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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1.  Allgemeine Einleitung: Helicobacter pylori — Forschung und Klinik

H. pylori ist ein gram-negatives Bakterium, welches die Schleimhaut des menschlichen
Magens kolonisiert. Die Infektion mit diesem Keim fithrt bei der Mehrzahl der Félle zu der
Entstehung einer chronischen Gastritis. Ein Teil der befallenen Patienten entwickelt Magen- und
Duodenalgeschwiire, ein geringer Prozentsatz sogar Adenokarzinome des Magens (13; 15). In den
westlichen Industrienationen sind etwa 30 bis 50% der Bevolkerung infiziert, wobei die primére
Infektion sehr hiufig in der frithen Kindheit erfolgt (104; 117). In den Entwicklungsldndern sind
bei schlechten hygienischen Zustéinden ca. 80 bis 90% der Menschen bis zum 20. Lebensjahr
infiziert (23; 25); insgesamt handelt es sich somit um die weltweit hidufigste bakterielle Infektion
des Menschen (23; 70; 136; 144). Dies unterstreicht die besondere medizinische und gleichzeitig
auch volkswirtschaftliche Bedeutung dieses Pathogens (17; 136).

Die Ubertragung von H. pylori erfolgt bei engem Kontakt normalerweise auf oral-oralem
Wege, bei schlechten hygienischen Zustdnden auch fikal-oral (49; 82; 102; 187). Der Keim 14Bt
sich in der befallenen Magenschleimhaut nachweisen, aber auch in Fizes und im Speichel von
Kindern (26; 99; 193). Die dauerhafte Besiedlung der Magenschleimhaut des Menschen ist
keinem anderen Keim moglich. H. pylori iiberlebt also in einer speziellen dkologischen Nische,
die er sich im Laufe einer langen Evolution erobert hat (38).

Intensive experimentelle wie auch klinische Studien haben in den letzten Jahren die
besondere Bedeutung dieses Bakteriums fiir die Entstehung von aktiver und chronischer Gastritis,
Ulkus duodeni und ventriculi, sowie schweren histologischen Verdnderungen der
Magenschleimhaut wie intestinale Metaplasie, Atrophie, aber auch gastralem MALT-Lymphom
und Entstehung von Adenokarzinomen des Magens gezeigt (13-15; 176). Unklar ist allerdings
bislang, wie die unterschiedlichen Entwicklungen gesteuert werden und welche Rolle hierbei

bakterielle sowie Wirtsfaktoren spielen. Die erstmalige Kultivierung des damals noch als CLO
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(,,Campylobacter like Organism®) bezeichneten H. pylori gelang 1982 durch die Australier
Warren und Marshall (109). Durch Selbstinokulation konnten die beiden Forscher nachweisen,
daf die Ingestion dieses Keimes zu einer Gastritis fiihrt und damit ein Koch’sches Postulat erfiillt
(66). Klinische Studien zeigten 1993 dariiber hinaus, daB3 die Eradikation von H. pylori durch eine
Kombinationstherapie von Antibiotika und sduresekretionshemmenden Medikamenten ein
Ulkusrezidiv verhindern kann, womit die kausale Verbindung zwischen der Infektion mit dem
Keim und der Entstehung von Ulzera des Magens bewiesen werden konnte (78; 79). Auch wurde
in diesem Zeitraum iiber eine starke Assoziation der H. pylori Infektion mit der Entstehung des
Magenkarzinoms berichtet, welche sich aus epidemiologischen Studien ergab (67; 127; 128; 134;
135; 137). Gleichfalls wurde ein epidemiologischer und auch experimenteller Zusammenhang mit
der Entwicklung des MALT-Lymphoms des Magens festgestellt (201-204). Diese beschriebene
Beziehung zwischen Infektion und schweren histologischen Verdnderungen des Magens wurde
verstiarkt durch Erfahrungen des Tiermodels, wo die Besiedlung mit H. pylori ebenfalls zu
schwerer Gastritis und intestinaler Metaplasie fiihrte (68; 87). Neuere Untersuchungen am
Tiermodel haben eine kausale Verbindung zwischen dem Aufireten von H. pylori und der
Entstehung des distalen Adenokarzinoms des Magens hergestellt; dort fiihrt die Infektion nicht
nur zur Ausbildung einer intestinalen Metaplasie, sondern auch bei lang anhaltender Besiedlung
zur Ausbildung des distalen Magenkarzinomes (83; 195). Diese Tatsachen hatten 1994 die
Einstufung des Bakteriums H. pylori als Klasse 1 Karzinogen zur Folge (2). Patienten mit
schwerer Gastritis und gleichzeitiger H. pylori Infektion sind bei insgesamt ca. vierfach erhohtem
Risiko ein Magenkarzinom zu entwickeln deshalb auch von groBem klinischen Interesse;
schlieflich konnte ja bei einem gewissen Anteil die FEradikation des Keimes der
Karzinomentstehung vorbeugen (62).

Trotzdem ist die Anzahl derer, die mit H. pylori infiziert sind viel zu grof3, um generell
jeden Patienten einer Eradikationstherapie zu unterziehen; dariiber hinaus verlduft die Erkrankung

bei dem groBten Anteil der Patienten ohne Symptome und oft auch selbstlimitierend (26; 136). In
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den letzten Jahren wurden zunehmend klinisch-pathologische Richtlinien etabliert, nach denen die
Eradikation des Keimes unter bestimmten Voraussetzungen angestrebt werden sollte, meist in
Form einer Kombination aus Protonenpumpehemmern und Antibiotika im Sinne einer
sogenannten ,,Triple-Therapie® (62). Keimspezifische Uberlegungen sind dabei bisher nicht
herangezogen worden, da trotz der bereits vorhandenen detaillierten Erkenntnisse der
Zusammenhang bakterieller Mechanismen mit der Entwicklung von Gastritis, schweren
histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut bis zur Karzinomentstehung noch nicht
vollstandig geklart ist.

Die Kolonisierung der Magenmukosa durch H. pylori fihrt im Allgemeinen zu einer
aktiven Gastritis des Antrums, welche charakterisiert wird durch eine Infiltration der epithelialen
Driisen und der darunter liegenden Lamina propria mit polymorphkernigen mononukledren Zellen
und Granulozyten (41; 42). Eine anhaltende Besiedlung kann auch zum Befall des Korpus
fortschreiten mit nachfolgender Schéddigung des Oberflichenepithels der Mukosa und einer
Infiltration durch Granulozyten, Lymphozyten, Eosinophilen und Plasmazellen (95). Bei
langanhaltender Persistenz von H. pylori kann die Infektion zu einer multifokalen Atrophie und
intestinalen Metaplasie der Magenschleimhaut fliihren und somit zu der Entstehung des
Magenkarzinomes pradisponieren (35; 65).

Die Atrophie der Driisen der Magenmukosa, die Ausbildung einer intestinalen Metaplasie,
einer schweren Korpusgastritis und/oder eine erhohte Ratio zwischen Korpus- und
Antrumgastritis (in Bezug auf die granulozytdre Infiltration) wurden bereits als mogliche
Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Adenokarzinomes des Magens beschrieben (36; 65; 112;
113; 164; 171). Trotz dieser fundierten Untersuchungen ist der Grund der Progression von
chronischer Gastritis zum Magenkarzinom noch relativ unklar.

Das klinische Erscheinungsbild der durch H. pylori verursachten histologischen
Verdnderungen der Magenschleimhaut hdngt dabei wohl von der unterschiedlichen Virulenz der

H. pylori Staimme ab. Dabei wurden mit dem Zytotoxin-assoziierten Antigen CagA und dem



1. Einleitung

Vakuolisierenden Zytotoxin VacA einige wichtige bakterielle Virulenzfaktoren bereits
identifiziert. Dies fithrte danach zur Definition der stdrker virulenten ,,Typ 1 Stimme*, wenn
beide Faktoren gleichzeitig vorhanden sind bzw. sezerniert werden (206).

VacA wird definiert als ein oligomeres Zytotoxin, welches bei niedrigen pH-Werten im
Magen aktiviert wird und nach aktiver Sekretion durch das Bakterium zu epithelialen Erosionen
der Magenschleimhaut fiihrt (6; 39). Das vac4A Gen, welches das Vakuolisierende Zytotoxin
kodiert, ist in allen H. pylori Stimmen vorhanden. Die Signalregion des vacA Gens am 5° Ende
tritt als das sl oder s2 Allel in Erscheinung. VacAsl positive Stimme produzieren mittlere bis
grofle Mengen an Toxin, vacAs2 positive dagegen nur kleine Mengen. Die Detektion von vacAs!
in Magenbiopsien mittels Polymerasekettenreaktion kann dadurch als Marker fiir die Sekretion
von vakuolisierendem Toxin herangezogen werden.

CagA ist ein immunologisch wirksames Antigen mit einem Molekulargewicht von 128
kDa, dessen serologischer oder genetischer Nachweis die Anwesenheit der Cag Pathogenititsinsel
(Cag Pathogenicityisland; cagPAl) anzeigt. Diese beherbergt eine ganze Gruppe von Genen,
welche H. pylori durch horizontalen Transfer von anderen Bakterienspezies erworben hat und die
dann auch im weiteren Verlauf einer mannigfaltigen genetischen Variabilitdt unterworfen wurden,
unter anderem durch Insertionen und Punktmutationen; diese genetische Insel kodiert fiir
verschiedene Gene zur Pathogenititsregulation, so auch fiir eine bakterielle Typ IV
Sekretionsmaschine (27; 37; 38). Im Verlauf der letzten Jahre konnten verschiedene Autoren
zeigen, daB3 nach Adhédsion von H. pylori an AGS Zellen (einer Zellinie aus menschlichem
Magenepithel) CagA mit Hilfe des Typ IV Sekretionsapparates in diese Zellen sezerniert und dort
phosphoryliert wird. Damit steht CagA in direktem Zusammenhang mit der durch den Keim
induzierten Signaltransduktion (38; 131; 159; 160; 169). Somit ist die Anwesenheit von VacA und
CagA von essentieller Bedeutung bei der Entstehung von epithelialen Schdden und chronischer

Entziindung des Magens.
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Die Virulenz konnte jedoch zusétzlich abhéngig sein von einer engen Zell-Zell Interaktion

zwischen den ,Typ I Stimmen“ und den Wirtszellen, wie sie nur durch spezifische
Adhidrenzmechanismen vermittelt werden kann.
Bakterielle Adhdrenzfaktoren, welche einen derart engen Kontakt zu den epithelialen Zellen
herstellen, konnten somit zu einer gesteigerten Pathogenitdt des Keimes beitragen (16; 61). Es
gibt jedoch noch wenig Erkenntnisse dariiber, in wie fern die Adhdrenzfaktoren des Helicobacters
bei der Entstehung von schwerer Gastritis, Driisenatrophie und intestinalen Metaplasie beteiligt
sind. Der erst kiirzlich entdeckte Adhdrenzfaktor BabA (Blutgruppen-Antigen bindendes
Adhisin), welcher an das Blutgruppen-Antigen der Lewis’-Unterfraktion bindet, konnte an der
ausgepriagten Pathogenititsentstehung mitwirken (21; 22; 60; 88). Er vermittelt einen direkten
bakteriellen Kontakt zur epithelialen Zelle des Magens und fiihrt nachfolgend zu einem Einstrom
von Pathogenititsfaktoren wie VacA oder CagA. Wie kiirzlich gezeigt, besteht ein enger
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit des babA2 Gens (welches fiir BabA kodiert) in
klinischen Isolaten und dem Auftreten von Ulzera und Adenokarzinomen des Magens (69).

Der Nachweis dieses Gens in Magenbiopsien ist demnach tiber den von vacAs! und cagA
hinaus von groflem klinischen Interesse, um diejenigen mit H. pylori infizierten Patienten zu
erkennen, welche ein erhohtes Risiko flir die Entwicklung von malignen Neubildungen des
Magens mit sich tragen und das bereits Jahre vor der irreversiblen Ausbildung dieser malignen
Transformation.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Studie die Anwesenheit
des babA2 Gens in Magenbiopsien mit dem Ausmal} der Aktivitdt und Chronizitit der Gastritis
korreliert. Bereits in vorangehenden Studien zeigten die ,,Typ 1 Stimme* eine positive
Korrelation mit dem Grad der Aktivitdt der Antrumgastritis (189; 197); hier wurde ein Vergleich
mit unseren Daten angestrebt. Allerdings sind ,,Typ I Stdmme* mit einer Prdvalenz von 60 bis
90% in der westlichen Bevdlkerung sehr hdufig, daher kann die prophylaktische H. pylori

Eradikation zur Vermeidung der Entstehung von Magenkarzinomen nicht alleine auf dem
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Nachweis von cagA und vacAsI beruhen; es miissen viel mehr weitere Kriterien etabliert werden,
welche zur Definition einer kleinen Subgruppe von hochpathogenen Stimmen fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, eine Korrelation herzustellen zwischen dem
Gennachweis der Pathogenititsfaktoren babA42, vadsI und cagA mittels Polymerasekettenreaktion
und den histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut infolge der Infektion mit H. pylori.
Es wurden dazu endoskopisch gewonnene Biopsien aus dem Magen von Patienten untersucht, die
sich einer routinemiBigen Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) aufgrund  von
Oberbauchbeschwerden unterzogen haben. Dabei wurden insbesondere das Ausmal} der Gastritis
(Aktivitdt und Chronizitit), der intestinalen Metaplasie und Atrophie im Antrum und Korpus
beurteilt und mit dem Aufireten spezieller Virulenz- und Adhédrenzfaktoren verglichen. Es soll ein
eingehendes Augenmerk auf jene schweren Verdnderungen geworfen werden, welche einer
malignen Entartung vorausgehen kdnnten.

Wie die Ergebnisse zeigen, spielt die Anwesenheit des bakteriellen Adhirenzfaktors BabA
eine wichtige Rolle bei der Induktion dieser schweren histologischen Verdnderungen. Gleichzeitig
wird mit der Einteilung in ,,Triple positive Stimme* bei gleichzeitigem Nachweis von babA2,
vacAsl und cagA, eine Differenzierung vorgeschlagen, die besser als diejenige der ,,Typ 1
Stamme* hochpathogene Keime abgrenzen konnte. Patienten mit Infektion durch einen ,,Triple
positiven Stamm* konnten ein erhdhtes Risiko haben, solche schwerwiegenden Verdnderungen zu
entwickeln und somit auch von einer prophylaktischen Eradikation zur Vermeidung eines

Magenkarzinomes profitieren.

1.2.  Spezielle Einleitung

1.2.1. Uberleben und Bewegung von H. pylori im sauren Milieu des Magens

Die Infektion mit dem gram-negativen Bakterium H. pylori erfolgt auf oralem Weg, dabei

passiert der Keim den Osophagus mit neutralem pH und hydrolytischen Enzymen, ehe er in das
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Magenlumen mit seinem extrem niedrigen pH gelangt. Der pH im Magenlumen erreicht dabei
Werte zwischen 1 und 4; unterhalb von pH 1 erfolgt eine Denaturierung der meisten Proteine, die
Hydrolyse wird durch die sezernierten Proteine beschleunigt. Im extrem sauren Umfeld des
Magenlumens bedarf es stark spezialisierter Mechanismen, um ein ausgeglichenes Zellmillieu
aufrecht zu erhalten. H. pylori iiberlebt unter diesen extremen Bedingungen im Magenlumen
durch eine Abpufferung des pH mit Hilfe seiner intrazelluldren Urease (196). Diese stellt einen
hochpotenten Virulenzfaktor dar, der die langanhaltende Besiedlung des menschlichen Magens
erst ermdglicht (118). Urease-negative Mutanten von H. pylori sind im Tierversuch mit
Schweinen nicht zur Kolonisierung des Magens fahig (50). Gleichzeitig hat das Enzym auch eine
stark immunogene Wirkung, welche an der Immunantwort des Wirtes beteiligt ist iiber eine
Induktion der proinflammatorischen Zytokinproduktion durch Phagozyten (76).

Urease wird als Protein in hohen Mengen durch den Keim exprimiert und katalysiert dabei
die Hydrolyse von Harnstoff zu Ammoniak (NHj3). Insgesamt resultiert aus diesen Reaktionen ein
Anstieg des pH zwischen der inneren und &uBleren Zellmembran und somit eine Abpufferung
gegeniiber der sauren Umgebung (158; 196). Der pH im sogenannten periplasmatischen Raum
zwischen innerer und &uflerer Zellmembran wird durch die Aktivierung der zytoplasmatischen
Urease auf etwa 6,2 eingestellt. Durch diese Abpufferung entsteht ebenfalls ein transmembrandses
Potential von —105 mV, das {iber eine weite Variationsspannweite des pH im Magen aufrecht
erhalten werden kann (114; 157; 158); allerdings erfolgt eine Abnahme der Enzymaktivitdt bei
langandauernden sehr niedrigen pH-Werten (10).

Das Enzym wird aus zwei strukturellen Untereinheiten aufgebaut, UreaseA (26,5 kDa) und
UreaseB (60,3 bis 61 kDa), welche die katalytische Einheit des Enzyms in Gegenwart von Nickel
bilden, hier erfolgt also die Spaltung von Harnstoff. Kodiert wird das Enzym von den sieben auf
einander folgenden Genen ureABIEFGH, die alle in der gleichen Richtung von einer 6,13 kb
grolen Sequenz transkribiert werden, und mit Ausnahme der wureasel fiir die Ausbildung des

katalytisch wirksamen Enzymes notwendig sind (84; 85). Ein kleiner Teil der Urease findet sich
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bei Helicobacter auch gebunden an die Zelloberfliche (142), wo sie als bakterielles Antigen
wirkt. Wohl resultierend aus der Lyse einer bakteriellen Subpopulation lassen sich auch geringe
Mengen im Medium nachweisen.

Ein Nachweis der genetisch kodierenden Regionen fiir das Enzym mittels
Polymerasekettenreaktion stellt eine hochsensitive und —spezifische Methode zum Nachweis auch
kleinster Keimmengen im Biopsat aus der Magenschleimhaut dar, eine Diagnostik ist z. B. auch
spéter aus Paraffinblocken mdglich. In dieser Studie dient die Amplifikation von Regionen des
ureB Gens dem Nachweis der Infektion des untersuchten Patienten mit H. pylori (81; 111; 198);
diesem Schritt folgte bei positivem Signal in der PCR der weitere Nachweis anderer
Virulenzfaktoren. Dariliber hinaus macht die hohe Menge an produzierter Urease auch den
Nachweis von H. pylori aus Biopsien mittels CLO-Test, aus der Zellkultur und dem C13-/C14-
Atemtest moglich (8).

H. pylori bindet an die oberflichliche Epithelschicht {iber mehrere Adhérenzfaktoren.
Gleichzeitig erfolgt eine Induktion zur Reorganisation der Plasmamembran. Der Keim dringt
durch aktive Bewegung in die schiitzende Mukosaschicht ein, welche das Magenepithel vor dem
sauren Lumen schiitzt. Hierbei erfolgt der Antrieb durch die Flagellen des Bakteriums, bakterielle
hydrolytische Enzyme und die Spiralform des Keimes fordern die Progression zur Epithelschicht.
H. pylori besitzt dabei drei bis sechs unipolare polytrichose Flagellen, die in der dufleren
Zellmembran verankert sind. Jede Flagelle besteht aus zwei Flagellin-Untereinheiten, FlaA und
FlaB (98); bis heute unklar ist jedoch, anhand welcher Substanzen sich der Keim innerhalb des
Mukus orientiert, also auch welche bakteriellen Sensorproteine fiir die Chemotaxis verantwortlich
sind. Eine Mitbeteiligung an diesen Vorgidngen scheint die bakterielle Urease zu spielen, welche
die Protonentriebkréfte erhoht (125; 209). Die Versorgung mit Néhrstoffen flir das bakterielle
Wachstum ist sehr limitiert, wahrscheinlich produziert der Keim mehrere Proteine, welche die

entstehenden Sauerstoffradikale nach granulozytire Infiltration abfangen konnen. Hierbei sind
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insbesondere die Katalase und die Superoxid-Dismutase des Keims von besonderer Bedeutung fiir
das Uberleben im chronisch-entziindeten Magen (140; 148; 161).

H. pylori bewirkt bei nahezu allen Infizierten die Ausbildung einer chronischen Gastritis,
welche in Unterscheidung zur A-Gastritis mit autoimmuner Genese und der C-Gastritis durch
chemische Irritationen als B-Gastritis bezeichnet wird (173); die chronische Entziindung folgt
einem aktiven Stadium mit starker akuter Entziindungsreaktion. Die Gastritis wird nach
unterschiedlichen Ausprigungsgrade geméil der ,updated Sydney Klassifikation in gering-,
mittel-, und hochgradig eingeteilt. Diese Gastritisformen sind der gemeinsame Ausgangspunkt flir
die weiteren gastroduodenalen Komplikationen der Infektion mit duodenalen oder gastralen
Ulzera, Atrophie der Magenmukosa, intestinaler Metaplasie, Magenkarzinom und dem MALT-
Lymphom des Magens. Offensichtlich ist die Immunreaktion des Wirtes mitentscheidend dafiir,

welche Krankheit auf die chronische Entziindung folgt.

1.2.2. Diagnostik und Nachweismethoden der H. pylori Infektion

Zur Diagnostik der Infektion des menschlichen Magens mit dem Pathogen H. pylori haben
sich mehrere invasive und nichtinvasive Methoden etabliert, die naturgemifl unterschiedliche
Spezifitdit und Sensitivitdt besitzen. Meist erfolgt die endoskopische Untersuchung des oberen
gastrointestinalen Traktes aufgrund dyspeptischer Beschwerden des Patienten; wenn die
Magenspiegelung erfolgt, so sollte bei Verdacht auf eine Infektion mit H. pylori immer auch eine
Biopsieentnahme zur histologischen Beurteilung, wenn méglich ein CLO-Test (zur Detektion von
,Campylobacter Like Organisms®, auch ,rapid urease test genannt) und das Anlegen einer
mikrobiologischen Kultur erfolgen.

Die histologische Firbung von Magenbiopsien zur Diagnostik von H. pylori stellt nach
wie vor den Goldstandard dar (145). Neben dem Keimnachweis erfolgt auch immer gleichzeitig
eine Evaluation und Bewertung der histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut. Neben

der von Warren und Marshall empfohlenen Warthin-Starry Silberfairbung (109) werden aulerdem
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etwas billigere und einfachere Methoden eingesetzt; dazu gehort als Fiarbung der Wahl die
Methode nach Giemsa (103). Wéhrend bei der Hiamatoxylin-Eosin (HE) Farbung friiher viele
Organismen {ibersehen wurden, ist ihre Spezifitidt gegeniiber anderen Nachweismethoden durch
vermehrte Erfahrung der Pathologen in der H. pylori Diagnostik heute nur etwas erniedrigt. Die
pathologische Befundung kann dabei sowohl aus frischem Biopsiematerial als auch aus
gefrorenen Biopsien erfolgen. Ebenfalls kann zum sensiblen Nachweis von H. pylori eine
Immunhistochemie erfolgen. Einen indirekten Hinweis einer Infektion erhdlt man auch
histologisch durch Nachweis einer chronischen Gastritis im Antrum; Patienten ohne chronische
antrale Gastritis sind sehr selten mit H. pylori infiziert.

Der CLO-Test (oder auch ,rapid urease” Test) macht sich die hohen Mengen von
Ammoniak zu Nutze, die durch H. pylori mit Hilfe der Urease produziert werden. Gro3e Mengen
an Ammoniak fiihren zu einem Anstieg des pH-Wertes, der durch einen Indikator wie Phenolrot
sichtbar gemacht werden kann (110; 111). Im Laufe der letzten Jahre erfolgten einige
Modifizierungen, das Grundprinzip ist jedoch das Gleiche geblieben: Bei infizierter
Magenschleimhaut erfolgt nach der Biopsiezugabe (je eine Biopsie aus Antrum und Korpus) zu
dem Test ein Farbumschlag, der bereits innerhalb von ein bis zwei Stunden beobachtbar sein
sollte. Storfaktoren konnen wie bei den meisten Nachweismethoden neben einer zu geringen
Keimbesiedlung auch die vorherige Therapie mit Antibiotika oder Protonenpumpehemmern sein.

Der kulturelle Nachweis einer Infektion mit H. pylori zeigt zwar eine niedrigere
Sensitivitdt als die anderen Testverfahren, aber eine hohe Spezifitidt und ermdglicht gleichzeitig
eine in vitro Resistenztestung des jeweiligen Stammes. Bei verschiedenen anwendbaren Medien
(Blutagar, Pferdeserum-Agar) unter mikroaeroben Bedingungen dauert es bei dem langsam
wachsenden Keim zwei bis fiinf Tage bevor die Kultur positiv wird (132). Die
Keimidentifizierung erfolgt dann mittels Gramfirbung und Nachweis von Urease, Katalase und
Oxidase. H. pylori 146t sich in der Kultur oft schwierig anziichten und die Methode kann aufgrund

vorheriger Antibiotikatherapie des Patienten und unsachgemifB3er Biopsiebehandlung storanfillig
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sein. Die Kultur ermoglicht eine spatere DNA-Diagnostik des angewachsenen Stammes. In
dlteren Kulturen geht der Keim allerdings von der spiralformigen in die kokkoide Form iiber, die
nicht mehr angeziichtet werden kann; dies kann auch eine vorilibergehende
Adaptationsmoglichkeit des Bakteriums an eine feindliche Umgebung (Mangel an Nahrung,
Antibiotika) bedeuten.

Eine einfache nichtinvasive Nachweismethode stellt der Urease-Atemtest dar. Dabei wird
Harnstoff mit C13 oder C14 markiert, welche ein spezielles Infrarot-Spektrum besitzen (8; 71; 72;
175). Nach oraler Aufnahme des markierten Harnstoffs durch den Patienten erfolgt bei
Besiedlung mit H. pylori durch die Ureaseaktivitit des Keimes die Freisetzung von Kohlendioxid,
welches in der ausgeatmeten Luft nachgewiesen werden kann. Sowohl die Sensitivitdt als auch die
Spezifitit diese Tests liegen zwischen 95 und 100%. Gleichzeitig vermeidet der Atemtest Fehler
wie sie bei der Biopsieentnahme entstechen konnen durch eine fehlende Besiedlung an der
Biopsiestelle. Selten konnen bei Besiedlung des Patienten mit anderen urease-produzierenden
Keimen falsch positive Ergebnisse resultieren. Eine wichtige Rolle als nichtinvasive
Diagnostikmethode stellt der Urease-Atemtest bei der Kontrolle nach erfolgter
Eradikationstherapie dar, als Alternative zur Endoskopie bei symptomfreien Patienten sollte er
dabei etwa vier Wochen nach Behandlung durchgefiihrt werden um falsch negative Ergebnisse zu
vermeiden (108).

Als nichtinvasive Alternative zum Urease-Atemtest scheint sich vor allem bei Kindern in
den letzten Jahren der Nachweis von H. pylori-Antigen im Stuhl durch ELISA zu erweisen (108;
193).

Durch die Besiedlung mit dem pathogenen Keim erfolgt eine lokale und systemische
Immunantwort. Ein indirekter Nachweis der Infektion kann deshalb iiber eine serologische
Testung erfolgen; die etablierten Nachweismethoden, meist mittels ELISA (,,enzyme-linked
immunosorbent assay) zeigen hierbei neben einer nur zufriedenstellenden Sensitivitdt (bis zu

80%), auch oft eine niedrige Spezifitit (70 bis 80%). Es erfolgt der Nachweis von menschlichen
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Antikorpern gegen bakterielle Proteine wie UreB, CagA, VacA oder heat shock Proteine (HSP)
(186). Serologische Titer variieren je nach Alter und Population. Die serologische Testung stellt
eine gute Methode der Primdrdiagnostik dar, kann aber zur Kontrolle des Eradikationserfolges
nicht herangezogen werden, nach dem die Antikorper-Titer nur sehr langsam abfallen (33).

Die molekularen Nachweismethoden wurden mit der Zielsetzung eingefiihrt eine rasche
Diagnostik zu etablieren, die gleichzeitig eine genetische Typisierung der klinischen Isolate
ermdoglicht (,,genetic fingerprinting®) (198; 199); auch epidemiologische Untersuchungen konnen
durchgefiihrt werden. Die Polymerasekettenreaktion erlaubt dabei im Vergleich zu den anderen
Diagnoseoptionen eine hoch spezifische und sensitive Sicherung der Infektion, auch aus dlterem
Biopsiematerial. Der Keim muf3 hierbei nicht mehr vital sein und es kann gleichzeitig ein
Nachweis von sehr geringem genetischen Material erfolgen. Prinzipiell existieren mehrere
Protokolle zur Identifizierung verschiedener H. pylori Gene, sinnvoll erscheint zur
Basisdiagnostik aber vor allem der Nachweis von Genen, welche in allen Stammen vorhanden
sind, zum Beispiel der Gene, welche fiir die Urease kodieren (5; 31; 32). Anhand quantitativer
PCR-Methoden kann die Keimzahl abgeschétzt werden. Der Nachweis von Keimmaterial kann
dabei aus bioptisch gewonnenem Material, Magensaft, Speichel (99; 107; 193; 198; 199) und
relativ unsicher aus Faeces erfolgen.

Allgemein ist die angewendete Diagnostik also meist von einer durchgefiihrten
endoskopischen Untersuchung des Patienten abhédngig. Dabei konnen parallel angewendete

Methoden einen sehr sicheren H. pylori Nachweis erbringen.

1.2.3. H. pylori assoziierte Pathologie: histologische Verinderungen der Magenschleimhaut
und induzierte Inmunantwort
Neben der durch H. pylori induzierten Gastritis (B-Gastritis) erfolgt auBerdem die
klinische und pathologische Einteilung in Autoimmungastritis (A-Gastritis) durch Antikorper

gegen Parietalzellen und die chemisch induzierte Gastritis (C-Gastritis) (173). Die A-Gastritis
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wird auch als Gastritis im Rahmen der pernizidsen Andmie beschrieben, hier existieren
Antikorper gegen Parietalzellen und es erfolgt allgemein kein Nachweis von H. pylori (52).
Gleichzeitig besteht ein deutlich erhohtes Risiko fiir die Krebsentstehung (80; 92), die betroffenen
Patienten miissen regelmifig endoskopiert und gleichzeitig biopsiert werden (20).

Die H. pylori induzierte B-Gastritis kann topographisch in drei Phenotypen unterteilt
werden (172; 173):

1. Die nichtatrophische, hdufig pangastrische Gastritis mit geringgradiger Entziindungsreaktion,
welche sich bei den meisten Patienten findet und in einem Grofteil der Félle asymptomatisch
persistiert oder spontan abheilen kann.

2. Die antrumbetonte, nichtatrophische Gastritis mit wenigen histologischen Verdnderungen im
Korpus, welche durch die konsekutive Hypergastrinimie zu einer Hyperaziditét fiihren kann und
mit duodenalen Ulzerationen assoziiert ist (122). Das von den Bakterien ausgeschiittete
Ammoniak spielt hierbei eine entscheidende Rolle fiir die Stimulation der G-Zellen im Antrum
(24).

3. Die multifokale atrophische Pangastritis mit reduzierter Sduresekretion und Gefahr der
Entstehung von intestinaler Metaplasie, Ulzera ventriculi und bei zunehmender Hypoaziditit auch
von Magenkarzinomen. Dies ist nur bei einer kleinen Minderheit der Patienten der Fall, welche
aber ein erhohtes relatives Risiko flir die Entstehung prikanzerdser Verdnderungen tragen.
Offensichtlich ist hierbei eine Infektion in der frithen Kindheit ausschlaggebend (36).

Bei erstmaliger Besiedlung der Magenschleimhaut mit H. pylori kommt es bei den meisten
Patienten wie bereits erldutert zur aktiven Gastritis, die unterschiedlich lokalisiert sein kann;
hiufig wird aber primir das Antrum besiedelt, die Ausbreitung in den Korpus kann bei ldnger
anhaltender Infektion geschehen. Dabei fiihrt die inflammatorische Antwort der
Magenschleimhaut {iber Zytokinmediatoren zur Infiltration des Epithels mit neutrophilen
Granulozyten. Primédr wird durch Zellen der Magenmukosa als Antwort auf den Kontakt zu

pathogenen Keimen I1-8 als chemotaktischer Faktor sezerniert (43; 57; 123; 126), der wiederum
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eine weitere inflammatorische Kaskade mit Ausschiittung von Il-1B, 1I-6 und TNF-o. durch
aktivierte Granulozyten auslost (9; 19; 57; 163). Dabei 16sen Bakterienstimme, welche CagA,
VacAs] oder BabA exprimieren eine verstiarkte Immunantwort aus (43; 57; 146; 163).

Aktivierte neutrophile Granulozyten produzieren dariiber hinaus grole Mengen an zelltoxischen
Sauerstoffradikalen, welche einen weiteren H. pylori assoziierten Zellschaden verursachen
konnen; die Karzinomentstehung konnte durch die damit verbundenen Schiden auf DNA-Ebene
getriggert werden (121; 129; 143; 167)

Die chronische Gastritis wird charakterisiert durch das Auftreten von Zellen der
unspezfischen Immunabwehr wie Granulozyten und Makrophagen. Gleichzeitig finden sich aber
auch Zellen des adaptiven-spezifischen Immunsystems wie B-Lymphozyten, sowie H. pylori-
spezifische T-Lymphozyten (45); IFN-y und TNF-a werden dabei durch Thl-Zellen freigesetzt
und unterhalten dabei die Entziindungsreaktion (168). Die Dichte der Besiedlung mit H. pylori
korreliert dabei mit dem AusmalBl der Gastritis und der Pathologe erkennt meist typische
Lymphfollikel in der Schleimhaut. Beim Kind sind diese besonders ausgeprigt, was die
vorwiegend lymphozytire Komponente der Entziindungsreaktion auf diese Infektion in diesem
Alter unterstreicht. In gesunder Magenschleimhaut lassen sich keine Lymphfollikel nachweisen,
sie sind also pathognomonisch fiir eine H. pylori Infektion. Nach Jahrzehnten der Infektion kann
es in einem kleinen Teil der Infizierten zur Atrophie der Driisenkorper und nachfolgendem Ersatz
durch metaplastische Zellen kommen (86; 171; 188).

Die mit der chronischen Infektion durch H. pylori einhergehenden schweren
histologischen Verdnderungen des Magens wie hochgradige Gastritis, intestinale Metaplasie und
Atrophie der Magendriisen konnen den Weg zur Entstehung des Adenokarzinoms des Magens
bahnen (205). Dennoch ist der genaue Weg des Models der Karzinomentstehung iiber die
chronische Gastritis, atrophische und metaplastische Lésionen bis hin zu prikanzerdsen Lisionen

wie Dysplasien und intraeptiheliale Neoplasien noch sehr unklar (34).
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Fir das klinische Verlaufsbild der H. pylori Infektion sind neben den bakteriellen
Pathogenititsfaktoren vor allem individuelle Wirtsfaktoren des betroffenen Patienten
ausschlaggebend. Fiir die Entstehung von Magen- und Duodenalulzeration scheint die Blutgruppe
0 ein erhohtes Risiko darzustellen, weiterhin aber auch Geschlecht des Patienten, Erndhrung und
Rauchen. Auch das Vorhandensein von intestinaler Metaplasie erscheint gehduft bei
Zusammentreffen dieser Faktoren und gleichzeitiger Infektion mit H. pylori (153). Ebenfalls
findet sich eine erhohte Rate an Infektionen mit H. pylori bei niedrigerem sozio-6konomischen
Status und niedriger Schulbildung (1; 23; 105; 106; 194). Unabhingig ist die Privalenz der
Infektion von dem ABO-Blutgruppenstatus (185). EI-Omar et al. (53) konnten im Jahr 2000
dariiber hinaus nachweisen, dal3 das Vorhandensein von Mutationen im IL-1B3/IL-1 RA Gen zu
einer erhohten Sekretion dieser proinflammatorischen Zytokine fiihrt und dadurch eine Atrophie
der Schleimhaut begiinstigt. Diese Patienten haben daher ein deutlich erhohtes Risiko fiir die
Karzinomentstehung im Magen. Generell kann gesagt werden, dafl diese Polymorphismen zur
Hypochlorhydrie disponieren, welche die Karzinogenese begiinstigt (54). Dariiber hinaus gibt es
aber wahrscheinlich auch andere Polymorphismen, die eine Hyperaziditit begiinstigen und
dadurch die Entstehung von Magenulzera induzieren konnten.

Kiirzliche prospektive Untersuchungen haben nachgewiesen, daB3 nur in Helicobacter-
positiven Patienten mit hochgradiger korpus-dominanter Gastritis und teilweise auch mit Atrophie
und intestinaler Metaplasie ein deutlich erhdhtes Risiko fiir die Karzinomentstehung vorliegt; dies
gilt besonders fiir jiingere Patienten (77; 184); Ulzera ventriculi besitzen demnach in
Ubereinstimmung mit friiheren Studien ebenfalls eine erhohte Wahrscheinlichkeit zur Entartung
(75); kein erhdhtes Risiko besteht hingegen fiir Patienten mit duodenalen Ulzerationen. Insgesamt
unterstreichen diese Untersuchungen die besondere Bedeutung von H. pylori fiir die

Karzinogenese im menschlichen Magen.
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1.2.4. Genetik von H. pylori

H. pylori besitzt ein zirkuldres Genom bestehend aus etwa 1,6 Mio. Basenpaaren (bp). Die
gesamte Sequenz zweier Stimme wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt kloniert (4; 178). Diese
Stimme besitzen zwischen 1495 (Stamm J99) und 1590 (Stamm 26695) open reading frames
(ORF); deren durchschnittliche GroBe betrdgt 945 bp. Die meisten dieser ORF kodieren
strukturelle Proteine oder Proteine, die an Zellwachstum und —teilung beteiligt sind (48).
Insgesamt sind von etwa 1600 Gene 1200 in allen bisher bekannten Stdmmen identisch, etwa 400
Gene werden differentiell exprimiert (74). Zahlreiche Proteininteraktionen wurden durch yeast-
two Hybrid Systeme beschrieben (147). 91% des Genomes entspricht kodierenden Regionen, der
durchschnittliche G+C Gehalt liegt bei 39%. Insgesamt existieren fiinf Regionen, welche einen
auffallend abweichenden G+C Anteil aufweisen: Zwei dieser Regionen beinhalten mehrere
Kopien der Insertionssequenz IS605 und werden von einer 5S ribosomalen RNA-Sequenz
flankiert; sie sind an der Umstrukturierung von DNA beteiligt. Eine andere auffillige Region des
Genomes ist die Cag Pathogenitétsinsel (Cag Pathogenicity Island; cagPAl), dessen Bedeutung
fiir die Virulenzentstehung nachfolgend erldutert wird (12). Weiterhin wurden 36 Arten von tRNA
beschrieben, welche in sieben Clustern und 12 Einzelgenen organisiert sind. Insgesamt spricht die
genomische Zusammensetzung von H. pylori dafiir, daBl die generellen Mechanismen der
Replikation, Zellteilung und Sekretion &hnlich sind mit denen von E. coli und H. influenzae.
Die Féhigkeit des Keimes zur fortlaufenden Mikroevolution 146t sich ebenfalls an genetischen
Differenzen von Keimisolaten innerhalb einer einzigen H. pylori Kolonie ablesen (89).
Unterschiedliche Genotypen finden sich dementsprechend auch in verschiedenen menschlichen

Populationen (91).
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1.2.5. Pathogenititsfaktoren

1.2.5.1. Das Zytotoxin-assoziierte Antigen (CagA), die Cag Pathogenitiitsinsel (cagPAI) und
die Typ IV Sekretion

Das Zytotoxin-assoziierte Antigen (CagA) ist einer der ersten charakterisierten
Virulenzfaktoren von H. pylori; es 16st eine starke Immunantwort des Wirtes aus, so dal3 ein
direkter serologischer Antikorpernachweis erfolgen kann. Urspriinglich war eine strenge
Koexpression mit dem Vakuolisierenden Zytotoxin VacA beschrieben worden (37; 181), was zur
damaligen Namensgebung flihrte. Jedoch befinden sich die beiden Gene in einem Abstand von
300 kb und die VacA Expression ist unabhdngig von der Anwesenheit des cagd Gens. CagA
negative Mutanten sind in der Lage VacA Protein zu synthetisieren (44; 182; 206). Wéhrend
lange Zeit die Funktion von cagd in Bezug auf die Virulenzentstehung sehr unklar war, so
erscheint es heute als Markergen fiir einen ganzen Komplex an Virulenzfaktoren, gleichzeitig aber
auch als eigenstindiges zellschidigendes Protein. Der Nachweis von cagA dient als Marker flir
das Vorhandensein einer bakteriellen Pathogenitétsinsel mit einer Lédnge von 40 kb, dem cagPAI.
Pathogenititsinseln sind generell groBere DNA-Elemente mit einer Liange von 10 bis 200 kb,
welche von ehemals nicht pathogenen Keimen iiber horizontalen DNA-Transfer durch
Phagen/Plasmide von anderen Spezies erworben werden, so entstehen durch Integration in das
Chromosom neue, virulente Stimme. Ahnliche Mechanismen sind fir E. coli, Salmonellen,
Yersinien und Shigellen beschrieben worden (73). Oft kodieren diese Pathogenitétsinseln fiir
mehrere Virulenzdeterminanten, sind genetisch instabil, flankiert von mehreren direct repeats und
haben einen unterschiedlichen G+C Gehalt im Vergleich zum restlichen Chromosom (dies als
Zeichen ihrer fremden Herkunft). Diese ,,PAIs“ scheinen somit dem Bakterium einen
Selektionsvorteil gegeniiber seinen Vorfahren zu verschaffen, die Kolonisierung neuer

okologischer Nischen wird moglich (38).
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Die Pathogenitdtsinsel von H. pylori (charakterisiert durch den Nachweis von cagAd) wurde
erstmals 1996 beschrieben (27; 149), ihre Nukleotidsequenz besteht aus 40 kb. Wie zu erwarten
ist der G+C Gehalt im Vergleich zum restlichen Chromosom veréndert (35% vs. 39%). Abhédngig
von der Anwesenheit von cag4 und dem cagPAl erfolgte die Unterteilung der H. pylori Stimme
in zwei Gruppen: Typ I Stdmme mit dem Nachweis von cagPAl und Typ II Stamme ohne dessen
Nachweis (206). Die Pathogenitétsinsel wurde urspriinglich als komplette Einheit erworben und
zeigt groBBe genetische Divergenz zwischen den verschiedenen Stammen, bei einigen besteht sie
aus zwei Untereinheiten, der cagl und cagll Domine, welche zum Teil {iber eine eingefiigte
Sequenz (IS605) verbunden sind und flankiert werden. Einige Stimme zeigen auch Deletionen
der Untereinheiten (27). Diese Instabilitdt durch Inversion/Deletion kann eine wichtige
Determinante der Virulenz darstellen.

Das cagPAIl beinhaltet 31 verschiedene Gene, deren Proteine eng mit der inneren
Bakterienmembran verkniipft sind und fiir den Aufbau einer Typ IV Sekretionsmaschine
verantwortlich zu sein scheinen. Diese Sekretionsmaschinen sind stark spezialisierte
Proteinstrukturen zur Sekretion bakterieller Virulenzfaktoren an die Oberfliche des Keimes oder
sogar in die Wirtszelle (149; 169). Ahnliche Sekretionsmaschinen sind bei Bordetella pertussis, E.
coli und Legionella pneumophila bekannt (94). Sie integrieren Kandle in der Zellmembran,
welche dann als Durchtrittsstellen fiir Molekiile durch die Membran dienen oder Pili, die den
Kontakt zur Wirtszelle modifizieren kdnnen. Das bis jetzt einzige bekannte Substrat der Typ IV
Sekretionsmaschine stellt wiederum CagA dar (130; 159; 169).

Das cagA Gen befindet sich am 3’-Ende des PAI, seine Molekulargréfe variiert je nach Stamm
zwischen 128 und 142 kDa. Im Tiermodell, aber auch in klinischen Studien zeigt sich, da3 70 bis
80% der Isolate CagA exprimieren, diese Stimme scheinen eine erhohte Virulenz zu besitzen und
gehen hdufiger mit schweren histologischen Verdnderungen einher.

So zeigt sich in verschiedenen klinischen Studien die stark signifikante Korrelation des cagA

Status mit dem Auftreten von schwergradiger akuter und chronischer Gastritis, Ulzera duodeni
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(28; 151), intestinaler Metaplasie, Atrophie der Magenschleimhaut (96), MALT-Lymphomen des
Magens (51) und auch der Entwicklung von Adenokarzinomen des Magens (13).

Nach der Bindung von H. pylori an das Oberfliachenepithel erfolgt die Sekretion von CagA
durch den Typ IV Mechanismus in die Epithelzelle, dort werden Tyrosinreste des Proteines durch
Kinasen der Wirtszelle phosphoryliert. Der Nachweis dieses Vorganges erfolgt experimentell an
AGS Zellen (130; 160) und flihrt im weiteren Verlauf der Infektion zur Reorganisation des
Zytoskelettes der Wirtszelle und Bildung von Epithelfiisschen am Rande des Epithels,
Vorwolbungen der Zelloberfliche (169) und Actinpolymerisation. Diese Strukturen sind die
Konsequenz eines Rearrangements von Actin und anderen Proteinen des Zytoskelettes, sie
scheinen zur Bindung des Keimes an die Wirtszelle mit beizutragen. Die Tyrosin-
Phosphorylierung des CagA Proteines dient also als Mechanismus der Signaltransduktion.
Unabhdngig von dem Protein CagA verlduft die Induktion des Transkriptionsfaktors NF-xB mit
nachfolgender Sekretion des proinflammatorischen Zytokines I1-8 als chemotaktischer Faktor fiir
neutrophile Granulozyten (159;162), hier spielt wohl ein anderes PAl-assoziiertes Protein, das

CagE (auch PicB genannt) Molekiil, eine wichtige Rolle (27; 100; 183).

1.2.5.2. Das Vakuolisierende Zytotoxin VacA

Die erste Beschreibung dieses Pathogenitdtsfaktors erfolgte 1988 durch Leunk (97) mit der
Feststellung, daB der Uberstand von H. pylori Isolaten die Bildung von groBen zytoplasmatischen
Vakuolen in eukaryoten Zellen induziert. VacA wirkt dabei als Hauptdeterminante der H. pylori
assoziierten Erkrankungen des Magens: In HeLa Zellen (einer menschlichen Zellinie) bilden sich
diese Vakuolen in unmittelbarer Ndhe des Zellkerns, wachsen an, bis sie nahezu das gesamte
Zytosol anfiillen und dann zum Zelltod durch Nekrose fiihren kdnnen (63). Daneben hat die
Induktion von Vakuolenbildung durch das Vakuolisierende Zytotoxin mehrere Auswirkungen auf
die Physiologie der Zelle: Neben der Abnahme der proteolytischen Aktivitdt (Abbau von

korperfremden Antigenen innerhalb des endozytotischen Pathways) erfolgt auch eine Hemmung

19



1. Einleitung

des Proteintransportes in den Endosomen. Das VacA Toxin wird transkribiert als 140 kDa Protein
und iiber die aminoterminale Signalsequenz durch einen Proteintransportmechanismus an der
inneren Zellmembran erkannt; diese Signalsequenz wird daraufthin durch periplasmatische
Proteasen entfernt, woraufthin die carboxyterminale Sequenz (35 kDa, outer membran domaine)
die Translokation des sezernierten Anteiles des Toxins (95 kDa) durch die duBlere Zellmembran
zur Zelloberfliche vermittelt. Es gibt eine stark stammabhingige Variabilitdt des VacA Proteines
(6; 39): Die Signalsequenzen werden in vier verschiedene Allele unterteilt, sla, slb, slc und s2
(191). Im Bereich des hinteren Anteiles des Genomes, welche als m-Region bezeichnet wird,
existieren ebenfalls unterschiedliche Sequenzen, m1 und m2 (6). Stimme mit s1/ml sezernieren
generell groBe Mengen von VacA und sind hochtoxisch im Vakuolisierungsversuch mit HeLa-
Zellen. Die meisten Stimme, welche s2 exprimieren, sezernieren kein Toxin. Stimme, welche
sl/m2 Toxin exprimieren, produzieren eine signifikante Menge an Toxin, welches aber HeLa-
Zellen nicht vakuolisiert. M1 und m2 Stdmme unterscheiden sich nicht in ihrer Toxizitdt. Stimme
mit einer s2 Signalsequenz sind relativ selten und ihre biologische Signifikanz ist unklar. Im
Gegensatz dazu werden m2 Allele hdufig gefunden und reflektieren den funktionellen
Polymorphismus.

Eine weitere Subklassifizierung des Virulenzfaktors vacA ergab sich aus den
Untersuchungen der geographischen Verteilung der H. pylori Stimme. So wurde unter asiatischen
Isolaten ein neuer m2-Subtyp gefunden, der m2b genannt wird zur Unterscheidung von dem
urspriinglichen m2 Subtyp (welcher jetzt m2a genannt wird) (191).

Auffallend ist dariiber hinaus die weitere geographische Verteilung der VacA Untergruppen: Im
Westen sind 80% der Stimme s1/m1, 20% s1/m2, in China ist die Relation umgekehrt. Asiatische
Patienten sind haufig mit slc Stimmen infiziert (190).

Basierend auf der starken Divergenz der H. pylori Stimme wird vermutet, dafl der

Mosaikstruktur der vac4 Gene ebenfalls ein horizontaler DNA-Transfer {iber andere Spezies

zugrunde liegt. In Zusammenhang mit der Bindung von H. pylori an die Zelloberfliche erhoht
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VacA die Permeabilitét der polarisierten Epithelmembran und es kann zur Erndhrung des Keimes
iiber die Magenmukosa fiihren. Fiir VacA sind keine Rezeptoren an der Zelloberfliche der

Mukosa bekannt, wie sie bei anderen bakteriellen Proteintoxinen existieren.

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Mosaikstruktur des Genomes von vacA mit
konstanten und diversen Regionen: Vier verschiedene mogliche Signalsequenzen (sla, slb, slc
und s2), drei mogliche Sequenzen in der mittleren Region (ml, m2a und m2b). Fiir diese Allele
bestehen die dargestellten unterschiedlichen Kombinationsmoglichkeiten (40; 190). Das

komplette Genom von vacA besteht aus ca. 3000 bp.

N- terminale C- terminale
Domiine Domiine
vy v v
Maogliche Signalsequenzen Allele der mittleren Region

(Allele der vorderen Region)

sla ml
slb m2a
sle m2b
s2

1.2.5.3. Adhirenzmechanismen
Der Magen des Menschen besitzt hochst wirksame Schutzmechanismen gegen eine
bakterielle Besiedlung; er bildet eine schwer zu besiedelnde okologische Nische mit seinem

extrem niedrigen pH, einer ausgeprigten Peristaltik, schiitzendem Epithel und einer stark
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spezialisierten Mukosa. Das Uberleben von H. pylori wird auch durch verschiedene
Adhirenzeigenschaften gesichert und es bedarf bei der Besiedlung einer optimalen Balance
zwischen der Fortbewegung durch Flagellen und dem Anhaften durch Adhirenz. Die
Gewebeanheftung erfolgt dabei durch Erkennung von Rezeptoren an der Zelloberfliche des
Wirtes (Oberfldchenproteine, Glykolipide/-proteine), eine Interaktion, die auch als Wirt- oder
Gewebetropismus bezeichnet wird und hilft eine hohe Besiedlungsdichte des Keimes
sicherzustellen (16; 61). Eine optimale Anheftung kann dabei fir H. pylori normalerweise im
Antrum des Magens mit seinem relativ niedrigen pH erfolgen. Einmal mit Hilfe der Flagellen
durch die Schutzbarriere der Magenmukosa gelangt, interagiert der Keim mit
Kohlenhydratepitopen der Magenschleimhaut, welche sich im sialynisierten, fucosylierten oder
sulfatierten Zustand befinden; eine erstmalige Beschreibung dieser Bindung erfolgte bereits 1988
(58); dabei besitzt der Keim mindestens zehn verschiedene Bindungsmoglichkeiten fiir
Kohlenhydrate. Neben der Bindung an Oberflichenstrukturen des Magenepithels erfolgt auch eine
Interaktion von H. pylori mit Glukokonjugaten auf anderen Wirtszellen, so auch auf den
polymorphnukledren Zellen, welche durch diesen Kontakt eine Verdnderung in ihren
Oberflichenmolekiilen erfahren und aktiviert werden (150).

Die fucosylierten Blutgruppen-Antigene der Erythrozytenmembran finden sich ebenfalls
auf dem Oberflichenepithel des Gastrointestinaltrakts, wo sie dann als Histo-Blutgruppen-
Antigene bezeichnet werden. Das H-Antigen ist eine fucosylierte Kohlenhydratstruktur, welche
den Blutgruppen 0 Phenotyp definiert. Das Le® Antigen wird durch Hinzufiigen eines erneuten
Fukoserestes an das H-Antigen gebildet, es wird also difucosyliert (a-1, 3/4-difucosyliert) (21;
22). Das Le* Antigen ist dhnlich aufgebaut, allerdings nur einfach fucosyliert. Das Le® Antigen ist
das dominierende blutgruppenverwandte Antigen der Mukosa des Magens (155). Es vermittelt
wie unten erldutert iiber spezifische Rezeptoren an der duBeren Membran von H. pylori die
spezifische Bindung an Oberflichenmukosa (21). Der Bindung iiber das Lewis" Antigen folgt die

effektive Sekretion von Virulenzfaktoren.
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Blutgruppen-Antigen bindendes Adhésin (BabA)

Die bakterielle Adhdrenz von H. pylori an die Schleimhaut des Magens wird durch
fucosylierte Le® Histo-Blutgruppen-Antigene vermittelt. Die Bindung erfolgt mittels dem
bekannten ,,Schliissel-Schlof3-Prinzip® wie auch bei der Bindung von humoralen Antikdrpern an
bakterielle Antigene. Es erfolgt keine Bindung an andere menschliche Histo-Blutgruppen-
Antigene, wie Lewis®, H-2, Lewis™ oder Lewis’; der Rezeptor von H. pylori ist somit spezifisch
fiir die Lewis” und H-1 Blutgruppen-Antigene (21; 60; 88).

Die Entdeckung von BabA erfolgte aufgrund seiner hohen Spezifitdt und Affinitét fiir das
Lewis” Antigen mit der sogenannten ,,Re-Tagging® Methode. Dabei wird das Protein oder der
Rezeptor radioaktiv markiert und nach erfolgreicher Bindung an einen Komplex nachgewiesen
(21). Das BabA Adhisin befindet sich auf der gesamten dueren Zellmembran mit Ausnahme der
Flagellen, es gehort deshalb der groBen Familie der ,,outer membran proteins*“ (OMP) an (3).
Insgesamt existieren zwei babA Gene (babAl und babA2) und ein babB Gen, wobei nur babA?2
fiir das funktionelle Protein mit 78 kDa kodiert. Eine Inaktivierung des babAl Gens fiihrt somit
nicht zu einem Bindungsverlust an Lewis” Antigene. Die kodierende Region beider babA Gene ist
nahezu identisch mit Ausnahme der Einfiigung einer 10 bp langen Sequenz am 5° Ende des Gens
bei babA2 mit einem sogenannten ,repeat motif*, welches den Initiationskodon der Basenfolge
ATG zur Translation beinhaltet. Der Verlust dieses ,,repeat motifs* fithrt zu der Ausbildung des
nstummen® babAl Gens (nahezu kompletter ORF). BabB kodiert fiir ein 75,5 kDa Protein mit

identischer N-terminaler Sequenz.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der genetischen Signalsequenz von babA2 (welche das
funktionelle Adhisin BabA kodiert) im Vergleich zu der Aminosdurensequenz, welche durch das
nstumme* babAl Gen kodiert wird: Die Einfiigung des 10-bp ,,repeat motifs* fehlt bei babAl
(welches ansonsten identisch ist mit habA2) und flihrt zum Verlust des Start-Kodons ATG. Nicht

abgebildet ist die Sequenz von babB. Sequenzen gemall HP-Stamm 1243 (178).

Upstream Signalpeptid Proz. Protein

< > >

10 bp RM

babA2 (DNA-Sequenz) ]

TCCAAAAAGGAGAAAAAAATGAAAAAACACATCCTTTCATTAACTTTAGGCTCGCTTTTAGTTTCCACTTTGAGCGCTGAA
<

BabA2 (Aminosiiurencode)

MK K HIT L S L T L G S L L VS T L S A EDDGFYT

BabA1l (Aminosiurencode)

s K K E XK KX H—1 L S L T L G S L L V S T L S A EDDGFYT

Andere Adhisionsfaktoren von H. pylori

Neben der Adhision iiber die Interaktion von BabA2 und Lewis® Antigenen verfligt H.
pylori mnoch {iiber verschiedenste andere Bindungsmoglichkeiten an die menschliche
Magenmukosa. Ebenfalls auf der dufleren Zellmembran des gram-negativen Keimes lokalisiert
sind zwei Adhérenz-assoziierte Lipoproteine, AIpA und AlpB, sie besitzen wahrscheinlich
porenbildende Funktion und sind Teil eines ganzen Adhisionskomplexes (58; 131; 208).
Die Lipopolysaccaride der &uBeren Zellmembran sind wie bei den meisten gram-negativen
Bakterien auch bei H. pylori die hauptsdchlichen Oberflichen-Antigene und tragen ebenfalls zur

Persistenz der Infektion bei.
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1.2.6. Definition der ,,Typ 1 Stimme* und der ,,Triple positiven Stimme*

Wie bereits erldutert, entsteht das klinische Erscheinungsbild der Infektion mit H. pylori
unter starkem Einflul der bakteriellen Virulenzfaktoren. Nachdem primir das Vakuolisierende
Zytotoxin VacA und das Zytotoxin assoziierte Antigen CagA verantwortlich flir die
Virulenzverstarkung erschienen, wurde an klinischen Kollektiven und Isolaten von H. pylori
untersucht, welche Verdnderungen der Magenschleimhaut bei gleichzeitigem Nachweis beider
Faktoren entstehen. Dabei ergab sich eine starke Korrelation dieser sogenannten ,,Typ 1 Stimme*
mit dem Grad der Aktivitdt der Gastritis, dem Auftreten von Ulkuserkrankungen, intestinaler
Metaplasie und Atrophie der Magenschleimhaut, sowie dem Adenokarzinom des Magens (18; 69;
96; 189; 192; 197). Allerdings ist die Priavalenz der ,,Typ 1 Stimme* mit 60 bis 90% in der
westlichen Bevolkerung sehr hoch, was sich anhand der vorliegenden Arbeit ebenfalls
nachvollziehen 14Bt. Auch schlie8t diese Klassifikation den Adhdrenzfaktor BabA nicht mit ein.

Dagegen wird die Bezeichnung ,,Triple positive Stimme* verwendet bei gleichzeitigem
genetischen Nachweis von babA2, vacAsl und cagA. Schon in fritheren Studien konnte an
klinischen Isolaten eine Korrelation dieser hochpathogenen Stimme mit dem Aufireten von
Ulkuserkrankung und Adenokarzinomen des Magens gezeigt werden. Die iiber das Lewis”
Antigen vermittelte enge Bindung des Keimes an das Magenepithel kdnnte dann ein wichtiger
Faktor zur Pathogenitdtsinduktion werden, wenn die zusétzlichen Faktoren vacAs/ und cagA auch
gleichzeitig anwesend sind (69); nachdem babA2 bei schweren histologischen Verdnderungen des
Magens haufiger nachgewiesen wird als bei geringgradigen, konnte die Klassifikation der ,,Triple
positiven Stamme* besser als die der ,,Typ 1 Stimme* friihzeitig Patienten anzeigen, welche ein

erhohtes Risiko haben prikanzerdse Lésionen zu entwickeln.
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2. Material und Methoden

2.1. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction; PCR) erlaubt in vitro die
enzymatische Amplifikation spezifischer DNA- und RNA-Sequenzen mit hoher Effizienz. Mit
dieser Methode kdnnen selbst kleinste Mengen von genetischem Erbgut nachgewiesen und auch
vervielfaltigt und somit einer wissenschaftlichen Analyse zuginglich gemacht werden.

Seit ihrer Einfiihrung 1985 (124) wurde die Methodik zunehmend verbessert, die Grundprinzipien
sind jedoch dieselben geblieben: Als Grundvoraussetzung bedarf es der Kenntnis von genetischen
Sequenzen, welche die zu amplifizierende Region flankieren. Dabei lagern sich zwei synthetische
Oligonukleotide (Primer) an einen zuvor durch grofe Hitze (95°C) denaturierten DNA-
Doppelstrang an. Sich wiederholende Zyklen mit Denaturierung, Bindung des Primers und
Extension fiithren dann zu der selektiven Anreicherung von spezifischen DNA-Sequenzen; nach
20- bis 60-facher Wiederholung dieses Drei-Stufen-Zykluses wird eine Amplifikation der
Sequenz bis um den Faktor 10'? erreicht.

Eine zusitzliche Vereinfachung und Automatisierung der Methode konnte durch die Einfiihrung
einer thermostabilen DNA-Polymerase erreicht werden; diese Tag-Polymerase wird aus der
thermophilen Bakterienspezies Thermus aquaticus gewonnen (154; 177). Das urspriinglich
verwendete Enzym von E. coli (das Klenow Fragment) muflte aufgrund seiner Thermolabilitét
noch nach jedem Denaturierungsschritt erneut zugesetzt werden.

Jedes Paar von Oligonukleotidprimern bedarf dabei seiner eigenen optimalen Bedingungen,
welche neben der Auswahl der spezifischen Annealing- oder Bindungstemperatur auch die der
Zykluszeitabstinde und -anzahl, des Enzymes, der Reaktionspuffer und der geeigneten
Magnesiumkonzentration (1,5-2,5 mM) beinhalten.

Hohere Annealing- und Extensionstemperaturen verhindern dabei die Bildung unerwiinschter

Sekundérstrukturen und unspezifischer DNA-Strukturen.
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Die Primer sollten dabei gewdhnlich 20 bis 30 Basen lang sein und es sollten Sequenzen
vermieden werden, die zur Bildung von Sekundirstrukturen fiihren konnten (11). Bei der
Primerwahl sollte des weiteren der Exon-/Intron-Aufbau der DNA beriicksichtigt werden, ein
Intron sollte dabei mindestens iiberspannt werden. Theoretisch kann eine derartige Amplifikation
exponentiell verlaufen, durch sinkende Konzentration der zugefiihrten Stoffe und Bildung von
Inhibitoren wird jedoch eine Plateauphase erreicht. Zur Synthese der spezifischen
Oligonukloetidprimer sind Sequenzinformationen iiber den zu amplifizierenden Genabschnitt
notwendig; mit der Kenntnis von mRNA-Sequenzen kann nach reverser Transkription auch
cDNA amplifiziert werden und somit Funktionsanalysen auf Ebene der Expression durchgefiihrt
werden. Die hohen Amplifikationsraten bedingen dabei, dafl kontaminierende Sequenzen ein
signifikantes Problem darstellen konnen, Mafinahmen zur Dekontamination sollen gesondert
dargestellt werden. Der Nachweis der amplifizierten PCR-Produkt erfolgt in der Regel mittels
Gelelektrophorese durch Nachweis einer Ethidium-Bromid-gefirbten Bande, auch eine
spezifische Identifikation der Banden mittels SouthernBlot ist moglich.

Generell findet die Polymerasekettenreaktion ihre klinische Anwendung in der
Immunologie zur Definition von HLA-Polymorphismen, Pathogen-Detektion (virale, bakterielle
und fungale Pathogene, vor allem solche mit langsamem und schwierigen Kulturwachstum),
Detektion von Lymphomen und Leukdmien, T-Zellrezeptor- und Immunglobulindiversitét; sie
findet auch Einsatz in der Diagnostik solider Tumoren (Detektion von Mikrometastasen,
genetische Verdnderungen innerhalb von Karzinomen), der Diagnostik genetisch-vererbter
Krankheiten und der forensischen Forschung (DNA-Fingerprinting). Auch bei der
Entschliisselung des menschlichen Genomes im Rahmen des Human Genome Projects spielt die
Polymerasekettenreaktion eine gewichtige Rolle.

Speziell bei der Diagnostik von H. pylori aus Magenbiopsien scheint die PCR den
herkdmmlichen Methoden (CLO Test, Kultur, histologische Untersuchung) an Spezifitit und

Sensitivitét iiberlegen zu sein (59).

27



2. Material und Methoden

Eine Vielzahl weiterer Autoren hat sich mit der Perfektionierung der PCR-Technik befaf3t

(55; 56; 101).

2.2. Patientenauswahl und Biopsiegewinnung

Alle Patienten, die an dieser Studie beteiligt waren, unterzogen sich einer routineméfigen
Spiegelung des oberen Magendarmtraktes aufgrund gastrointestinaler Beschwerden, es wurden
also keine Patienten aus reinen Studienzwecken untersucht oder biopsiert.

Die Endoskopien wurden von erfahrenen Untersuchern in den II. Medizinischen Abteilungen des
Klinikums rechts der Isar der TU Miinchen, sowie des angeschlossenen Lehrkrankenhauses, dem
Stadtischen Klinikum Bogenhausen, durchgefiihrt.

Die ausdriickliche Einwilligung zur Studienteilnahme mit speziellen histologischen und
molekularbiologischen Untersuchungen der zusitzlich entnommenen Biopsien wurde vor der
Untersuchung eingeholt, ein ausflihrliches Aufklarungsgesprdch mit den Patienten wurde
durchgefiihrt (entsprechend den ethischen Richtlinien der TU Miinchen).

Patienten, welche nichtsteroidale Antiphlogistika, Kortikoide, Sekretionshemmer oder Antibiotika
einnahmen, wie auch Patienten mit Ulzera des Magens oder des Duodenums, Magenkarzinomen
und MALT-Lymphomen des Magens wurden nicht in die Studie aufgenommen.

Insgesamt wurden von jedem der insgesamt 451 untersuchten Patienten fiinf Biopsien aus
dem Antrum und fiinf aus dem Korpus des Magens untersucht. Es fand vorher eine
makroskopische Beurteilung der Magenschleimhaut durch den jeweiligen Untersucher statt, bei
Verdacht auf eine Besiedlung mit Helicobacter pylori wurde teilweise bereits wiahrend der
Untersuchung ein ,rapid urease* Test angelegt (Ergebnisse hier nicht gezeigt).

Unter den 451 untersuchten Patienten befanden sich 209 Frauen und 242 Minner, der
Altersdurchschnitt lag bei 62,2 Jahren mit einer Varianz von 23 bis 99 Jahren; 88% der
untersuchten Patienten waren deutscher Nationalitit, 12% stammten aus anderen europiischen

Staaten.
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Die Biopsien wurden gemdfl den Richtlinien der ,updated“ Sydney Klassifikation
entnommen (47;165;173). Die Entnahme von je fiinf Biopsien aus Magenantrum und —korpus
(wobei mindestens je eine Biopsie von der kleinen und von der grolen Kurvatur stammen sollte)
filhrt zu einer hohen Wahrscheinlichkeit den korrekten Status einer H. pylori Infektion und
gleichzeitig den Ausbildungsgrad der Gastritis und der assoziierten Erkrankungen der
Magenschleimhaut darzustellen.

Maximale Auspragungen von intestinaler Metaplasie und Atrophie der Mukosa finden sich dabei
sehr hiufig im Bereich der Incisura angularis, also in der Ubergangszone von Korpus- zu
Antrumschleimhaut (170), dort finden sich auch gehauft pramaligne Dysplasien (36; 152).

Neben der makroskopischen Beurteilung der Verdnderungen der Magenschleimhaut durch den
endoskopischen Untersucher, sollte auch eine kurze Kommunikation mit dem beurteilenden

Pathologen stattfinden, etwa anhand von Endoskopiebildern.

2.3. Verarbeitung und Lagerung der Magenbiopsien

Je drei von den Patienten entnommene Antrum- und Korpusbiopsien wurden sofort nach
der endoskopischen Entnahme mit autoklavierten Biopsiezangen in einem Tank mit fliissigem
Stickstoff gelagert und somit schockgefroren, was eine optimale Konservierung der Biopsien und
der DNA/RNA auch iiber einen ldngeren Zeitraum moglich macht.
Nach jeder endoskopischen Untersuchung wurden die Endoskope und Biopsiezangen in einer
Olympus Reinigungsmaschine bei 60 °C {iber 45 Minuten gesadubert.
Die gefrorenen Biopsien wurden in 2 ml Tubes (Eppendorf, D) mit einem autoklavierten Morser
in einer stickstoffgefiillten Porzellanwanne (um ein Auftauen zu verhindern) zerkleinert und
homogenisiert und dann bis zur Priparation von DNA oder RNA in fliissigem Stickstoff in einem

seperaten Raum gelagert.
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2.4.1. Histologische Beurteilung der Biopsien

Je zwei der erhalten Biopsien aus Antrum und Korpus wurden der histologischen
Beurteilung zugefiihrt. Um Differenzen in der Beurteilung zu minimieren, die durch
unterschiedliche Untersucher naturgemdll gegeben sind, wurden alle histologischen Préparate
abschlieBend durch eine Pathologin bewertet (Frau PD Dr. Becker, Institut fiir Pathologie und
Pathologische Anatomie, Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen). Der Pathologin wurden die
Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion auf ureaseb nicht mitgeteilt.

Zur besseren reproduzierbaren und klinisch anwendbaren Diagnostik der mit der
Besiedlung durch H. pylori verbundenen Krankheiten erfolgte die pathologische Evaluation der
Biopsien gemil der ,,updated” Sydney Klassifikation von 1996 (47; 173). Sie beinhaltet eine
Kombination von topographischen, morphologischen und édtiologischen Informationen und
klassifiziert diese Verdnderungen anhand endoskopischer und histologischer Kriterien.

Der H. pylori Status eines Patienten sollte dabei an mindestens je zwei Biopsien aus dem Antrum
und Korpus ermittelt werden; haufig 148t sich der Keim nach einer Eradikationstherapie noch im
Korpus nachweisen, wéihrend im Antrum keine Besiedlung mehr sichtbar ist. Zusitzliche
Biopsien sollten dabei aus jeder sichtbaren Lésion erfolgen (z. B. Erosion oder Ulkus).

Bei der Beurteilung durch den Pathologen erscheinen gemif3 dieser Klassifikation dariiber hinaus
folgende Kriterien grundlegend:

Fiir die klinische Fragestellung in Verbindung mit den histologischen Verdnderungen der
Magenschleimhaut ist der ,,direkte“ Nachweis von H. pylori oft die wichtigste Information, er
beeinfluBt das weitere klinische Vorgehen, gegebenenfalls schlieft sich unmittelbar an die
Beurteilung die Eradikationstherapie an. Verdnderungen der Dichte der Besiedlung korrelieren
mit der Ausprigung der Gastritis und konnen Einflul haben auf die Folgeerkrankungen (46).

Die durch die Infektion ausgeloste chronische Gastritis hat meist auch eine aktive
Komponente, die chronisch-aktive Gastritis beschreibt also die Anwesenheit von neutrophilen

Granulozyten bei Hintergrund einer chronischen Entziindung; Neutrophile finden sich dabei
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nahezu ubiquitdr in der gesamten Magenschleimhaut in der Lamina propria, im Epithel und auch
im Driisenlumen, wo sie Griibchenabszesse bilden. Die Aktivitdt der Gastritis (also das Ausmal}
der Infiltration mit Neutrophilen) korreliert mit dem Ausmall des Gewebeschadens und der Stirke
der H. pylori Infektion (64). Die Verdnderungen des aktiven Anteiles der Entziindungen stellen
einen sehr sensiblen Indikator fiir die Anwesenheit des Bakteriums dar. So sind bereits wenige
Tage nach Beginn der Eradikation oft keine aktiven Entziindungszellen mehr nachweisbar (173)

Die gesunde gastrische Mukosa enthdlt nur sehr wenige mononukledre Zellen, jeder
Anstieg spricht deshalb flir das Vorliegen einer chronischen Gastritis: Man findet dann zelluldre
Infiltrate mit CD4/CD8 positiven Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten,
Mastzellen und Eosinophilen. Diese mononukleédren Infiltrationen verschwinden im Vergleich zu
der aktiven Komponente der Entziindung nach Eradikation nur sehr langsam (200).

Die Atrophie der spezialisierten Magenschleimhaut wird definiert als Untergang von
Driisengewebe und Ausdiinnung der gastralen Mukosa. Dem Verlust der Driisen folgen
Ulzerationen, Erosionen und lang anhaltende entziindliche Prozesse mit Ausbildung einer Fibrose.
Die quantitative Diagnostik erfolgt anhand der Beurteilung von Driisenabschnitten pro
mikroskopischem Gesichtsfeld, welche die untere Antrummukosa iiberspannen. Der Ersatz von
Epithel durch die intestinale Metaplasie tragt oft zum Eindruck einer atrophischen Schleimhaut
bei, wobei es sich allerdings um zwei komplett unabhidngige Vorgénge handelt. Die Atrophie ist
durch den Untergang an funktionellen Zellen eng verbunden mit dem Verlust der
Magenséuresekretion, welcher ebenfalls ein erhohtes Risiko darstellt fiir die Entwicklung eines
Magenkarzinomes (34; 166).

Generell findet sich die intestinale Metaplasie gehduft bei langanhaltendem Vorliegen
einer chronischen Gastritis; sie wird beschrieben als der Nachweis von Becherzellen, wie man sie
normalerweise nur in der Schleimhaut des Diinndarmes findet; es handelt sich dabei um Zellen
mit Absorptionsfunktion, die einen hohen Mucingehalt haben. Dabei erfolgt eine Einteilung der

Metaplasie in drei verschiedene Typen:
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- Typ I (= komplett)

- Typ II (= inkomplett)

- Typ III (= kolischer/enterokolischer Typ)
Das Vorhandensein einer intestinalen Metaplasie pradisponiert fiir die Entstehung von malignen
Lisionen der Magenschleimhaut, das hochste Karzinomrisiko geht hierbei von dem Typ III (dem
sogenannten Sulfomucin-sezernierenden Typ) aus (141; 180).

Neben den Routinefiarbungen (z. B. HE) existieren Spezialfirbungen zum Nachweis von
H. pylori (Giemsa, Warthin-Starry, Immunfirbungen), der Nachweis von intestinaler Metaplasie

der Magenschleimhaut erfolgt hdufig mittels der PAS-Féarbung.

2.5.1. Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.5.1. Materialien und Bezugsquellen

Enzyme und Proteine

Deoxynucleotid-Mix Biometra, Gottingen
QIAamp Tissue Kit Qiagen, Hilden

Random Primer Boehringer, Mannheim
Reverse Transkriptase Superskript™ II Gibco BRL, USA

rTth DNA Polymerase Perkin Elmer, Vaterstetten
Taq PCR Master Mix Qiagen, Hilden

Trizol Reagenz Gibco BRL, USA

Sonstige Reagentien

Agarose Biozym, Hameln

B-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen
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Chloroform

DEPC

DMSO

EDTA-Na,

Ethanol
Ethidiumbromid-Na-Salz
Ficoll

Isopropylalkohol
Léngenstandard Bioladder™
PBS

Phenol

Tris (Trizma)

Sonstige Standardlaborchemikalien

Verwendete Geritschaften

Autoklave
Computer
DU 640 Spectrometer

Elektrophoreseapparatur

Heizbank
Heizschrank
Primus PCR Cycler
Sterilwerkbank
Thermo-Mixer
Tubes
Vakuumpumpe

Videodokumentationssystem
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Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Hybaid, Heidelberg
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt und Sigma, Deisenhofen

KSG, Olching
Hewlett-Packard, USA
Beckmann, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Liebisch, Bielefeld

Heraeus, Miinchen

MWG Biotech, Ebersberg
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Schultheiss, Miinchen

MWG Biotech, Ebersberg
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Vortexer
Zentrifuge 5403, 5415

Allgemeine Verbrauchsmaterialien

3MM Filterpapier
Eppendorf Tubes

Nap-5 columns
Nap-10 columns

Pipettenspitzen steril

Heidolph, Bielefeld

Eppendorf, Hamburg

Whatman, England

Eppendorf, Hamburg

Pharmacia/LKB, Freiburg

Pharmacia/LKB, Freiburg

Biozym, Oldendorf

2.5.2. Verwendete Puffer, Losungen und Medien

TE-Puffer

TAE-Puffer

TBE-Puffer

PBS

Ladepuffer (10x) fiir

DNA-/RNA-Elektrophorese

Ethidiumbromid-Stammlésung

10 mM Tris-HCL

10 mM EDTA

pH 8,0

40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA

pH 8,0

90 mM Tris-Borat

1 mM EDTA

pH 8,0

10 mM Na,HPO,

10 mM NaH,PO,

150 mM NacCl

0,04% Bromphenolblau
0,04% Xylencyanol
2,5% Ficoll in TAE-Puffer

10 mg/ml in ddH,O
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2.5.3. Sterilisation von Arbeitsmaterialien/Mafinahmen zur Dekontamination

Allgemein wurde strikt auf die Einhaltung steriler Arbeitstechniken geachtet, bei dem
Umgang mit bakteriellem Genom eine Grundvoraussetzung um Kontaminationen und falsch
positive oder negative FErgebnisse zu vermeiden. Noch dazu handelt es sich bei der
Polymerasekettenreaktion um eine hochst sensible Methode, gleichzeitig sind aber auch bei der
vorherigen Praparation von DNA und RNA saubere Arbeitstechniken unabdingbar.

Glasgerite wurden dabei liber 12 Stunden bei trockener Hitze von 180 °C sterilisiert;
Fliissigkeiten (Wasser und Pufferlosungen), sowie Labormaterial aus Polypropylen
(Zentrifugenbecher, Eppendorfgefisse, Reaktionstubes und Pipettenspitzen) und Biopsiemorser/-
schalen wurden bei 121 °C und 2 bar tliber zwei Stunden autoklaviert. Zur Pipettierung der PCR-
Ansitze und —Produkte wurden ausschlieBlich Einmalpipettenspitzen mit Filter (aerosoldicht)
verwendet.

Oberflachen, Arbeitspldtze wie die PCR-Bank und Gerdte wurden nach Benutzung mit 10
% Natriumhydrochloridlosung gesdubert, um Nukleinsduren, Fremd-DNA und PCR-Produkte zu
zerstoren.

Es wurde eine strikte rdumliche Trennung von Biopsienaufbereitung, RNA-/DNA-Isolation, PCR-
Durchfiihrung und PCR-Auswertung mit Gelelektrophorese eingehalten, um eine Kontamination
mit Produkten vorheriger Polymerasekettenreaktionen (sogenannter ,,product carryover; (56)),
exogener DNA und anderem zelluldrem Material zu vermeiden.

Alle in der Methodik verwendeten Substanzen wurden vor Durchfiihrung der PCR getestet,
aliquotiert um ,,Crosskontamination zu vermeiden und in seperaten Tietkiihlschrinken
aufbewahrt (Seperation von H. pylori DNA/RNA und PCR-Reagentien). Alle Arbeitsginge
wurden mit Einmalhandschuhen ausgefiihrt.

Der Ansatz der Polymerasekettenreaktion wurde unter sterilen Zellkulturbdnken mit vertikalem

Luftstrom pipettiert, danach wurden die Arbeitsbdnke mit UV-Licht bestrahlt um ungewiinschte
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PCR-Produkte zu eliminieren. Die Pipettenspitzen wurden nach jedem Pipettierschritt gewechselt,
Nukleinsduren nur mit aerosoldichten Spitzen pipettiert.
Es wurden bei jeder PCR Negativkontrollen ohne DNA mit angefertigt um Kontaminationen

frithzeitig zu erkennen.

2.5.4. Priparation der DNA und RNA

Fiir die Analysen auf DNA- und RNA-Ebene wurden von jedem Patienten je drei Antrum-

und Korpusbiopsien entnommen, welche unmittelbar nach der endoskopischen Entnahme zur
Konservierung der DNA/RNA in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden.
Die Biopsien wurden in 2 ml Tubes (Eppendorf) mit einem Morser zerkleinert und homogenisiert
und bis zur Priparation der DNA in fliissigem Stickstoff gelagert. Zur weiteren Isolation von
RNA wurden die zermdrserten Biopsien in Trizol-Reagenz homogenisiert und nachfolgend bei -
70°C autbewahrt.

Fiir die Isolation der DNA aus den Magenschleimhautbiopsien wurde das Gewebe mit
Proteinase K verdaut und somit lysiert. Die weitere DNA Isolation erfolgte mit dem ,,QIlAamp
Tissue Kit* (Qiagen) gemill den Angaben des Herstellers:

Nach Zugabe von Proteinase K erfolgte der Verdau der homogenisierten und gevortexten Proben
iiber drei Stunden bei 55°C. AnschlieBend wurde das Lysat nach Zugabe von ATL Puffer und 96
bis 100% Ethanol mehrfach iiber eine Membran gewaschen und zentrifugiert; die herausgefilterte
DNA wurde in sterilen Tubes in 200 pl destilliertem Wasser bei —20°C aufbewahrt und war somit
der mehrfachen PCR-Analyse zugédnglich. Somit wurde eine standardisierte und relativ ziigig
durchfiihrbare DNA-Préparation erreicht, welche lichtphotometrisch gemessen Konzentrationen
von durchschnittlich 100 pg/ul ergab. Zur internen Qualititskontrolle wurde neben der
lichtphotometrischen Vermessung der DNA auch eine PCR fiir S-Actin durchgefiihrt (Primer: /-

Actin sense: 5°-CTG TGC TAT CCC TGT ACG CCT CTG-3¢; antisense: 5‘-GCT TCT CCT
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TAA TGT CAC GCA CGA-3°) die bei den angefiihrten Mengen an extrahiertem genetischen
Material ein eindeutiges Signal fiir jede Probe erbrachte.

Die Durchfithrung der RNA-Isolation erfolgte mittels der beschriebenen Methode (29; 30)
von Chomczynski:
Um eine groflere Menge von Proben gleichzeitig zu verarbeiten und einen Abbau durch RNAsen
zu verhindern, wurden die gemdrserten Proben wie bereits erwédhnt in Trizol-Reagenz (GIBCO,
USA) aufgenommen, welches eine monophasische Losung darstellt aus Phenol und Guanidin-
Isozyanat. Die geloste Biopsie wurde flinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nach der
Zugabe von Chloroform zentrifugiert; es erfolgte eine Auftrennung der Mixtur in eine untere, rote
Phenol-Chloroform-Phase (organische Phase mit DNA und Proteinen) und eine obere, farblose
und wisserige Phase, welche die RNA beinhaltet. Die wiésserige Phase wurde abgenommen, die
RNA mit Isopropylalkohol prézipitiert und mit 75% Ethanol gewaschen; das verbleibende RNA-
Pellet wurde in 100 pl DEPC-Wasser aufgenommen und bei —20°C gelagert.
Auch hier wurde zur Qualitdtskontrolle der Arbeitsmethode die RNA elektrophoretisch
aufgetrennt mit Aufteilung in die 5s-, 18s- und 28s-Untereinheiten (Bilder nicht gezeigt); die
RNA-Proben wurden dabei in 1% Gel (bestehend aus 10xMOPS, DEPC Wasser, Agarosegel und
Formaldehyd) zwei bis drei Stunden aufgetrennt. Gleichzeitig wurde aber auch eine PCR mit /32-
Mikroglobulin durchgefiihrt, welches als sogenanntes ,,Housekeeping™ Gen in allen MHC-I
exprimierenden Zellen gefunden wird (als Primerpaare gemal (174): S2-Mikroglobulin sense: 5'-
CCT GAA TTG CTA TGT GTC TGG GTT TCA TCC A-37; antisense: 5-GGA GCA ACC TGC
TCA GAT ACA TCA AAC ATG G-3"). Es ergab sich bei einer Annealingtemperatur von 65°C

und 35 Zyklen das zu erwartende Fragment bei 441 bp.
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2.5.5. Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion

Die PCR Amplifikation der fiir die Pathogenitit bedeutenden Genregionen von H. pylori
erfolgte fir den ureaseb (als Positivkontrolle), cagA, babA2 Genotyp und die vacA Allele
vacAsl/s2.

Die Polymerasekettenreaktion wurde unter den vorbeschriebenen sterilen Bedingungen an
einer sterilen Zellkulturbank angesetzt, dabei wurde der Ansatz in 0,5 ml Eppendorf-Gefésse
pipettiert. Die Amplifikation der DNA wurde durchgefiihrt in einem Gesamtvolumen von 25 pl,
welches sich zusammensetzt aus 22 pl Taq PCR Master Mix (Qiagen), 1 ul der praparierten DNA
(entsprechend ca. 100 pg) und 1 pl pro Primer. Die MgCl, Konzentration wurde an jedes
Primerpaar je nach Qualitédt der Gelelektrophorese angepalit. Der Taq PCR Master Mix beinhaltet
neben den notwendigen Nukleinsduren (ANTPs: A, C, G und T) auch Puffer und die thermostabile
DNA Polymerase. Das PCR Cycling wurde wie folgt in einem Primus PCR Cycler (MWG
Biotech, Ebersberg) bei einer Zyklenzahl von 25 bis 30 durchgefiihrt: Initiale Phase der
Denaturierung iiber 5 Minuten bei 94°C; anschlieBend 94°C iiber 30 Sekunden; Annealing bei
Temperaturen zwischen 55 und 62°C iiber 30 Sekunden (je nach Primerpaar); 72°C fiir 30

Sekunden; anschlieend erfolgte eine finale Extension bei 72°C {iber 10 Minuten.

Denaturierung: 94°C, 30 Sekunden
Annealing: 55 bis 62°C, 30 Sekunden
Synthese: 72°C, 30 Sekunden

Die PCR-Bedingungen (insbesondere die Zyklenzahl und Annealingtemperaturen) wurden dabei
individuell den verschiedenen Primerpaaren angepaB3t, bei mangelhafter Qualitdt der
gelelektrophoretischen Darstellung erfolgte ebenfalls eine Verdnderung.

Um den Nachweis der Virulenzfaktoren auch auf RNA-Ebene zu erbringen, wurde die
isolierte RNA mittels reverser Transkription in ¢cDNA iiberfiihrt (gemiB der standardisierten
Bedingungen); als Enzym wurde die rTth DNA Polymerase (Perkin Elmer Cetus, Vaterstetten)

eingesetzt. Die Amplifikation der cDNA erfolgte analog den obigen Bedingungen mit den
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gleichen Primerpaaren. Die Ergebnisse der PCR aus DNA und cDNA (nicht gezeigt) waren dabei

identisch.

2.5.5.1. Auswahl und Herstellung der Oligonukleotidprimer

Die babA2 Primer wurden aufgrund der publizierten Signalsequenz und wie
vorbeschrieben synthetisiert (69) (babA2 sense: 5'-AAT CCA AAA AGG AGA AAA AGT ATG
AAA-3’; antisense: 5'-TGT TAG TGA TTT CGG TGT AGG ACA-3’); die anderen wie folgt:
urease b sense: 5-TTC ACC CCA ACA AAT CCC TAC AG-3’; antisense: 5'-ACG GCC CAT
CGC TTG AGA GT-3'; cagA sense (69): 5'-GTA TGG GGG CAA TGG TGG TC-3’, antisense:
5’-GAT TCT TGG AGG CGT TGG TGT AT-3"; vacA Primer wurden synthetisiert wie zuvor
publiziert (6; 191).
Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech in Ebersberg synthetisiert, in lyophilisierter
Form geliefert und nach Erhalt auf eine Konzentration von 20 pM verdiinnt und anschlieend

getrennt von der isolierten DNA und RNA bei —20°C aufbewabhrt.

2.5.5.2. Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

Die gewonnenen PCR Produkte wurden auf 1 bis 2% Agarosegelen, gefirbt mit
Ethidiumbromid, analysiert. Dazu wurde 100 ml IXTBE Puffer mit einem bis zwei Gramm
Agarosegel vermischt und erhitzt, nach Zugabe von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid wurde das Gel
dann in eine Plastikform zur Trocknung gegossen.
Nach Verfestigung durch Abkiihlung wurden die Gele in die Elektrophoresekammer gelegt,
welche mit TAE-Puffer aufgefiillt wurde. Die PCR-Proben wurden in Ladepuffer aufgenommen
und in die Probentaschen des Gels pipettiert. Neben den Patientenproben erfolgte bei jeder
Gelelektrophorese auch die Auftrennung einer Positivkontrolle (Stamm S3), einer

Negativkontrolle (Wasser ohne Zusatz von DNA oder RNA) und des jeweiligen Standards.
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Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte iiber ein bis zwei Stunden bei
einer Feldstdrke von 6-7 V/cm.

Auf einem UV-Transilluminator 146t dann das beigesetzte Ethidiumbromid die Nukleinsduren im
UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm weilich aufleuchten, jeder dargestellte DNA-Bande
kann somit einer bestimmten Basenanzahl zugeordnet werden.

Abbildungen 3 bis 5 zeigen beispielhaft die Darstellung der PCR-Ergebnisse auf dem UV-
Transilluminator nach der Gelelektrophorese. Jede Gelbande 148t sich dabei einer Patientenbiopsie

zuordnen.

Abbildung 3: Darstellung der Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion (PCR) fiir den H.

pylori Virulenzfaktor ureB

+ 1 2 3 4 5 S

<— 685bp

Darstellung der PCR-Ergebnisse auf einem Ethidiumbromid-Gel fiir ureB; positive Signale fiir die
Positivkontrolle S3 (+) und die Proben 1 und 4 bei 685 bp. Der Nachweis von ureB diente als
Marker fiir die H. pylori Infektion, fiir die positiven Proben schlossen sich die weiteren Analysen

der anderen Virulenzfaktoren an. Standard (S) mit Markierungen im Abstand von 100 bp.
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Abbildung 4: Darstellung der Polymerasekettenreaktion (PCR) fiir den H. pylori

Virulenzfaktor babA2

<— 830bp

Darstellung der PCR-Ergebnisse flir babA2; die hellen Banden markieren das positive Signal bei
830 bp. Positivkontrolle Stamm S3 (+), ebenfalls positive Signale zeigen die Biopsien 2, 3 und

5. Standard (S) im Abstand von 100 bp, fette Markierung bei 500 bp.

Abbildung 5: Darstellung der Polymerasekettenreaktion (PCR) fiir die H. pylori
Virulenzfaktor vacAsl/vacAs2

+ 1 2 3 4 5 S

<4— 284bp
259 bp

Darstellung der PCR-Ergebnisse zur Differenzierung zwischen dem vacAsi/vacAs2 Status der
Biopsien; die Positivkontrolle (+) markiert das zu erwartende Allel fiir vacAs1 bei 259 bp (ebenso

die Proben 2, 3 und 5). Die Proben 1 und 4 sind vacAs2 positiv (Fragment bei 284 bp). Standard

(S).
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2.6. Auswertung der PCR-Ergebnisse

Die Einstufung der Patientenbiopsien als H. pylori positiv erfolgte bei deutlich positivem
Signal in der ureaseb PCR. Es erfolgte anschlieend die weitere molekulargenetische Analyse fiir
die erwihnten Virulenzfaktoren des Keimes. Somit konnte jedem Patienten ein H. pylori Stamm
mit den entsprechenden genetischen Merkmalen zugeordnet werden. Es wurden jeweils
gleichzeitig ca. 10 bis 20 Biopsien analysiert. Bei unklaren Ergebnissen in der elektrophoretischen
Auftrennung  (beispielsweise bei Doppelbanden, unklarem Positivsignal) wurde die
Polymerasekettenreaktion wiederholt, gegebenenfalls erfolgte eine Anpassung der Bedingungen
(Annealingtemperatur, Zyklenzahl, MgCl,-Konzentration). Biopsien mit anhaltend unklaren

Signalen wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

2.7. Klassifizierung der Patientenbiopsien anhand Pathologie und H. pylori Genotypen
Die gewonnenen Biopsien wurden zu Gruppen zusammengefallt, die sich aus den

pathologisch festgestellten histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut ergeben. Neben

der Auftrennung in Antrum und Korpus erfolgte eine Gruppierung anlehnend an die ,,updated*

Sydney Klassifikation.

Gleichzeitig wurde fiir jede Biopsie anhand der PCR-Ergebnisse der Status des Virulenzfaktors

festgelegt als ,,positiv* oder ,,negativ®.

2.8.  Statistische Methoden

Um die Unterschiede der verschiedenen Isolate zu vergleichen wurden der Chi-Quadrat-
Test und logistische Regressionsanalysen herangezogen. P-Werte und die angewandten Tests sind
im Text und den Graphiklegenden angegeben. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant

bewertet.

42



3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Histologische Beurteilung der Antrum- und Korpusbiopsien

Es wurden von 451 Patienten, welche sich einer routineméfigen endoskopischen
Spiegelung des oberen Magen-Darm-Traktes unterzogen, nach den oben bereits erlduterten
Kriterien Biopsien aus dem Antrum und Korpus des Magens gewonnen. Insgesamt wiesen 151
der 451 Patienten eine mittels PCR diagnostizierte H. pylori Infektion auf (bei positivem
Nachweis des wureaseb Gens). Die Biopsien aus dem Antrum und Korpus wurden getrennt
ausgewertet, der H. pylori Status war dabei flir beide Biopsieorte immer identisch, d.h. bei
positivem Nachweis von ureaseb im Antrum war auch stets im Korpus ein positives Signal zu
finden. Bei 145 Patienten wurde histologisch eine Gastritis im Antrum und im Korpus
diagnostiziert; es lag mit Ausnahme von neun Patienten auch immer eine aktive Komponente vor,
das Vorliegen einer chronischen Gastritis in all diesen Fillen spricht (natiirlich neben dem
direkten Nachweis von H. pylori DNA) auch fiir eine Infektion durch den Keim. Sechs Patienten

zeigten trotz H. pylori Nachweis keine histologischen Anzeichen einer Gastritis.

Im Antrum ergab sich dabei folgende Verteilung der histologischen Diagnosen in bezug
auf das Stadium der aktiven Gastritis, entsprechend dem Ausmall der Infiltration des
Magenepithels mit polymorphkernigen Zellen (in absoluten Zahlen; GO° = nichtaktive Gastritis;
G1° = geringgradig aktive Gastritis; G2° = mittelgradig aktive Gastritis; G3° = hochgradig aktive
Gastritis): neun Patienten zeigten eine G0°, 27 Patienten mit G1°, 82 Patienten mit G2° und 27
Patienten hatten eine G3°. Die Verteilung im Korpus war folgendermaflen: 30 Patienten hatten
eine GO° ohne Aktivitdtszeichen, 54 Patienten hatten eine G1° entwickelt, 50 Patienten eine G2°
und elf Patienten litten unter einer G3°. Bei insgesamt neun Patienten war der Grad der Gastritis
im Korpus hoher als im Antrum, sie zeigten immer eine mittel-’hochgradige Aktivitdt mit

gleichzeitigem Vorliegen einer intestinalen Metaplasie oder Atrophie. Diese Patienten kdnnten
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ebenfalls gemiB3 der Erfahrung aus friitheren Studien ein erhdhtes Risiko fiir schwerwiegende
Verdanderungen der Magenschleimhaut mit sich tragen.

Alle Patienten mit einer intestinalen Metaplasie oder Atrophie hatten gleichzeitig eine
chronische Gastritis im Antrum oder Korpus, diese schweren histologischen Alterationen kdnnen
also nur bei langanhaltendem Infektionsgeschehen auftreten. Die Chronizitdt der Gastritis wurde
klassifiziert anhand des AusmafBles der lymphozytiren Infiltration der Magenschleimhaut und
wurde in die Stadien L1° bis L3° eingeteilt (L1° = geringgradig chronische Gastritis; L2° =
mittelgradig chronische Gastritis; L3° = hochgradig chronische Gastritis). Es ergab sich folgende
Verteilung im Antrum: 35 Patienten hatten eine L1°, 84 Patienten eine L2° und 26 Patienten eine
L3°. 42 Patienten hatten eine intestinale Metaplasie und/oder eine Driisenatrophie im Antrum. Die
meisten Patienten hatten dabei im Vergleich zum Antrum eine geringere lymphozytare Infiltration
im Korpus, eine hochgradig chronische Gastritis im Korpus war relativ selten (L1°: 101 Patienten;
L2°: 35 Patienten; L3°: neun Patienten); dies konnte den normalen Infektionsverlauf mit H. pylori
widerspiegeln. Es erfolgt primir eine Besiedlung des Antrums, wihrend der Magenkorpus nur bei
langanhaltender Infektion befallen ist. Bei vier Patienten war dennoch der Grad der chronischen
Gastritis im Korpus hoher einzustufen als im Antrum.

Im Korpus fand sich histologisch nur bei acht Patienten eine intestinale Metaplasie und/oder
Atrophie.

Von den 306 Patienten, welche in der ureaseb PCR ein negatives Ergebnis zeigten (also
als H. pylori negativ gewertet wurden), hatten 94 (31%) eine histologisch vollkommen
unauffillige Magenschleimhaut; der restliche Anteil zeigte meist eine gering-/mittelgradig
chronische Gastritis, in einem Grofteil der Félle ohne jegliche Aktivitdtszeichen.

Die Abbildungen 6A und 6B zeigen graphisch die Verteilung der histologischen Diagnosen bei

positivem Nachweis von H. pylori in den Biopsien mittels PCR (ureaseb Nachweis).
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Abbildung 6A: Darstellung der Verteilung der histologischen Diagnosen der untersuchten
Patienten: Ausmaf} der granulozytéiren Infiltration (entsprechend der Aktivitit der Gastritis) der
Magenschleimhaut im Vergleich von Antrum (hell schraffiert) und Korpus (dunkel). GO°
entspricht nichtaktive Gastritis, G1° geringgradig, G2° mittelgradig und G3° hochgradig aktiver

Gastritis (gemal der ,,updated” Sydney Klassifikation).
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Abbildung 6B: Darstellung der Verteilung der histologischen Diagnosen der untersuchten
Patienten: Ausmal} der lymphozytdren Infiltration (entsprechend der Chronizitit der Gastritis)
der Magenschleimhaut im Vergleich von Antrum (hell schraffiert) und Korpus (dunkel). L1°
entspricht geringgradig chronischer Gastritis, L3° hochgradig chronischer Gastritis. Auch
dargestellt sind die Anzahl der ebenfalls chronischen Verdnderungen der Magenschleimhaut:

Intestinale Metaplasie (IM) und Atrophie (AT) (gemiB der ,,updated Sydney Klassifikation).
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3.1.1. DNA-/RNA-Extraktion

Die Prédparation von DNA und auch RNA erfolgte gemil den zuvor beschriebenen
Methoden unter Einhaltung der sterilen Arbeitsbedingungen; dabei wurden je zehn bis 20
Biopsien nach der endoskopischen Gewinnung schnellst moglich verarbeitet um lange
Lagerungen zu vermeiden und eine rationelle Praparation zu ermdglichen.
Die DNA-Préiparationen wurden lichtphotometrisch in einem UV-Spektrometer vermessen, wobei
neben der Konzentration auch die Reinheit der Nukleinsduren bestimmt werden kann. Dabei
wurden die DNA-Proben in einer Quarz-Halbmikrokiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm bei
Wellenldngen von 260 und 280 nm analysiert. Die durchschnittliche Konzentration an
gewonnener DNA betrug ca. 100 pg/ul, so dafl in die sich anschlieBende PCR &hnliche Mengen
an Analyseproben eingesetzt werden konnten.
Nicht angefiihrt sind die Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion fir S-Actin und f-

Mikroglobulin, die als interne Qualitdtskontrolle dienen.

3.1.2. Nachweis der Infektion durch H. pylori mittels ureaseb PCR

Zur Diagnose der Infektion eines Patienten mit H. pylori diente der hochspezifische
Nachweis des ureaseb Gens mittels PCR. Wie schon in vorangegangenen Studien gezeigt wurde,
lassen sich anhand dieser Methode auch sehr kleine Mengen von genetischem Material des
Keimes nachweisen (199). Fiir die Gelelektrophorese ergibt sich ein positives Signal bei 685 bp
(siche Abbildung 3). 151 der 451 untersuchten Patienten zeigten hier eine positive Bande, die

gewonnene DNA wurde also auf weitere H. pylori Virulenzfaktoren untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1.3. H. pylori Genotypen und die histologischen Verinderungen der Magenschleimhaut

3.4.1. Korrelation des babA2, vacAsl und cagA Genotypes mit dem Ausmall der
granulozytiren und lymphozytiiren Infiltration im Antrum und Korpus

Primdr wird fiir jeden Genotyp der Virulenzfaktoren die Korrelation hergestellt zu der
Aktivitit und Chronizitdt der Gastritis (Tabelle 1 und Abbildungen 7 bis 9).
Ebenfalls werden die verschiedenen histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut
verglichen hinsichtlich der Typisierung der einzelnen Biopsien als cagd+/vacAsi+ (oder auch
»Lyp 1 Stimme*), cagd+/vacAsl+/babA2- (also ,Typ 1 Stimme®”, welche kein BabA

exprimieren) und cagA+/vacAsI+/babA2+ (oder auch ,, Triple positive Stimme*).
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3. Ergebnisse

Tabelle 1: Korrelation der verschiedenen bakteriellen Genotypen mit der Aktivitit und der
Chronizitit der Gastritis im Antrum und Korpus des Magens

Korrelation der drei verschiedenen bakteriellen Genotypen mit der Aktivitit (Ausmal3 der
granulozytdren Infiltration der Magenschleimhaut) und Chronizitdt (Ausmal3 der lymphozytiren
Infiltration) der Gastritis im Antrum und Korpus. Ermittelt durch den x* Test; p < 0,05 wird als

signifikant betrachtet. P-Werte > 1,0 entsprechen nicht signifikanten (n.s.).

Faktor Go° |G1° |G2° |G3° |p-Werte [L1° |L2° |L3° |p-Werte
G0°-G3° L1°-L3°

ANTRUM n=9 |n=27 |[n=82 |n=27 n=35 |n=85 |n=26

BabA2 11% [30% |35% [63% 0,01 17% [39% [62% |0,0018

VacAsl 56% [63% |70% |93% |0,038 46% |73% |100% |0,001

CagA 22% |56% |59% |89% 0,001 40% |61% |96% 0,001

CagA+/VacAsl+ [22% |52% |57% |89% |0,0037 31% |61% |96% {0,001

CagA+/VacAsl+ [11% |30% |26% |26% |n.s. 23% (25% |35% |n.s.
BabA2-
CagA+/VacAsl+ |11% |22% |32% |63% |0,002 9% 36% |62% 0,01
BabA2+

CORPUS n=30 |n=54 |n=50 |n=11 n=35 |n=85 |n=26

BabA2 23% |35% |44% |64% 0,05 17% [39% |44% 0,84
VacAsl 53% |72% |76% |100% |0,019 69% |73% |100% |0,12
CagA 47% |56% |70% |100% |0,01 40% |61% |96% |0,04

CagA+/VacAsl+ [43% |54% |70% |100% |0,0027 31% |61% |96% |0,02

CagA+/VacAsl+ |27% (22% |28% |36% |n.s. 23% |25% |35% |n.s.
BabA2-
CagA+/VacAsl+ | 17% |31% [42% |64% |0,019 9% 36% [62% |0,54

BabA2+
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3. Ergebnisse

3.1.3.1. Blutgruppen-Antigen bindendes Adhésin (babA)

Der babA2 Genotyp wurde nur bei insgesamt 38% der mit H. pylori infizierten Patienten
im Antrum und Korpus entdeckt. Wie aus den Abbildungen 7 ersichtlich, stellt sich im Antrum
und Korpus eine statistisch signifikante Korrelation dar zwischen der Aktivitdt der Gastritis und
dem babA2 Genotyp (Abbildungen 7A und 7B; p = 0,01 bzw. p = 0,05). In Bezug auf die
Chronizitdt der Gastritis ergab sich ein linearer Anstieg des Anteils der habA2 positiven Biopsien
nur im Antrum (Abbildung 7A), wihrend sich im Korpus jedoch fiir die verschiedenen
Gastritisstadien ein nahezu identischer Anteil ergab. Deswegen kam es hier nur zu einer
signifikanten Korrelation zwischen den babA2 positiven Stimmen und der lymphozytiren
Infiltration im Antrum (Abb. 7A; p = 0,0018), nicht jedoch im Korpus (Abb. 7B; p = 0,84).
Hohe Anteile von babA2 positiven Biopsien (62 bis 64%) ergaben sich fiir die hochgradig aktive

und chronische Antrumgastritis, aber auch fiir die hochgradig aktive Gastritis im Korpus.
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3. Ergebnisse

Abbildung 7A zeigt die starke Korrelation zwischen Aktivitdt und Chronizitdt der Gastritis mit
dem Adhérenzfaktor babA2 fir das Antrum; lineare Zunahme des Anteils positiver Biopsien mit
dem Schweregrad der Gastritis. Hoher Anteil der habA2 positiven Biopsien fiir hochgradig aktive

(G3°) und hochgradig chronische (L3°) Gastritis.
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3. Ergebnisse

Abbildung 7B: Im Korpus des Magens ergibt sich nur ein Zusammenhang zwischen der

Aktivitit der Gastritis und babA2; beziiglich der Chronizitit ist p nicht signifikant.

100

O O

R O B

BabA2 positiv (relativ %)

G0° G1° G2° G3° L1° L2° L3°
n=7 n=19 n=22 n=7 n=6 n=33 n=11
Aktivitidt der Gastritis Chronizitat der Gastritis
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3. Ergebnisse

3.4.1.2. Vakuolisierendes Zytotoxin (vacA)

72% der H. pylori positiven Patienten waren vacAsl positiv, 28% zeigten den vacAs?2

Genotyp. Wie aus den Abbildungen 8A (Antrum) und 8B (Korpus) ersichtlich, erreichte die
Assoziation von vacAsI mit der Aktivitdt der Gastritis signifikante Werte im Antrum (p = 0,038),
aber auch im Korpus (p = 0,019). Der Anteil der vacAsl positiven Patienten zeigte eine lineare
Zunahme mit dem Anstieg der Schwere der chronischen Gastritis im Antrum (L1° bis L3°, p =
0,001), jedoch nicht im Korpus (p = 0,12); dort war bereits ein hoher Anteil der Biopsien mit
geringgradig chronischer Gastritis vacAs! positiv.
Bei zwei Patienten lag eine Mischinfektion vor mit gleichzeitigem Nachweis von vacAs/ und
vacAs2 in der gleichen Biopsie. Diese Biopsien waren auch positiv fliir babA2 und cagA,
histologisch zeigte sich eine milde granulozytire (G1° bis G2°) und geringgradige lymphozytdre
Infiltration (L1° bis L2°), aber keine G3° oder AT/IM.

Dariiber hinaus wurde auch hier eine weitere Subklassifizierung der vacAs! Stimme wie
in friheren klinischen Studien vorgenommen. VacAsla Stimme dominieren in Nordamerika (>
90%), wihrend vacAsIb am héufigsten sind in Siidamerika und mit einer hohen Rate an
Magenkarzinomen einhergehen; vacAslc Stimme wurden in der asiatischen Population entdeckt,
sind aber selten in den westlichen Lindern (113; 164; 206). Mit den von Atherton et al.
vorgeschlagenen Primern (6) waren 78,8% der vacAsl Stimme positiv flir das vacAsia Allel.
Identisch zu der Verteilung bei vacAsl waren mehr als 70% der Patienten in den benannten
Hochrisikogruppen (G3°, AT oder IM) vacAsla positiv. Die zuvor in Asien beobachtete klinische
Korrelation von vacAsIb Stimmen mit Magenkarzinomen konnte demzufolge mit der
geographischen Verteilung der vacA-Allele einhergehen und diirfte fiir die deutsche Bevdlkerung

nach unseren Ergebnissen nicht relevant sein.

53



3. Ergebnisse

Abbildung 8A zeigt den Anteil der genotypisch vacAsl positiven Biopsien an den
unterschiedlichen Gastritisstadien fiir das Antrum. Fiir den vac42 Genotyp ergibt sich das inverse
Verhiltnis. Bei den jeweils hochgradigen Gastritisformen findet sich ein Anteil vacAsI positiver

Biopsien von > 90%.
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3. Ergebnisse

Abbildung 8B: Auch im Korpus ergibt sich ein signifikanter Anstieg der vacAsl positiven
Biopsien fiir die Aktivitdt. Dagegen ist schon bei der geringgradig chronischen Gastritis der Anteil

von vacAs1 positiven Patienten mit 69% relativ hoch, somit ergibt sich kein signifikanter p-Wert.

100

VacAs1 positiv (relativ %)

G0° G1° G2° G3° L1° L2° L3°
n=16 n=39 n=38 n=11 n=24 n=62 n=9
Aktivitat der Gastritis Chronizitat der Gastritis
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3. Ergebnisse

3.4.1.3. Zytotoxin-assoziiertes Antigen (cagA)

Das cagA Gen wurde insgesamt bei 61% der mit H. pylori infizierten Patienten entdeckt.
Abbildungen 9A und 9B zeigen, daB3 cag4 mit der Aktivitdt der Gastritis gleichzeitig im Antrum
und im Korpus korreliert (Antrum: p = 0,001; Korpus: p = 0,01). Dariiber hinaus ergab sich sogar
eine Korrelation fiir beide Entnahmestellen mit dem Grad der lymphozytéren Infiltration (Antrum:

p =0,001; Korpus: p = 0,04).
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3. Ergebnisse

Abbildung 9A zeigt die Korrelation des cagA Status der Patientenbiopsien mit dem Ausmal} der
verschiedenen Gastritisstadien im Antrum. Dabei lineare Zunahme der cagd positiven Biopsien

mit dem Schweregrad der Aktivitdt und Chronizitdt der Gastritis.
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3. Ergebnisse

Auch im Korpus des Magens ergeben sich signifikante p-Werte sowohl fiir die granulozytére als
auch flir die lymphozytére Infiltration der Magenschleimhaut mit dem cagA Status der Patienten

(Abbildung 9B).
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3. Ergebnisse

3.1.4. Korrelation babA2 positiver/negativer ,,Typ 1 Stimme* mit der Aktivitit und

Chronizitit der Gastritis

,Lyp 1 positive Stimme* zeichnen sich aus durch den gleichzeitigen Nachweis von CagA
und VacA bzw. der entsprechenden Gene, cag4 und vacAsI (206). Insgesamt waren 60% der H.
pylori infizierten Patienten auch ,,Typ 1“ positiv und zeigten eine statistisch signifikante
Korrelation (Tabelle 1) mit der Aktivitdt (p = 0,0037 im Antrum, p = 0,0027 im Korpus) und der
Chronizitit der Gastritis (p = 0,001 im Antrum, p = 0,02 im Korpus).

Dariiber hinaus wurde die gleichzeitige Anwesenheit in der Patientengruppe von cagA4,
vacAs1 und babA2 Genen untersucht: Bei 87 Patienten ergab sich eine Infektion mit Stimmen, die
gleichzeitig positiv waren fiir cagd und vacAsI; 50 dieser Stimme exprimierten dabei auch das
babA2 Gen, die restlichen 37 Stimme waren negativ fiir dieses Gen. Im Gegensatz dazu waren
nur zwei von 52 Stimmen mit simultaner Expression von vacAsI und babA2 negativ fiir das cag4
Gen. Nur einer von 51 cagA/babA?2 positiven Stammen war negativ flir den vacAs! Genotyp.
Somit ergab nur die Untergruppierung der cagA+/vacAsI+ Stimme anhand des babA2-Genotyps
ausreichend aussagekriftige Kriterien fiir eine statistische Auswertung. Diese Untergruppen
wurden in Zusammenhang mit den verschiedenen histologischen Gradierungen analysiert

Die Abbildungen 10 zeigt die Verteilung der cagA+/vacAsI+ Stamme, unterteilt in das
gleichzeitige Vorhandensein/Fehlen des babA2 Genes. ,,Typ 1 Stimme*, welche negativ sind fiir
das babA2 Gen, zeigen keine Korrelation mit der Aktivitdt der Gastritis im Antrum oder Korpus.
Im Gegensatz dazu zeigen Stdmme, welche gleichzeitig,, Typ 1* und babA2 positiv sind (,,Triple
positive Stimme*, bei 34% aller H. pylori infizierten Patienten nachgewiesen) eine signifikante
Korrelation mit der Aktivitit der Gastritis fiir das Antrum (p = 0,002) und Korpus (p = 0,019).
BabA?2 ist somit der entscheidende Parameter, welcher die Assoziation der cagA—+/vacAs 1+

Stimme mit dem Ausmaf der granulozytdren Infiltration in der Magenmukosa bestimmit.
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3. Ergebnisse

Abbildung 10A zeigt die Korrelationen der Gastritisstadien beziiglich der Aktivitit mit dem
gleichzeitigen Nachweis von cagAd, vacAsl und babA2 in den Biopsien aus dem Antrum des
Magens. Dem gegeniiber gestellt ist die Patientengruppe, welche positiv ist fiir cag4 und vacAsl,

aber ohne Nachweis von babA2.
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3. Ergebnisse

Ahnliche Verhiltnisse ergeben sich fiir die Analyse im Korpus: Auch hier ergeben sich hoch
signifikante p-Werte flir die ,,Triple positiven Stimme* beziiglich der Aktivitit der Gastritis bei
nicht signifikantem p-Wert fir vacAsl/cagA positive Patienten ohne babA2 Nachweis

(Abbildung 10B).
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3. Ergebnisse

,»Lriple positive Stamme* zeigen ebenfalls eine enge Korrelation mit der lymphozytdren
Infiltration der Schleimhaut im Antrum (p = 0,01), nicht jedoch im Korpus (p = 0,54). ,,Typ 1
Stamme* ohne Nachweis des babA2 Genes zeigten keine signifikante Assoziation mit der

Chronizitdt der Entziindung im Antrum oder Korpus (p = nicht signifikant).

3.4.3. Unterscheidung von H. pylori Subtypen bei schweren histologischen Verinderungen
der Magenschleimhaut (Gastritis 3°, Driisenatrophie, intestinale Metaplasie)

Schwere histologische Verdnderungen der Magenschleimhaut wie hochgradige Infiltration

mit Granulozyten (entsprechend G3°), Atrophie der Driisen (AT) oder intestinale Metaplasie (IM)
konnen moglicherweise als prdmaligne Lidsionen betrachtet werden, die der Entstehung des
Magenkarzinoms vorausgehen. Deshalb wurde ein besonderes Augenmerk gerichtet auf den
Zusammenhang von verschiedenen bakteriellen Genotypen und dem Vorliegen einer G3°, AT und
IM im Antrum oder Korpus (Tabelle 2).
Die ,Triple positiven” Stimme zeigen dabei eine positive Korrelation mit der hochgradigen
Infiltration durch Granulozyten (G3°) im Antrum (p = 0,001), der p-Wert ist dabei kleiner als bei
vacAsl oder cagA positiven Biopsien und den ,,Typ 1 Stimmen®. Auch zeigen ,,Typ 1 Stimme*
mit gleichzeitigem Nachweis von babA2 eine Korrelation mit der hochgradigen Gastritis (G3°) im
Korpus (p = 0,004). Wie auch bei obigen Beobachtungen zeigen hier die ,,Typ 1 positiven, aber
gleichzeitig babA2 negativen Isolate keinerlei Verbindung mit dem G3° Status (p = 0,63 im
Korpus; p = 1,0 im Antrum; berechnet durch logistische Regression).

BabA2 positive Patienten und ,,Triple positive Stimme* sind die einzigen Untergruppen,
welche eine Assoziation mit dem Vorhandensein der intestinalen Metaplasie und Driisenatrophie
im Antrum zeigen (Tabelle 2), auch mit den besten Signifikanzwerten (p = 0,001 bis 0,0045). Die
vacAsl, cagA positiven Stamme oder ,,Typ 1 Stdimme* sind nur unregelmifBig assoziiert mit der
AT oder IM im Antrum und zeigen sogar gar keine Korrelation im Korpus. Am auffilligsten

erscheint, da3 babA2 negative ,,Typ 1 Stimme* keinen statistisch relevanten Zusammenhang mit
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3. Ergebnisse

diesen histologischen Verdnderungen haben und sowohl bei leichten als auch schwergradigen
Verdanderungen der Magenschleimhaut dhnlich verteilt sind.

Ein enger Zusammenhang ergab sich von ,,Triple positiven Stimmen* mit dem Vorhandensein
von AT/IM im Korpus, wo sie doppelt so hdufig sind im Vergleich zu Biopsien ohne diese
schweren histologischen Verdnderungen. Eine statistisch signifikante Aussage kann aber aufgrund

der kleinen Zahl von Biopsien mit AT/IM im Korpus (n = 8) nicht gemacht werden.
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3. Ergebnisse

Tabelle 2: Korrelation von schweren histologischen Verinderungen der Magenschleimhaut

mit verschiedenen bakteriellen Genotypen

Korrelation der verschiedenen bakteriellen Genotypen mit dem Nachweis einer hochgradig

aktiven Gastritis (G3°), Atrophie (IM) oder intestinalen Metaplasie (IM) im Antrum/Korpus des

Magens. P-Werte ermittelt nach exakter logistischer Regression (LogXact 4.02; Cytel Software,

Cambridge, USA).

Faktor G3° Non- | p-Wert |AT Non-  |p-Wert |IM Non- | p-Wert
G3° G3° AT AT M IM

ANTRUM n=27 |n=118 n=42 |n=103 n=42 |n=103

BabA2 63% 32% 0,004 |52% 32% 0,02 55% 31% 0,008

VacAsl 85% 67% 0,005 |81% 67% 0,05 81% 67% 0,12

CagA 89% 55% 0,004 |71% 57% 0,23 79% 54% 0,02

CagA+/VacAsl+ | 89% 53% 0,002 |71% 55% 0,16 76% 53% 0,02

CagA+/VacAsl+ | 26% 26% 1,0 19% 28% 0,65 21% 27% 0,62

BabA2 -

CagA+/VacAsl+ | 63% 27% 0,001 |52% 27% 0,0045 |55% 26% 0,001

BabA2+

KORPUS n=11 n=134 n=8 n=137 n=8 n=137

BabA2 44% 36% 0,008 |63% 36% 0,15 63% 36% 0,15

VacAsl 100% | 70% 0,005 |100% |70% 0,20 100% | 70% 0,20

CagA 100% | 61% 0,005 |100% |60% 0,16 100% | 60% 0,16

CagA+/VacAsl+ | 89% 53% 0,005 |71% 55% 0,16 76% 53% 0,16

CagA+/VacAsl+ | 36% 25% 0,63 38% 26% 0,7 37% 26% 0,7

BabA2-

CagA+/VacAsl+ | 64% 32% 0,004 |63% 31% 0,1 63% 31% 0,1

BabA2+
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4. Diskussion

4. Diskussion

Seit der Entdeckung des gram-negativen Bakteriums H. pylori 1983 wurde dieser
Mikroorganismus mit der Entstehung von Karzinomen im Magen in Zusammenhang gebracht, sei
es aufgrund epidemiologischer klinischer Studien oder anhand des Tiermodels (83; 133; 135;
195). Insgesamt fiihrten diese Untersuchungen 1994 zur Einstufung des Keimes H. pylori als
Klasse I Karzinogen.

Bei der groen Anzahl von mit H. pylori infizierten Personen besteht aber nach wie vor
Unklarheit dariiber, warum nur ein kleiner Anteil ein Adenokarzinom des Magens entwickelt. In
den letzten Jahren konnten die Pathogenitdtsmechanismen des Keimes zunehmend entschliisselt
werden durch die Entdeckung von bakteriellen Adhdrenz- und Virulenzfaktoren, die sich von
Stamm zu Stamm unterscheiden konnen. Diese speziellen charakteristischen Eigenschaften der
verschiedenen H. pylori Staimme konnten bei einer kleinen Subgruppe von Patienten die
Progression von Gastritis iiber pradmaligne Lésionen hin bis zu dem Adenokarzinom des Magens
erkldren.

In der vorliegenden Studie wurden mittels der Polymerasekettenreaktion verschiedene
Adhidrenz- und Virulenzfaktoren von H. pylori in klinischen Biopsien aus der Mukosa des
menschlichen Magens nachgewiesen; es wurden Patienten untersucht, die sich aufgrund
dyspeptischer Beschwerden vorstellten; Patienten mit bereits vorliegendem Magenkarzinom,
Ulzera duodeni oder ventrikuli, MALT-Lymphom und Einnahme von NSAR oder Antibiotika
wurden von dieser Studie bewulBt ausgeschlossen, um ein moglichst repridsentatives
,Normalkollektiv* zu erhalten, dies auch in Unterscheidung zu fritheren Untersuchungen. Die
Ergebnisse dieser Studie wurden darauthin in Korrelation gebracht mit den unterschiedlichen
Gastritisstadien und dariiber hinaus mit den schweren histologischen Verdnderungen der

Magenschleimhaut, welche dem Magenkarzinom vorausgehen kénnen.
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4. Diskussion

VacAsl und gleichzeitig CagA positive Stamme (welche bezeichnet werden als ,,Typ 1

Stamme*) wurden bereits in friiheren Studien mit der Entwicklung schwerer Gastritisstadien in
Zusammenhang gebracht (138; 139; 197).
Der Kontakt von epithelialen Zellen mit dem vakuolisierenden Protein VacA fiihrt zu einem
Anschwellen der endosomalen Kompartimente (119), Verdnderungen des zelluldren Transports
(156) und inhibiert das Processing von Antigenen in prdlysosomalen Kompartimenten innerhalb
der befallenen Zelle (120). Der Nachweis von vacAsl wurde in fritheren Untersuchungen
korreliert mit dem Ausmal} der Aktivitdt und Chronizitdt der Gastritis im Antrum (7), was durch
die hier vorliegenden Resultate bestétigt wird. Es stellt sich ebenfalls eine starke Korrelation dar
zwischen vacAsl und der hochgradigen granulozytéren Infiltration im Antrum und Korpus, sowie
zwischen vacAsI und der lymphozytdren Infiltration im Antrum des Magens.

Die hier vorliegenden Daten bekréftigen ebenfalls eine enge Korrelation von cagAd
positiven Stdmmen sowohl mit der hochgradigen granulozytiren als auch der hochgradigen
lymphozytéren Infiltration der Magenmukosa im Antrum und Korpus, auch dies in
Ubereinstimmung mit bereits vorliegenden Studien (41; 197). Diese Assoziation ldBt folgenden
SchluB vermuten: H. pylori filhrt zu einer direkten Schidigung der Magenmukosa durch die
Sekretion von CagA in die epithelialen Zellen, welches dort eine granulozytdre Antwort induziert
(130; 159; 169). Dariiber hinaus entsteht wohl ein indirekter Zellschaden {iber die Aktivierung der
Immunantwort (27; 138; 139). Aus mehreren Studien geht hervor, da3 cagAd positive H. pylori
Stamme verschiedene Variationen in den ,3‘Repeat® Regionen aufweisen, welche mit
unterschiedlichen Risiken fiir die Entstehung von Magenkarzinomen einhergehen, d.h. durchaus
nicht alle cagA positiven Stamme sind identisch (207). Um den Einflufl der genetischen Variation
zu minimieren, kamen deshalb Primerpaare zur Anwendung, welche in der mittleren Region des
cagA Gens liegen.

Obwohl sich fiir cagd die niedrigsten p-Werte bei der Untersuchung der Korrelation mit den

Gastritisstadien ergaben, mufl erwdhnt werden, dafl die Gesamtpravalenz von cag4 oder ,,Typ 1
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Stammen* mit 61 bis 100% sehr hoch war (je nach Gastritisstadium). Die Behandlung von
Patienten mit diesen Stammen erscheint problematisch hinsichtlich der entstehenden Kosten und
der Effizienz der Therapie, da nur ein kleiner Prozentsatz der betroffenen Patienten iiberhaupt eine
Erkrankung des Magens entwickeln wird. Damit ergibt sich die besondere Notwendigkeit, eine
spezielle Subgruppe von ,,Typ 1 Stimmen* zu definieren, welche eine ausgeprigte Assoziation
zeigt mit schweren histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut. Um dies zu versuchen,
wurde die Anwesenheit des Adhédrenzfaktors BabA alleine oder mit dem gleichzeitigen Nachweis
von VacA und CagA untersucht. Es scheint wahrscheinlich, da3 diese beiden Virulenzfaktoren ein
groBBeres pathogenes Potential erreichen, wenn sich das Bakterium eng an das Epithel binden
kann.

Die Ergebnisse aus fritheren Studien lassen bereits die Schliisselrolle des 78 kDa schweren
Adhisins BabA und der korrespondierenden Lewis -Blutgruppen-Antigene vermuten, die ihnen
bei der Adhdrenz des Keimes in vitro und in vivo an Zellen der Oberflichenmukosa des Magens
zukommt (21; 22; 60). Die zwei entsprechenden Gene, welche fiir das BabA Protein kodieren,
wurden bereits geklont und erhielten die Bezeichnungen babA 1 und babA2, wobei allerdings nur
das babA2 Gen funktionell aktiv ist (88). Klinische Studien haben kiirzlich gezeigt, daB3 der
Nachweis von babA2 vor allem in Kombination mit vacAs/ und cagA, assoziiert ist mit dem
gehduften Vorkommen von Magenulzera und Adenokarzinomen (69), welches zu dem Vorschlag
fiihrte, diese Staimme ,,Triple positiv* zu nennen.

Wie aus den jetzt vorliegenden Ergebnissen deutlich wird, ist der Nachweis von babA2 bei
unseren Biopsien signifikant assoziiert mit dem Grad der granulozytiren Entziindung im
Magenantrum und —korpus, sichtbar an einem fast linearen Anstieg des positiven Anteils vom GO°
bis zum G3° Stadium. Diese Beobachtungen unterstreichen die Wichtigkeit der Adhdsion von H.
pylori an Lewis® Blutgruppen-Antigene fiir die Pathogenese der schweren Gastritis und der
speziellen Erkrankungen des Magens. Der Nachweis von babA?2 korrelierte ebenfalls signifikant

mit der lymphozytiren Infiltration im Antrum, allerdings nicht mit der Chronizitdt der Gastritis im
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Korpus (L1° bis L3°: 36 bis 43%). Dies 1468t vermuten, dal das Adhdsin nicht per se
verantwortlich ist fiir eine spezifische Immunantwort (also filir eine lymphozytire Reaktion) und
somit diesen Immunzellen nicht als bakterielles Epitop oder Antigen dient. Die Assoziation mit
der Chronizitdt der Gastritis im Antrum konnte deshalb auch nur den Verlauf der Erkrankung und
der chronischen Infektion reflektieren.

Auch aus diesem Grund wurde versucht eine Korrelation herzustellen, die sich bei
gleichzeitigem Nachweis von bab42 zusammen mit vacAs! und cagA ergeben konnte. Wie aus
Abbildung 10 ersichtlich, sind ,,Triple positive Stimme* signifikant assoziiert mit der Aktivitét
der Gastritis. ,,Typ 1 positive®, aber gleichzeitig habA2 negative Stamme zeigen dagegen keinen
derartigen Zusammenhang. Somit ist babA2 also ein wichtiger Parameter, welcher die Korrelation
von besonders virulenten H. pylori Stimmen mit der Aktivitét der Gastritis determiniert. Dies 1403t
die SchluBlfolgerung zu, daBl die Adhédrenz iiber BabA von kausaler Wichtigkeit ist fiir die
Bindung des Keimes und fiir den Transport von bakteriellen Produkten in das Magenepithelium.
Die Adhidrenz von H. pylori, iiber BabA vermittelt, scheint also einen effektiveren Transport der
anderen Virulenzfaktoren in das betroffene Magenepithel zu ermoglichen und dort auch schwerere
Alterationen hervor zu rufen. Der Nachweis von babA2 ist also von groBer klinischer Bedeutung,
vor allem dann, wenn das Gen zusammen mit VacA und CagA exprimiert wird.

In fritheren Untersuchungen wurden primér drei histologische Verdnderungen hinsichtlich
der moglichen Entwicklung eines Adenokarzinoms des Magens untersucht: Die hochgradige
granulozytére Infiltration im Korpus, die Atrophie der Magendriisen und das Vorhandensein von
intestinaler Metaplasie. Die schwere Infiltration durch Granulozyten im Korpus (G3°) und vor
allem ein erhohtes Verhidltnis von Schweregrad der Korpus- zur Antrumgastritis werden von
mehreren Autoren als unabhdngige Risikofaktoren flir die spdtere Entwicklung eines
Magenkarzinoms angesehen (112; 113; 115; 116; 171). Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zeigt die
Differenzierung der ,,Typ 1 Stdmme* durch den zusétzlichen Nachweis von babA2 (,,Triple

positive Stimme*) eine signifikante Korrelation mit der hochgradigen Gastritis (G3°) im Antrum
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und Korpus. Dagegen erreichen die babA2 negativen ,,Typ 1 Stdmme* dort keine derartige
Korrelation und die Verteilung unter den verschiedenen Gastritisstadien ist nahezu identisch.

Aus diesem Grunde erscheint die Einteilung nach ,,Triple positiven Stdmmen® als der beste
Marker, um zu unterscheiden zwischen dem Vorliegen einer hochgradigen Gastritis (G3°) und
weniger schweren Verlaufen (GO° bis G2°), vor allem im Korpus.

Fir die ,,Triple positiven Stamme* ergaben sich ebenfalls die niedrigsten p-Werte bei dem
Vergleich zwischen dem Vorhandensein einer Driisenatrophie/intestinalen Metaplasie im Antrum
und histologisch derart unauffilligen Biopsien. Im Korpus wird kein signifikantes Level erreicht,
was wohl in der geringen Zahl von Patienten mit IM und AT (n = 8) begriindet liegt.

Aus diesen Erkenntnissen ldft sich folgender Schluf8 ziehen: Eine enge Adhdsion der
Bakterien an epitheliale Zellen via hab42 kann von essentieller Bedeutung sein fiir den effektiven
Transport von bakteriellen Produkten in die Zelle durch cagA+/vacAsi+ Stdmme; dadurch kann
direkt oder indirekt eine verstirkte Schédigung der Mukosa erfolgen. Die Entwicklung einer
schweren Gastritis, Driisenatrophie und schlieBlich einer intestinalen Metaplasie konnte initiiert
und erleichtert werden durch den engen Kontakt der babA2 positive Staimme zum Epithelium der
Magenmukosa. Nach der Bindung des Bakteriums via BabA wird durch VacA Zytotoxine und
CagA Antigene der epitheliale Schaden, die Achlorhydrie, Driisenatrophie und intestinale
Metaplasie verstirkt.

Atrophie und intestinale Metaplasie (vor allem der Sulfomycin-sezernierende Typ III der
intestinalen Metaplasie) werden als Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Magenkarzinoms
verantwortlich gemacht (65; 86; 90; 93; 164; 188), konnen zur Entstehung von N-Stickstoff
Elementen und freien Sauerstoffradikalen fithren und somit zur Karzinogenese beitragen. Sogar
metaplastische Zellen konnen ein Ziel sein fiir die Adhdsion von Bakterien iiber die Interaktion
von BabA und Lewis”, da diese Zellen eine erhdhte Expression von Lewis Antigenen zeigen
(179). Deswegen kann die Korrelation von babA2 positiven Stdmmen mit der Atrophie und

intestinalen Metaplasie der Magenschleimhaut zustande kommen durch eine kontinuierliche
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Adhidrenz von H. pylori sogar wihrend schwerwiegender histologischer Verdnderungen der
Magenschleimhaut.

Die Anwesenheit von babA2 vor allem in Kombination mit vacAs/ und cagA ist von essentieller
Bedeutung bei der Pathogenese von spezifischen Erkrankungen des Magens. Die gleichzeitige
Expression von BabA zusammen mit anderen Virulenzfaktoren des Keimes kann zu schweren
histologischen Verdnderungen fithren und somit zur Entstehung des Magenkarzinoms
pradisponieren.

Es wird eine routinemdfige Klassifikation von H. pylori durch molekulare
Genotypisierung vorgeschlagen, um die verschiedenen Bakterienstimme zu identifizieren.
Folgende prospektive Langzeitstudien miissen zeigen, ob Patienten mit , Triple positiven
Stimmen“ und niedrigen Gastritisstadien von einer sozusagen prophylaktischen

Eradikationstherapie profitieren.
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3. Zusammenfassung

Der Keim H. pylori kolonisiert den menschlichen Magen mit Hilfe verschiedener
bakterieller Virulenzfaktoren; aufgrund seiner Rolle bei der Entstehung von Adenokarzinomen
des Magens wird er als Klasse I Karzinogen betrachtet. Die durch die bakterielle Besiedlung
ausgeloste chronische Infektion kann im weiteren Verlauf zu hochgradiger Gastritis, Atrophie der
Magenschleimhautdriisen und intestinalen Metaplasie der Schleimhaut fiihren. H. pylori Stamme,
welche das Vakuolisierende Zytotoxin VacA sezernieren und das Zytotoxin assoziierte Antigen
CagA produzieren (,,Typ 1 Stimme*), sowie zusitzlich das Blutgruppen-Antigen bindende
Adhisin BabA werden mit der Entstehung von Magenulzera und des distalen Adenkarzinoms des
Magens assoziiert. Somit konnten diese Stidmme auch mit schwerwiegenden histologischen
Lésionen einhergehen, welchen das Magenkarzinom folgt. Der Virulenzfaktor BabA bindet dabei
an die Lewis” Antigene der Magenschleimhaut und erméglicht durch diese enge Adhirenz erst die
Kolonisierung des Magens und die effektive Sekretion anderer Virulenzfaktoren des Keimes.

In der vorliegenden Arbeit wurden von 451 Patienten endoskopisch Biopsien aus dem
Magenantrum und —korpus entnommen, bei 151 Patienten wurde durch den Nachweis des ureaseb
Genes in der Polymerasekettenreaktion (PCR) eine Infektion mit H. pylori nachgewiesen. Die
Magenbiopsien wurden histologisch nach der ,,updated” Sydney Klassifikation ausgewertet auf
das Vorhandensein einer granulozytiren (Aktivitit der Gastritis; G0°-G3°), sowie einer
lymphozytiren (Chronizitdt der Gastritis; L1°-L3°) Infiltration der Magenschleimhaut und der
Prisenz einer Atrophie oder intestinalen Metaplasie. Gleichzeitig wurde mittels der
Polymerasekettenreaktion das Vorhandensein der bakteriellen Gene untersucht, welche fiir die
Virulenz- und Adhdrenzfaktoren der verschiedenen H. pylori Stimme kodieren (vacAsl, cagA und
babA2).

Die Ergebnisse ergeben eine Korrelation des Nachweises von vacAs/ und cagA4 (alleine

oder in Kombination als ,,Typ 1 Stdmme*) sowohl mit der Aktivitét als auch der Chronizitit der
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Gastritis (p < 0,05). Allerdings ist in den untersuchten Biopsien vergleichbar auch mit fritheren
Studien die gesamte Haufigkeit von cagAd und vacAslI positiven Stammen mit 60 bzw. 72% sehr
hoch. Das babA2 Gen, welches fiir den Adhédrenzfaktor BabA kodiert, wird dagegen nur bei
insgesamt 38% aller infizierten Patienten entdeckt und korreliert ebenfalls mit der Aktivitdt der
Gastritis im Antrum und Korpus des Magens (p < 0,05; x>-Test). Stamme welche gleichzeitig
positiv flir cagA und vacAsl sind (,,Typ 1 Stdmme*), aber auch gleichzeitig babA2 exprimieren,
werden hdufiger bei Patienten mit schweren histologischen Verdnderungen der Magenschleimhaut
gefunden, also bei der hochgradigen Gastritis, intestinaler Metaplasie oder Atrophie (p < 0,01).
,»Lyp 1 Stimme* ohne den Nachweis von babA2 zeigen dagegen keine signifikante Korrelation
bei diesen Verdnderungen, die dem Adenokarzinom des Magens vorangehen kdnnen.

Die iiber den Virulenzfaktor BabA vermittelte Adhdrenz von H. pylori scheint von grof3er
Bedeutung fiir den Keim zu sein bei dem effektiven Transport von VacA und CagA in die Zellen
der befallenen menschlichen Magenschleimhaut und konnte somit gleichzeitig eine wichtige Rolle

spielen bei der Pathogenese schwerer keimassoziierter histologischer Verdnderungen im Magen.
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