konnten 30 von 33

theoretisch bestéatigten OMP‘s naher charakterisiert und beschrieben werden (Carlsohn et
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al.,, 2006). Bereits erwahnt wurde BabA, welches auch als Omp28 in der Literatur

beschrieben wird.

3.1.4.13 Weitere

Neben den genannten Virulenzfaktoren existieren noch weitere, auf die in dieser Arbeit nicht
naher eingegangen wird. So existieren beispielsweise Mechanismen zur molekularen
Mimikry und Immunmodulation (Appelmelk et al., 1996). Weiterhin kdnnte die Entledigung
von hochreaktiven Sauerstoff-Radikalen durch die Enzyme Katalase und Superoxid-
Dismutase sowie Komponenten der bakteriellen Hitzeschockantwort zum bakteriellen

Uberleben und zur Wirtsschadigung beitragen (Tomb et al., 1997).

3.1.5 Immunreaktionen bei Helicobacter pylori Infek  tion

H. pylori stimuliert sowohl die angeborene als auch die erworbene Immunantwort. Der erste
Kontakt mit Epithelzellen des Magens I6st die angeborene Erkennung von Erregern aus. Der
Umfang dieser ersten Immunantwort kann ein entscheidender Faktor fir das klinische Bild
einer H. pylori Infektion sein. Angesichts der erwdhnten, wahrscheinlich mehrere 100.000
Jahre wahrenden Co-Evolution von H. pylori und dem Menschen war der gewdhnliche
Zustand des menschlichen Magens wohl eine chronische H. pylori Infektion. Dies lasst
darauf schlieBen, dass das Bakterium es geschafft hat, sich in besonderem MalRe an die

Immunantwort des menschlichen Kérpers anzupassen und evtl. diese sogar zu beeinflussen.

3.1.5.1 Angeborene Immunantwort

Die H. pylori-Kolonisation der Magen-Mukosa stimuliert die angeborene Abwehr des Wirts,
die Expression proinflammatorischer und antibakterieller Faktoren durch die
Magenschleimhaut wird angeregt (Jung et al., 1997). Aus dieser ersten Verteidigung des
menschlichen Koérpers entsteht eine akute Gastritis. Die nun infiltrierenden
Entziindungszellen werden weiterhin von H. pylori stimuliert, was den Grad der Entziindung
weiter verstarken kann (Yamaoka et al., 1997). Die angeborene Immunantwort spielt eine
zentrale Rolle fir die Schwere der Klinik und im Besonderen auch fir die mdogliche

Ausbildung eines Magenkarzinoms.

Eine entscheidende Rolle bei der angeborenen Immunantwort spielen die PRRs (pattern
recognition receptors), welche durch PAMPs (pathogen associated molecular patterns)

aktiviert werden. Der am besten untersuchte PRR ist der TLR (Toll-like receptor), Proteine
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dieser Familie (11 verschiedene Proteine sind bekannt) konnen auf der Zell-Oberflache des
Wirts exprimiert sein und spezifisch verschiedene PAMPs erkennen. Es konnte in einigen
Studien gezeigt werden, dass H. pylori TLR 2, TLR 4, TLR 5 und TLR 9 stimulieren kann
(Gewirtz et al., 2004;Ishihara et al., 2004;Ding et al., 2005;Torok et al., 2005;Rad et al.,
2009); jedoch gibt es hierzu noch kontrovers gefihrte Diskussionen und es wird noch weiter

an der genauen TLR-Stimulation durch H. pylori geforscht.

Ein anderer Weg der angeborenen Immunabwehr lauft Gber sezernierte antimikrobielle
Peptide. So konnten im Magensaft von H. pylori-Patienten u.a. erhéhte Werte von humanem
B-Defensin und a-Defensin 1-3 der Neutrophilen Granulozyten gemessen werden (Isomoto
et al., 2005).

Durch die vom Magenepithel sezernierten Zytokine und Chemokine werden Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten in die entziindete Mukosa gelockt. Je héher der Grad dieser
Entzindungszellen ist, desto starker ist auch die Auspragung der Entzindung (Ernst and
Gold, 2000). Einige Gruppen konnten zeigen, dass Dendritische Zellen (DCs) aktiviert
werden und Zytokine sezernieren, z.B. IL-1 $, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TNF-a, wenn man
sie mit H. pylori co-kultiviert (Hafsi et al., 2004;Kranzer et al., 2005).

Phagozytose ist ein zusatzlicher, wichtiger Mechanismus der angeborenen Immunabwehr. In
von H. pylori infizierter Magenschleimhaut sind meist erkennbare Mengen eines
phagozytaren Infiltrates zu entdecken. H. pylori ist offensichtlich in der Lage zu sein dem Tod
durch Phagozytose zu entgehen, jedoch befinden sich die genauen Mechanismen noch in
der Diskussion. Ein Teil der einverleibten Bakterien scheint sein Uberleben durch einen
Resistenz-Mechanismus zu sichern. Es werden Phagosomen gebildet, die spater zu
schitzenden, intrazellularen Megasomen fusionieren kénnen (Allen et al., 2000;Odenbreit et
al.,, 2000). Ebenso schafft es das Bakterium dem Phagozyten vermittelten Tod durch
reaktiven Sauerstoff (Uiber NADPH) zu entgehen. Es tritt zwar ein erhdhter Spiegel an ROS
(reactive oxygen species) auf, doch schafft es H. pylori diesen zu neutralisieren, z.B. mit

Hilfe seiner Katalase-Aktivitat.

Es wurde beschrieben, dass auch Mastzellen in erhhtem Umfang im Rahmen einer H.
pylori-Infektion auftreten und nach Eradikationstherapie wieder abfallen (Bamba et al., 2002).
Die genaue Rolle der Mastzellen ist im Detail noch nicht klar, jedoch scheinen sie in
Reparaturvorgange im Gewebe und verstarkte Antworten des Immunsystems involviert zu
sein (Yakabi et al., 2002). Auch scheinen sie eine Rolle bei der Immunisierung mittels

Urease und Cholera Toxin zu spielen (Velin et al., 2005).
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3.1.5.2 Erworbene Immunantwort

Obwohl H. pylori im menschlichen Organismus eine starke humorale und zellulare
Immunantwort provoziert, schafft er es trotzdem auf der Mukosa des Magens zu Uberleben
und, sofern keine Therapie erfolgt, eine lebenslange Infektion zu etablieren. Ein mdglicher
Mechanismus kdnnte sein, dass H. pylori die menschliche Immunantwort manipuliert, um
somit seine Elimination zu verhindern und ein Zusammenleben mit dem Wirt zu ermdglichen.
Jedoch gibt es auch Hinweise, dass die erworbene Immunantwort selbst einen Beitrag zu
diesem Prozess leistet (Zevering et al., 1999). So liel3 sich im Maus-Modell zeigen, dass die
zellulare Immunantwort eine zentrale Rolle in der Regulation der H. pylori induzierten
Entzindung des Magens spielt: Mause, bei denen das Zytokin IL-10 (wird durch T-
Helferzellen sezerniert) fehlt, entwickeln eine besonders kraftige Immunreaktion gegen H.
pylori und kénnen die Infektion relativ schnell eliminieren (Chen et al., 2001). Im Gegensatz
dazu koénnen beim menschlichen Organismus starke Immunreaktionen H. pylori nicht

abtdten, sondern im Gegenteil die klinische Auspragung der Infektion noch verstarken.

Die T-Zellantwort gegen H. pylori wird in der menschlichen Magenschleimhaut durch die
Aktivitat der T;-Zellen gepragt (Bamford et al., 1998). Diese Zellen produzieren IFN-y, was
u.a. eine erhodhte entziindungsférdernde Zytokin-Ausschittung zur Folge hat. Durch diese
Zytokine werden z.B. Makrophagen stimuliert weitere, die Entziindung verstarkende,
Faktoren zu sezernieren. So lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Zahl IFN-y
herstellender Zellen in der Mukosa und der Schwere der Gastritis herstellen (Lehmann et al.,
2002). Auch im Mausmodell erscheint IFN-y als ein entscheidender, die Krankheit
bestimmender Faktor. Mause mit starker Tni-Antwort entwickeln eine starkere Gastritis,
jedoch auch eine niedrigere Dichte der H. pylori-Kolonisation. Einige Experimente ergaben
Hinweise, dass H. pylori die Fahigkeit haben kénnte, die T-Zell-Antwort herab zu regulieren
(Gerhard et al.,, 2005a). So lieR sich fir einige Virulenzfaktoren (u.a. CagA, gGT)
nachweisen, dass sie den lymphozytaren Zell-Zyklus stoppen (Paziak-Domaska et al.,
2000;Schmees et al., 2007a). VacA hemmt die T-Zell-Antwort u.a. durch Blockieren der

MHC-II vermittelten Antigen-Prasentation (Molinari et al., 1998).

Die Rolle der B-Zellen bei der H. pylori-Infektion ist weniger intensiv erforscht als die T-Zell-
Antwort. Dennoch gibt es einige Hinweise, dass auch sie zur Immunpathogenese der
Infektion beitragt. So wurde in Studien mit B-Zell-defizienten Mausen eine erhéhte Letalitat
mit damit einhergehender verstarkter Entziindung und Infiltration von T-Zellen festgestellt
(Akhiani et al., 2004).

So stimuliert H. pylori die Produktion von Immunglobulinen vom Typ IgG und IgA. Der
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genaue Effekt der Antikorper gegen die bakterielle Kolonisation ist jedoch noch nicht klar.
Einige Studien zeigten, dass IgA und IgG im Maus-Modell die bakterielle Besiedelung
unterstitzen und protektive Immunvorgange hemmen (Akhiani 2004, Akhiani 2005). Die B-
Zell-Antwort spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese durch die Teilnahme an einem H.
pylori-induzierten Prazipitationsprozess: Antikorper gehen hierbei Kreuzreaktionen mit
Wirtsantigenen der Epithelzellen des Magens (Appelmelk 1996) und der H*, K*-ATPase der
Parietalzellen ein (Amedei 2003). Durch diesen Prozess kénnen die lokale Entziindung

sowie ein zellularer Schaden geférdert werden.

3.2 Helicobacter Pylori - Diagnostik und Therapie

3.2.1 Nicht-invasive Methoden

3.2.1.1 Allgemein

Die nicht-invasiven Nachweisverfahren fiur H. pylori erfordern keine vorausgehende
Endoskopie. Sie basieren entweder auf einer im Magen erfolgenden Ureasereaktion, bei der
das entstehende Reaktionsprodukt in der Atemluft nachgewiesen werden kann, einem H.
pylori-Antigennachweis aus dem Stuhl oder dem serologischen Nachweis von Antikérpern

aus dem Blut.

3.2.1.2 Harnstoff - Atemtest

Der Atemtest zur Untersuchung des H. pylori-Status basiert auf der starken Produktion von
Urease durch H. pylori. So entsteht nach der oralen Gabe von 50-100mg **C-markiertem
Harnstoff im von H. pylori besiedelten Magen neben Ammoniak auch *CO, als zusétzliches
Reaktionsprodukt, welches in der Atemluft gemessen werden kann. Die Testgenauigkeit
kann durch verschiedene Verfahren verbessert werden, so z.B. durch Verabreichung des
Harnstoffs in Zitronenséure. Durch die Gabe in Form von Tabletten kann eine enzymatische
Reaktion bereits im Oraltrakt vermieden werden. Bei Erwachsenen weist der Harnstoff-
Atemtest eine Spezifitat und Sensitivitéat von ca. 95% auf (Vaira and Vakil, 2001). Bei Kindern
wurden Sensitivitaten um die 90% und Spezifitadten von 96-100% gemessen (Cardinali et al.,
2003;Machado et al., 2004). Voraussetzung fur das Funktionieren des Atemtests ist das
Vorhandensein von stoffwechselaktiven Bakterien in ausreichender Anzahl und eine
optimale Urease-Aktivitdt. Dies spielt klinisch insofern eine Rolle, da nach erfolgloser
Therapie die Erregerdichte und Stoffwechselaktivitat voribergehend herabgesetzt ist und

somit ein Atemtest noch mehrere Wochen nach erfolgloser Eradikation falsch negativ
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ausfallen kann. Auch bei gastrointestinalen Blutungen kann das Ergebnis falsch negativ sein.
Zusétzlich scheint die Gabe von PPI eine hemmende Wirkung auf die Urease-Aktivitt zu
haben. Dieses bei Patienten mit Magenbeschwerden héufig gegebene Medikament kann die
Sensitivitdt auf 60-30% herabsetzen (Udd et al., 2003). So wird ein Atemtest erst nach einem
1-2  wochigen Aussetzen der PPl und frihestens 4-6 Wochen nach einer

Eradikationstherapie empfohlen.

3.2.1.3 Stuhltest

In diesem Test-Verfahren wird H. pylori-Antigen aus Stuhlproben an mono- oder polyklonale
anti-H. pylori-Antikérper, welche an Plastikoberflachen (meist in Form von Mikrotiterplatten)
adsorbiert sind, gebunden. Der darauf folgende Nachweis geschieht i.d.R. mittels ELISA. Fir
ein valides Testergebnis sollte der Stuhl beim Test mdglichst frisch oder in der Zeit zwischen
Entnahme und Untersuchung bei -20C gelagert werden . Die ersten Stuhltest-Kits basierten
auf polyklonalen Antikdrpern, mittlerweile existieren jedoch auch Kits auf der Grundlage
monoklonaler Antikérper. In einer groReren Studie wurden eine Sensitivat von 91% sowie
eine Spezifitdt von 93% ermittelt (Gisbert and Pajares, 2004). Ahnlich wie beim Atemtest
kénnen die Ergebnisse durch PPI-Einnahme, nach erfolgloser Eradikation sowie
gastrointestinalen Blutungen falsch negativ sein. Bei Kindern zeigt der Stuhltest sehr gute
Ergebnisse (Koletzko et al., 2003).

3.2.1.4 Serologie

Als serologische Testverfahren werden in der H. pylori-Diagnostik vorwiegend Immunoblot-
und ELISA-Systeme verwendet. Beide Systeme beruhen auf der Reaktion von menschlichen
Antikorpern mit auf einer Festphase fixierten bakteriellen Antigenen. Im ELISA werden die
Antigene auf die Oberflache von zylindrischen Vertiefungen innerhalb einer Plastikplatte
aufgetragen. Im Immunoblot-System geschieht die Auftragung in Form von Banden auf einen
Kunststoffstreifen. Der prinzipielle Ablauf des Tests ist bei beiden Systemen ahnlich: Zuerst
wird mit humanem Serum in einer bestimmten Verdinnung inkubiert, damit die Antikorper
(falls vorhanden) an die entsprechenden Antigene binden konnen. Nach einem
Waschvorgang wird mit einem zweiten Antikorper, der je nach Wunsch an humane 1gG- oder
IgA-Antikorper binden kann, inkubiert. Schlieflich, nach erneutem Waschen, kann der zweite

Antikérper mittels eines Detektions-Agens sichtbar gemacht werden.

In der Auswertung wird der Unterschied der beiden Systeme deutlich: Beim ELISA-System
bekommt man fir jedes well einen photometrisch ermittelten Wert, der Aufschluss gibt Uber

die Konzentration der zweiten Antikdrper, die an ein Immunglobulin gebunden haben. Falls
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der ELISA mit mehr als einem Antigen beschichtet wurde, lasst sich nicht zwischen den

Bindungen an einzelne Antigene differenzieren.

Dies ist der entscheidende Unterschied zum Immunoblot: Da die Antigene in Banden
aufgetragen wurden, kann man nun an Hand jeder Bande ablesen, ob eine Antikorper-

Antigen-Bindung stattgefunden hat oder nicht.

Man geht davon aus, dass praktisch jeder mit H. pylori infizierte Mensch Antikérper gegen
Antigene von H. pylori entwickelt. Antikérper der Klasse IgG kommen nahezu regelmafig
vor, IgA nur bei einem geringeren Teil, IgM sehr selten. Die Antikoérper werden gegen
verschiedene Oberflachen- und zytosolische Proteine gebildet (Kimmel et al., 2000). Der
Nachweis von IgG im Immunoblot und ELISA kann Sensitivitats- und Spezifizitats-Werte bis
90% erreichen und ist somit diesbezlglich mit Histologie, Harnstoff-Atemtest und Urease-
Schnelltest vergleichbar (Cutler et al., 1995). Die Nachweisrate mittels anti-H. pylori-lgA-
Antikdrpern ist deutlich geringer (Jaskowski et al., 1997). Da sich mit Hilfe des Immunoblots
Antikbrper gegen einzelne Antigene nachweisen lassen, ist prinzipiell die Moglichkeit
gegeben, verschiedene bakterielle Proteine mit bestimmten klinischen Bildern zu
assoziieren. Auch lassen sich epidemiologische Unterschiede im Vorkommen von
Virulenzfaktoren identifizieren. Aktuell verfiigbare Immunoblots basieren meist auf Bakterien-
Lysaten. Das heil3t, es werden lysierte Bakterienlésungen auf Festphase aufgetragen und
anschliel3end auf die Zahl der gebundenen Banden untersucht. Ein kommerzieller Blot auf

Basis rekombinant hergestellter Proteine existiert derzeit nicht.

Gewisse Unsicherheiten in der serologischen Diagnostik sind durch den Zustand nach
Eradikation sowie bei AIDS-Patienten gegeben. So muss bei einem positiven Ergebnis eine
Eradikationstherapie innerhalb des letzten Jahres ausgeschlossen werden. Bei AIDS-
Patienten wurde eine verminderte serologische Antwort beobachtet (Fabris et al., 1997).
Entscheidende Vorteile gegeniiber den anderen Tests hat die Serologie bei Patienten mit
fortgeschrittener Atrophie der Magenschleimhaut sowie bei einer PPI-Therapie. Bei diesen
Konstellationen hat die Serologie im Vergleich zum Stuhl- und Atemtest keine erhéhte Zahl
an falsch negativen Ergebnissen (Manes et al., 2001). Zuséatzlich verfigt man bei der

Serologie, neben der Histologie, Gber die langsten Erfahrungen.
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Abbildung 2: Prinzip des Antigennachweises bei Blot- Systemen. Bild 1: Antikdrper (aus humanem Serum
oder Kontrolle)binden spezifisch an ihr jeweiliges Antigen; Bild 2: Ein zweiter Antikorper mit gebunden em
Enzym bindet an den Ersten (sofern vorhanden); Bild 3 : Durch Hinzugeben eines Substrates, dass vom
Enzym in einen Farbstoff umgewandelt wird, werden an den Stellen, wo eine Antigen-Antikérper-Bindung
stattgefunden hat, Banden sichtbar. Quelle: Mikroge n

0666
66060
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3.2.2 Invasive Methoden

3.2.2.1 Allgemein

Als invasive Diagnostik gelten alle Methoden, bei denen zur Untersuchung des H. pylori-
Status eine Endoskopie des oberen Gastrointestinaltraktes notwendig ist. Wéahrend der
Untersuchung, die meist im Rahmen der Abklarung abdomineller Schmerzen oder unklarer
Blutungen stattfindet, werden Gewebeproben entnommen. Diese werden dann im Anschluss
entweder enzymatisch Uber den Urease-Schnelltest, kulturell durch Anzucht des Keimes,
mikroskopisch mittels einer Bakterioskopie oder mit molekulargenetischen Methoden wie
PCR oder Realtime-PCR untersucht. Den eindeutigen Beweis fiir lebende Erreger kdnnen

nur der Urease-Schnelltest und eine bakterielle Kultur liefern.

3.2.2.2 Urease-Schnelltest

Durch den Urease-Schnelltest (HUT) kann die Urease-Aktivitat in Biopsien der
Magenschleimhaut nachgewiesen werden. Das Prinzip des Tests entspricht dem des
Harnstoff-Atemtests und beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Harnstoff in CO, und
Ammoniak. Fir den Test wird ein harnstoffhaltiges Medium samt pH-Indikator verwendet. Ist
H. pylori in der Biopsie vorhanden, steigt der pH-Wert durch die Bildung von Ammoniak und
ein Farbumschlag ist innerhalb von 1-3 Stunden zu sehen. Das Verfahren ist sehr spezifisch
(93-100%), die Sensitivitat liegt zwischen 89 und 98% (Cutler et al., 1995;Monteiro et al.,
2001). Schwachen des Tests sind ahnlich wie beim Harnstoff-Atemtest die falsch negativen

Ausfélle unter PPI-Therapie sowie in den ersten Wochen nach abgelaufener
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Eradikationstherapie.

3.2.2.3 Kulturelle Anzucht

Um moglichst gute Anzuchtbedingungen zu erreichen, sollten die Magenbiopsien mdglichst
frisch, d.h. in geeignetem Transportmedium innerhalb von 24 h, in einem sterilen Gefal3 in
ein mikrobiologisches Labor gelangen. Dort wird die Biopsie steril homogenisiert und auf
Spezialnahrbéden mit und ohne Antibiotika ausgestrichen. Ebenso wird ein kleines
Ausstrichpraparat nach Gram gefarbt. Den Rest der Biopsie Uberschichtet man mit Harnstoff-
Bouillon und lasst ihn bei Raumtemperatur fir 48 Stunden inkubieren. AnschlieRend wird die
Kultur bei 36<C in mikroaerophiler, feuchter Umgebu ng erstmals abgelesen und verdachtige
Kolonien subkultiviert. Nahrbdden, die noch kein Wachstum gezeigt haben, werden nach 5-
10 Tagen nochmals kontrolliert. Meist jedoch sind nach 48 Stunden Kolonien erkennbar.
AnschlieRend kann man Empfindlichkeitsreaktionen gegen Metronidazol, Clarithromycin,
Amoxicillin, Tetracyclin, Ciprofloxacin und Rifampicin durchfiihren. Die Sensitivitdt der
kulturellen Anzucht ist stark abh&ngig von den Umstdnden der Probenentnahme wie
Transportzeit, Erregerdichte, Qualitat der Nahrbdden, und kann daher stark schwanken (50-
90%).

Die Spezifitat der kulturellen Anzucht betragt 100%. Zusatzlich lasst sich bisher nur Gber die
Kultur die Wirksamkeit aller verfiighbaren Antibiotika testen. Auch fir dieses Verfahren gilt das
Problem der Einnahme von PPl und Antibiotika. So sollten Patienten, wenn moglich, 4
Wochen vor einer geplanten Gastroskopie Protonenpumpenhemmer und Antibiotika

absetzen.

3.2.2.4 Histologie

Primare Aufgabe der histologischen Diagnostik ist die Feststellung pathologischer
Veradnderungen in der Magenschleimhaut. Bereits in der Standard-Hamatoxylin-Eosin-
Ubersichtsfarbung (HE) sind H. pylori-Bakterien sichtbar. Dariiber hinaus kann die Histologie
Aussagen treffen Uber die Wahrscheinlichkeit einer Erregerbesiedlung. So entspricht eine
aktive antrumdominante Gastritis in der Regel einer Typ-B, das heil3t bakteriellen, Gastritis.
Die seltener vorkommende multifokal aktive Gastritis kann sowohl vom Typ-A (autoimmun),
als auch vom Typ-B sein. Um Stichprobenfehler zu vermeiden, sollten immer jeweils 2

Proben im Antrum und Korpus genommen werden.

So lasst sich im Regelfall bei normaler Schleimhaut in Antrum und Corpus, ausgepragter

Typ-C (reaktiver) Gastritis oder bei chronischer inaktiver Gastritis kein Bakteriennachweis
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fuhren und eine weitere Suche ware in diesen Fallen unnétig. Wenn jedoch eine
Antrumgastritis vorliegt, ist primar von einer H. pylori Infektion auszugehen; dies lasst sich
meistens auch beim Screening der Proben mit 40facher Okularvergrof3erung nachweisen. Ist
dies nicht der Fall, kann nicht zwangslaufig von einem negativen H. pylori-Status
ausgegangen werden. Mdogliche Fehlerquellen kdénnen auch am Transport und der
Bearbeitung der Biopsie im Labor liegen. Gegebenenfalls kann man iber den Einsatz

alternativer Farbemethoden wie Giemsa und Whartin-Starry nachdenken.

3.2.2.5 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wie z.B. die PCR haben in den letzten Jahren in der H.
pylori-Diagnostik an Bedeutung gewonnen. Wurden sie friher fast ausschlieRlich fir
Genotypisierungen genutzt, kann man sie heute zum Nachweis von H. pylori aus Biopsien
sowie fur genotypische Empfindlichkeitsprifungen gegeniber bestimmten Antibiotika
verwenden. Dies ist insbesondere dann  hilfreich, wenn die konventionelle
Sensibilitdtstestung der Gewebeprobe durch Kultur (z.B. wegen zu langer Transportdauer
oder Verunreinigung) nicht mehr durchgefihrt werden kann. Als Methode verwendet man in
solchen Fallen meist eine Real-Time-PCR, welche eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat (>
95%) hat und die zuverlassig und schnell ist. Als Material kann man z.B. Reste einer
Gewebeprobe eines Urease-Tests mittels eines DNA-Extraktionskits aufreinigen und

anschliel3end auf H. pylori-spezifische Gene, wie z.B. UreC Uberprifen (He et al., 2002).

Eine besondere Mdglichkeit bietet die Real-Time-PCR mit der Durchfihrung von
Mutationsanalysen durch FRET- (Fluorescence resonance energy transfer-) Sonden. Bei
dieser Methode werden dem gewdhnlichen PCR-Ansatz noch zwei mit fluoreszierenden
Farbstoffen markierte Sonden beigefiigt. Die Starke, mit der diese Sonden an den
komplementaren DNA-Strang binden, lasst sich visualisieren. Durch diese Technik kénnen
Punktmutationen erkannt werden. Dies ist im besonderen Mal3e fiir die H. pylori Diagnostik
interessant, da bestimmte Antibiotika-Resistenzen auf Punktmutationen beruhen. So lassen
sich z.B. Resistenzen gegen Clarithromycin und Ciprofloxacin mittels dieser Methode
nachweisen (Matsumura et al., 2001;Oleastro et al., 2003;Glocker et al., 2006). Die
Sensitivitdt  dieser Methode  Ubertrifft ~ Kultur und  Histopathologie und die
Resistenzbestimmung stimmt mit der konventionellen Methode durch einen E-Test in der
Kultur zu 98% uberein (Tankovic et al., 2003).

3.2.3 Derzeitige Therapie-Praxis

Bei nachgewiesener H. pylori-Infektion wird heute in aller Regel mit einer Triple-Therapie
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behandelt. Diese wurde erstmals 1993 beschrieben und erzielt seitdem bei guter Compliance
Eradikationsraten von 85-95%. Sie besteht aus dem Protonenpumpeninhibitor Omeprazol in
Kombination mit den Antibiotika Amoxicillin und Metronidazol oder alternativ Amoxicillin und

Clarithromycin (OAM-, OAC-Therapie). Diese Therapie wird sieben Tage lang durchgefiihrt.

Detailierte, fallbezogene Therapieempfehlungen unter Angabe von Evidenz-Basis und

Empfehlungs-Grad wurden in der Maastricht-Leitlinie erarbeitet (Malfertheiner et al., 2007).

3.2.3.1 Zielsetzung der Arbeit

Aktuell kommerziell genutzte Immunoblot-Kits zur H. pylori Diagnostik basieren auf
Bakterien-Lysaten, die auf eine Festphase geblottet werden. Sie kénnen somit keine
Aussage Uber einzelne Antigene des Bakteriums und deren Vorkommen in der jeweiligen

Serumprobe treffen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen H. pylori-spezifische Proteine rekombinant hergestellt und

auf Antigenitat mit humanen Seren Uberprft werden.

AnschlieRend soll in Zusammenarbeit mit der Firma Mikrogen GmbH der Prototyp eines
neuen Immuno-Line-Blot hergestellt werden, der auf den rekombinanten Proteinen basiert.
Dieser soll dann an Seren getestet und mit dem aktuellen kommerziellen Kits ,Immunoblot
Helicobacter IgG* sowie ,recomWell Helicobacter 1gG* (ELISA) von Mikrogen verglichen

werden.

AulRerdem soll im Rahmen einer Studie eine Serenbank von Gastroskopie-Patienten
aufgebaut werden, bei der neben den Seren zusatzlich eine Histologie sowie eine bakterielle

Kultur angelegt werden soll.

AbschlieRend soll in einer statistischen Auswertung die Validitat des neuen Line-Blots sowie

die jeweilige Haufigkeit der getesteten Antigene untersucht werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Geréate

4.1.1 Plasmide

4.1.1.1 Klonierungsvektor
pGEM-T:

Das pGEM-T Vektor System ist ein effektives System zur Klonierung und Amplifikation von
PCR-Produkten. Der Vektor ist vorbereitet durch die Restriktionsendonuklease EcoRV und
hat 3'-terminale Thymidine an beiden Enden. Diese Uberhénge konnen die Effizienz bei der
Ligation von PCR-Produkten verbessern, indem sie eine Rezirkularisierung des Vektors
verhindern. Aullerdem verfligt der Vektor (ber eine LacZ-Site, welche ein spéateres
Screening ermdglicht. Die Multiple Cloning Site ist flankiert von Recognition Sites fur das
Restriktionsenzym BstZI, was eine Auslésung von Inserts durch ein einziges Enzym erlaubt.
Es wurde ein Vektor der Firma Promega verwendet. Die rekombinanten Kolonien wurden

durch Hilfe eines weil3/blau-Screenings auf X-Gal-Indikatorplatten identifiziert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Vektors pG EM-T; Quelle: Fa. Promega
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4.1.1.2 Expressionsvektoren

pPQEtri_HisStrep2 :

Dies ist ein Expressionsvektor zur rekombinanten Proteinexpression in E. coli, Insektenzellen
und Saugerzellen. Es sind ein C-terminaler 6xHis-Tag und N-terminaler Strep-Tag enthalten.
Es wurde der Vektor der Firma Qiagen verwendet, welcher eine Antibiotikaresistenz gegen

Ampicillin besitzt.

Promoter/Enhancer: T5 (Expression in E. coli); CAG (Expression in Saugerzellen); pl0

(Expression in Insektenzellen)

A""'Pﬁ'.‘r‘.!;;eh

TAGZyme
pQE-2
4.8kb

N\

Col E1
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Vektors pQ ETri_HisStrep2; Quelle: Fa. Qiagen

Cherry ™Codon-System :

Das Cherry™Codon-System der Firma Eurogentec arbeitet mit einer T7-Expression Uber
einen Bakteriophagen-Promotor. Die T7 RNA Polymerase erkennt nur den T7 Promotor und
keine E.coli-Promotoren. Eine erhOhte Plasmid-Stabilitaét wird tUber den Gebrauch des
Antidot/Zellgift-Systems ccdA/ccdB erreicht. Das Antidot ccdA (218bp) wird in die Plasmid
DNA eingebaut und das bakterielle Toxin ccdB (305bp) in das Bakterien-Chromosom,
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sodass ein Plasmid-Verlust einen Zelltod zur Folge hat. Daneben werden im pSCherry2-
Vektor produzierte Proteine Uber ein rotes Polypeptid sichtbar und die Konzentration kann
bei spezifisch 413 nm gemessen werden. Nach der Aufreinigung kann dieser Cherry-Tag mit
einer Enterokinase wieder abgespalten werden. Der pSCodonl.2-Vektor fungiert als
Kontrolle, das exprimierte Protein enthalt kein Cherry-Tag.
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Abbildung 5: pSCherry2; Quelle: Delphi Genetics SA
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Abbildung 6: pSCodonl.2; Quelle: Delphi Genetics SA
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4.1.2 Bakterien

4.1.2.1 H.pylori-Stdmme

H. pylori G27: Patienten-Isolat aus dem Grosso Krankenhaus (Toskana, Italien) (Baltrus et
al. 2009)

H. pylori 26695: Patienten-Isolat aus GroR3britannien, 1997 sequenziert (Tomb et al. 1997)

41.2.2 E.coli Stamme

Klonierungsstamm:

DH5a (Hanahan, 1983):

fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginvV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17

Expressionsstamme:

M15 Dz291 (D. Stiuber, F. Hoffmann-La Roche Ltd.):

NalS, StrS, RifS, Thi., Lac., Ara+, Gal+, Mtl., F., RecA+, Uvr+, Lon+.

BL21 Codon Plus (NOVAGEN, Bad Soden):

BF-, ompT, hsdS(rB-mB-), dcm+, Tetr, gal, A(DE), endA, Hte, [argU, proL, Camr], [argU, ileY,
leuw, Strep/Specr]

BL21 Arctic Express (NOVAGEN, Bad Soden):

B F— ompT hsdS(rB — mB —) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr]

4.1.3 Antikorper

ANTI-IgG Monoclonal Antibody human anti human IgG:HRP; Fa. Abd Serotec (Verwendung
als zweiter Antikorper in Western Blot- und ELISA-Systemen zur Detektion von humanen

IgG-Antikdrpern)
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4.1.4 Haufig verwendete Puffer und Medien

Alle Puffer und Medien wurden mit bidestilliertem Wasser hergestellt.

4.1.4.1 Puffer

1x PBS:

137 mM NacCl

1,5 mM KH,PO,

4,3 mM Na,HPO, x 2H,0
2,6 mM KClI

pH 7,4

1x TBS:
20 mM Tris Base
150 mM NacCl

pH 7,4 (HCI)

Ix TAE:

40 mM Tris Base

1 mMEDTA

0,7% (v/v) Essigsaure (100%)
pH 7,0 (NaOH)

4.1.4.2 Losungen fur den Western Blot

2x SDS-PAGE Auftrags-Puffer :
10% (w/v) Glycerin

5% (v/v) B-Mercaptoethanol

2% (v/v) SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau

1,25 M Tris HCI, pH 6,8
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10x SDS-Lauf-Puffer:
3,03 g 0,025 M Tris/HCI
15,01 g 0,2 M Glycin
19 0,1% (w/v) SDS

1 Liter H,O

10x Transfer-Puffer :
142,6 g Glycin

30,28 g Tris/HCI

19 SDS

800 ml H,O

1x Sammel-Gel :

1,06 ml H,O

0,39 ml Protogel (30% Acrylamid/Bis Solution)
0,49 ml Sammel-Gel-Puffer

0,010 ml 10% APS

0,010 ml TEMED

1x Trenn-Gel :

2,43 ml H,O

2,02 ml Protogel (30% Acrylamid/Bis Solution)
1,5 ml Trenn-Gel-Puffer

0,020 ml 10% APS

0,020 ml TEMED

SDS-PAGE Sammelgel-Puffer :
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2 g 0,4% (w/v) SDS
30,29 g 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

500 ml H,O

SDS-PAGE Trenngel-Puffer :
29 0,4% (w/v) SDS
90,86 g 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

500 ml H,O

4.1.4.3 Losungen fur die Protein Aufreinigung

Lyse-Puffer :

50 mM NaH,PO,
300 mM NacCl
10 mM Imidazol

pH 8,0

Wasch-Puffer :
50 mM NaH,PO,
300 mM NacCl
20 mM Imidazol

pH 8,0

Elutions-Puffer:
50 mM NaH,PO,
300 mM NacCl
250 mM Imidazol

pH 8,0

35



4.1.5 Bakteriennahrmedien

LB-Agar :

0,5% (w/v) NaCl

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1,0% (w/v) Trypton

1,5% (w/v) Agar

pH 7,4 (NaOH)

Das Gemisch wird autoklaviert und danach bei einer Temperatur von ca. 50C Antibiotikum

(z.B. Ampicillin, Kanamycin) hinzugegeben; danach Giel3en in Kulturschalen und Lagerung
bei 4C.

LB-Medium :

1,0% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) NaCl

pH 7,4 (NaOH)

Das Gemisch wird autoklaviert und danach bei einer Temperatur von ca. 50C Antibiotikum
(z.B. Ampicillin, Kanamycin) hinzugegeben. Lagerung bei 4<C.

4.1.6 Chemikalien

Bei dieser Doktorarbeit verwendete Chemikalien stammten von den Firmen Sigma
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt) und Applichem (Darmstadt). Ausnahmen werden

angegeben.

4.1.7 Gerate

8-Kanal-Pipette Fa. Abimed
Abzug Fa. Kottermann

AKTA Purifier Fa. GE Healthcare
Autoklav Fa. KSG

Autoklaven-Indikatorband Fa. 3M
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Bakterienkulturschalen Fa. Schubert&Weiss
Bakterienschuttler (fur E. coli Kultur) Fa. Gerhardt
Brutschrank Fa. Heraeus

Brutschrank mit HEPA-Filter fur H. pylori Kultur Fa. Forma
Scientific Inc.

Einmalkivetten halbmikro 1,5ml Fa. Brand GmbH
Einmalspritzen (1, 5, 10, 30ml) Fa. Codan Medical

Eisbad Fa. Neolab

Eismaschine Fa. Scotsman

Elektrophoresesystem (XCellTM Sure Lock)
ELISA-Reader Fa. Thermo Labsystems

Filmkassetten Fa. Kodak

Filmentwickler Hyperprocessor Fa. Amersham Biosciences
FPLC-Anlage; Akta-Purifier Fa. GE Healthcare
Gefrierschrank -20 °C Fa. Liebherr

Gefrierschrank -80 °C Fa. GFL

Glasflaschen mit Schraubverschluss etc.) Fa. VWR
Glasgerate (Becherglaser, Erlenmeyerkolben, Messzylinder
Glas-Pasteurpipetten 150mm Volac

Heizbarer Magnetrihrer Fa. IKA

Kolbenhubpipetten mit Zubehér Fa. Gilson

Konische Zentrifugationsrohrchen (15, 50ml) Fa. BD Labware
Kryoréhrchen (1,5ml) Fa. Nalgene

Kihlbare Zellkulturzentrifuge Fa. Hettich

Kuhlschrank 4-8 °C Fa. Bosch

Laborfeinwaage Fa. Sartorius Analytic

Laborwaage Fa. Kern

Latex-Untersuchungshandschuhe Fa. Kimberly-Clark
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Mikrowellengerat Fa. Siemens

mit Zubehor Fa. Invitrogen

Multipipette (Multipette plus) Fa. Eppendorf

Netzgeréat fur Gelelektrophorese und Western Blot Fa. BioRad
Nitril-Untersuchungshandschuhe Fa. Kimberly-Clark
Orbital-Schuttler (fur H. pylori Kultur) Fa. Peglab
PCR-Reaktionsgefal3e 0,2ml Fa. Biozym

pH-Elektrode Fa. Neolab

pH-Meter Fa. WTW

Pipettenspitzen fir Kolbenhubpipetten Fa. Biozym Scientific
Pick-Tip (Fa. Sud-Laborbedarf)

Plastik-Drygalskyspatel (steril) Fa. VWR
Reaktionsgefalistander Fa. Neolab

Rundbodenrdéhrchen 5ml mit Deckel fur

Safe Lock Reaktionsgefal3e (0,5; 1,0; 2,0ml) Fa. Eppendorf
Schittel-Heizwasserbad Fa. GFL

Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10, 25ml) Fa. BD Labware
Spitzen fur Multipipette (0,5; 5ml) Fa. Eppendorf

Sterilbank mit S2 Zertifikat + Zubehor Fa. BDK

Sterilfilter 0,2 pl Fa. Nalgene

Stickstofftank Fa. MVE Cyrogenics

Stieltupfer (steril) Fa. Lohmann&Rauscher

Thermomixer Fa. Eppendorf

Thermocycler Fa. Biometra

Tisch-Kihlzentrifuge Fa. Eppendorf

Tischzentrifuge Fa. Eppendorf

Tischzentrifuge Hettich Zentrifuge Mikro 22R

Ultraschall-Desintegrator mit Mikrospitze Fa. Branson
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Ultrazentrifuge Fa. Beckman

UV/Vis Spektrophotometer Fa. Eppendorf

UV-Kuvetten (steril, pyrogenfrei ) 50-2000 pl Fa. Eppendorf
Verschlussfolie (Parafilm) Fa. Pechiney Plastic Packaging
Vortex Schuttler Fa. Bender&Hobein AG

Western-Blot System (XCellTM Il Blot Module)

Zellstoffticher Fusselfrei Fa. Kimberly-Clark

4.2 Methoden

4.2.1 Mikrobiologische Methoden

4.2.1.1 Autoklavierung

Glaswaren und chemische Ldsungen, die hitzestabil waren, wurden bei 121 C und 2 bar fir
20 min autoklaviert. Waren Lésungen hitzelabil, wurde sie in Stammldsungen angesetzt und

durch Membranfilter oder SpritzenvorsatZzfilter filtriert.

4.2.1.2 Kultivierung von H. pylori -Stammen

Fur die Gewinnung von H. pylori-DNA und -Proteinen wurden Glycerinstocks der Stamme
G27 und 26695 aufgetaut und steril auf eine vorgewarmte Agarplatte ausgestrichen. Nach
der Ernte mit einem sterilen Wattestabchen wurden die Kolonien in 500 pl 37 € warmes
Flissigmedium (1,5 ml grol3e Eppendorfgefalle) Uberfuhrt. AbschlieBend wurde die

Bakteriensuspension auf flinf neue Agarplatten ausgestrichen.

4.2.1.3 Herstellung von Glycerinstocks

Stdmme von E.coli wurden bei 37T unter Schiutteln bei 125 bzw. 230 rp m inkubiert. Falls in
den Bakterien plasmidkodierte Antibiotikaresistenzen vorhanden waren, wurde das
entsprechende Antibiotikum hinzugegeben. Nach Ausplattieren auf Agarplatten und
Inkubation bei 37C wurden Einzelkolonien angezogen. Fir eine langerfristige Lagerung
wurden Glycerinkulturen angelegt. Daflr wurde ein Aliquot einer Uber Nacht-Kultur im
Verhdltnis 1:1 mit 87% Glycerin versetzt und anschlieRend nach Schockfrieren in flissigem
Stickstoff bei -80T gelagert.
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4.2.1.4 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden in einem Erlenmeyerkolben 250 mi
TYM Medium mit einer 50 ml G.N.-Kultur gemischt, auf eine ODgg von 0,1 angeimpft und im
Schuttler bei 37 T inkubiert. Bei einer OD go9 von 0,5-0,7 wurden die Bakterien 30 min auf Eis
gestellt, in 50-75 pl Aliquots pipettiert und fir 8 min bei 4000 rpm und 4 T zentrifugiert.
AnschlieRend wurden die Pellets mit 10 ml TfB-I-Puffer resuspendiert und erneut fir 8 min
bei 4000 rpm und 4 T zentrifugiert. Nach Abschiitte n des Uberstandes wurde das Pellet in
10 ml TfB-1l-Puffer resuspendiert und entweder nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff in
100 pl-Portionen in EppendorfgefaRen bei -80C gela gert oder direkt fur eine Transformation

genutzt.

4.2.1.5 Zucht und Konservierung von  E.coli -Stammen

Um die in der Arbeit verwendeten E.coli-Stdmme langfristig zur Verfigung zu haben, wurden
Glycerinstocks angefertigt. Hierfir wurden die gewlinschten Stdmme bei 37 T im fliissigen
Medium samt Antibiotikum (sofern eine Antibiotikaresistenz vorhanden war) kultiviert und auf
Agarplatten ausgestrichen. AnschlieBend wurde ein Aliquot einer U.N.-Kultur im Verhéltnis
1:1 mit 87% Glycerin versetzt und nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff im
Tiefkiihlschrank bei -80 T gelagert.

4.2.1.6 Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Ein Aliquot (75 pl) chemisch kompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und anschliel3end
2-10 pl Ligationsansatz bzw. 50-100 ng Plasmid-DNA hinzugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min auf Eis wurden die Zellen fur 45 s bei 42<C einem Hitzeschock im
Wasserbad ausgesetzt. AnschlieRend wurden die Zellen wieder direkt auf Eis gelegt. Nach 5
min wurde 900 ul vorgewarmtes LB-Medium ohne Antibiotikum hinzugegeben und der
Ansatz zur Inkubation ca. 30-60 Minuten bei 37T in den Brutschrank gestellt. Danach wurde
das inkubierte Medium 5 min bei 3800 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgekippt, das Pellet
in 100 pl resuspendiert, auf Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37<C im Brutschrank

inkubiert.

Alternativ wurde die Transformation durchgefiihrt, indem 10 ul 5-fach konzentriertes KCM mit
1 pl Plasmid und 50 ul kompetente Bakterien vermischt wurden. Nach 20 min auf Eis wurde
der Ansatz 10 min bei RT inkubiert, der weitere Verlauf nach Zugabe von 900 pl LB-Medium

erfolgte wie bei der oben beschriebenen Hitze-Schock-Variante.
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4.2.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1 Mini- Praparation: Isolierung von Plasmid-D  NA zu analytischen Zwecken

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA wurden 5 ml einer E.coli 0.N.-Kultur bei RT und 4000
rom fir 5 min zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurde der Isolierungsvorgang
durch das Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System von Promega laut Anleitung
des Herstellers erzielt. Die gewonnene DNA (1-2 ug) wurde in 30 ul Wasser eluiert, die
Konzentration mittels Spectrophotometer gemessen (4.2.2.3) und anschlieRend bei -20C

eingefroren.

4.2.2.2 Midi-Praparation: Isolierung von Plasmid-DN A zu praparativen Zwecken

Falls groRere Mengen von Plasmiden notwendig waren, wurde eine Midi-Praparation durch
das Pure Yield Plasmid Kit von Promega nach der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.
Die gewonnene DNA, meist 10-20 ug wurde anschlieend in 600 ul Wasser eluiert, die
Konzentration mittels Spectrophotometer gemessen und anschlieBend bei -20C

eingefroren.

4.2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentrationen

Nach einer Plasmidaufreinigung wurde die DNA mittels des Spectrophotometer NanoDrop
ND-1000 (Fa. Thermo Scientific) bei 260 nm nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ermittelt.

Als Standard wurde gegen Wasser (1,5 ul) gemessen.
Formel des Lambert Beerschen Gesetzes: AE =g XCXxd
AE: Im Photometer gemessene Extinktion

€moi: Molarer Extinktionskoeffizient in L x mol™*x cm™

c: Konzentration der chemischen Verbindung in mol/L

d: Schichtdicke der Klivette in cm

4.2.2.4 Ermittlung der Primer

Nachdem die fir den Lineblot gewiinschten Antigene ausgewdahlt waren, wurden die
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jeweiligen Sequenzen aus den H. pylori-Stammen G27 und 26695 von der Datenbank NCBI
bezogen. Es wurden ca. 20-30 bp lange DNA-Bereiche am Beginn und Ende der Zielgene
ausgewahlt und ihre biochemischen Eigenschaften mit den Programmen NEBCutter

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/) und Oligocalc  (http://www.basic.northwestern.edu-

[biotools/oligocalc.html) untersucht. Es wurde darauf geachtet, dass der Anteil an Guanin

und Cytosin, welcher neben der Primer-Lange wesentlich fir die Schmelztemperatur ist, Gber
40% liegt. Die Schmelztemperatur lag meist zwischen 50 und 65C. Self-Annealing und
Hairpin-Konstellationen wurden ausgeschlossen und das komplette Konstrukt mittels
pDRAW auf einen maglichen Frameshift untersucht. Die Primer wurden bei MWG Eurofins
im gefriergetrockneten Zustand bestellt und nach Resuspension in einer 10 pmol/pl-

Verdinnung eingesetzt.

4.2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur in vitro Amplifikation definierter DNA-
Stiicke mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase. Sie erlaubt den schnellen und empfindlichen
Direktnachweis kleinster Mengen von DNA oder RNA. Die PCR beruht auf der zyklischen
Wiederholung von drei Schritten. Sie beginnt mit der Denaturierung der doppelstrangigen
DNA in Einzelstrange. AnschlieRend lagern sich synthetische Oligonukleotide (Primer) an die
flankierenden Enden des zu amplifizierenden Genbereiches (Annealing). Im dritten Schritt,
ausgehend von den Primern und mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase sowie der vier
Desoxynukleotide (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), geschieht die eigentliche Polymerisierung
(Neubildung) der doppelstrangigen DNA. Mit jedem Zyklus wird die DNA zwischen den

beiden Primern verdoppelt.

Die Reaktionen wurden in 50 uyl Volumen mit 100 ng DNA, jeweils 50 pmol der Primer und
Fideli Tag Master Mix durchgefuhrt. Die Temperaturen wahrend der einzelnen Phasen

gestalteten sich meist folgendermaf3en:

1. Denaturierung 95 T 2 min

2. Denaturierung 95 € 30 s

3. Annealing TAT 30 s

4. Extension 72 € 2 min
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5. Extension 72T 10min

6. Abkihlung 4C

Der zweite bis vierte Schritt wurde 30-35 mal wiederholt. Anschlieend wurde das Ergebnis

der PCR auf einem 1%-Agarosegel tberprift.

4.2.2.6 Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR wird Uberprift, ob sich der gewlnschte Vektor in der untersuchten
Bakterien-Kolonie befindet. Der Unterschied zu reguldaren PCR besteht in der Verwendung
von Einzelkolonien, die dann im ersten Schritt bei 95T lysiert werden. Die Kolonien wurden
hierfir sorgféltig mit Pipettenspitzen von den Kulturplatten abgepickt und mit 50 pl
destilliertem Wasser resuspendiert. Von dieser Suspension wurden anschliel3end 2,5 pl dem
PCR Ansatz hinzugefigt. Falls die PCR positiv ausfiel, konnte mit der verbliebenen

Suspension fur die weitere Verwendung 5 ml LB-Medium angeimpft werden.

4.2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Bei dieser Methode werden unterschiedlich lange DNA-Fragmente nach ihrer GroRe
aufgetrennt. Hiermit kann zum einen eine abgelaufene Spaltung einer DNA nachgewiesen,
und zum anderen ein aufgetrenntes Fragment zum weiteren Gebrauch eluiert werden. Fir
die Herstellung eines Agarosegels wurde Agarose in 0,5x TAE-Puffer in 1% (w/v)
Konzentration durch Aufkochen vollstandig geldst. Nach kurzem Abkuhlen wurde bei ca. 40-
50C 0,2 pl einer Ethidiumbromidldsung (10mg/ml) pro 10 ml Agaroselésung hinzugegeben
und die Ldsung in eine Gelkammer mit Kamm (je nach Grof3e des Ansatzes 8 — 20
Kammern) gegossen. Nach ca. 30 min wurde das nun ausgehartete Gel in ein der Grol3e
entsprechendes Elektrophoresesystem transferiert. In dem nun netzartig aufgebauten Gel
konnte die negativ geladene DNA bei Anlegung einer Spannung entsprechend ihrer GroRRe
aufgetrennt werden. Den zu untersuchenden DNA-Proben wurde 1/10 Vol DNA-Proben-
Puffer hinzugefigt und die Ansatze vorsichtig in die Geltaschen pipettiert; zur spateren
Identifikation der GréfRe der Banden wurde noch ein Standard (Blue Ladder) hinzugefugt.
AnschlieRend wurde die Elektrophorese i.d.R. bei 85 V fir etwa 30 min durchgefihrt.
Danach wurden die Banden unter UV-Licht (Wellenlange 302 nm) detektiert, mit Hilfe des
Molecular Imager Gel Doc XR System (Fa. BioRad) dokumentiert und bei Bedarf mit

ausgeschnitten und eluiert (4.2.2.8).
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4.2.2.8 Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegel en

Fir die Isolierung und Aufreinigung der DNA wurden die Banden unter UV-Licht detektiert,
mit einer Pipette und einem Pick-Tip aus dem Agarosegel ausgestochen und anschlielend
mit einem entsprechendem Kit nach Herstellerangaben gereinigt ( ,Wizard SV Gel and PCR
Cleanup System Kit— (Promega) oder ,GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit— (GE

Healthcare)).

4.2.2.9 Verdau von DNA mit Restriktionsendonuklease n

Die aufgereinigte DNA wurde mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen unter den vom
Hersteller empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen gespalten. Falls zwei
verschiedene Restriktionsenzyme zur Spaltung notwendig waren, wurde nach Hersteller-
Angaben ein Puffer ausgesucht, bei dem beide Enzyme gut funktionieren. Anschliel3end fand

eine Uberpriifung des Ergebnisses mittels Agarosegelelektrophorese statt.

4.2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten zu einem zusammenhangenden Genkonstrukt wurde
das zuvor aus dem Agarosegel extrahierte Insertfragment in einem zwei- bis sechsfachen
molaren Uberschuss zum Vektorfragment hinzugefiigt. Die Ligation wurde in T4-Ligase-
Puffer mit 2 U T4-Ligase fur mind. 10 Stunden bei 16T in einem Volumen von 10 pl
durchgefiihrt. Anschlie3end konnte der Ansatz zur Transformation in Klonierungs- oder

Expressionsvektoren benutzt werden.

4.2.2.11 DNA Sequenzierung

Um festzustellen, ob eine Ligation und/oder anschlieende Transformation funktioniert hatte,
wurden die klonierten Genkonstrukte durch die Firma Eurofins MWG Operon sequenziert.
Die abgegebenen Proben mit einem Gesamtvolumen von 15 pl enthielten je nach Probe
750-1000 ng DNA und jeweils 10 pmol eines Sequenzierungs-Primers, wodurch die DNA
linear amplifiziert wurde. Die von der Firma MWG erhaltenen Sequenzen wurden mit Online-

Programmen analysiert und mit den Sequenzen der entsprechenden Gene verglichen.

4.2.3 Analytische Methoden

4.2.3.1 Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS -PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von Proteinen nach ihrer

GroRRe. Zu Beginn werden die Proteine mit Hilfe des Detergenzes Natriumdodecylsulfat
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(SDS) denaturiert und negativ geladen. Ein (negativ geladenes) SDS-Molekil bindet
ungefahr an jede zweite Aminosaure und Uberdeckt somit die Eigenladung der Proteine mit
seiner negativen Ladung. Durch die Siebstruktur der Polyacrylamidmatrix findet
anschlielend eine Auftrennung nach Grol3e statt. Die Proteinproben wurden mit SDS-
Probenpuffer versetzt (Verhaltnis 1:4, 4x SDS-Puffer) und bei 95C fiur 3-5 min erhitzt. Nach
einer kurzen Abkihlungsphase wurde die Elektrophoresekammer mit 1x SDS-Laufpuffer
beflllt und der Ansatz (je nach TaschengréfRe 10-20 pl) in die Taschen der vorbereiteten
Gele (meist 12%) pipettiert. Nach nochmaligem Auffillen der Elektrophoresekammer mit
Laufpuffer wurde die Elektrophorese bei konstanter Spannung von 170V fir eine Stunde

durchgefihrt.

4.2.3.2 Farbung von SDS-Gelen

Die Proteine kdnen nach der Auftrennung in der Elektrophorese mit Hilfe des Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue G 250 detektiert werden, indem man sie ca. 15 min in der
Farbstofflosung schwenkt und anschlie@end durch wiederholtes Auswaschen und

Schwenken im Wasserbad entfarbt. Die Nachweisgrenze betragt ca. 0,2-0,5 pyg pro Bande.

4.2.3.3 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots lassen sich bestimmte Proteine aus gréReren Gemischen (z.B.
Zell- oder Gewebelysat) identifizieren und auch in gewissem MalRe quantifizieren. Ebenso
lassen sich Antikorper-Antigen-Reaktionen nachweisen. Der Western Blot wurde bei
folgendem Aufbau durchgefiihrt: In die WB-Apparatur wurden als erstes an die Anode zwei
in Transferpuffer angefeuchtete Schwadmme gelegt. Hierauf kam ein auf GelgroRle
geschnittenes Whatman-Filterpapier, auf welches direkt das SDS-Gel folgte. Auf das Gel
wurde die zuvor in Transferpuffer eingelegte PVDF-Membran platziert und der Aufbau mit
Whatman-Filterpapier und angefeuchteten Schwammen so fertiggestellt, dass die WB-
Kammer voll war. AbschlieBend wurde die WB-Apparatur fest verschlossen, in die WB-
Kammer eingestellt und mit Transferpuffer aufgefillt. Die Elektrophorese wurde bei 230 mA

fir 90 min durchgefihrt.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde die Membran fir ca. 60 min in 3-5 %-
Magermilchpulver/TBS-Lésung geblockt und anschlieend 1 h mit der Losung des ersten
Antikdrpers inkubiert. Diese bestand meist aus humanem oder immunisiertem murinen
Serum, welches zuvor 1:100 mit Milchpulverpuffer verdinnt wurde. Nach dreimaligem
Waschen mit TBS oder 1%-TBST fur 5 min fand die Inkubation von 1h mit einem, zur

Detektion mit einem Enzym (in diesem Fall Meerrettichperoxidase, Engl.. HRP =
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horseradish-peroxidase) gekoppelten, zweiten Antikdrper (Verdinnung 1:3000, gleiche
Milchpulverlésung) statt. Nach erneutem dreimaligem, finfminttigem Waschen (1%-TBST
oder TBS) wurde die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien in einer lichtschiitzenden
Klapp-Box 5 min mit ca. 5 ml SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrat Losung
(Fa. Thermo Scientific) inkubiert und in den Dunkelraum zum Filmentwickler transportiert.
Die Belichtungszeit wurde je nach Bedarf und Starke der Bande austariert und lag meist

zwischen 5 und 120 s.
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Abbildung 7: Prinzipieller Aufbau eines Western-Blot s. Ein erster Antikérper bindet an ein, auf eine
Membran fixiertes Protein. Im né&chsten Schritt binde t ein zweiter Antikbrper mit angebundener
Horseradish-Peroxidase an den ersten Antikérper. Na  ch Hinzugabe eines chemoluminiszenten
Substrates kann der zweite Antikérper sichtbar gemac ht werden. Hierdurch wird nun indirekt auch die
Bindung des ersten Antikdrpers an das membrangebund ene Protein erkennbar. Quelle:
www.kollewin.com

4.2.3.4 Mikrogen Immunoblot Helicobacter IgG/IgA

Die untersuchten Patienten-Seren wurden alle mit dem ,Immunoblot Helicobacter IgG/IgA*
der Firma Mikrogen GmbH getestet. Dieser Test wurde stets nach den Vorgaben des
Herstellers durchgefihrt: Alle Reagenzien wurden auf RT gebracht und die Teststreifen in 2
ml gebrauchsfertigem Waschpuffer eingelegt. Nach Hinzugabe von 20 (1gG) bzw. 40 (IgA) ul
Probe oder Kontrolle, inkubierte der Ansatz 1 h auf dem Schiittler. AnschlieRend folgte
dreimaliges, funfmindtiges Waschen mit Waschpuffer des Herstellers. Dann wurde wieder 45
min auf dem Schittler mit 2 ml Konjugatlosung inkubiert. Nach wiederholtem Waschen
wurde 1,5 ml Substratldsung hinzugegeben und erneut 5-10 min auf dem Schdttler inkubiert,
bis die Positiv-Kontrolle gut sichtbar war. Abschliel3end wurden die Streifen noch drei Mal mit
deionisiertem Wasser gewaschen und mindestens 2 h bis zur Auswertung zwischen
saugfahigem Papier gelagert. Die sich darstellenden Banden wurden abgelesen und der
Score mittels einer Liste des Herstellers ermittelt. Das Maximum an erreichbaren Punkten ist

37. Ab einer Punktzahl von 13 gilt die Probe als positiv, unter 11 Punkten als negativ.
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.Lysatblot* bezeichnet in dieser Arbeit immer das kommerzielle Kit.

=
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Abbildung 8 : links: Tabelle zum Eintragen der Punktewerte der ei  nzelnen Banden des Immunoblot
Helicobacter von Mikrogen, unter ,Beurteilung” wird, an Hand der H6h e des Scores, eingetragen, ob eine
Probe positiv oder negativ ist; rechts: Kontrollstre ifen einer komplett positiven Serumprobe, Hilfe zum
Ablesen der getesteten Streifen

4.2.3.5 Mikrogen Lineblot Prototyp

Bei den Testreihen mit dem Lineblot Prototyp wurden die Komponenten einzeln geliefert, da
zum Durchfihrungszeitpunkt noch kein kommerzieller Test angeboten wurde. Der
eigentliche Ablauf des Testes entsprach sehr genau dem Lysatblot (4.2.3.4), mit Ausnahme
der unterschiedlichen Test-Streifen. Die Auswertung erfolgt Uber das Ablesen der sechs
Banden, die jeweils verschiedene Proteine reprasentieren. Je nach Starke der Bande
werden 0.5, 1 oder 2 Punkte vergeben, sodass ein Maximum von 12 Punkten erreichbar ist.
Details zur Auswertung und Durchfihrung des Tests sind im Ergebnisteil dargestellt. Dieser

Test wird in dieser Arbeit als ,Lineblot* bezeichnet.

4.2.3.6 ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Beim ELISA handelt es sich um ein immunologisches Detektionssystem. Platten werden mit
den nachzuweisenden Antigenen beschichtet, welche dann durch spezifische Antikérper im
Serum erkannt werden. Die gebundenen Antikdrper werden in einem zweiten Arbeitsschritt
mittels eines Antikorper-Konjugats (meist HRP) detektiert und anschlieBend Utber
Photometrie quantifiziert.

Zu Beginn wurde eine ELISA-Platte mit 96 Wells Gber Nacht mit 2 pug Protein / ml PBS bei
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einem Volumen von 100 pul pro Well im Kihischrank inkubiert (Coating). Fur das Coating im
gGT-Elisa dieser Arbeit wurde eine Konzentration der gGT von 1:300, 1:600 und 1:900
verwendet. Am néchsten Tag wurde die Platte mittels ELISA-Waschgerat drei Mal
gewaschen und anschliel3end mit 200 pl PBS und 1 % BSA pro Well 2 h bei 37<C inkubiert
(alternativ 5 % Milchpulverpuffer). Nach erneutem Waschen wurde das zu untersuchende
Serum in aufsteigender Verdiinnung (Anfangsverdiinnung 1:33 oder 1:100) auf 150 pl Puffer
in jeweils 2 Wells pipettiert und 1 h bei 37T inku biert. Nach erneutem Waschvorgang
wurden 100pl pro Well des 2. Antikorpers (Anti-human IgG; 1:5000 oder 1:10000)
hinzugefiigt und erneut 1h bei 37T inkubiert. Nach einem letzten Waschen wurden die
Anséatze 10-20 min (je nach Reaktionsgeschwindigkeit) mit TMB inkubiert und mit 1 M H,SO4
abgestoppt (50ul pro Well). Anschliel3end erfolgte die Auswertung mit einem ELISA-Reader.

4.2.3.7 Mikrogen ELISA recomwell Helicobacter

Die in der Arbeit durchgefihrten ELISA mit dem Mikrogen-Kit ,recomwell Helicobacter®
wurden nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Die mit CagA und GroEL
beschichteten ELISA-Platten wurden mit den zu testenden Seren bzw. Kontrollen befillt.
Nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37C und vier maligem Waschen erfolgte die
Inkubationszeit mit dem zweiten, im Kit enthaltenen, Anti-lgG-Antikdrper von 30 min bei
37C. Nach wiederholtem viermaligem Waschen wurde ein gebrauchsfertiges Substrat
zugegeben. Nach 12 min wurde die Reaktion mit H;PO, abgestoppt und die Extinktion bei

450 nm gemessen. Anschliel3end erfolgte Auswertung an Hand der Cut-off-Proben.

4.2.4 Proteinchemische Methoden

4.2.4.1 Proteinherstellung im analytischen Mal3stab ~ — Textexpression

Vor der Durchfihrung von Expressionen im groferen Malstab (praparativ), wurden
Testexpressionen  vorgeschaltet um  die  Funktionalitat der  Vektoren  und
Expressionsbakterien zu sichern. Hierfir wurden 5 ml LB-Medium (einschlief3lich
Antibiotikum) mit, in der Kolonie-PCR positiven Bakterien inokuliert und bei 37C lber Nacht
in den Schuttler gestellt. Mit Hilfe dieser Kultur wurden weitere 10 ml LB-Medium angeimpft
und bis zum Erreichen einer OD600 von 0,6 bei 37C geschuttelt. Induziert wurde die
Expression dann durch 0,5-1 mM IPTG (die zu exprimierenden Gene lagen meist in
Vektoren der pQEZ2Tri-Serie (Qiagen) vor und wurden daher durch das mit IPTG
induzierbare lac-Operon kontrolliert). Zur Kontrolle wurde vor der Induktion eine Null-Probe
von 30 ul fir ein SDS-Gel genommen. Nach 4 h Inkubationszeit wurden die Zellen

zentrifugiert (4000 rpm; 10 min, 4<), der Uberstand abgekippt und in 1 ml Lyse-Puffer
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resuspendiert. Die Suspension wurde anschliel3end nach Zugabe von 1 mM Lysozym (40 pl
aus 50 mM-Stock) und 30 minutiger Inkubation in einer Ultraschallbehandlung mit dem
Sonifier aufgeschlossen (6 mal 10 s mit jeweils 5 s Pause). Wéhrend der kompletten
Sonifizierung befand sich die Probe auf Eis. AnschlieRend wurden die Proben in der
vorgekiihlten Tischzentrifuge zentrifugiert (10000g; 25 min; 4C) und der Uberstand ein
neues Eppendorf Reaktionsgefald pipettiert. Die im Pellet zurtickgebliebenen unldslichen
Zellbestandteile wurden in 1 ml Lyse-Puffer resuspendiert und ebenso wie 30 pl des
loslichen Zellextrakts aus dem Uberstand mit 4xSDS-Probenpuffer versetzt. Die Proben
wurden anschlieend einer SDS-PAGE unterzogen und die daraus entstehenden Banden

analysiert.

4.2.4.2 Proteinherstellung im analytischen Mal3stab - Testreinigung

Um aus dem loslichen Uberstand der Testexpression die exprimierten Proteine in erhohter
Konzentration zu erhalten, wurde eine Testreinigung durchgefihrt. Die Reinigung erfolgte
nach einem Ni-NTA Spin Kit von Qiagen fir Proteine mit 6fachem His-tag und funktionierte

mit Hilfe von Ni-NTA-Saulen, welche die exprimierten Proteine spezifisch binden.

4.2.4.3 Proteinherstellung im praparativen Mal3stab

Nachdem ein positives Ergebnis in der Testreinigung erzielt werden konnte, wurde bei den
jeweiligen Klonen eine Reinigung im gréReren MaRstab durchgefiihrt. Hierfir wurden 3L-
Kulturen auf eine ODgqo von 0,1 inokuliert und bei 37C auf dem Schdttler inkubiert. Bei einer
ODgg vVon ca. 0,6 wurde die Expression des Proteins mit 1ImM IPTG induziert. Fir die
spatere Darstellung der Protein-Bande im SDS-Gel wurde vorher noch eine Nullprobe der
Kultur entnommen. Nach 4h wurde die Kultur aus dem Schiittler genommen und fir 15min
bei 4C und 4000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Pellets in Tris-Puffer
aufgenommen und nach Hinzufiigen von 1mM Lysozym durch Sonifikation aufgeschlossen.
Um die Proteine vom Rest des entstandenen Zell-Lysats zu trennen, wurde das Gemisch
erneut fiir 30 min bei 4C und 15000 rpm in die Zent rifuge gestellt. Der erhaltene Uberstand

wurde auf Eis gelagert.

4.2.4.4 Ruckfaltung unléslicher Proteine

Um unl6sliche Proteine wieder I8slich zu machen, wurden die Pellets der unldslichen
Proteine nach der Expression in 30 ml Tris-Puffer auf Eis resuspendiert. Fur die Losung der
Proteine von der Membran wurden sie anschlielend mit einem Sonifier (8 x 30 s, Amplitude

50%) aufgeschlossen. Danach wurde bei 12500 rcf und 4<C fir 30 min zentrifugiert und der
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Uberstand abgekippt. Zu dem erhaltenen Pellet wurden 15 ml, 4 M Guanidin Lésung (2,5
mM DTT) hinzugefigt und die Resuspension wurde 2 h im Kihlraum gerihrt. Nach
nochmaligem Zentrifugieren fiir 15 min bei 15000 rcf und 4C wurde der Uberstand langsam
in einen Liter HEPES-Puffer getropft. Die Ruckfaltung erfolgte unter stindigem Ruhren Uber

Nacht im Kuhlraum.

4.2.4.5 Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie ist ein Verfahren, welches zur Aufreinigung eines bestimmten
Proteins aus einem Proteingemisch dient. Das Proteingemisch lauft Gber eine Saulenmatrix,
an der verschiedene chemische Gruppen exponiert sind. In dieser Arbeit wurde die
Affinitatschromatographie an der AKTA Purifier tiber His-Trap FF crude Saulen durchgefiihrt.
Die gesuchten Zielproteine hatten tber ihren Expressionsvektor am C-terminalen Ende eine
Histidinkette erhalten, welche nun selektiv an die Nickel-lonen binden konnte. Nachdem die
Proteine an die S&ule gebunden hatten, wurden sie mit einem steigenden Imidazol-
Gradienten eluiert. Das Imidazol besitzt ebenfalls eine hohe Bindungsaffinitdt zu Nickel-
lonen und verdrdngt das Protein kompetitiv. Vor jedem Lauf oder nach zweimaliger

Benutzung wurde die Saule wieder mit Nickel-lonen nach diesem Schema beladen:

1. Auftragsschlauch Al und Saule mit H,O spllen

2. Saule mit 20 ml 0,5 M EDTA spulen, um alte Nickel-lonen zu entfernen (Strippen)
3. Séule mit 100 ml 0,5 M NaCl spiilen, um das EDTA abzuwaschen

4. Saule mit 2 Saulenvolumen (SV) 0,1 M NiSO4 spulen

5. Saule mit 100 ml 0,5 M NaCl spiilen, um ungebundene Nickel-lonen
abzuwaschen

6. Equilibrieren der Saule mit Laufpuffer 100 mM Tris, pH 7,5, 500 mM NacCl

Die Reinigung erfolgte bei 4C nach folgender Metho de:
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Flussrate 2 ml/min

Aquilibrieren 2 SV 100 mM Tris, 10 mM Imidazol, 500 mM NacCl, pH 7,5
Beladen 30-60 ml Proteinldsung in 100 mM Tris, 10 mM Imidazol,

500 mM NacCl, pH 7,5 mittels Auftragspumpe

Waschen 10 SV 100 mM Tris, 10 mM Imidazol, 500 mM NacCl, pH 7,5
Eluieren 15 SV Gradient von 10-1000 mM Imidazol in 200 mM Tris, pH 7,5,
500 mM NacCl; es wurden 2 ml Fraktionen gesammelt.

Aquilibrieren 2 SV 100 mM Tris, 10 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7,5

AbschlieRend konnte die Elution bei einer Absorption von 280 nm verfolgt werden. Um das

Ergebnis zu bestatigen wurde anschlieRend noch eine SDS-PAGE durchgefihrt.

4.2.5 Statistische Methoden

4.2.5.1 Spezifitdt und Sensitivitat

Ein einfacher statistischer Test, um Aussagen Uber die Validitdt eines Testsystems zu
machen, benttigt zwei Informationen: Die Ergebnisse des zu untersuchenden Testsystems
und die eines Standards, der Anspruch auf ein sicheres Ergebnis hat. Letzterer wird auch als
Goldstandard bezeichnet. Anschlieend kann man die Ergebnisse des zu untersuchenden
Tests und des Standards z.B. in einer Vierfeldertafel auftragen und bestimmte statistische

Kennwerte errechnen.

So ist die Sensitivitdt der Anteil an wirklich Positiven, die auch vom zu untersuchenden Test
als positiv erkannt wurden. Eine niedrige Sensitivitat weist somit auf einen hohen Anteil an

falsch negativen Ergebnissen hin.

Die Spezifitat beschreibt den Anteil an wirklich Negativen, die auch vom zu untersuchenden
Test als negativ erkannt wurden. Eine niedrige Spezifitat weist somit auf einen hohen Anteil

an falsch positiven Ergebnissen hin (Altman and Bland, 1994b).
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4.2.5.2 Pradiktive Werte

Der Wert eines diagnostischen Tests liegt vor allem in seiner Aussage dartber, ob ein
maoglicher Befund vorliegt oder nicht. Daher ist es hilfreich, die Wahrscheinlichkeit zu
kennen, mit der ein Testergebnis wirklich zutrifft oder nicht. Hier helfen die pradiktiven Werte
(Tabelle 1). Der positive pradiktive Wert oder auch positive predictive value (PPV) gibt den

Anteil an Patienten mit positivem Testergebnis wieder, die auch in Wirklichkeit positiv sind.

Der negative pradiktive Wert oder auch negative predictive value (NPV) gibt den Anteil an
Patienten mit negativem Testergebnis wieder, die auch in Wirklichkeit negativ sind. Auch bei
diesen Werten werden die Ergebnisse des zu untersuchenden Testes an einem

Goldstandard gemessen (Altman and Bland, 1994a).

Goldstandard
negativ positiv Gesamt
neg A C A+C
Zu untersuchender Test |pos B D B+D
Gesamt A+B C+D A+B+C+D
Sensitivitat D/C+D PPV D/B+D
Spezifitat A/A+B NPV A/A+C

Tabelle 1: Schema einer Vierfeldertafel; Angabe der B erechnung der statistischen Werte

4.2.5.3 Reciever Operating Characteristic (ROC)

Die Reciever Operating Characteristic Kurve ist ein Weg, visuell die Effizienz mit der
Fehlerrate eines Testes zu vergleichen. Man erhalt eine ROC-Kurve durch Auftragen der
Sensitivitdt gegen 1-Spezifitat. Ein Test, der perfekt zwischen diesen Gruppen unterscheiden
kénnte, hatte eine Kurve, die auf der Y-Achse nach oben (Trefferquote von 100) und
anschlieRend bei einer Sensitivat von 1 waagerecht verlaufen wirde. Ein Test mit nur
falschpositiven Ergebnissen wirde demgegeniber erst auf der X-Achse und dann bei 1-
Spezifitat = 1 senkrecht nach oben verlaufen. ROC-Kurven nahe der Diagonalen deuten auf
einen Zufallsprozess hin, hier entspricht die Haufigkeit von Treffern der Haufigkeit von
falschpositiven Ergebnissen. Einen Eindruck Uber die Glite eines Tests gibt die Flache unter
der ROC-Kurve, auch AUC genannt (area under the curve). Diese Flache entspricht der
Wahrscheinlichkeit, dass eine beliebige Person mit Krankheit einen héheren Testwert hat,
als eine beliebige Person ohne Krankheit. Fir einen unbrauchbaren Test ware diese

Wahrscheinlichkeit 50%, entsprechend einem Minzwurf.
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Abbildung 9: Beispiel fur eine ROC-Kurve eines vali  den Tests mit Angabe der AUC (Area under the curve)

4.2.5.4 Konfidenzintervall

Das Konfidenzintervall beschreibt die Prazision der Lageschéatzung eines Parameters. Das
Intervall gibt mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit (Konfidenzniveau) den Bereich um den
geschatzten Wert an, in dem der wahre Wert wirklich liegt. Ein breites Intervall lasst auf eine
kleine Stichprobenanzahl oder einen sehr variablen Testparameter schlieRen. Wird, wie auch
in dieser Arbeit, ein Konfidenzniveau von 95% gewdahlt, so bedeutet dies, dass das
angegebene Intervall bei 95 von 100 zufallig gewéhlten Stichproben den richtigen Wert

enthalt.

4.2.5.5 p-wert

Der p-wert (auch Signifikanzwert) ist eine Kennzahl bei der Auswertung statistischer Tests.
Er liegt immer zwischen O und 1 und gibt an, wie glaubhaft das erhaltene
Stichprobenergebnis ist, wenn die Nullhypothese wahr ist. Er ist somit ein Mal} fur die
Glaubhaftigkeit der Nullhypothese. Je kleiner der p-Wert, desto mehr spricht das Ergebnis
gegen die Nullhypothese. Ublicher Weise wird ein Signifikanzniveau von p < 0,05 oder p <
0,01 gewahlt. Wird die Nullhypothese verworfen, so kann ein Testergebnis als statistisch

signifikant betrachtet werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierungs-Ergebnisse

5.1.1 Auswahl und Herkunft der Antigene

Bei der Auswahl der Antigene fiir den neuen Lineblot spielten verschiedene Faktoren eine
Rolle. Hier war vor allem eine hohe Pravalenz der ausgewahlten Proteine bei H. pylori ein
wichtiges Kriterium, um mit dem Test moglichst alle Infektionen zu erfassen. Ebenso waren
Hinweise auf einen Zusammenhang von Antigenen mit wichtigen H. pylori-assoziierten
Krankheitsbildern wie die aktiv-chronische Gastritis, das distale Magenkarzinom oder das
MALT-Lymphom interessant. Die gut erforschten Proteine CagA und VacA treten in
virulenten Stammen auf (Kuipers et al., 1995). UreA, NapA, GroEL spielen eine Rolle bei
der Kolonisation des Magens durch H.pylori (Kavermann et al., 2003;Momynaliev et al.,
2005). Weiterhin zeigte eine Studie, dass die Antikdrper gegen CagA, VacA, HcpC und
GroEL bei gleichzeitigem Auftreten mit einem 18-fach hoéheren Erkrankungsrisiko fir die

chronisch atrophische Gastritis assoziiert werden (Gao et al., 2009).

Die Proteine CagA, VacA (nur die ml Region, s. 3.1.4.4), UreA und GroEL wurden in
aufgereinigter Form von der Mikrogen GmbH bereitgestellt. Die vorliegenden Konstrukte
pMal_HcpC (Prof. Dr. Mittel, Universitat Zirich) und pQE2Tri_HpgGT (Christian Bolz, AG
Gerhard, Klinikum Rechts der Isar) wurden exprimiert und aufgereinigt. Die Proteine NapA,
Ompl, Ompll, Ompl5 wurden im Rahmen dieser Arbeit kloniert, NapA konnte auch
exprimiert und aufgereinigt werden. Dies geschah jedoch nicht rechtzeitig fur die Herstellung

des Prototyps, so dass NapA in einem n&chsten Schritt dem Lineblot zugeftigt wird.

Somit enthalt der in dieser Arbeit getestete Prototyp die Antigene CagA, VacA, GroEL (p58),
UreA, HcpC und gGT.

5.1.2 Klonieren der ausgewahlten Gensequenzen

Die Gensequenzen der im Fokus stehenden Proteine wurden von der Online-Datenbank
NCBI bezogen. Als DNA-Quelle wurden je nach Vorkommen der jeweiligen Proteine die H.
pylori-Stamme 26695 oder G27 verwendet. Anhand der Genome der beiden Stamme (Tomb
et al., 1997;Baltrus et al., 2009) wurden Primer fur die Amplifikation der Zielproteine
entworfen. Die Primer wurden so ausgewahlt, dass die gesamte kodierende Proteinsequenz

eines Proteins amplifiziert wurde.
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Protein Primer forward Primer reverse

O mp 1 5 ATGGATCCTTTACTCTCTCTCTCTCTCGC 3’ 5 TATCTCGAGGTAAGCAAACACATAATTCAAATACA 3
Ompll 5 ATGGATCCAATTGCTTGTATTTTAAGCTTGAGC 3' |5 TATCTCGAGGAAAGTAAAGACATAATCCACATAC 3
O mplS 5 ATGGATCCTGTAGCTTTAGGGCTTCTATC 3’ 5 TATCTCGAGAAAAGTGTAGTTATACCCCAAATAAA 3
NapA 5' ATCCCGGGAAATTTTAAAACATTTGCAAGCGGA 3' |5' ATCTCGAGAGCCAAATGGGCTTCTAGCAT 3'

Abbildung 10: Verwendete forward und reverse Primer d er klonierten Proteine

Nach der Amplifikation mittels PCR konnten die erhaltenen Sequenzen in einem Agarosegel
erkannt und zugeordnet werden (Abbildung 11).

NapA Ompl Ompll Ompl5

| S LR
s

S 0 —

Abbildung 11: Agarosegele der amplifizierten DNA-Fr  agmente; NapA (~435 bp), Omp1 (~1,98kb), Omp11l
(540bp), Omp 15 (780 bp)

Die erhaltenen Fragmente wurden anschlie3end in einen liniarisierten pGEM-T Vektor ligiert,

in E.coli DH5a Bakterien transformiert und Minipreps angefertigt.

In der nun erhbhten Konzentration wurden die erhaltenen Inserts in den bereits mit
BamHI/Xhol verdauten Expressionsvektor pQE2Tri ligiert. Fur die spatere Aufreinigung via
Affinitatschromatographie besitzt dieser Vektor einen N-terminalen Strep-Tag und einen C-
terminalen His-Tag. Die Konstrukte pQE2Tri_NapA und pQE2Tri_Ompll konnten in einem
Testverdau nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Agarosegel der mit BamHI/Xhol fiir 2h bei 37<C verdauten Konstrukte pQE2_NapA und
pPQE2_Ompll

Trotz vieler Versuche und Variation der Klonierungsstrategie konnte im Rahmen dieser
Arbeit von Ompl und Ompl5 kein nachweisbares Konstrukt in einem Expressionsvektor
kloniert werden. So konnte beispielsweise neben pQE2 auch bei den Expressionsvektoren

pSCodon und pSCherry2 kein Konstrukt nachgewiesen werden.

5.1.3 Expression der rekombinant hergestellten Kons  trukte

Nach positiver Sequenzanalyse wurde das Konstrukt pQE2TRi_NapA in den
Expressionsstamm E. coli M15 DZ291 transformiert und durch Kolonie-PCR bestéatigt. Bei
dem Konstrukt pQE2Tri_Ompl11 war die Sequenzierung nicht vollstandig, die Anfangs- und
Endsequenzen fehlten. Dies liel3 bereits annehmen, dass die fiir die Aufreinigung bengtigten
Tags nicht mitexprimiert werden wirden. Das Konstrukt wurde dennoch probehalber
exprimiert. Ebenso durchgefihrt wurden Expressionen der bereitgestellten Konstrukte
pPQE2Tri_HpgGT und pMal_HcpC.

Vor der Expression im gréReren Malistab wurde eine Testexpression der Proteine
durchgefuhrt, um zu Uberprifen, ob die Proteine I8slich im Zytoplasma oder unldslich in der
Zellmembran des Expressionsbakteriums waren. Dies ist wichtig, da unlésliche Proteine vor
der Aufreinigung noch aus Inclusion Bodies gereinigt und riickgefaltet werden miussen.
Losliche Proteine hingegen bedirfen keiner zusétzlichen Schritte. Die Detektion erfolgte
mittels SDS-Gel und Western Blot.

Die Konstrukte wurden Uber Nacht kultiviert und zur Proteinproduktion induziert. Das
Ergebnis der Expression wurde mit einer SDS-PAGE des Uberstands berprift. In diesem
Schritt war bei den Proteinen HcpC und HpgGT eine Bande erkennbar, was auf deren
Loslichkeit ruckschlief3en lie3. Die Proteine NapA und Ompl1 wurden in der SDS-Page im

Pellet gefunden und erschienen somit als unldslich. Dies lie3 sich auch durch Variation der
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Expressionsbedingungen (Temperatur und Expressionsdauer, Konzentration an IPTG) nicht
andern. Daher wurden diese Proteine aus Inclusion bodies isoliert und nach Denaturierung
Uber Nacht mit dem rapid dilution Verfahren riickgefaltet (4.2.4.4). AnschlieRend wurde eine

Reinigung der Proteine durchgefihrt.
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Abbildung 13: Testexpression. Links: gGt (60 KDa):L  ane 1: vor Induktion; Lane 2: nach Induktion.
Mitte: NapA (19 KDa): Lane 3: nach Sonifikation; Lan e 4: Uberstand; Lane 5: Pellet.

Rechts: HcpC (76 KDa): Lane 5: nach Induktion; Lane  6: vor Induktion.

Jeweils auf der linken Seite: Marker in KDa

5.1.4 Aufreinigung der Proteine

Fur die Separation der Ziel-Antigene gGT, HcpC, NapA und Ompll vom Rest der

bakteriellen Proteine wurde eine Ni-NTA Saule benutzt.

Bei den loslichen Proteinen gGT und HcpC konnte nach dem Zellaufschluss der Uberstand
aus der Zentrifugation benutzt werden. Die Ni-NTA S&ule wurde mit dem Uberstand bei einer
Flussgeschwindigkeit von 2ml/min beladen. Nach Waschen der S&ule wurden die Proteine
mit einem Imidazol-Gradienten eluiert. Die erfolgreiche Reinigung konnte durch die
kontinuierliche Messung der Absorption bei 280 nm erkannt werden; Uberprift wurden die
Ergebnisse anschlieBend mit einer SDS-PAGE (Abbildung 14; Abbildung 15).
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Abbildung 14: Ni-NTA-Aufreinigung des Proteins gGT; A: Absorption bei 280 nm (blau); Elution mit
Imidazol-Gradient von 10-500mM (rot); B: SDS-PAGE:  U: Uberstand, P: Pellet, DF: Durchfluss, M:Marker,
Protein-Fraktionen 6-15
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Abbildung 15: Ni-NTA-Aufreinigung des Proteins HcpC; A: Absorption bei 280 nm (blau); Elution mit
Imidazol-Gradient von 10-500mM (rot); B: SDS-PAGE:  Eluat, Waschschritt, DF: Durchfluss, Auftr: Auftrag,
4h: induziert, Oh: nicht induziert, Marker: 17-95 K Da

Die fur die Reinigung ruckgefalteten Proteine NapA und Ompll wurden im HEPES-Puffer
mit einer Flussgeschwindigkeit von 5ml/min auf die Ni-NTA S&aule aufgetragen. Danach
wurde wie bei den l6slichen Proteinen mit einem Imidazol-Gradienten eluiert. Bei dem
Protein NapA konnte der gewtlinschte Eluationspeak erreicht werden (Abbildung 16). Die

Reinigung von Ompll fuhrte zu keinem Ergebnis. Dies wurde wie schon angesprochen
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(5.1.3) auf die fehlenden Randsequenzen in der Sequenzierung zurlckgefihrt, welche

normalerweise den His-Tag beinhalten.

NapA
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Abbildung 16: Ni-NTA-Aufreinigung des Proteins NapA; A: Absorption bei 280 nm (blau); Elution mit
Imidazol-Gradient von 10-500mM (rot); B: SDS-PAGE: Marker: 17 — 72 KDa; Fraktionen 4-13

Nach der Aufreingung standen somit 3 rekombinant hergestellte Proteine zur Verfiigung, die

zur Austestung der geeigneten Verdinnung fir den Lineblot herangezogen werden konnten.

Konzentration | Volumen | Menge | Expressionsvolumen | Ausbeute
Proteine | [mg/ml] [ml] [mg] [ml] [mg pro | Kultur]
NapA 0,66 2 1,3 2000 0,66
HcpC 0,5 2 1 3000 0,33
gGT 1,4 2 2,8 3000 0,93

Abbildung 17: Ubersicht tiber die erfolgreich gerein igten Proteine

5.1.5 Test der aufgereinigten Proteine im Line Assa vy

Um sicher zu gehen, dass humane Antikorper auch wirklich an die hergestellten Proteine in
auflinierter Form binden, wurden nach der Aufreinigung Line Assays durchgefiihrt. Die
Proteine HcpC und gGT (die Aufreinigung von NapA war zu diesem Zeitpunkt noch nicht
abgeschlossen) wurden in verschiedenen Verdinnungen aufgetragen, um die optimale
Konzentration flr das spater entwickelte kommerzielle Kit zu ermitteln. Zum Testen wurden
Seren mit bekanntem Immunoblot-Ergebnis verwendet. Nach erfolgreichem Test wurden die
neuen Proteine zusammen mit den bereits getesteten (CagA, VagA, UreA p58) der Mikrogen

GmbH in die Herstellung des neuen Lineblots einbezogen.
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Abbildung 18: Line Assay von HcpC bei verschiedenen Verdiinnungen: 1=166 pg/ml; 2=50 pg/ml; 3=5
pg/ml Rechts: Ergebnis des Lysatblots zum Vergleich: rot=negativ; gelb=fraglich; griin=positiv
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Abbildung 19: Line Assay von gGt bei verschiedenen Verdiinnungen: 1=400 pg/ml; 2=240 ug/ml; 3=40
pg/ml. Rechts: Ergebnis des Lysatblots zum Vergleich : rot=negativ; gelb=fraglich; griin=positiv
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5.2 Test des neu hergestellten Lineblots und Vergle ich mit anderen

diagnostischen Methoden

5.2.1 Verwendete Seren

Es wurden 122 Seren von Patienten aus der medizinischen Notaufnahme des
Krankenhauses Rechts der Isar rekrutiert. Diese Seren wurden am gleichen Tag
anonymisiert in einer Tabelle festgehalten, fir 5 min bei 4000 U/min zentrifugiert und
anschlieend bei minus 20T eingefroren. Mit diesen Seren wurden ausschlie3lich

serologische Tests durchgefihrt.

23 Seren wurden von Patienten aus dem Krankenhaus Rechts der Isar sowie dem
Lehrkrankenhaus in Bogenhausen rekrutiert, von denen zusatzlich zum Serum wahrend
einer Gastroskopie eine Gewebeprobe zur histologischen Untersuchung entnommen wurde.
Diese Patienten wurden vorher Uber die zusatzliche Entnahme von Magenbiopsien und
einem Serum aufgeklart. Bei diesen Patienten lagen jedoch Kontraindikationen vor, welche
die Entnahme von nicht unbedingt medizinisch notwendigen Proben verboten. Somit lag
lediglich das Ergebnis der Pathologie vor; eine kulturelle Anzucht konnte nicht durchgefuihrt

werden.

Weiterhin wurden 44 Seren von Patienten aus dem Krankenhaus Rechts der Isar sowie dem
Lehrkrankenhaus in Bogenhausen rekrutiert, von denen zusatzlich zum Serum (nach
Aufklarung) wahrend einer Gastroskopie Gewebeproben zur histologischen Untersuchung

sowie zur kulturellen Anzucht entnommen wurden.

Insgesamt sechs Seren wurden nicht mit in die statistische Auswertung eingeschlossen. Dies
waren allesamt Seren, bei denen die serologische Antwort dem histologischen Ergebnis
widersprach und dies nicht Uberprift werden konnte. In zwei Fallen mit positiver Histologie
konnte entweder keine zweite Kontrolluntersuchung stattfinden, oder es konnte kein
betreuender Arzt zum Ausschluss einer immunsuppressiven Erkrankung oder Therapie
erreicht werden. In weiteren vier Fallen mit negativer Histologie konnte kein zustandiger
Hausarzt gefunden werden und somit eine Eradikation, welche ein falsch positives Ergebnis

erklaren wirde, nicht sicher ausgeschlossen werden.

In zwei Fallen wurde das primare histologische Ergebnis in einer zweiten Farbung mit
Whatrtin-Starry widerlegt. Die Histologie war in diesen Fallen primar je einmal falsch-positiv

und falsch-negativ.

61



Zwei histologisch negative Falle mit positiver Serologie wurden von der Pathologie bestatigt
und sind in den Daten enthalten. Ebenso enthalten sind zwei Falle mit positiver Histologie
und negativer Serologie, bei deren Hausarzt keine Hinweise auf eine Immunsuppression

vorlagen.

5.2.2 Pre-Screening der Proben mittels ELISA

5.2.2.1 ELISA als Screeningmethode

Fur die ersten Tests wurde ein erhdhter Anteil an H. pylori-positiven Seren eingesetzt, um
robustere Ergebnisse bei der statistischen Auswertung zu erzielen. Der ELISA wurde hierfr
als Screeningmethode zur schnelleren Ermittlung von H. pylori-positiven Seren verwendet.
Durch die gleichzeitige Testung von 92 Seren ist der ELISA dem Lysatblot beziglich Umfang
der gleichzeitig getesten Seren uUberlegen, bei dem pro Testlauf nur 18 Seren getestet
werden kénnen. Zunachst wurde versucht ein Screening System zu etablieren, welches auf

Basis des von der AG Gerhard rekombinant hergestellten Proteins gGT funktioniert.

5.2.2.2 Versuch Etablierung gGT-ELISA

Der prinzipielle Ablauf des ELISA erfolgte wie im Methodenteil beschrieben (4.2.3.6). Die
Konzentration der Seren betrug 1:100. Als Proben zur Bewertung der Validitat des ELISA
wurden Seren verwendet, die im Immunoblot sehr starke oder kaum Reaktionen zeigten. Als
sekundare Antikorper fungierten Immunglobuline von Abd und Mikrogen (4.1.3). Um das

Risiko fur Pipettierfehler zu minimieren, wurde in Dupletts pipettiert.

Es stellte sich heraus, dass beim ELISA ein starker, z.T. auch sehr variabler Hintergrund
bestand, der eine valide Differenzierung zwischen positiven und negativen Seren zunachst

unmaglich machte (Tabelle 2).

Lysatblot- Lysatblot-
Serum  [Score Extinktion [Serum [Score Extinktion
108 0 0,661 104 31 0,8645
109 1 0,698 134 20 0,5735
110 2 1,377 137 37 1,0605
114 2 1,206 142 37 2,461
115 1 0,9545 159 27 0,79
Leerwert 0 0,059 161 32 1,958

Tabelle 2: 5 im Immunoblot negative sowie 6 positiv

Lysatblot-Score; Antikérper: Abd-Ab; Verdiinnung 1:300
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Um diesen Hintergrund zu reduzieren, wurden verschiedene Malinahmen ergriffen. Zum
Einen wurde die Konzentration des zweiten Antikérpers von anfangs 1:3000 auf bis 1:10000
hochverdiinnt, zum Anderen wurde der Vorgang des Blockens variiert, von 1% bis 3% PBS-
BSA, auch Milchpulver kam zum Einsatz. Zuséatzlich wurden parallel immer Messungen im
ELISA mit gGT und ohne gGT durchgefuhrt. Anschlie3end wurde die gemessene Absorption
im Well ohne gGT von der mit gGT abgezogen, um alle unspezifischen Bindungen
rechnerisch zu eliminieren (Tabelle 3). Dieses Vorgehen erleichterte die Diskrimierung

zwischen positiven und negativen Seren.

Immunoblot- Immunoblot-
Serum Score Extinktion  [Serum Score Extinktion
108 0 -0,116 104 31 0,493
109 1 0,121 134 20 -0,046
110 2 0,2995 137 37 0,4725
114 2 -0,029 142 37 1,5025
115 1 0,0195 159 27 -0,065
Leerwert 0 0,0175 161 32 1,3925

Tabelle 3: 5 im Immunoblot negative sowie 6 positiv. e Seren mit Angabe der Extinktion im ELISA (nach
Abzug von Leerprobe) und Lysatblot-Score; Antikérper : Abd-Ab; Verdinnung 1:5000

Wenn man bei einer Extinktion von 0,2 den Cut-Off zwischen negativen und positiven
Bereich setzt, erhdlt man bei funf im Immunoblot negativen Proben einen falsch-positiven;

von sechs im Immunblot positiven Proben sind im ELISA zwei falsch-negativ.

Die erzielten Ergebnisse lieBen sich im Western Blot bestatigen. Bei murinem Anti-gGT-
Serum zeigten sich die zu erwartenden Banden. Bei den humanen Seren, die sich im
Immunoblot als deutlich H. pylori-positiv darstellten, zeigten sich jedoch sehr differente
Ergebnisse. Bei den im Immunoblot positiv getesteten Seren 134 und 137 zeigte sich keine
Bande, beim ebenfalls positiven Serum 142 war hingegen eine deutliche Antigen-Antikdrper-
Reaktion erkennbar (Abbildung 20). Die kleinere Untereinheit der gGT wurde nur vom

murinen Serum erkannt.
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Abbildung 20: Lanes 1-3: Western Blot mit Mausserum (Lane 1) sowie den negativen Seren 134 (2) und
137 (3); Beladung des SDS-Gels: gGT, 4ug pro Lane. L anes 4-6: Western Blot mit Maus-Serum. Lanes 7-9:
Western Blot mit positivem Serum 142. Beladung des S = DS-Gels mit ansteigender Konzentration von gGT
(von links nach rechts jeweils: 0,4 ug; 2 ug; 4 ug) . Belichtungszeit: jeweils 10 sek.

Die mit dem gGT-ELISA erzielten Ergebnisse wurden, vor allem auf Grund der mehrfach
festgestellten hohen falsch negativen Rate, als nicht ausreichend fir die Nutzung als

Screeningmethode im Rahmen dieser Arbeit erachtet.

5.2.2.3 Mikrogen ELISA

Um ein valides ELISA-Ergebnis zu erhalten wurde beschlossen, das Screening der Proben
mit dem ELISA-Kit ,recomWell Helicobacter IgG" der Firma Mikrogen GmbH durchzufiihren
(im Folgenden ist mit "ELISA" immer dieses Kit gemeint). Dieses Kit basiert auf einem
Coating mit CagA und GroEL. Eine ELISA-Platte kann mit 92 zu testenden Seren, je einer
negativ- und positiv-Kontrolle sowie zwei Cut-off Proben bestiickt werden. Bei der
Auswertung wird der Absorptionsbereich, oberhalb dessen die Proben als positiv gewertet

werden, Uber die Cut-off-Proben ermittelt.

Bei Seren, bei denen eine Histologie oder Kultur vorlag, wurden diese als Goldstandard

festgelegt und es konnten statistische Kennwerte errechnet werden (4.2.5.1; 4.2.5.2).

Der ELISA stellte sich als ein sehr sensitiver Test mit eher geringer Spezifitat dar, der sich
fur ein Screening nach positiven Seren eignet, da nur ein von der Histologie als positiv

gewerteter Patient serologisch falschlicher Weise als negativ erkannt wurde (Tabelle 4).
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Histo
neg pos Gesamt
ELISA neg 34 1 35
pos 10 20 30
Gesamt a4 21 65
Sensitivitat 95,2% PPV 66,7%
Spezifitat 77,3% NPV 97,1%

Tabelle 4: Vierfeldertafel und statistische Werte de s ELISA von Mikrogen; Goldstandard: positive
Histologie oder Kultur; Seren: Alle, bei denen eine Histologie oder Kultur vorlag; Ausgenommen: ELISA-
Werte im fraglichen Cut-Off-Bereich des ELISA (2 Seren )

Bei 115 Seren, bei denen kein Goldstandard vorlag, wurde die Korrelation zwischen dem
ELISA und Lysatblot von Mikrogen untersucht (Tabelle 5). Auch hier detektiert der ELISA
eine deutlich hohere Zahl positiv als der Lysatblot, was ein Hinweis auf eine hoéhere

Spezifitat des Lysatblots sein kann.

ELISA
neg pos Gesamt
Lysatblot [neg 32 17 49
pos 2 64 66
Gesamt 34 81 115

Tabelle 5: Vierfeldertafel Mikrogen ELISA im Vergleich mit Mikrogen Immunoblot; Seren: Alle, bei denen
keine Kultur oder Histologie vorlag; Ausgenommen: Se ren im fraglichen Cut-Off-Bereich des ELISA oder
Immunoblot (7 Seren)

5.2.3 Ergebnisse der Magenbiopsien

5.2.3.1 Kultur

Im Rahmen der Kooperation mit dem Krankenhaus Bogenhausen sowie bei einigen Proben
aus dem Krankenhaus Rechts der Isar wurde zusatzlich zur serologischen und
histologischen Diagnostik eine kulturelle Anzucht auf Basis der Magenbiopsie durchgefihrt.
Bei diesen 44 Seren zeigte sich eine Spezifitdt von 100% bei einer Sensitivitat von 50% bei
Verwendung der Histologie als Goldstandard (Tabelle 6). Eine mogliche Ursache fir die
niedrige Sensitivitdt kénnen unterschiedlich lange Liegezeiten vor Anzucht sowie der
Transport von Proben aus dem Bogenhausener Klinikum ins Labor des Krankenhaus Rechts

der Isar darstellen.
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Histo
Neg pos Gesamt
Kultur neg 32 38
pos 0] 6
Gesamt 32 12 44
Sensitivitat 50,00% PPV 100%
Spezifitat 100% NPV 84,20%

Tabelle 6: Vierfeldertafel und statistische Werte de

Alle, bei denen Histologie sowie Kultur vorlagen

5.2.3.2 Histologie

r H.p.-Kultur, Goldstandard: positive Histologie; Se

ren:

Aus den Proben, bei denen eine Histologie vorlag, wurde die H. pylori Pravalenz sowie das

Durchschnittsalter berechnet (Tabelle 7). Bei den insgesamt 67 Patienten mit Histologie

bestand eine Pravalenz von 32,84% sowie ein Durchschnittsalter von 62,7 Jahren. Bei 33

getesteten Frauen und 34 getesteten Mannern waren je 11 Seren H. pylori positiv. Die

geschlechtsunabhéngige Pravalenz liegt leicht unter einer an 6748 Personen in Deutschland

durchgefuhrten Studie zur Pravalenz von IgG-Antikérpern gegen H. pylori (Seher et al.,

2000). In der erwahnten Studie wurde eine Gesamt-Pravalenz von 40%, bei den 60-69

jahrigen eine Pravalenz von 57,2 % ermittelt. Grinde fir die niedrigere Pravalenz kénnen vor

allem in der GroRRe der Stichprobe, aber auch an der Ortlichen Selektion (nur Minchen)

liegen, welches mit einem durchschnittlich hdheren sozialen Status und somit niedrigerer

Pravalenz verbunden ist.

Seren mit vorliegender Histologie

Histo-Ergebnis

positiv negativ
mannlich 34 11 23
weiblich 33 11 22
Gesamt 67 22 45
Durchschnittsalter 62,7
H.pylori-Pravalenz 32,84%

Altersverteilung

20-29 1
30-39 4
40-49 9
50-59 15
60-69 12
70-79 17
80-89 8
90-99 1

Tabelle 7: Links: Angabe des Geschlechts, des Durch
Patientenseren, bei denen eine Histologie vorlag
Rechts: Altersverteilung der getesteten Patienten

schnittsalters und der H.p.-Pravalenz von allen

Im Folgenden wird die Histologie, sofern vorhanden, als Goldstandard fir die Errechnung der

statistischen Werte angesehen.
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5.2.4 Immuno-Lineblot

5.2.4.1 Aufbau des Systems

Fir die Herstellung des neuen Blots wurden von der Firma Mikrogen GmbH folgende sechs
Proteine auf einen Kunststoffstreifen geblottet: CagA, VacA, p58, UreA, HcpC, gGT. Der
Vorgang der Inkubation (Serum und zweiter Antikérper) und des Waschens erfolgte nach
Protokoll wie im Methodenteil beschrieben (4.2.3.5). Die Auswertung geschah durch Ablesen
der Banden, denen je nach Intensitat 0.5, 1 oder 2 Punkte zugeordnet wurden (Abbildung 21;
Abbildung 22).

AK-Klassen Kontrolle Cutoff-Kontrolle
IgG IgA
Reaktions-Kitr. il CagA VacA  p58 UreA HepC gGl
]

I ¥ | B |

Abbildung 21: Neuer Immuno-Lineblot; oben: Schema be i vollstandig positivem Serum; unten: Blot eines
komplett negativ ausgefallenen Serums

AK-Klassen Kontrolle Cutoff-Kontrolle
IgG IgA IgM
Reaktions-Ktr. [l CagA VacA  p58 UreA HepC gG1
i ; |

I | I | | WK O l

Abbildung 22: oben: Schema bei vollstandig positivem Serum; unten: drei Beispiele fiir verschiedene
H.p.-positive Seren; die roten Zahlen und Pfeile stel  len jeweils ein Beispiel fur die verschiedenen Punkt  e-
Klassen dar

5.2.4.2 Ermittlung des Cut-Offs fur den neuen Score

Zur Ermittlung des Cut-Offs fuir den neuen Lineblot-Score wurde eine Tabelle erstellt, in der
fur jeden moglichen Score-Wert die jeweiligen Sensitivitat- und Spezifitdt-Werte errechnet

wurden. Fur die Berechnung der statistischen Werte wurde die Histologie als Goldstandard
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verwendet. Die besten Werte wurden bei einem Score von 3 erreicht, sodass bei der
Auswertung alle Seren mit einem Score von unter 3 als negativ, und alle Seren mit einem
Score von mehr als 2,5 als positiv betrachtet wurden. Legt man den Cut-Off bei 3 fest, erhalt

man eine Sensitivitdt von 90,9% sowie eine Spezifitat von 95,6% (Abbildung 23).

Positiv, wenn grol3er
oder gleich Sensitivitat Spezifitat

-1,00] 100,0% 0,0%
0,25 95,5% 35,6%
0,75 95,5% 46,7%
1,25 95,5% 62,2%
1,75 95,5% 75,6%
2,25  90,9% 84,4%
3,000 90,9% 95,6%
3,75 77,3% 95,6%
425 68,2% 97,8%
4,75 54,5% 97,8%
525| 36,4% 100,0%
575 31,8% 100,0%
6,50 27,3% 100,0%
7,50 18,2% 100,0%
8,25| 13,6% 100,0%
8,75 4,5% 100,0%

10,00 0,0% 100,0%

Abbildung 23: Sensitivitat und Spezifitat des Lineblo ts in Abhangigkeit eines mdglichen Cut-Off-Wertes

5.2.5 Der neue Lineblot im Vergleich mit dem Lysatb  lot

Um einen Eindruck der Validitdt des neuen Lineblots zu erhalten, wurde er an Hand der
Seren, bei denen eine Histologie vorlag, statistisch mit dem Lysatblot der Mikrogen GmbH
verglichen (Tabelle 8; Tabelle 9). Insgesamt zeigten sich ahnliche Werte, wobei sich der

Lineblot als etwas sensitiver darstellte.
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Histologie
neg pos Gesamt
Lysatblot neg 43 3 46
pos 2 19 21
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 86,40% PPV 90,50%
95%-KI 65,1-97,1% 95%-KI 69,6-98,8%
Spezifitat 95,60% NPV 93,50%
95%-KI 84,9-99,5% 95%-KI 82,1-98,6%

Tabelle 8: Statistische Werte des Lysatblots von Mik

rogen; Goldstandard: Histologie; Seren: Alle mit

Histologie
Histologie
neg pos Gesamt
Lineblot neg 43 2 45
pos 2 20 22
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 90,90% PPV 90,90%
95%-KI 70,8-98,9% 95%-KI 70,8-98,9%
Spezifitat 95,60% NPV 95,60%
95%-KI 84,9-99,5% 95%-KI 84,9-99,5%

Tabelle 9: Statistische Werte des Lineblots; Goldsta  ndard: Histologie; Seren: Alle mit Histologie

Um die Korrelation der beiden Blot-Systeme néher zu untersuchen, wurden die Scores
gegeneinander aufgetragen (Abbildung 24). Es lasst sich erkennen, dass mit einem

Ansteigen der detektierten Lysatblot-Banden ein hoherer Score des Lineblots verbunden ist.
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Abbildung 24: Korrelation von Lineblot- und Lysatbl ot-Score; farbliche Darstellung des Histologie-
Ergebnisses; die schwarzen Linien markieren die Tren nung zwischen positiven und negativen Werten
(Lysatblot: 11-12; Lineblot: 3); Seren bei denen ein e Histologie vorlag

Zur genaueren statistischen Auswertung wurde eine ROC-Kurve der beiden Tests mit
Angabe der ,Area under the Curve” (AUC) sowie einem Konfidenzintervall von 95%
berechnet. Es zeigten sich sehr ahnliche Ergebnisse, die zeigen, dass sowohl Line- als auch
Lysatblot valide Testsysteme darstellen. Die p-Werte sind jeweils unter 0,001. Die AUC des
Lineblots liegt mit 94% leicht Uber der des Lysatblots von 92,3% (Abbildung 25). Diese
Flache entspricht der Wahrscheinlichkeit, dass eine beliebige Person mit Erkrankung einen
hoheren Testwert hat, als eine beliebige Person ohne Erkrankung. Fir einen unbrauchbaren

Test ware diese Wahrscheinlichkeit 50%, entsprechend einem Munzwurf.
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Abbildung 25: ROC-Kurven von Lysat- und Lineblot mi t Angabe der Area Under the Curve (AUC). Die
durchgezogene Linie beschreibt den Lineblot, die ge strichelte den Lysatblot. In Klammern ist das
Konfidenzintervall bei einem Konfidenzniveau von 95 % angegeben. Zum Vergleich ist die Diagonale mit
abgebildet, welche einem Test nach dem Zufallsprinz ~ ip entspricht (gleiche Treffer- und
Falschpositivenquote). Die errechneten p-Werte lieg  en fir beide Blots unter 0,001.

Die Korrelation der beiden Tests wird auch bei den Ergebnissen der Seren deutlich, bei
denen keine Histologie vorlag (Abbildung 26; Tabelle 10).
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Abbildung 26: Korrelation von Lineblot- und Lysatbl

Lineblot-Score

ot-Score; die schwarzen Linien markieren die

Trennung zwischen positiven und negativen Werten (L
der Ubereinstimmung der beiden Tests; Seren: Alle, b
Seren innerhalb des Cut-Off-Bereichs

ysatblot: 11-12; Lineblot: 3); farbliche Darstellun
ei denen keine Histologie vorlag; Ausgenommen:

Lineblot Total
neg pos
Lysatblot  |neg 46 6 52
pos 6 60 66
Total 52 66 118

Tabelle 10: Vierfeldertafel von Lysatblot und Linebl

ot; Seren: Alle, bei denen keine Histologie vorlag;

Ausgenommen: Seren innerhalb des Cut-Off-Bereichs

AnschlieBend wurden die 12 Seren, welche im Lysat- und Lineblot unterschiedliche
Ergebnisse ergaben, naher untersucht und mit dem ELISA-Score verglichen (Tabelle 11). Es
fiel auf, dass die nur im Lineblot positiven Seren alle deutlich bei p58, die Halfte zusatzlich
noch bei HcpC reagierten. Von den nur im Immunoblot positiven Seren zeigten sich finf von

sechs positiv fir CagA, sonst jedoch kaum Reaktionen. Der ELISA war bei 10 der 12 Seren

positiv.
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Da bei diesen Fallen ein Goldstandard in Form der Histologie nicht vorlag, bleibt der H.

pylori-Status hier offen. Méglichkeiten fir das alleinige Vorhandensein von CagA werden in

der Diskussion behandelt. CagA ist ein Protein, welches im Immunoblot identifiziert wurde

und dort relativ stark mit 5 Punkten gewichtet wird. Die starke Antwort von p58 und HcpC bei

den Immunoblot-negativen Seren kann ein Hinweis darauf sein, dass diese Antigene nicht im

fur die Immunoblot-Herstellung verwendeten Bakterien-Lysat vorhanden sind. Das Ergebnis

des ELISA kann dadurch erklart werden, dass er mit p58 und CagA gecoatetet ist.

Lineblot positiv / Immunoblot negativ
Probe CagA VacA p58 UreA HcpC gGT Score | I-Blot | ELISA
101 2 1 3 2 positiv
112 1 2 3 7 positiv
168 0,5 1 0,5 2 0,5 4,5 1 fraglich
195 2 0,5 0,5 3 2 positiv
286 2 0,5 2 1 5,5 9 positiv
301 2 0,5 2 0,5 5 1 positiv

Lineblot negativ / Immunoblot positiv
Probe CagA VacA p58 UreA HcpC gGT Score | I-Blot | ELISA
122 0,5 0,5 1 14 negativ
143 1 1 14 positiv
155 1 1 0,5 2,5 23 positiv
203 1 0,5 1,5 13 positiv
272 2 0,5 2,5 20 positiv
280 1 0,5 1,5 15 positiv

Tabelle 11: Oben: Positiv reagierenden Banden im Lin
Immunoblot negativ reagierten. I-Blot steht fiir den

ist das Ergebnis des ELISA angegeben

Unten: Positiv reagierenden Banden im Lineblot bei d
negativ reagierten. I-Blot steht fir den Score des

Ergebnis des ELISA angegeben

5.2.6 Statistische Werte der getesteten Proteine

5.2.6.1 Ubersicht

eblot bei den Seren, die im Lineblot positiv und im

Score des Immunoblot (unter 11=negativ). Ganz rech ts

en Seren, die im Immunoblot positiv und im Lineblot
Immunoblot (Uber 12=positiv). Ganz rechts ist das

Insgesamt lie3en sich bei den Proteinen Sensitivitaten zwischen 31,8% (VacA) und 63,6%

(HcpC) feststellen. Die Reichweite der Spezifitatswerte ging von 60,0% (UreA) bis 93,3%

(VacA). Es gab kein Protein, welches Werte erzielte, die dem Gesamtergebnis des Lineblots

nahe kamen (Tabelle 13 - Tabelle 18). Insgesamt zeigte sich bei CagA am haufigsten eine

positive Bande (in 49,3 % der Seren), am seltensten wurden Antikdrper gegen VacA

nachgewiesen (in 14,9 % der Seren).
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Ubersichtstabelle

Positivin

positiv negativ Prozent
CagA 33 34|  49,3%
p58 32 35 47,8%
UreA 29 38| 43,3%
HcpC 24 43 35,8%
gGT 19 48 28,4%
VacA 10 57 14,9%

Tabelle 12: Haufigkeit des Nachweises der einzelnen  Proteine innerhalb der 67 Seren mit vorliegender
Histologie.

5.2.6.2 Werte der einzelnen Proteine

Histologie
neg pos Gesamt
CagA neg 26 8 34
pos 19 14 33
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 63,6% PPV 42,4%
Spezifitat 57,8% NPV 76,5%

Tabelle 13: Vierfeldertafel und statistische Werte d  es H.p.-Proteins CagA

Histologie
neg pos Gesamt
VacA neg 42 15 57
pos 3 7 10
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 31,8% PPV 70,0%
Spezifitat 93,3% NPV 73,7%

Tabelle 14: Vierfeldertafel und statistische Werte d  es H.p.-Proteins VacA
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Histologie
neg pos Gesamt
p58 neg 29 6 35
pos 16 16 32
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 72, 7% PPV 50,0%
Spezifitat 64,4% NPV 82,9%

Tabelle 15: Vierfeldertafel und statistische Werte d  es H.p.-Proteins p58

Histologie
neg pos Gesamt
UreA neg 27 11 38
pos 18 11 29
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 50,0% PPV 37,9%
Spezifitat 60,0% NPV 71,1%

Tabelle 16: Vierfeldertafel und statistische Werte d  es H.p.-Proteins UreA

Histologie
neg pos Gesamt
HcpC neg 33 10 43
pos 12 12 24
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 54,5% PPV 50,0%
Spezifitat 73,3% NPV 76,7%

Tabelle 17: Vierfeldertafel und statistische Werte d  es H.p.-Proteins HcpC
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Histologie
neg pos Gesamt
gGT neg 37 11 48
pos 8 11 19
Gesamt 45 22 67
Sensitivitat 50,0% PPV 57,9%
Spezifitat 82,2% NPV 77,1%

Tabelle 18: Vierfeldertafel und statistische Werte d  es H.p.-Proteins gGT

5.2.7 Untersuchung der falsch positiven Serenim EL  ISA

Nach der Durchfihrung der serologischen Tests mit dem neuen Lineblot wurden die
Ergebnisse des Mikrogen CagA/GroEL (p58)-ELISA nochmals untersucht. Interessant waren
die Daten der funf Seren, die sich im ELISA positiv und in der Histologie sowie den beiden

Blot-Systemen negativ darstellten (Tabelle 19).

Lineblot
Histo/ [Lysat-blot-| Lysat- ELISA- lgG - Lineblot-

Serum | Kultur Score blot Score ELISA Score (s[€]
B6 neg 5 neg 0,451 pos 2,5 neg
B17 neg 6 neg 0,483 pos 1 neg
B34 neg 10 neg 0,672 pos 15 neg
1104 neg 10 neg 0,57 pos 2 neg
152 neg 7 neg 1,322 pos 2 neg

Tabelle 19: ELISA-positive Seren mit negativen Ergebnis bzw. Score von Lysatblot, Lineblot und
Histologie

Um zu untersuchen, welches Bild das falsch positive Ergebnis des ELISA im Lineblot
erzeugte, wurden die Seren auf die einzelnen, positiv erscheinenden Protein-Banden
untersucht. Es fallt die zu erwartende positive Bande bei CagA auf. Bei einer Analyse ohne
0,5-Banden sind, bis auf ein Serum, welches gar keine Punkte erreicht, alle Seren
ausschlie3lich bei CagA positiv (Tabelle 20, unten). Dies erkléart die niedrigere Spezifitat des
CagA-ELISA, nicht jedoch die Grunde fur das Vorkommen von CagA-Antikdrpern bei H.
pylori-negativen Patienten (6.4). Keiner der kontaktierten Hausdarzte dieser funf Patienten
hatte eine Eradikationstherapie durchgefiihrt. Eine friihere H. pylori-Infektion, die durch
Antibiotika-Therapie gegen eine andere Indikation eradiziert wurde, ist jedoch nicht sicher
auszuschlieen. Ebenso ist ein Hausarztwechsel mdglich, welcher die fehlende Kenntnis

Uber eine Eradikation erklaren wirde.
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Serum | CagA VacA p58 UreA HcpC gGT
B6 1 0 0 1 0 0
B17 1 0 1 0 0 0
B34 1 0 1 0 0 0
1104 1 0 0 0 0 0
152 1 0 0 0 0 0

Serum | CagA VacA p58 UreA HcpC oGT
B6 1 0 0 0 0 0
B17 0 0 0 0 0 0
B34 1 0 0 0 0 0
1104 1 0 0 0 0 0
152 1 0 0 0 0 0

Tabelle 20: Anzahl der im Lineblot erkannten Banden pro Serum: 1=Bande vorhanden; O=keine Bande.
vorhanden; oben: mit 0,5-Banden; unten: chne 0,5-Ba  nden
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6 Diskussion

6.1 Hintergrund

Seit der Entdeckung des Bakteriums Helicobacter pylori (Marshall and Warren,
1984;Marshall et al., 1985) ist seine Rolle bei der Pathogenese von Erkrankungen des
Magens und Duodenums Gegenstand intensiver Forschung. So wurde der Keim im Laufe
der Jahre fir das Vorkommen von gastroduodenalen Ulzera sowie von distalen
Adenokarzinomen des Magens verantwortlich gemacht und von der WHO als Karzinogen
eingestuft. Die weltweit geschatzte Pravalenz der H. pylori-Infektion von 50 % macht die
herausragende klinische und 6konomische Bedeutung der Infektion verstandlich. Die
Ermittlung des H. pylori-Status wird heutzutage meist Gber den Cy3-Atemtest oder invasive
Gastroskopien mit anschlielender mikrobiologischer Diagnostik und histologischen
Untersuchungen durchgefiihrt. Klinisch wichtig ist, dass sowohl Atemtest als auch der
Urease-Schnelltest an der Biopsie nach erfolgter, jedoch nicht erfolgreicher Therapie
vermehrt falsch negativ ausfallen konnen. Ebenso kdnnen gastrointestinale Blutungen und
die Gabe von Protonenpumpeninhibitoren die Sensitivitdt der Tests verringern (Udd et al.,
2003). Neben den Kosten einer gastroskopischen Diagnostik und den damit verbundenen
Risiken und Belastungen fir den Patienten kann das Ergebnis der histologischen
Untersuchung zusatzlich durch schlechte Transportbedingungen und falsche Bearbeitung im

Labor verfalscht werden.

Eine weitere Mdoglichkeit der Diagnostik ist die Detektion von H. pylori-spezifischen
Antikorpern mit Hilfe serologischer Tests. Hier gibt es einerseits den ELISA, bei dem
zylindrische Vertiefungen in Kunststoffplatten mit Antigenen beschichtet werden. Bei dieser
Methode lassen sich sehr schnell viele Seren screenen, es lasst sich jedoch nicht erkennen,
gegen welche Antigene speziell Antikdrper gebildet wurden. Zum anderen gibt es noch die
Mdglichkeit, die Antigene auf Teststreifen zu blotten. Bislang wurden fir die Antigene
Bakterienlysate benutzt, die nach der Inkubation mit Patientenserum mittels eines Score-
Systems ausgewertet wurden. Durch die hohe Anzahl an geblotteten Proteinen ergeben sich
jedoch Probleme, zum Beispiel ein hoher Background an unspezifischen Signhalen. Ebenso
ist es schwierig, eindeutige Banden abzugrenzen, was die Auswertung des Tests flr
Unerfahrene erschwert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun erstmals ein serologisches
Diagnostik-System fur H. pylori entwickelt, welches auf sechs rekombinant hergestellten
Proteinen beruht, und mittlerweile von der Firma Mikrogen GmbH unter dem Namen

.fecomLine Helicobacter IgG* vertrieben wird. Bei diesem System kénnen die H. pylori-
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spezifischeneProteine Uber jeweils eine eigene, klar abgegrenzte Bande erkannt werden.
Uber einen Score kann anschlieRend der H. pylori-Status des Patienten ermittelt werden.
Darlber hinaus ist es moéglich, aus der Kombination der detektierten Banden Informationen
Uber die Art des Keims und somit auch Hinweise auf die Wahrscheinlichkeit mdglicher

Krankheitsbilder zu erhalten.

6.2 Technische Probleme und Einordnung der statisti schen Ergebnisse

6.2.1 Technische Probleme

Fur den neuen Lineblot wurden die Proteine CagA, VacA, UreA und GroEL (p58) von der
Firma Mikrogen GmbH in aufgereinigter Form bereitgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Proteine HcpC und HpgGT aus vorliegenden Konstrukten exprimiert und
aufgereinigt. Die Proteine Ompl, Ompll, Ompl5 wurden kloniert, NapA konnte kloniert,
exprimiert und aufgereinigt werden. Dies geschah jedoch nicht rechtzeitig fur die Herstellung
des Prototyps, so dass NapA nach erfolgreicher Reaktivitatspriifung dem Nachfolger des in
dieser Arbeit evaluierten Lineblots hinzugefiigt wurde. Somit enthédlt der in dieser Arbeit

getestete Lineblot die H. pylori-Antigene CagA, VacA, GroEL, UreA, HcpC und gGT.

Trotz vieler Versuche und Anwendung von verschiedenen Klonierungsprotokollen und
Vektoren konnte die Herstellung der rekombinanten Oberflachenproteinen Omp 1, 11 und 15
im Rahmen dieser Arbeit nicht abgeschlossen werden. Es konnte keine Ursache fir eine
maogliche mangelnde Effizienz der Ligasen oder Fehler im Transformationsprozess gefunden
werden. In Zukunft soll speziell an der Optimierung der Herstellung der Konstrukte gearbeitet
werden, um noch mehr Proteine — insbesondere Oberflachenproteine - fiir den Lineblot zu
gewinnen. Eine Mdglichkeit ware die Verwendung von alternativen Klonierungsmethoden,
wie zum Beispiel die, in dieser Arbeit nicht angewendete, Gateway Technologie (Firma
Invitrogen). Bei dieser Methode werden keine Restriktionsenzyme oder DNA-Ligasen
bendtigt. Das System nutzt das natirlich vorkommende Rekombinationssystem des

Bakteriophagen A. Durch die Verwendung des ccdB-Systems wird hier direkt auf positive

Klone selektiert (Karimi et al., 2002).

Neben der Klonierung stellte sich bei den OMP's die Expression als schwierig dar. Die
OMP‘s besitzen transmembranéare, hydrophobe Anteile, die nach Expression zu Aggregation
neigen und unléslich werden, was den weiteren Aufreinigungsprozess erschwert. Um dieses
Problem zu umgehen kénnen die hydrophoben Anteile durch Herausschneiden aus der DNA

eliminiert werden. Man erhdlt in diesem Fall ein Fusionsprotein aus Teilen des OMP's. Das
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neue Protein besitzt dann zwar nicht mehr alle Aminoséuren der nativen Form, jedoch sind
gerade die extrazellularen Anteile als potentielle Epitope fir den Lineblot interessant.
AulRerdem kann versucht werden die Ldslichkeit durch Bindung an grof3e, hydrophile

Proteine wie zum Beispiel das Maltose-binding-Protein zu verbessern.

6.2.2 Mogliches Potenzial im Blotting-Prozess

Einen Anhaltspunkt fUr die Einordnung der statistischen Ergebnisse der einzelnen Proteine
kénnen die Ergebnisse einer von Gao durchgeflihrten Multiplex-Studie geben (Gao et al.,
2009). Das Multiplex-Verfahren, ein auf Glutathion-S-Transferase basierender
Immunoassay, ist deutlich aufwendiger und in Bezug auf Praktikabilitdt und Kosten nicht mit
dem Lineblot zu vergleichen (Waterboer et al., 2005). Die Ergebnisse der Multiplex-Studie
zeigen jedoch, dass die in diesem Lineblot verwendeten Proteine potenziell gute Marker-
Antigene fur H. pylori sind und der Test durch Verbesserung des Blotting-Verfahrens noch

Potenzial bietet, die Gesamt-Sensitivitat zu verbessern.

Betrachtet man die statistischen Werte der einzelnen Proteine, so fallt auf, dass VacA als
einziges Protein eine Spezifitat von Uber 90% hat und kein Protein eine Sensitivitdt von Uber
90% erreicht. Vergleicht man die Daten mit den Sensitivitatswerten der Multiplex-Studie, so
zeigen sich niedrigere Werte. Die Sensitivitdt von CagA ist um 10 % niedriger, die von VacA
um 50 %, HcpC um 13 % und die von GroEL (p58) um 15 %. Nur die Sensitivitdt von UreA

ist um 2 % hoher als in der Multiplex-Studie.

Diese Differenzen kénnten zum einen durch die niedrige Zahl der getesteten Seren bedingt
sein. Auf der anderen Seite kann aber auch die Struktur des jeweiligen Proteins das Problem
darstellen. Da unterschiedliche Sequenzen fir die Klonierung benutzt wurden, kann diese
Sequenz bzw. der jeweilige Stamm eine Ursache der unterschiedlichen Erkennungsraten der
beiden Tests sein. Neben der zu Grunde liegenden DNA-Sequenz unterscheiden sich auch
die Grundstrukturen mancher Proteine. Im Multiplex-Verfahren wurden Proteine aus einem
rekombinanten Lysat von E. coli-Bakterien verwendet, sie lagen also ihrer nativen
dreidimensionalen Struktur vor. Bei den in dieser Arbeit genutzten CagA, VacA und Urea
handelt es sich um denaturiert gereinigte Proteine, diese Antigene liegen also linearisiert vor;

dies konnte die Erkennung von Epitopen durch Antikdrper beeinflussen.

6.2.3 Unklarer Goldstandard in der Literatur

Mit den sechs klonierten Proteinen liel3 sich im Vergleich zum Lysatblot (Sensitivitat: 86,4%;
Spezifitat: 95,6%) eine leicht bessere Sensitivitat (90,9%) und gleiche Spezifitat (95,6%)
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ermitteln. Dies lag bei der Gesamtprobenzahl von 67 an einem Serum mehr, welches vom
Lysatblot falsch negativ beurteilt wurde. Es lasst sich in den Korrelationsdarstellungen
erkennen, dass vermehrte Antikdrperbindungen auf dem Lysatblot mit vermehrten
Bindungen auf dem Lineblot einhergehen. Dies lasst sich sowohl bei der Korrelation der
Seren mit und ohne Histologie als Goldstandard erkennen. Diese Ergebnisse zeigen, dass
das Modell des serologischen Tests auf der Basis von rekombinant hergestellten Proteinen
ein valides Diagnostik-System fir H. pylori darstellt und die synthetisierten Proteine ebenso
wie die im Lysat vorhandenen Antigene von humanen Antikérpern erkannt werden. Zum
Vergleich wurden in einer vergleichenden Studie von IgG-ELISA und endoskopischem
Ergebnis eine Sensitivitdt von 70% und 73,7% ermittelt. Der Goldstandard wurde hier tber
entweder positive histologische Untersuchung, positiven Urease-Test oder positive Kultur
definiert (Garza-Gonzalez et al., 2003). Eine Studie zum Antigennachweis im ergab eine
Sensitivitdt von 93,1% sowie eine Spezifitat von 94,6%. Hier wurde der Goldstandard so
definiert, dass zwei der vier Merkmale Histologie, Cis-Atemtest, Urease-Schnelltest und
Serologie (IgG-ELISA) positiv sein mussten (Choi et al., 2011). Die angefiihrten Beispiele
machen deutlich, dass es bei Studien Uber Nachweismethoden fir eine H. pylori-Infektion
noch keinen allgemein verwendeten Goldstandard gibt. So gilt es in jeder Studie den
verwendeten Goldstandard zu beachten und dies in die Diskussion der Ergebnisse mit
einzubeziehen (Kwiatkowski, 2009). In dieser Arbeit wurde eine positive Histologie als
Goldstandard fir das Vorliegen einer H. pylori-Infektion verwendet. Da diese Methode jedoch
keine Sensitivitdat und Spezifitit von 100% besitzt, kénnen die Ergebnisse hierdurch
verfalscht worden sein. Es gibt momentan keinen Weg, der eine Sensitivitdt und Spezifitat
von 100% bei der Bestimmung des H. pylori-Status ermdglicht. Ein weiteres Problem bei der

Findung des Goldstandards stellt die Invasivitat der endoskopischen Untersuchung dar.

6.2.4 Optimierungspotenzial des Testumfangs

Um das Immunoblot-Testsystem weiter auszubauen und weiter zu verbessern, sollte
versucht werden noch weitere immunogen wirkende H. pylori-Proteine zu identifizieren und
dem Test hinzuzufigen, wie zum Beispiel das in dieser Arbeit aufgereinigte Protein NapA.
Zusétzliche interessante Antigene, die in weiterfiihrenden Arbeiten ausgetestet werden, sind
ein Flagellar-hook Protein, HpaA und Hp231. Fir die Weiterentwicklung des Tests wird das
serologische Verhalten von potentiellen Antigenen eine Rolle spielen. So ist es wichtig zu
wissen, nach welcher Zeitspanne nach Eradikation die gegen das jeweilige Antigen
gebildeten Antikorper wieder aus dem Detektionsbereich des Blots verschwinden und nicht
mehr nachweisbar sind. Zusétzlich sollten die dem Lineblot dieser Arbeit folgenden Test-

Systeme mit einer erhdhten Zahl an Seren mit vorliegender Histologie ausgewertet werden,
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um die statistisch ermittelten Werte zu untermauern. Ebenso sollte nach Hinzufligen weiterer
Proteine das Score-System statistisch reevaluiert werden; gegebenenfalls kann man auch
eine den statistischen Werten der einzelnen Proteine angepasste Punktevergabe
diskutieren, um die Aussagekraft des Lineblots noch zu erhéhen. So macht es zum Beispiel

Sinn, Proteine mit gesicherter hoher Spezifitat sowie Sensitivitat starker zu gewichten.

6.3 Geringe Sensitivitat des gGT-ELISA

Um zu Beginn der Arbeit vermehrt H. pylori positive Seren zu erhalten wurde ein ELISA-
Screening durchgefuhrt. Zuerst war angedacht hierfir ein Screening mittels des von
Christian Bolz (AG Gerhard) produzierten Proteins H.p.-gGT durchzufiihren. Nach
mehrfacher Variation des ELISA-Protokolls wurde jedoch festgestellt, dass die Ergebnisse
fur ein Screening nicht ausreichend waren, da die Sensitivitdt zu niedrig wa; diese Daten
bestétigten sich am Ende auch an Hand der Ergebnisse der H.p.-gGT im Lineblot: Die
Sensitivitdt von 50% zeigt, dass nur bei jedem zweiten H. pylori-positiven Serum auch
Antikdrper gegen die H.p.-gGT nachgewiesen werden konnten. Da mittels PCR bislang in
allen untersuchten klinischen Isolaten von H. pylori die H.p.-gGT nachgewiesen werden
konnte, stellt sich die Frage nach den Ursachen fir das im Vergleich schlechtere Ergebnis
der gGT im ELISA und Lineblot.

Ein mdgliches Problem kénnte hierbei gewesen sein, dass es auch auf der Festphase zu
einer Autoprozessierung kommt und sich die gGT in ihre zwei Untereinheiten teilt. Diese
Instabilitat konnte eine Erkennung des Proteins durch die Antikérper verhindert haben. Auch
kénnte die niedrige Sensitivitat durch eine undefinierte Immobilisierung des Proteins
entstanden sein. Konformationsanderungen, welche durch die Prozessierungsstufen
entstanden sind, kdnnten ebenfalls eine mégliche Ursache gewesen sein. Der Mechanismus,
der hinter diesen mdglichen Ursachen steht, ist der gleiche: Es andert sich die aul3ere
Struktur der gGT im Verlauf der Herstellung des Blots so stark, dass auch die Epitope der
gGT-Antikdrper betroffen sind. Eine Antikérper-Antigen-Bindung kann nur noch schwach

oder gar nicht mehr stattfinden und der Test fallt negativ aus.

Ein mdglicher Ansatz zur Verbesserung der gGT-Sensitivitat in diesem Zusammenhang ist
die Mdglichkeit, durch gezielte Aminosauren-Mutationen die Autoprozessierung zu
verhindern. In weiterfihrenden Arbeiten konnte dies durch den Austausch von Thymin durch
Alanin an Position 380 erzielt werden. Die ersten Ergebnisse ergeben bessere Signale bei

der Antikdrperantwort.
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Neben einer moglichen Anderung der Antigen-Struktur kann auch die Hemmung der
lymphozytéaren Antwort und die somit verminderte Immunglobulinbildung durch die H.p-gGT
als Ursache fir die niedrige Sensitivitat der serologischen Diagnostik diskutiert werden. So
liel3 sich zeigen, dass die H.p-gGT einen Arrest der Lymphozyten im G1-Stadium induziert
und somit in der Lage ist einen Teil der zellularen Immunantwort zu unterdriicken (Schmees
et al., 2007b).

6.4 Geringe Spezifitdt des Mikrogen ELISA

Nach der statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse der einzelnen Proteine nochmal
mit denen des Mikrogen ELISA, welcher Uber ein Coating mit CagA und GroEL funktioniert,
verglichen. Hierbei liel3 sich zeigen, dass bei den im ELISA falsch positiven Seren deutliche
Antikdrperbanden bei CagA, bei den anderen 5 geblotteten Proteinen jedoch keine Banden
zu sehen waren. Hier stellt sich die Frage nach dem Grund des alleinigen Vorliegens der

CagA-Antikorper bei den wahrscheinlich H. pylori negativen Seren.

Zum einen ist es moglich, dass eine sogenannte Kreuzreaktivitat vorliegt. Diese tritt auf,
wenn ein Antikbrper an zwei unterschiedliche Antigene bindet, die eine identische oder
zumindest sehr ahnliche Bindungsstelle (Epitop) besitzen. Bis jetzt ist weder eine Infektion
noch eine kdrpereigene Struktur bekannt, welche die Bildung von Antikérpern, die positiv mit
CagA reagieren, hervorruft. Die ndhere Untersuchung der Ursache ware jedoch in mehrerlei
Hinsicht interessant, da es mdglich ist, dass diese Patienten eine gewisse intrinsische
Immunitat gegen eine H. pylori-Infektion besitzen kdnnten. In der Literatur wurde bis jetzt
noch keine bakterielle oder virale Homologie beschrieben, welche zu einer Ausbildung von
kreuzreagierenden Antikérpern und somit zu einem eventuellen Schutz vor einer H. pylori-
Infektion fihren kann. Fur das Protein GroEL wurde eine solche Kreuzreaktivitdt jedoch

gefunden (Johansen et al., 1995).

Eine andere Erklarung ware, dass bei den betreffenden Patienten eine Immunreaktion gegen
H. pylori stattgefunden hat. Grundséatzlich wurde bei der Sammlung der Seren ein mdglicher
Zustand nach Eradikation abgefragt, eine hundertprozentige Sicherheit ist dadurch jedoch
nicht gegeben. Patienten kdnnen zum Beispiel eine klinisch inapparente H. pylori Infektion
erlitten haben, die durch eine Antibiotikabehandlung aus anderer Indikation eradiziert wurde.
Ebenso ist méglich, dass die Infektion spontan ausheilte. Somit muss man auch in Betracht
ziehen, dass das alleinige Auftreten der CagA-Antikorper auf eine besonders lange
Persistenz gerade dieser Immunglobuline im Vergleich zu den anderen zurtickzufiihren sein

kann. Auch hier sollten die biochemischen Eigenschaften der einzelnen IgG’s naher
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untersucht werden, um den serologischen H. pylori-Test besser mit wissenschaftlichen

Fakten zu hinterlegen.

6.5 Ausblick

6.5.1 Breitere Anwendung von serologischen H. pylori -Tests

Diese Arbeit deutet darauf hin, dass durch Kombination mehrerer geeigneter Antigene ein
hoch sensitiver und spezifischer serologischer Nachweistest fur die H. pylori-Infektion

entwickelt werden kann.

Lassen sich die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit zusatzlichen Proteinen an Hand
eines gréReren Serenkollektivs bestatigen und noch verbessern, so kbénnte ein haufigerer
Einsatz in der klinischen Praxis im Sinne eines H. pylori-Screenings diskutiert werden. Der
grol3e Vorteil des serologischen Tests gegeniber invasiven Verfahren und auch dem Cis
Atemtest besteht in seiner leichten Durchfiihrung und dem Komfort flr Patienten, nur eine

Blutprobe abgeben zu missen.

Neben einer groer aufgestellten Datenlage ware fir eine breitere Anwendung des
serologischen H.pylori-Tests eine Optimierung der Kosten von Vorteil. Nach dem
Einheitichem Bewertungsmafistab der Gesetzlichen Krankenkassen bekommt ein
Krankenhaus flr einen serologischen Lineblot derzeit 19€ (GKV-Laborreform 2008). Bei
einem Einkaufspreis von 355€ pro Lineblot-Kit von Mikrogen hat das Krankenhaus
Materialkosten von 17,75€ pro Patient. Durch die hinzukommenden Personalkosten ist es
momentan nicht moglich bei gesetzlich Versicherten mit dem Lineblot profitabel zu arbeiten.
Bei breiterem Einsatz und hdheren Produktionsmengen lieRen sich die Kits gunstiger

produzieren und waren somit fur die Krankenh&user in Zukunft attraktiver.

6.5.2 Einfachere Datengewinnung zur Charakterisieru  ng von H. pylori -Stammen

Abgesehen von der serologischen Diagnose bietet der neue Lineblot einige Mdglichkeiten
mehr, die ihn von bisherigen Methoden abgrenzen. So wurde bereits gezeigt, dass sich
bestimmte Antigene verstarkt mit einem erhdhten Risiko fur H. pylori-induzierte Krankheiten
assoziieren lassen. In einer quantitativen Proteom-Analyse konnten CagA und GroEL
statistisch mit einem Auftreten von Magen-Karzinom und duodenalem Ulkus assoziiert
werden (Park et al., 2006). In einer Studie mit verschiedenen H. pylori-induzierten
Krankheiten wurde das Auftreten von CagA-Antikorpern untersucht. Es ergab sich ein

Vorkommen von 92,2% bei Patienten mit Magen-Karzinom, 96,7% bei duodenalem Ulkus
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sowie 75 % bei nicht-ulzerbser Dyspepsie (laquinto et al., 2000). In der bereits
angesprochenen Multiplex-Studie wurde bei Vorliegen von Antikdrpern gegen CagA, VacA,
GroEl und HcpC ein erhohtes Risiko fir das Auftreten einer chronisch aktiven Gastritis
nachgewiesen (Gao et al.,, 2009). Die Kombination dieser Antigene ergab ein 18-fach
erhohtes Risiko fur diese Erkrankung. In Zellkultur- und Tierexperimenten konnte eine
Korrelation von CagA mit Magenkarzinomen festgestellt werden (Franco et al., 2005;Murata-
Kamiya et al., 2007). Hier bietet eine breite Anwendung des neuen Lineblots die Méglichkeit,
diese bisherigen Ergebnisse und Korrelationen von Antigenen und Pathologien an grol3eren

Kollektiven zu Uberprifen und statistisch zu untermauern.

Auch lasst sich mit dem Test die Korrelation von Pathogenitatsfaktoren untereinander
beschreiben. Bei vielen durchgefihrten Tests wurde das Vorliegen einer Krankheit mit einem
Pathogenitatsfaktors korreliert. Ist das Vorkommen dieses Faktors verstarkt mit dem
Auftreten eines anderen, nicht getesteten Antigens korreliert, kann eine falsche
Schlussfolgerung gezogen werden. Durch die gleichzeitige Detektion mehrerer Antigene
kann die Wahrscheinlichkeit eines solchen Fehlers verringert werden. Gehauftes
gemeinsames Auftreten von Antigenen kann mittels des Lineblots leichter festgestellt
werden. So kénnten neu festgestellte Korrelationen von Antigenen auch Hinweise auf bisher
nicht bekannte Funktionen von Antigenen geben, welche die Basis fir weitergehende

Untersuchungen darstellen kénnten.

6.5.3 Madglichkeit der Risikoprofilerstellung

Mit dem Lineblot wird es méglich, Untersuchungen an grofRen Kollektiven durchzufiihren und
fur die bestehenden sechs und alle hinzukommenden Proteine Daten zu generieren. Mit
diesen Daten kdnnen dann bei nachgewiesenem Pathogenitatspotential der einzelnen
Antigene Risikoprofile fir jeden Patienten erstellt und an Hand dieser eine Einschatzung der
Virulenz des jeweiligen Stammes sowie der Gefahr eines Magenkarzinoms ermittelt werden.
So konnten zum Beispiel die verschiedenen VacA-Subtypen sl/ml, s1/m2 und s2/m2,
welche mit jeweils unterschiedlicher Aktivitat des Pathogens einhergehen, aufgeblottet
werden (Atherton et al., 1995). Mit Hilfe einer solchen Risikoeinschatzung kénnte dann die
Notwendigkeit einer gastroskopischen Abklarung oder einer direkten Eradikationstherapie
ermittelt werden. Wichtig ist hierbei immer eine moglichst genaue Kenntnis der vom
Patienten eingenommenen Antibiotika sowie frihere invasive und nicht-invasive
diagnostische MalRnahmen, da sich die Serologie nach der Eradikation einer Infektion erst
spat andert. Mit einem Immunoblot, der auf der Basis von rekombinant hergestellten

Antigenen basiert, wird es jedoch mdglich sein, den Verlauf der Immunantwort bei einem
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Zustand nach Eradikation zu erfassen. Man kann beurteilen, welche Antikérper als erstes
keine Reaktion mehr zeigen und welche am langsten im Blut persistieren. So kdnnte es
maoglich sein, an Hand des serologischen Bildes auf den ungefahren Zeitpunkt einer

Eradikation zu schliel3en.

6.5.4 Moglichkeit der Vakzinierung

Weiterhin lieBen sich bei einer breitflichigen Nutzung des Testsystems Antigene
identifizieren, welche fur eine Impfung gegen H. pylori in Erwdgung gezogen werden
kénnten. Fiur eine solche Impfung wéare eine Protein- oder Immunogenmischung ideal,
welche den Grofdteil der H. pylori-Stamme abdeckt. Die mit dem neuen Lineblot
ermittelbaren Haufigkeitsverteilungen koénnen auf solche, fir eine Vakzine interessanten
Proteine, hinweisen. An Hand dieser Verteilungen kénnte man dann Protein-Cluster
erstellen, welche einen groRtmdoglichen Bereich erschlieBen und zur Erprobung von
Vakzinen herangezogen werden kdnnen. Gesucht werden hoch immunogene Proteine,
welche eine nachhaltige Immunitat des Organismus durch Antikérperbildung gegen H. pylori

induzieren.

Ebenso sollte der Lineblot alle Proteine enthalten, die derzeit im Rahmen von
Impfstoffentwicklungen verwendet werden, um spater immunisierte von infizierten Patienten
zu unterscheiden. So konnte man dann im Verlauf bei Patienten an Hand des
Antikorperprofils auf ihren Impfstatus schlieRen, &hnlich wie es heute in der Hepatitis-B-
Serologie geschieht. Besitzt ein Patient allein Antikérper gegen den Impfstoff, liegt die
Wabhrscheinlichkeit sehr hoch, dass es sich um einen geimpften Patienten handelt. Ist er
jedoch fur viele andere Antikorper positiv gegen H. pylori, sollte eine Abklarung mittels
Atemtest oder Gastroskopie erfolgen. Nach einer Impfung lasst sich der Schutz durch den
Lineblot gut Uberwachen. Sollte die Antwort zu schwach oder nicht mehr nachweisbar sein,

kann eine Auffrischung der Impfung empfohlen werden.

6.5.5 Fazit

Mit dem Lineblot auf Basis rekombinant hergestellter H. pylori-Antigene wurde ein
serologischer Test entwickelt, der hoch spezifisch und sensitiv eine Infektion nachweisen
kann. Durch die genauere Analyse der vorliegenden Antigene bietet der Lineblot vielfaltige
Mdglichkeiten, Infektionen in Zukunft besser zu charakterisieren und Erkrankungsrisiken zu
ermitteln. Ebenso wird es durch den Test mdglich, verschiedene Antigene an breiteren
Populationen auszutesten. Die Erkenntnisse aus diesen Tests sollten die Entwicklung einer

Vakzine gegen H. pylori unterstiitzen kénnen.
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8 Publikationen

Teile dieser Arbeit werden unter folgendem Titel veroffentlicht:

A novel immuno-line assay enables highly specific and sensitive serologic diagnosis of H.

pylori infection in comparison to ELISA, Immunoblot and histology
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