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1 Einleitung 
 
 
 
 
 
 

1.1 Apoptose 

 
 
 

1.1.1 Ein Signalweg des aktiven Zelltods 

 
 
Das Wort Apoptose wird von dem altgriechischen Wort „apoptosis“ („Herabfallen“) abgelei-

tet. Die Apoptose ist ein aktives und energieverbrauchendes, genetisch kontrolliertes Suizid-

programm der einzelnen Zelle. Es ist ein ubiquitär vorkommender Prozess, der für die Regu-

lation der Zellzahl in der Entwicklung, der Erhaltung und dem Altern mehrzelliger Organis-

men von Bedeutung ist (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980). Schon in der embryonalen 

Entwicklung eines Organismus, wo es zu einer ständigen Neu- und Umbildung von Organ-

geweben, sowie Rückbildung ganzer Organsystemen kommt, spielt die Apoptose eine wichti-

ge Rolle. Auch im adulten Organismus befinden sich bereits differenzierte Gewebe in ständi-

gem Umbau und müssen in der Lage sein auf äußere Reize durch Neu- und Umstrukturierung 

zu reagieren. Eine derartige regulatorische Funktion der Apoptose wird im Immunsystem am 

Lebenszyklus der Lymphozyten deutlich, die in lymphatischen Organen in konstanter Zell-

zahl vorhanden sind. Bei Antigenkontakt kommt es zur Aktivierung und Proliferation im-

munkompetenter B- und T-Lymphozyten. Nach erfolgreicher Immunabwehr wird die Expan-

sion der spezifischen Immunzellen beendet und die Zahl der Lymphozyten durch Apoptose 

reduziert, um den Ausgangswert wieder herzustellen (Osborne, 1998).  

Störungen im Zelltodsystem können sich negativ auf den Organismus auswirken und spielen 

bei vielen Krankheiten eine Rolle. Experimentelle Versuche an Mäusen konnten aufzeigen, 

dass die Mäuse erhebliche Veränderungen in speziellen Organsystemen aufwiesen, wenn Ge-

ne, die in der Signalkaskade der Apoptose von Bedeutung sind, durch homologe Rekombina-

tion zerstört wurden. So starben die Mäuse ohne ein funktionelles bcl-x, ein Apoptose hem-

mendes Protein, bereits im embryonalen Stadium, infolge eines massiven Zelltods hämato-

poetischer Zellen und Zellen des zentralen Nervensystems (Motoyama et. al., 1995). Weiter-

hin zeigten Mäuse ohne die Zelltod vermittelnde Protease Caspase 3 erhebliche Missbildun-
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gen im Bereich des Innenohres (Takahashi et al., 2001) und Missbildungen im zentralen Ner-

vensystem (Kuida et. al., 1996). Bei Menschen können neurologische Störungen wie die Alz-

heimerkrankheit mit vorzeitiger Apoptose von Neuronen in Verbindung gebracht werden und 

auch die Reduktion von T-Zellen bei AIDS lässt sich auf diesen Vorgang zurückführen (Fa-

deel et al., 1999; Thompson, 1995). Das ubiquitäre Vorkommen der Apoptose macht deutlich, 

dass dieses Zelltodsystem in verschiedenen Geweben eine wichtige Rolle in der Regulation 

der Zellzahl unter physiologischen, wie auch unter pathologischen Bedingungen spielt.  

In der betroffenen Zelle führt die Apoptose in ihrer späten Phase zum Auftreten charakteristi-

scher morphologischer Phänomene. J. Kerr (1972) hat als erster diese Änderungen in der 

Zellmorphologie beschrieben. In der Leber von Ratten hatte er durch eine Unterbindung der 

Vena portae künstlich eine Ischämie hervorgerufen. Dies führte zu einer beträchtlichen 

Schrumpfung der Leberlappen, die durch einen massiven Zellverlust durch Apoptose hervor-

gerufen wurde.  

Bei der Apoptose ist zu beobachten, dass die Zelle zunehmend schrumpft, Mikrovilli (Aus-

stülpungen der Zellmembran, die zur Oberflächenvergrößerung dienen) verschwinden und die 

Zelle ihre Eingliederung in den Zellverband verliert. Gleichzeitig kommt es zu einer Konden-

sation des Chromatins im Zellkern und zu einer Fragmentierung der DNA. Schließlich wer-

den die Zellfragmente, vor allem die Chromatinanteile, von Membranen umhüllt und als a-

poptotische Körperchen an die Umgebung abgegeben. Da die Zellmembran zu diesem Zeit-

punkt immer noch intakt ist wird eine Entzündungsreaktion in der Umgebung der Zelle ver-

hindert. Die apoptotischen Körperchen werden anschließend von Makrophagen phagozytiert 

(Wyllie et al., 1980; Kerr et al., 1972).  

Eine weitere Form des Zelltodes ist die Nekrose, die von dem aktiven Prozess der Apoptose 

abgegrenzt werden muss. Sie ist ein passiver Vorgang, der durch Gewebsverletzung, Giftein-

wirkung und Nährstoffmangel hervorgerufen wird. Sie geht mit einem Anschwellen und 

nachfolgender Lyse der Zelle einher und führt durch die Freisetzung der Zellinhalte zu einer 

Entzündungsreaktion in der Umgebung (Harmon et al., 1991).  

 

Das intrazelluläre Zelltodsystem ist ein komplexer Signaltransduktionsweg, der durch eine 

Vielzahl unterschiedlicher extrazellulärer Stimuli aktiviert werden kann. Stimuli der Apoptose 

sind etwa Zytostatika, Glukokortikoide, Röntgenstrahlen, Sauerstoffradikale, aber auch ver-

schiedene Viren und Bakterien. 
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1.1.2 Apoptose im Magen-Trakt 

 
 
Die gesunde Magenmukosa zeigt eine sehr hohe Regenerationsrate. Da Magenzellen nur eine 

begrenzte Lebensdauer aufweisen, kommt es zu einer ständigen Abfolge von Zellreplikation, 

Zelldifferenzierung und Zelltod. Nur die im Halsstück der Magendrüsen lokalisierten Stamm-

zellen, besitzen die Fähigkeit zur Replikation und Zelldifferenzierung und können durch ziel-

gerichtete Wanderung Zellverluste ersetzen. Während der Migration an die Drüsenoberflä-

chen oder in tiefere Bereiche der Magendrüsen differenzieren sich die Zellen in diejenigen 

Zellen, die ersetzt werden müssen, wie zum Beispiel in Epithelzellen, Haupt- oder Parietalzel-

len (Correa et al., 1998). Hall et al. (1994) konnten zeigen, dass hauptsächlich die Apoptose 

für den Zellverlust verantwortlich ist. So werden vorwiegend alte Zellen und Zellen mit 

DNA-Schäden durch Apoptose beseitigt. Sie besitzt daher eine Schlüsselrolle in der Erhaltung 

des Zellgleichgewichtes im Magentrakt.  

Wird das Gleichgewicht zwischen Zellproduktion und Apoptose gestört, führt das zur Entste-

hung von Krankheiten. Ist die Zellproduktion erhöht, verbunden mit einer verminderten A-

poptoserate und einer reduzierten Zerstörung genetisch geschädigter Zellen, wird die Entste-

hung von Tumoren begünstigt (Que et al., 1996). Ist dagegen die Apoptose erhöht, kann das 

zur Atrophie der Magenmukosa führen. Es gibt verschiedene Ursachen die Entzündungen und 

erhöhte Epithelschäden der Magenmukosa hervorrufen und im Verlauf zu einer Atrophie der 

Magenmukosa führen (Thompson et al., 1995). Eine der häufigsten Ursachen ist die durch 

Helicobacter pylori hervorgerufene Gastritis. Weit weniger häufig ist die „chemisch-toxisch“ 

induzierte Gastritis, die vor allem durch die Einnahme medikamentöser Präparate wie NSAR 

oder ASS hervorgerufen wird. Selten ist die Autoimmungastritis die vor allem die Korpus-

schleimhaut des Magens befällt. Hier liegt ein Autoimmunprozess vor, in dessen Verlauf Pa-

rietalzellantikörper gebildet werden, welche zunehmend die Parietalzellen zerstören und auf 

diese Weise zu einer Atrophie der Schleimhaut führen. Eine Studie konnte nachweisen, dass 

diese Autoantikörper vor allem bei einer nicht unerheblichen Zahl von H.pylori positiven Pa-

tienten auftritt (Faller et al., 1996).  

Im Vergleich zur H.pylori induzierten Gastritis, die mit einer erhöhten zellulären Apoptosera-

te einhergeht, wird im Falle von M. Crohn die Apoptose der TH1-Lymphozyten gehemmt. Auf 

diese Weise wird bei dieser entzündlichen Erkrankung der Darmschleimhaut der Entzün-

dungsprozess aufrecht erhalten. Bei M. Crohn werden über noch unbekannte Auslöser vor-

wiegend TH1-Lymphozyten aktiviert, die einen Defekt im Bereich der Signalkaskade der A-

poptose auf Höhe des mitochondrialen Weges aufweisen (Ina et al., 1999; Peppelenbrosch et 
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al., 2004; siehe auch Einleitung 1.1.3.4). In diesem Zusammenhang konnten Ina et al. (1999) 

zeigen, dass es zu einem Ungleichgewicht zwischen dem anti-apoptotisch wirksamen Bcl-2 

und dem pro-apoptotisch wirksamen Bax kommt. Sturm et al. (2004) wiesen eine reduzierte 

Caspase 3 Aktivität in TH1-Lymphozyten nach. Therapeutisch werden daher beim M.Crohn 

Wirkstoffe angewandt, die Apoptose in TH1-Lymphozyten induzieren (Peppelenbrosch et al., 

2004) 

 
 
 

1.1.3 Helicobacter pylori 

 
 
1.1.3.1 Epidemiologie und Pathogenese von H.pylori  
 
Lange Zeit blieb die Ursache für Magenbeschwerden, wie Gastritis und Ulkuserkrankungen 

unentdeckt. Im 17. Jahrhundert machte man nur die Luft oder äußere, mechanische Reize da-

für verantwortlich. Erst Ende des 19. Jahrhunderts brachten erstmals Wissenschaftler auch 

Bakterien mit diesen Beschwerden in engeren Zusammenhang. Es waren spiralförmige Bakte-

rien, die im Magen von Menschen beschrieben wurden. Ihre Pathogenität blieb aber bis auf 

weiteres reine Spekulation (Pantoflickova and Blum, 2001). 1983 gelang es dann erstmals 

zwei australischen Wissenschaftlern J. R. Warren und B. Marshall diese spiralförmigen Bak-

terien aus Magenbiopsien des Antrums zu isolieren und auf Agarplatten anzuzüchten. Sie 

nannten sie Campylobacter pylori, heute bekannt als Helicobacter pylori (Warren, 1983; 

Marshall, 1983). 

Die Infektion mit H.pylori ist weltweit verbreitet. Während die Durchseuchung in den Indust-

rienationen unter 50% liegt, steigen diese Prozentzahlen in den Entwicklungsländern bis über 

80% an (Dunn et al., 1997). Besonders bei schlechten hygienischen Bedingungen erfolgt die 

Infektion mit H.pylori häufig auf fäkal-oralem Wege entweder direkt, oder indirekt über kon-

taminierte Speisen (Kayser et al., 1998). Die Infektion wird in den meisten Fällen in der frü-

hen Kindheit erworben. Im Erwachsenenalter sind Neuinfektionen eher selten (Dunn et al., 

1997) 

Der menschliche Magen stellt, neben dem von Primaten (Dubois et al., 1994), das einzige na-

türliche Reservoir dar, an das sich der säure-tolerante Keim perfekt angepasst hat. Er besitzt 

einige Merkmale, die ihm die Kolonisation und das Überleben in diesem sauren Milieu er-

möglichen. Mehr als 90% der chronischen Gastritiden werden durch H.pylori hervorgerufen 

und sie sind eine der häufigsten Infektionskrankheiten des Menschen. Diese bakterielle Infek-



 1.1 Apoptose 

 

5

tion heilt nicht spontan ab, sondern wirkt chronisch, ohne Therapie ein Leben lang, gewebs-

schädigend auf eines der größten menschlichen Hohlorgane, den Magen ein. Sie steht nach-

weislich mit lebensbedrohenden Folgeleiden, wie der Ulkuskrankheit, dem MALT-Lymphom 

und dem Magenkarzinom in engem Zusammenhang (Fan et al., 1998; Genta et al., 1997; 

Mannick et al., 1996; Moss et al., 1996; Steininger et al., 1998; Kohda et al., 1999). Daher 

wurde H.pylori als ein Karzinogen der Klasse I, ein sogenanntes „sicheres Karzinogen“ defi-

niert (IARC, 1994). Die kanzerogene Wirkung konnte auch in einem Tiermodell nachhaltig 

bestätigt werden (Watanabe et al., 1998). Die chronische Entzündung der Magenmukosa geht 

mit einer deutlich gesteigerten Apoptoserate der Epithelzellen und der Zellen im Drüsenhals-

bereich einher. H.pylori wird neben der Immunreaktion und Entzündungsreaktion des Wirtes 

für diese erhöhte Apoptose verantwortlich gemacht (Jones et al, 1997; Correa et al., 1998; 

Moss et al., 1996). 

Eine Infektion mit H.pylori zeigt nicht bei jedem Wirtsorganismus denselben Krankheitsver-

lauf. Dementsprechend weisen verschiedene H.pylori Stämme bei einer Analyse ihrer Ge-

nomsequenzen Unterschiede auf, was wiederum Einfluss auf den Grad ihrer Toxizität auf den 

Wirt zu haben scheint. Durch die Entschlüsselung des gesamten Genoms eines repräsentati-

ven H.pylori-Stammes, der aus dem Magen von Patienten mit einer H.pylori induzierter Gast-

ritis isoliert wurde, konnten Gene identifiziert werden, die für die Ausbildung von Virulenz-

faktoren kodieren (Tomb et.al, 1997). Diese Virulenzfaktoren sind einerseits für gewebsschä-

digende Faktoren des Keimes verantwortlich, andererseits ermöglichen sie ihm auch das Ü-

berleben und seine Persistenz im Magen. „Als Virulenzfaktoren bezeichnet man die Eigen-

schaften eines pathogenen Bakteriums, die ihm die Fähigkeit geben, eine bestimmte ökologi-

sche Nische im Körper des Wirts zu kolonisieren und sich dort trotz der Immunantwort und 

der unspezifischen Abwehrmechanismen des Wirts zu vermehren“ (Suerbaum et al., 2000). 

Um die Virulenzfaktoren des Keimes und deren Auswirkungen auf den Wirt besser untersu-

chen zu können, wurden in den letzten Jahren einige Tiermodelle etabliert, darunter H.pylori 

Infektionen von Mäusen, Ratten, mongolischen Wüstenmäusen und jungen Schweinen und 

für in vitro Versuche verschiedene Zellmodelle entwickelt.  

 
 
1.1.3.2 Virulenzfaktoren von H.pylori  
 
H.pylori ist ein spiralförmiges, gram-negatives Bakterium. Es ist 2,5 bis 5,0µm lang, 0,5 bis 

1,0µm breit und damit unter dem Lichtmikroskop erkennbar.  

Im Magen ist der Keim einer Mikroumgebung aus Säure, schützender Mukusschicht der Epi-

thelzellen, der Immunreaktion des Wirtes und einer sich ständig regenerierenden Magenmu-
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kosa ausgesetzt. Damit der Keim in diesem Milieu überleben kann, ist er mit verschiedenen 

essentiellen Faktoren ausgestattet. Ein wichtiger Faktor für die Kolonisierung des Magens ist 

seine Fähigkeit Urease zu bilden. Das Enzym Urease ist ein 550 kDa schweres Protein, wel-

ches die Hydrolyse von Harnstoff in Ammoniak und Kohlenstoffdioxid katalysiert. Der Am-

moniak dient zur Neutralisierung der unmittelbaren Umgebung des Bakteriums und ermög-

licht den Keimen ein Überleben im sauren Magenmilieu bei pH-Werten um 1-2 (Mobley et 

al., 1997 und 2001). Der größte Anteil der Urease befindet sich im Zytoplasma des Bakteri-

ums, ein weit geringerer Anteil außen auf der Zelloberfläche oder liegt als freie Urease vor. 

Es konnte gezeigt werden, dass die im Zytoplasma befindliche Urease für die Pufferwirkung 

zuständig ist. (Scott et al., 1998; Weeks et al., 2000, Athmann et al., 2000). Da bei einem na-

hezu neutralen Umgebungs-pH der entstehende Ammoniak eine schädliche Wirkung auf den 

Organismus des Keimes ausüben würde, ist ein gewisser pH-Wert im sauren Bereich für das 

Überleben des Keimes notwendig. Dies zeigt, dass das saure Magenmilieu einen wichtigen, 

natürlichen Lebensraum für H.pylori darstellt (Scott et al., 1998, Meyer-Rosberg et al., 1996). 

Die Säureprotektion sichert H.pylori aber nur wenige Stunden das Überleben im Magenlu-

men. Um unter die Mukusschicht an die Apikalseite der Epithelzellen zu gelangen, wo ein 

etwas höherer pH-Wert als im Magenlumen herrscht, ist H.pylori mit einem Bündel von 4 bis 

6 Geißeln an einem Pol ausgestattet. Dies verleiht dem Bakterium einen hohen Grad an Be-

weglichkeit. Jedes Geißelfilament besteht aus zwei Flagellinproteinen FlaA und FlaB, die von 

gleichnamigen Genen flaA und flaB kodiert werden (Suerbaum et al. 1993 ). Angetrieben von 

seinen Geißeln und seiner chemotaktischen Fähigkeit geleitet, besiedelt der Keim vorzugs-

weise den Antrumbereich der Magenmukosa. Dort hält sich das Bakterium vorwiegend im 

Bereich von Tight junctions, in sehr engem Kontakt zu den Magenepithelzellen auf (Noach et 

al., 1994). Nicht bewegliche H.pylori Stämme, bei denen ein oder beide Gene der Geißelfila-

mente mutiert vorliegen, sind nicht in der Lage die Magenschleimhaut permanent zu besie-

deln. Dies unterstreichen auch Tierexperimente von Eaton et al. (1992), die an keimfrei ge-

züchteten Ferkeln zeigen konnten, dass diese Mutanten nicht zu einer Kolonisierung der Ma-

genschleimhaut fähig waren. 

Ultrastrukturelle Untersuchungen einer mit H.pylori infizierten Magenmukosa konnten zei-

gen, dass sich viele Bakterien in sehr engem Kontakt zu den Magenepithelzellen befinden. 

Dies weist darauf hin, dass H.pylori Adhäsine ausbildet, die eine spezifische und feste Bin-

dung an Rezeptoren der Zellen herstellen können. Diese Fähigkeit stellt einen weiteren wich-

tigen Faktor des Bakteriums zur Adhärenz im Magen dar (Heczko et al., 2000; Su et al., 1999; 

Kirschner et al., 1995; Guruge et al., 1998). Diese These wird durch Versuche von Hyashi et 
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al. (1998) gestützt, in denen er zeigen konnte, dass nur adhärente Stämme die ständige Epithe-

lerneuerung überleben und die Magenschleimhaut immer wieder neu besiedeln können. 

Die Adhärenz der Keime ist bisher noch nicht eindeutig geklärt. Verschiedene Strukturen der 

Epithelzelle, wie Lipide, Gangliosiede und Kohlenhydrate als Rezeptoren und verschiedene 

Adhäsine des Keimes stehen derzeit zur Diskussion (Namavar et al., 1998; Hirmo et al., 1995; 

Appelmelk et al., 2000, Odenbreit et al., 1999 ). 

In diesem Zusammenhang wurde ein bestimmtes Blutgruppenantigen, das Lewis B charakte-

risiert, das auf Epithelzellen, vorwiegend bei Menschen mit der Blutgruppe 0, gefunden wird. 

Es dient als Rezeptor für das Adhäsin BabA2, ein Protein, das auf der äußeren Bakterien-

membran lokalisiert ist (Boren et al., 1993; Prinz et al., 2001). Das kann dazu beitragen, dass 

es eine sehr enge Beziehung bei H.pylori infizierten Menschen mit der Blutgruppe 0 und der 

Ausbildung einer Ulkuskrankheit gibt (Schepp et al., 1998). Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass H.pylori auch an Laminin, ein extrazelluläres Glykoprotein der extrazellulären Matrix, 

über Lipopolysaccaride bindet (Valkonen et al., 1997). Lipopolysaccaride sind ein wichtiger 

Bestandteil der äußeren Membran der Zellwand von H.pylori, die in ihrem Aufbau dem typi-

schen Muster gram-negativer Bakterien entspricht (Kayser, 1998, 147-150). 

Ein entscheidender bakterieller Faktor in der Pathogenese des Keimes ist ein circa 37 kBp 

großer DNA-Abschnitt im Genom von H.pylori, die cag-(cytotoxin-associated gene) Patho-

genitätsinsel, kurz cag-PAI genannt. Die Bedeutung der cag-PAI für die schwere der Gastritis 

und das Risiko eines Patienten, eine Komplikation der H.pylori Infektion zu entwickeln, ist 

mittlerweile gut belegt. In diesem Sinne induzieren cag-positive (Typ I) Stämme eine stärkere 

Gastritis, bewirken eine wesentlich stärkere Freisetzung von Entzündungsmediatoren, wie das 

IL-8 und sind signifikant häufiger mit der Ausbildung eines Karzinoms und MALT-

Lymphoms assoziiert (Blaser et al., 1995; Peek et al., 1995). Die cag-PAI besteht aus mehr als 

40 Genen, wobei das cagA Gen als wichtiges Marker-Gen der cag-PAI fungiert. Dementspre-

chend wurde das cagA Gen häufig bei Patienten mit atrophischer Gastritis, Ulkuserkrankun-

gen und Magenkarzinomen isoliert (Kuipers et al., 1995; Covacci et al., 1993).  

Untersuchungen zeigten, dass bei cagA negativen H.pylori Stämmen nicht nur das cagA Gen, 

sondern eine größere Gruppe von Genen aus der cag-PAI fehlt (Akypants et al., 1998; Censini 

et al., 1996; Audibert et al., 2001). Im Gegensatz zu Typ I Stämmen, weisen diese, auch als 

Typ II Stämme bezeichnet, eine sehr viel geringere Virulenz und einen leichteren Krankheits-

verlauf bei einer Infektion auf (Marchetti et al., 1995; Moss et al., 2001; Rokkas et al., 1999). 

In der Literatur gibt es zahlreiche Studien, die sich mit den Genen der cag-PAI und deren 

Funktion befassen. So konnten verschiedene Gene mit der Kodierung für ein spezielles Sekre-
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tions- und Injektionssystem in Verbindung gebracht werden. Ein Teil dieser Gene, darunter 

auch das cagE Gen, kodiert für Proteine eines Typ IV Sekretionssystems gram-negativer Bak-

terien. Dabei nimmt das cagE Gen in diesem Sekretionsmechanismus eine wesentliche Rolle 

ein (Odenbreit et al., 2000). Weiterhin zeigt das CagE Protein signifikante Gemeinsamkeiten, 

zum einen mit dem VirB4 Protein des VirB-Transportsystems von Agrobacterium (A.) tume-

faciens und zum anderen mit dem Sekretionsprotein PtlC des Keuchhustenerregers Bordatella 

(B.) pertussis auf (Tummuru et al., 1995; Burns et al., 1999). Das in der Bakterienmembran 

lokalisierte Injektionssystem bildet, ähnlich der Konjugation bei Bakterien, ein pilusähnliches 

Sekretionssystem aus, welches dem Export von Makromolekülen dient. Bei A. tumefaciens 

wird über diesen Mechanismus eine einzelsträngige T-DNA in den Zellkern einer Zelle trans-

portiert, wo sie in das Chromosom eingebaut wird und der Expression physiologisch wichti-

ger Gene dient. B.pertussis gibt auf diese Weise sein Toxin an seine Umgebung ab (Burns et 

al., 1999).  

Bei H.pylori konnte gezeigt werden, dass nach seiner Bindung an die Epithelzelle das CagA 

Protein, ein 120 bis 140kDa schweres Protein, welches durch das cagA Gen kodiert wird, ü-

ber das Typ IV Sekretionssystem in die Wirtszelle transloziert wird (Segal et al., 

1999;Backert et al., 2000; Asahi et al., 2000; Covacci et al., 2000; Stein et al., 2000; Oden-

breit et al., 2000). Dort wird das CagA Protein von einer Src ähnlichen Epithelzellkinase an 

seinen Tyrosinresten phosphoryliert (Selbach et al., 2001) und bindet an eine SHP-2 Phospha-

tase, was zu einer Deregulierung zellulärer Funktionen, besonders auf Signal-Transduktions-

Ebene führt (Higashi et al., 2002). Das phosphorylierte CagA Protein ist bedeutend für die In-

duktion des „hummingbird“-Phänomens, einer strukturellen Veränderung der infizierten Zelle 

unterhalb der Anlagerungsstelle des Keimes. Dabei kommt es in vitro zu einer neuen Anord-

nung von Aktin und anderen Zytoskelettanteilen und zur Ausbildung von Ausstülpungen und 

podestartigen Zellauswüchsen, die sich dicht an das Bakterium anschmiegen (Segal et al., 

1999; Stein et al., 2000; Backert et al., 2001; Higashi et al., 2002). Diese „Adhärenzplattfor-

men“ könnten dem Keim dazu verhelfen, seine Bindung an die Zellen aufrecht zu erhalten 

(Gordon et al., 2000). Die genaue Wirkung des CagA Proteins auf die zelluläre Funktion ist 

immer noch nicht bekannt. Jedoch gibt die Arbeit von Higashi et al (Science, 2002) erste 

Hinweise auf eine mögliche pathologische Wirkung von CagA auf die Wirtszelle.  

Das vakuolisierende Zytotoxin VacA ist ein 87kDa schweres Protein, das durch das vacA Gen 

kodiert und ebenfalls mit einer Schädigung des infizierten Magens in Zusammenhang ge-

bracht wird. Dieses Gen ist in Typ I, sowie in Typ II Stämmen vorhanden. Daher ist die Prote-

inexpression des vacA Gens unabhängig von der cag-PAI und dem cagA Gen (Akopyants et 
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al., 1998; Mobley et al., 1997). Das VacA Protein wird zunächst durch einen aktiven 

Mechanismus als inaktives Protein aus der Bakterienzelle in das umgebende Milieu 

sezerniert. Erst in dem sauren Magenmilieu wird es aktiv und zugleich resistent gegen eine 

Verdauung durch die Magensäure. Dieses Zytotoxin kann eine Vakuolisierung in den Zellen 

und damit Zellschäden hervorrufen. Jedoch produzieren nicht alle H.pylori Stämme ein akti-

ves Toxin. Dies wird auf genetische Unterschiede innerhalb des vacA Gens, genauer auf 

Unterschiede in den vacA Allelen, zurückgeführt. H.pylori Stämme die eine 

Allelkonstellation s1 m1 aufweisen, haben sich als besonders toxisch erwiesen. Sie wird in 

den meisten Fällen gleichzeitig mit dem cagA Gen angetroffen. Sowohl im Tierversuch 

(Ghiara et al., 1995 ) als auch durch Untersuchungen an menschlichen Biopsien (Atherton et 

al, 1997) konnte das VacA mit der Induktion von Epithelschäden in Zusammenhang gebracht 

werden (Ghiara et al., 1995; Atherton et al., 1997; Mégraud, 2001; Covacci, 1999, Mobley et 

al., 1997, Blaser et al., 1996). Es gibt aber auch experimentelle Befunde, die gegen eine 

wesentliche Rolle des VacA in der Pathogenese gastraler Epithelschäden sprechen (Weel et 

al, 1996; Ogura et al, 2000).  
 
1.1.3.3 Immunreaktion des Wirtes 
 
Wie bereits erwähnt sind nicht nur Virulenzfaktoren an der Pathogenität von H.pylori betei-

ligt, sondern auch die Entzündungsreaktion des Wirts auf den Keim spielt dabei eine wichtige 

Rolle. Es ist bekannt, dass eine H.pylori-Infektion eine chronisch-aktive Entzündung auslöst 

und dabei sowohl das angeborene unspezifische Immunsystem, als auch das erworbene spezi-

fische Immunsystem aktiviert. 

Eine Adhäsion der Bakterien an die Magenepithelzellen führt in erster Linie zur Aktivierung 

einer sofortigen unspezifischen Immunantwort, die durch Antigen-präsentierende Zellen 

(APZ), wie neutrophile Granulozyten, Monozyten und dendritische Zellen vermittelt wird. 

Vermutlich wird die Erkennung bakterieller Moleküle über Toll-like-Rezeptoren vermittelt, 

die auf den Antigen-präsentierenden Zellen exprimiert werden. Diese Entzündungszellen 

(APZ) werden sowohl durch chemotaktische Faktoren des Keimes, als auch durch bestimmte 

Chemokine angelockt, die von den Magenepithelzellen nach Kontakt mit H.pylori gebildet 

werden. Am Entzündungsherd findet ihre Ausdifferenzierung zu Makrophagen statt (Prinz et 

al., 2003). Als solche sind sie in der Lage Zytokine, wie IL-8, IL-1β, IL-6 und TNF-α  zu 

sezernieren (Crabtree et al., 2001; Noach et al., 1994; Bodger et al., 1997). In Versuchen von 

Brzozowski et al. (1999), in denen Ratten mit H.pylori Typ I Stämmen infiziert wurden, 
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konnte entsprechend eine erhöhte Produktion von TNF-α  und IL-1β in der Rattenmukosa 

nachgewiesen werden.  

Weiterhin sind Makrophagen an der Produktion weiterer entzündungsfördernder Faktoren, 

darunter oxidativer Metaboliten beteiligt, wie beispielsweise freie Sauerstoffradikale und Su-

peroxidanionen, die wiederum zu Hydrogenperoxid und Hydroxylradikalen reduziert werden 

(Davies et al, 1994; Jones-Blackett et al., 1999). Diese Metaboliten dienen der Verteidigung 

des Wirtes, führen aber auch zur Zerstörung der Magenmukosa und zu Schäden in der DNA. 

Diese DNA-Schäden werden in Form von Mutationen und Einzelstrangbrüchen vorwiegend 

bei Patienten mit atrophischer Gastritis beobachtet (Farinati et al., 1998). Darüber hinaus bil-

den Makrophagen Stickstoffmonoxid, das mit Superoxiden zu Peroxynitrit reagieren kann. 

Peroxynitrit kann ebenfalls zu DNA-Schäden und damit zur Apoptose der Magenzellen füh-

ren (Lindahl et al., 1972; Lim et al., 2001; Watanabe et al., 2000; Mizuki et al., 2000). 

Das Chemokin Interleukin 8 (IL-8), das auch von den Epithelzellen nach Kontakt mit 

H.pylori gebildet wird, regt die Entzündungszellen zusätzlich zur Migration an den Ort der In-

fektion an (Sharma et al., 1995; Aihara et al., 1997; Yamaoka et al., 1999). Untersuchungen 

an Biopsien des Magenantrums von Ando et al (1996) wiesen in diesem Kontext einen Zu-

sammenhang zwischen der Bakteriendichte, der Höhe an IL-8 Produktion der Epithelzellen 

und der Aktivität der Gastritis auf. Die Aktivierung von IL-8 in Epithelzellen wird nur von 

H.pylori Typ I Stämmen induziert (Censini et al., 1996; Akopyants et al., 1998). Versuche mit 

H.pylori-Mutanten, denen verschiedene Gene aus der cag-PAI fehlen, konnten das cagE Gen, 

als ein Schlüssel-Gen in der IL-8 Aktivierung, nachweisen (Tummuru et al., 1995; Censini et 

al. 1996).  

Weiterhin spielt bei einer H.pylori Infektion auch die spezifische Immunantwort eine bedeut-

same Rolle. TH1-Lymphozyten (T-Helferzellen; CD4+-Zellen) vermitteln die spezifische Im-

munantwort. Ein wichtiges Zytokin ist das IL-12, das vor allem von Antigen-präsentierenden 

Zellen sezerniert wird und naive CD4+-Zellen aktiviert (Prinz et al., 2003; Smythies et al., 

2000). Die aktivierten CD4+-Zellen produzieren vor allem IFN-γ und TNF-α und induzieren 

eine TH1- vermittelte Immunantwort (Mohammadi et al., 1996). Diese zeichnet sich weiterhin 

durch eine erhöhte Phagozytosetätigkeit der Makrophagen und eine gesteigerte Antikörper-

produktion aus (Prinz et al., 2003; Smythies et al., 2000). Neben der Induktion einer TH1-

Immunantwort kann IFN-γ (Fan et al., 1998), wie auch TNF-α und IL-1β im experimentellen 

Versuch auch alleine Apoptose in den Zellen auslösen (Hasumi et al., 2002; Mahr et al., 2000; 

Crabtree et al., 2001). Die Schädigung der Magenmukosa ist demnach nicht allein eine Folge 

der direkten Einwirkung von H.pylori, sondern entsteht auch durch die Infiltration der Muko-
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sa mit Entzündungszellen und einer damit verbundenen Gewebsdestruktion (Shimoyama et 

al., 1998) 

Betrachtet man diesen Keim in seinem Gesamtbild, so lässt sich erkennen, dass H.pylori eine 

Vielzahl von Mechanismen induziert, die zur Schädigung der Magenmukosa und dadurch zu 

Erkrankungen führt. Trotz der komplexen Immunabwehr der Magenmukosa ist H.pylori je-

doch in der Lage im Magen zu persistieren und dort eine chronische Entzündung zu unterhal-

ten. Als Antwort darauf wird zum einen eine Modulation der Wirtsantwort durch H.pylori 

diskutiert, die eine effektive Immunantwort mit einer Elimination der Keime verhindern soll 

(Appelmelk et al., 1997; Spiegelhalder et al., 1993). Zum anderen könnte die Entzündung 

durch eine erhöhte Freisetzung von Nährstoffen aus der Mukosa eine wichtige Vorrausset-

zung für das Überleben der Bakterien sein (Smythies et al., 2000). 

 
 
1.1.3.4 Der Signaltransduktionsweg über die Caspase 3 
 
Apoptose ist ein genetisch kontrollierter, aktiver Prozess der einzelnen Zelle, in welchem ext-

razelluläre Signale eine Folge von Reaktionen aktivieren, die zur Selbstelimination der Zelle 

führen.  

In Hinblick auf H.pylori konnten bisher verschiedene Signaltransduktionswege aufgezeigt 

werden, die alle zum Tod der Zellen führen. Daher ist die Suche nach einer definitiven Abfol-

ge von Reaktionsschritten, dem Transport von „Todessignalen“ in den Zellkern und dem ge-

netischen Suizidprogramm der Zelle immer noch Gegenstand intensiver Forschung.  

In Zusammenhang mit H.pylori wurde bisher eine große Anzahl von Apoptose auslösenden 

Faktoren identifiziert. Hierzu zählen Virulenzfaktoren und Kolonisationsfaktoren des Keimes, 

Störungen des Zellzyklus und DNA-Schäden der infizierten Zelle, oxidativer Stress, Stick-

stoffoxide, Entzündungsmediatoren und die Aktivierung von spezifischen Todeszellrezepto-

ren (Wagner et al., 1997; Mehmet et al., 2000; Nagata et al., 1995; Fan et al., 2000;Adams et 

al., 1998; Vaux et al., 1999; Ashkenazi et al, 1998; Green et al., 1998). 

Aus der Fülle an Veröffentlichungen über den Apoptoseweg von H.pylori, zeichnen sich unter 

anderem zwei Wege ab, die beide in die Aktivierung einer Caspasen-Kaskade einmünden und 

zur Apoptose der Zellen führen. Die cysteinhaltigen, aspartatspezifischen Proteasen, kurz als 

Caspasen bezeichnet, gehören zur Familie der Proteasen und spielen eine zentrale Rolle im 

Apoptosesystem der Zelle (Cohen et al., 1997; Thornberry et al., 1998).  
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Bild 1.1 zeigt schematisch die Zusammenhänge und Abläufe dieser beiden Wege. Einer dieser 

Wege [1] wird über Todesrezeptoren, wie den CD95/Fas-Rezeptor vermittelt, der zur Super-

familie der TNF-Rezeptoren gehört. Todesrezeptoren sind zellständige Oberflächenrezepto-

ren, die Signale von Todesliganden empfangen und über Adapterproteine an die Zelle weiter-

geben können (Ashkenazi et al., 1998). Unter physiologischen Bedingungen reguliert das Fas-

System die Immunantwort, indem es aktivierte Lymphozyten eliminiert (Leonardo, 1996). 

Eine Infektion mit H.pylori kann das CD95/Fas-System in vivo und in vitro direkt, oder indi-

rekt über Entzündungsmediatoren, wie TNF-α und IFN-γ, in erhöhtem Maße aktivieren (Rudi 

et al., 1998; Wang et al., 2000; Jones et al., 1999; Noach et al, 1994). Dies führt zu einer er-

höhten Expression des CD95/Fas-Rezeptors auf Epithelzellen und des CD95/Fas-Liganden 

auf T-Lymphozyten. Die synergistische Wirkung von H.pylori sowie den Entzündungsmedia-

toren auf die Fas-Expression und daran anschließend die Interaktion des Liganden mit dem 

Rezeptor führt nachweislich zu einer erhöhten Apoptoserate der Zellen (Wang et al., 2000). 

Ferner wurde in H.pylori infizierten Magenbiopsien eine erhöhte Expression des TNFR1-

Rezeptors festgestellt, einen wichtigen Rezeptor über den TNF-α Apoptose vermittelt (Hasu-

mi et al, 2002; Houghton et al, 2000; Neu et al., 2003). Die Rezeptoren TNFR1, wie auch 

CD95/Fas fungieren unabhängig voneinander. Dabei bindet das Adapterprotein FADD an den 

CD95/Fas-Rezeptor und das Adapterprotein TRADD an den TNFR1-Rezeptor. Die Adapter-

proteine aktivieren beide die Caspase 8 über eine sogenannte „death effector domain“(DED). 

Die Caspase 8 ist eine Initiator-Caspase der Caspasen-Kaskade, über die nachweislich Apop-

tose in den Zellen ausgelöst wird (Wong et al., 1994; Potthoff et al., 2002; Ashkenazi et al., 

1998; Hasumi et al, 2002.  

Ein anderer Apoptoseweg [2] wird über Mitochondrien induziert, die für den oxidativen E-

nergiestoffwechsel der Zellen eine wichtige Rolle spielen (Green et al., 1998). H.pylori kann 

indirekt via BID und direkt durch zellulären Stress zur Freisetzung von Cytochrom c aus den 

Mitochondrien in das Zytoplasma der Zelle führen (Potthoff et al. 2002; Maeda et al., 2002; 

Shibayama et al., 2001). Dort bindet das Cytochrom c an Apaf-1 (Zou et al., 1999), die zu-

sammen einen Komplex bilden, der als „Apoptosom“ bezeichnet wird, der ebenfalls über eine 

Initiator-Caspase, Caspase 9, die Kaskade der Caspasen aktivieren kann (Green et al., 1998). 

 



 1.1 Apoptose 

 

13

Adapterproteine

zB. FADD

Fas Ligand

Cas-9
Cas-3,

Cas-6

Cas-8

D
E

D

D
E

D

Mitochondrium

TNFαααα Zellulärer Stress

Pro-Cas-8

Todessubstrate / PARP

Apaf-1

Pro-Cas-9

Cytochrome c

Apoptosom

BID

2

2
1

Todesrezeptor

 
 
Bild 1.1. Schematische Darstellung der beiden Apoptosewege, im Text mit [1] und [2] gekennzeich-
net, die beide die Caspasenkaskade aktivieren. Die eigentlich unabhängigen Todesrezeptoren in Weg 
[1], TNFR1 und CD95/Fas, sind der Übersicht wegen in einem Rezeptor zusammengefasst (modifi-
ziert nach Potthoff et al. (2002), S. 375). 
 
 
Die menschlichen Caspasen lassen sich in drei Gruppen einteilen (Green et al., 1998). Gruppe 

I besteht aus den Caspasen 1, 4 und 5, die vermutlich vorwiegend an Entzündungsreaktionen 

beteiligt sind (Komiyama et al., 1994; Thornberry et al., 1998). Gruppe II besteht aus den 

Caspasen 2, 3 und 7. Sie sind Haupteffektor-Caspasen der Apoptose und werden von Caspa-

sen der Gruppe III , den sogenannten Initiator-Caspasen gespalten (Caspasen 6, 8, 9 und 10). 

Die Caspasen liegen im unstimulierten Zustand der Zelle in Form inaktiver Procaspasen im 

Zytoplasma der Zellen vor und werden auf einen Stimulus hin proteolytisch aktiviert. Die pro-

teolytische Aktivierung erfolgt durch eine Spaltung der Peptidketten nach Aspartatresten 

durch die Initiator-Caspasen, die wiederum, wie oben bereits erwähnt, durch Adaptermolekü-

le oder Apoptosome aktiviert werden (Green et al., 1998; Thornberry et al., 1998).  

Die Caspase 3 ist eine wichtige Haupteffektor-Caspase, die für die proteolytische Spaltung 

einiger zelltodinduzierender Substrate im komplexen Ablauf der Apoptose, wie beispielswei-

se des nukleären Enzym poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), verantwortlich ist (Cohen et 

al., 1997; Kim et al., 2000; Ashktorab et al., 2002; Simbulan-Rosenthal et al., 1998). PARP ist 
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an der Reparatur der DNA und an der Regulation des Zellzyklus wesentlich beteiligt. Durch 

seine Spaltung fungiert PARP als wichtiger Auslöser der Apoptose und wird mit der Frag-

mentierung der DNA im Zellkern in enge Verbindung gebracht (Simbulan-Rosenthal et al., 

1998; D’Amours et al., 1998; Ashktorab et al., 2002). 

 
 
 

1.2 H.pylori und der Transkriptionsfaktor Nuclear factor kappaB 

 
 
 

1.2.1 Struktur von NF-κκκκB 

 
 
Der Transkriptionsfaktor NF-κB wurde 1986 zum ersten Mal in ausdifferenzierten B-

Lymphozyten, als DNS-Bindungsaktivität beschrieben, die spezifisch von dem Enhancer der 

leichten κ−Ketten der Immunglobuline gebunden wurde (Sen and Baltimore, 1986). Dieser 

Transkriptionsfaktor konnte jedoch auch in vielen anderen Zelltypen nachgewiesen werden.  

Er besteht aus verschiedenen Untereinheiten, die sich untereinander zu Homo- und Heterodi-

meren verbinden können. Die Bildung von Dimeren ist wichtig für die spätere Bindung an 

DNA-Sequenzen (Bressler et al., 1993). Es wurden verschiedene Untereinheiten identifiziert, 

die alle zur Familie der Rel-Proteine gehören. Diese sind p50, p65, p52, RelB, v-rel und das 

c-Rel, wobei sie alle eine mehr oder weniger identische Rel-Homologie-Domäne (RHD) be-

sitzen. Diese besteht aus 300 Aminosäuren und reguliert die Bildung von Dimeren, sowie die 

Bindung an I-κB-Proteine und an  κB-Sequenzen der DNA. Am C-terminalen Ende der RHD-

Domäne liegt eine aus basischen Aminosäuren bestehende nukleäre Signal-Sequenz, die we-

sentlich für den aktiven Transport von NF-κΒ    in  den Zellkern verantwortlich ist (Grimm et 

al., 1993; Siebenlist et al., 1994). 

NF-κΒ besteht vorwiegend aus dem p50/p65 Heterodimer. Das Molekulargewicht von p65 

beträgt 65kDa und das von p50 105kDa. Es hat sich gezeigt, dass das p50/p65-Heterodimer 

im Vergleich zu anderen Dimeren, auf ein Signal hin schneller in den Zellkern gelangt, eine 

höhere Affinität zur spezifischen DNA-Bindesequenz besitzt und damit schneller die 

Transkription der entsprechenden Zielgene aktivieren kann (Zabel et al., 1991). Die Unterein-

heit p50 besitzt selbst kein Transaktivierungspotential und dient offenbar nur dazu die Bin-

dungsaktivität an die DNA zu steigern (Grimm et al., 1993). Im nicht stimulierten Zustand ist 

NF-κB im Zytoplasma der Zelle lokalisiert. Es ist dort an ein Inhibitorprotein, das I-κB, über 
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eine nicht-kovalente Bindung gebunden, das eine Aufnahme in den Zellkern verhindert, in-

dem es Kerntranslokationssignale maskiert. Auch das I-κB-Protein besteht aus verschiedenen 

Isoformen, die unterschiedliche Affinitäten gegenüber den Untereinheiten des NF-κB besit-

zen. Diese sind I-κB-α, I-κB-β, I-κB-ε, p105, p100 und Bcl-3. Von diesen bindet vor allem 

das I-κB-α an Dimere, die eine p65-Untereinheit besitzen (Siebenlist et al., 1994; Neurath et 

al., 1998). 

 
 
 

1.2.2 Aktivierung von NF-κκκκB 

 
 
Die NF-κB-Aktivierung in der Zelle ist ein Symptom für Zellstress. Zu den NF-κB Aktivato-

ren zählen vor allem Entzündungsmediatoren, wie TNF-α, IL-1β, Viren, Bakterien, Sauer-

stoffradikale und physikalischer Stress, wie UV-Licht.  

Auch H.pylori stimuliert NF-κB in einer infizierten Zelle. Dabei aktiviert H.pylori über einen 

noch unbekannten Mechanismus direkt oder indirekt die beiden Adapterproteine TRAF2 und 

TRAF6 in der Zelle, die beide zur Aktivierung der NF-κB aktivierenden Kinase (NIK) führen, 

die ein Mitglied der MAP/MEKK Familie ist (Peek et al., 2001). NIK aktiviert die beiden Ki-

nasen I-κB Kinase-α (IKK-α ) und β (IKK-β), was in einem weiteren Schritt die Phosphory-

lierung des I-κB-α stimuliert. Das führt anschließend zu einer über Proteosomen (26S) ver-

mittelten Degradation des phosphorylierten I-κB-α. �Dadurch wird die Bindung von NF-κB 

gelöst und das freie NF-κB transloziert in den Zellkern (Maeda et al., 2000, Peek et al., 2001). 

Im Zellkern bindet es an eine spezifische DNA-Consensussequenz, 5´-GGG RNN YYC C-3´ 

(R=Purin, Y=Pyrimidin, N=Nukleotide), welche in der Promotor-, und Enhancerregion vieler 

Gene gefunden wird (Zabel et al., 1991; Siebenlist et al., 1994).  

Im Zellkern gebunden reguliert NF-κB die Transkription zahlreicher Gene, die Abwehrfunk-

tionen in der Zelle oder im Gesamtorganismus übernehmen (Peek et al., 2001). Zielgene sind 

unter anderem Gene, die für Entzündungsmediatoren wie das IL-8, IL-6 und IFN-γ  kodieren 

oder aber Gene, die für die Ausbildung von Immunrezeptoren wie MHC-Klasse I und II Re-

zeptoren, oder Akutephase-Proteine verantwortlich sind (Baeuerle et al.,1994; Schreck et al., 

1991; Griffin et al., 1989; Schmid et al., 1991). Die regulierende Rolle von NF-κB ist nicht 

auf Entzündungsmediatoren und Immunrezeptoren beschränkt. So ist NF-κB auch an der 

Transkription von iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) beteiligt, einer Synthase, die die 
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Produktion von Stickstoffmonoxid katalysiert, das in Verbindung mit Superoxiden zu Zell-

schäden führen kann (Lindahl et al., 1972; Lim et al., 2001; Watanabe et al., 2000; Mizuki et 

al., 2000; Galla et al., 1993). 

Weiterhin greift NF-κB auch regulierend in das Zellwachstum und den Zelltod ein (Baichwal 

et al., 1997). Bild 1.2 zeigt die schematische Darstellung des Signalweges von NF-κB, das 

nach einem Schema von Peek et al. (2001) modifiziert wurde. Im Vergleich zu H.pylori akti-

vieren TNF-α und IL-1β  diese Signalkaskade über spezifische Rezeptoren. Dabei bindet 

TNF-α an den TNFR1 Rezeptor, der unter anderem via TRADD, TRAF2 und in Folge NF-κB 

aktiviert (Hsu et al., 1995). IL-1β bindet ebenfalls an einen spezifischen Rezeptor, den Il-1 

Rezeptor und aktiviert NF-κB über TRAF6 (Cao et al., 1996).  

 

TRAF2
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IKK
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TNFαααα

P P

P P

Ub

Ub

IκκκκB

NFκκκκB
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Proteosom
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Bild 1.2. Schematische Darstellung der Signaltransduktionskette von NF-κB (modifiziert nach Peek et 
al. (2001); S. G526) 
 
 
 

1.3 Die Parietalzelle – ein in vitro Modell der Atrophie 

 
 
 
H.pylori besiedelt bevorzugt die Bereiche des Magenantrums mit einem etwas höher gelege-

nen pH-Wert und nur selten die Bereiche des Magenkorpus und des Magenfundus. Hauptur-

sache dafür mag in erster Linie sein, dass die Ureaseaktivität des Keimes nicht ausreicht die 
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Säure, die durch die unmittelbare Produktion und Sekretion der Parietalzellen in der Korpus-

region in höherer Konzentration vorliegt, durch den entstehenden Ammoniak abzupuffern. 

Darüber hinaus hemmt ein sehr saures Milieu das bakterielle Wachstum (Logan et al., 1995; 

Blaser et al., 1998).  

Im Initialstadium führt H.pylori außerdem zu einer fast vollständigen Achlorhydrie des Ma-

gens, die den Keimen die Kolonisation der antralen Mukosa zusätzlich erleichtert. Ursache 

hierfür ist eine temporäre Hemmung der Säuresekretion der Parietalzellen, die offenbar zum 

einen durch eine Keim-Zell-Interaktion durch keimspezifische Faktoren, zum anderen durch 

die bei der Immunantwort des Wirtes freigesetzten Entzündungsmediatoren herbei geführt 

wird (El-Omar et al., 1997; McColl et al., 1998). 

In diesem Kontext konnten in vitro Versuche von M. Göoz et al. (2000) zeigen, dass H.pylori 

die H+/K+ ATPase, die wesentliche Bedeutung für die Säuresekretion der Parietalzellen be-

sitzt, über intrazelluläre Proteinkinasen hemmt. Weiterhin konnte Jaup et al. (2001) bei einer 

Riesenfaltengastritis im Magenkorpus und Fundus beobachten, dass die Parietalzellen wäh-

rend einer H.pylori Infektion, sowohl morphologischen, als auch sekretorischen Veränderun-

gen unterworfen waren. Auslöser hierfür waren vermutlich Entzündungsmediatoren, wie das 

IL-1β, die zu dilatierten Canaliculi und zu einer reduzierten Säuresekretion der Parietalzellen 

führten (Jaup et al.,2001; Schepp et al., 1998). Im Verlauf kehrt bei antrumbetonter Gastritis 

die Säuresekretion zurück. Dabei entwickelt sich im infizierten Wirtsorganismus eine Hyper-

gastrinämie, die zu einer gesteigerten Säureproduktion der Parietalzellen führt (El-Omar et al., 

1995; Moss et al., 1993). Dabei scheint eine hohe Säuresekretion der Parietalzellen vor einer 

Kolonisation des Magenkorpus mit H.pylori zu schützen (Gillen et al., 1998; Rad et al., 

2003).  

Die Parietalzelle ist verantwortlich für die Produktion der Magensäure und ist in den Magen-

drüsen der Korpus- und Fundusregion lokalisiert. Hier befindet sie sich vorwiegend in der 

Halsregion und der mittleren Region der Drüsen. Mit einem Durchmesser von 16 bis 20µm 

sind die Parietalzellen die größten Zellen der Magenschleimhaut und ragen häufig in die La-

mina propria und in das Drüsenlumen vor. Sie besitzen einen großen mittelständigen Zellkern, 

zahlreiche Mitochondrien, sowie ein ausgeprägtes Netz an intrazellulären Canaliculi und Tu-

bulovesikel. Die Lipidmembran der Canaliculi enthält das Enzym H+/K+ ATPase, das H+-

Ionen im Austausch gegen K+-Ionen in die Canaliculi der Parietalzelle ausschleust und somit 

der Motor für die Säureproduktion der Zelle ist. Im aktiven Zustand der Zelle öffnen sich die 

Canaliculi zum Drüsenlumen hin. Die Oberfläche der Parietalzelle besteht aus zahlreichen 
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Mikrovilli, welche die Oberfläche der Zelle vergrößern und den aktiven und funktionellen 

Zustand der Zelle wiederspiegeln (Schepp et al, 1989).  

Bild 1.3 zeigt die elektronenmikroskopische Abbildung einer funktionsfähigen Parietalzelle.  

 

 
 
Bild 1.3. Elektronenmikroskopisches Bild einer funktionsfähigen Parietalzelle; Zelldurchmesser ca. 16 

bis 20µm; Vergrößerung 5700fach 
 
 

Bei Patienten mit einer primär niedrigen Säuresekretion ist das Bakterium fähig die Korpus-

regionen zu besiedeln. Eine Gastritis im Magenkorpus führt häufig zu einer progressiven At-

rophie mit Verlust von Parietalzellen und einer weiteren Abnahme der Säurebildung. Damit 

sinkt das Risiko von Duodenalulzera, aber das Risiko ein Magenkarzinom zu entwickeln 

steigt (El-Omar, 2001). Ursache einer primär geringeren Säuresekretion wird in der IL-1β- 

Expression gesehen, die bei manchen Patienten während der H.pylori Infektion hochreguliert 

wird (Brzozowski et al., 1999; Rad et al., 2003). IL-1β wirkt dabei direkt über IL-1 Rezepto-

ren auf die Parietalzellen und hemmt die Säureproduktion (Schepp et al., 1998). In diesem 

Zusammenhang haben Studien eine Assoziation zwischen IL-1 Polymorphismen mit hoher 

IL-1β Sekretion und Hypochlorhydrie sowie Magenkarzinomen gefunden (El-Omar et al., 

2001; Rad et al., 2003).  

Ein weiterer Mechanismus eine korpusdominante atrophische Gastritis zu entwickeln wird in 

einer Therapie mit H+/K+ Inhibitoren gesehen. Eine Therapie mit H+/K+ Inhibitoren hemmt 

ebenfalls die Säureproduktion der Parietalzellen und führt dadurch insgesamt zu einer Erhö-
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hung des pH-Wertes im Magen. Da sich auch der pH-Wert im Korpus- und Fundusbereich 

erhöht, verlagert sich die H.pylori Infektion unter diesen Bedingungen aus dem Antrum in 

Korpus- und Fundusbereiche (Scott et al., 1998). Das Überleben des Keimes, der ein gewisses 

saures Milieu benötigt, könnte in diesem Stadium der Atrophie nur durch einen Rückzug in 

tiefere, noch vorhandene Drüsenabschnitte gewährleistet sein. Hier besteht nun auch eine gro-

ße Wahrscheinlichkeit, dass der Keim einen direkten Kontakt mit den Parietalzellen aufbauen 

kann.  

Bild 1.4 zeigt mehrere H.pylori Bakterien in einer Magendrüse, nahe der sekretorischen 

Canaliculi der Parietalzelle, nach einer Behandlung mit Pantoprazol, einem H+/K+ Inhibitor. 

Dies könnte den gerade beschriebenen Rückzug der Bakterien nachhaltig unterstreichen. 

 
 

 
 

Bild 1.4. Schnittbild von H.pylori infizierten Magendrüsen; 
zur Verfügung gestellt von Herrn Prof. Stolte, Institut für Pathologie, Bayreuth 

 
 
Es wird deutlich, dass sowohl eine akute, wie auch chronische Infektion mit H.pylori einen 

Einfluss auf die Parietalzelle und ihre Säureproduktion nimmt. Daher ist es in der vorliegen-

den Arbeit ein besonderes Interesse, den direkten Effekt des Keimes in vitro auf die Parietal-

zelle zu untersuchen. 

Das in diesen Versuchen verwendete Parietalzellmodell könnte ein spätes Stadium einer 

H.pylori induzierten Korpusatrophie darstellen. Auf diese Weise können die Ergebnisse der 

Untersuchungen zu einem besseren Verständnis der atrophischen Gastritis und der Karzino-

genese des Keimes in vivo beitragen.  
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1.4 Aufgabenstellung dieser Arbeit 

 
 
 
Eine Infektion mit Helicobacter pylori führt zu einer chronischen Gastritis, die im Verlauf zu 

einer Atrophie der Magenmukosa führt. Die Atrophie ist durch den Verlust von Drüsengewe-

be, vorwiegend durch Apoptose, gekennzeichnet. Die Parietalzellen sind spezialisierte Epi-

thelzellen, die ca. 40% aller Epithelzellen ausmachen und für die Säureproduktion verantwort-

lich sind.  

Da der Keim sowohl bei einer akuten, wie auch chronischen Infektion einen Einfluss auf die 

Parietalzellen nimmt, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, wie sich H.pylori 

in vitro auf diese Zellpopulation auswirkt und auf welche Weise der Keim zu einem Verlust 

der Parietalzellen führt. Weiterhin sollten verschiedene Mechanismen der Apoptose-Induktion 

untersucht werden. Für die vorliegende Arbeit wurde daher ein in vitro Zellmodell bestehend 

aus Parietalzellen der Ratte gewählt.  

Ein Ziel dieser Arbeit war mit Hilfe der Elektronenmikroskopie und der TUNEL-Reaktion zu 

zeigen, ob H.pylori Apoptose in Parietalzellen der Ratte hervorruft. Weiterhin sollte die Aus-

wirkung einzelner bakterieller Virulenzfaktoren und die Auswirkung des Zytokins TNF-α auf 

die Apoptose der Zellen mit der TUNEL-Reaktion quantifiziert werden.  

Ein weiteres Ziel der Arbeit war, den sehr komplexen Signalwege der Apoptose in vitro in 

den Parietalzellen näher zu untersuchen. Hierfür sollte mit einem ELISA eine mögliche 

Caspase 3 Aktivierung und damit der Apoptoseweg über die Caspasen nachgewiesen werden. 

Insbesondere sollte in diesem Zusammenhang auch der Nachweis über eine H.pylori induzier-

te Aktivierung von NF-κB mittels eines EMSA erbracht werden und die Relevanz dieses 

Transkriptionsfaktors für die Apoptose in diesem Zellsystem untersucht werden. Von Interes-

se war zudem der Nachweis einer Apoptose induzierenden Stickstoffmonoxidproduktion, als 

mögliche Endreaktion in der Signaltransduktionskette der H.pylori induzierten Apoptose in 

Parietalzellen.  

Diese Untersuchungen können möglicherweise zum besseren Verständnis der H.pylori indu-

zierten Apoptose in vivo beitragen.  
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2.1 Material 

 
 
 

2.1.1 Versuchstiere 

 
 
Für die Isolation der Parietalzellen wurden die Mägen von 6 Wochen alten, weiblichen Spra-

gue-Dawlay Ratten mit einem Gewicht zwischen 180 bis 200g verwendet. 

 
 
 

2.1.2 Helicobacter pylori und andere Keime 

 
 
Für die Stimulationsversuche wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Bakterien-

stämme verwendet, die in der folgenden Tabelle zusammen mit ihrer Herkunft aufgelistet 

werden. 

 
Stämme Herkunft 

Wildtyp (WT) G27 Eigene Laborstämme 
Laborstamm Tx30  
Laborstamm 2808  
G27 Mutante cagA Antonello Covacci, Italien 
G27 Mutante cagE  
G27 Mutante cagF  
G27 Mutante cagN  
G27 Mutante cagH  
S.aureus Mikrobiologie, Klinikum Rechts 

der Isar, München 
C.jejunii  

 
Tabelle 2.1. Verwendete Keime 
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2.1.3 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien 

 
 
A/B       Bio-RAD, Deutschland 
Agarose      Roth, Deutschland 
ApoAlert Caspase-3 Assay Kit   Clontech, USA 

Bestandteile des Kit: 
� Cell Lysis Buffer 
� 2x Reaction Buffer 
� DTT (1M) 
� Caspase-3 Substrate, DEVD-pNA (1mM) 
� Caspase-3 Inhibitor, DEVD-fmk (1mM) 
� pNA (100mM) 

APS (10%)      Sigma, Deutschland 
 
BCA Protein Assay Kit    Pierce, USA 
Bleicitrat (2,66%)     Reynolds, USA 
Borsäure      Sigma, Deutschland 
Bouin-Lösung      Sigma, Deutschland 
Bromphenolblau     Merck, Deutschland 
BSA (pH=7,0)      ICN Biomedicals, USA 
 
Calciumchlorid     Merck, Deutschland 
Camptothecin      Sigma, Deutschland 
Cell Tak      Becton Dickinson, Bedfore, USA 
Chloroform      Merck, Deutschland 
 
DAB Substrat Kit für Peroxidase   Vector Laboratories Inc., USA 
DDSA       Merck, Deutschland 
Deoxynukleotid-Mix (dNTPs)   Roche/Applied Biosystems, Deutschland 
Dikaliumhydrogenphosphat    Merck, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat    Merck, Deutschland 

DMEM/F12      GibcoBRL, Deutschland 
DMP-30      Merck, Deutschland 
DMSO       Sigma, Deutschland 
DTT       AppliChem, Deutschland 
 
EDTA/Titriplex III     Merck, Deutschland 
EGF       Sigma, Deutschland 
EGTA       Sigma, Deutschland 
Eisessig (Essigsäure 100%)    Merck, Deutschland 
Ethanol (70%)      Merck, Deutschland 
Etidiumbromid     Merck, Deutschland 
 
Ficoll™ 400      Amersham Pharmacia Biotech, Schweden 
 
Gentamycin      Sigma, Deutschland 
Glutaraldehyd (2,5%)     Serva, Deutschland 
Glycerin (wasserfrei)     Merck, Deutschland 
Glycidether      Merck, Deutschland 
 



 2.1 Material 23

Hepes       Serva, Deutschland 
Hydrocortison      Sigma, Deutschland 
 
In Situ Cell Death Detection Kit, POD  Boehringer Mannheim, Deutschland 
Isopropylalkohol     Merck, Deutschland 
ITS       Sigma, Deutschland 
 
Kaisers'Glyceringelatine    Merck, Deutschland 
Kaliumchlorid      Merck, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat    Merck, Deutschland 
 
L-NMMA      Sigma, Deutschland 
Lipofectin      Life Technologies™

, USA 
 
Magermilchpulver     AppliChem, Deutschland 
Magnesiumchlorid (25mM)    Roche/Applied Biosystems, Deutschland 
Magnesiumsulfat     Merck, Deutschland 
MasterMix      Qiagen, Deutschland 
Matrigel      Becton Dickinson, Bedfore, USA 
2-Mercaptoethanol     Merck, Deutschland 
Methanol      Merck, Deutschland 
MNA       Merck, Deutschland 
 
Natriumacetat      Merck, Deutschland 
Natriumbikarbonat     Merck, Deutschland 
Natriumchlorid     Merck, Deutschland 
Natriumcitrat      Merck, Deutschland 
Natriumdihydrogenphosphat    Merck, Deutschland 
NuSieve-Agarose     FMC Bio Products, USA 
 
Osmium (1%)      Mikrotechnik, Deutschland 
 
Percoll       Amersham Pharmacia Biotech, Schweden 
PIC       Sigma, Deutschland 
PMSF       Sigma, Deutschland 
Poly-(dIdC)      Boehringer Mannheim, Deutschland 
Pronase E (aus Streptomyces griseus)  Roche Diagnostics GmbH, Deutschland 
PSI       Sigma, Deutschland 
 
Quickszint 2000 Scintillationscocktail  Zinnser Analytic, Deutschland 
 
Random Primer (dN)6     GibcoBRL, Deutschland 
Reaktionspuffer (5x)     GibcoBRL, Deutschland 
Reverse Transkriptase, Superscrip™II  GibcoBRL, Deutschland 
RNase freies H2O     Qiagen¸ Deutschland 
RNase Inhibitor (20U/µl)    Roche/Applied Biosystems, Deutschland 
 
Sucrose (Saccharose)     Merck, Deutschland 
SuperFectRTransfektionsreagenz   Qiagen, Deutschland 
 
T4- PKN      Boehringer Mannheim, Deutschland 
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T4-PKN-Puffer     Boehringer Mannheim, Deutschland 
TEMED      Sigma, Deutschland 
TNF-α       Sigma, Deutschland 
TNF-R1-Antikörper      Santa Cruz Biotechnology, USA 
TRIS ultrapure      Merck, Deutschland 
Triton X-100      Bio-RAD, Deutschland 
TRIZOL-Reagenz     GibcoBRL, Deutschland 
Trypanblau      Seromed Biochrom, Deutschland 
Trypsin-EDTA     GibcoBRL, Deutschland 
 
Uranylacetat (2%)     Reynolds, USA 
 

Wasserstoffperoxid 30%    Sigma-Aldrich Chemie, Deutschland 
 
Xylencyanol      Merck, Deutschland 
γ32P-ATP      NEN Life Science, Deutschland 
 
 
 

2.1.4 Oligonukleotide und Antikörper 

 
 
Antisense und Missense Oligonukleotide  Institut MWG-Biotech, Deutschland 
Decoy-Oligonukleotide    Institut MWG-Biotech, Deutschland 
FAM 5'-markierte Oligonukleotide   Institut MWG-Biotech, Deutschland 
 
Polyklonale Antikörper p65 und p50 (EMSA) Santa Cruz Biotechnology, USA 
 
 
 

2.1.5 Geräte 

 
 
β-Zähler LS 1801     Beckman, Deutschland 
Blutagarplatten für H.pylori Kultivierung  Mikrobiologie, Klinikum rechts der Isar  
 
Cellulose Acetat Filter, Porengröße 0,2µm  Gelman Laboratory, USA 
 
Densitometer ATB 1550    Bio Merieux Sa, Frankreich 
 
Gegenstromelutriator: 

- J 2-21 M/E-Zentrifuge   Beckman Instruments, Deutschland 
- Elutriationsrotor JE 6 B   Beckman Instruments, GB 
- Elutriationstrennkammer   Beckman Instruments, Deutschland 
- Masterflex-Pumpe Typ 7521   Cole Parmer Instruments Co., USA 
- Pumpenkopf Typ 7014   Cole Parmer Instruments Co., USA 

Gelelektrophoresesystem für Agarose-Gele  BioRAD, Deutschland 

Gelelektrophorese für EMSA    Sigma, Deutschland 
Glasobjektträger, Durchmesser 24 mm  Assistent, Schultheiß, Deutschland 
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Homogenisator Braun, Deutschland 
 
Kulturplatten: 

- 6-Well Platte     Becton Dickinson, Deutschland 
- 96-Well Platte 
- Petrischalen 

 
Mastercycler 5330     Eppendorf, Deutschland 
Mikroskope: 

- Lichtmikroskop Zeiss, Deutschland 
- Elektronenmikroskop-EM10A  Zeiss¸ Deutschland 

Microplate Reader      BioRAD, Deutschland 
 
Neubauer-Zählkammer    Brand, Deutschland 
NICK™Säulen mit Sephadex G-50 Gel  Pharmacia Biotech, USA 
 
PhosphorimagerTM Kassette    Molecular Dynamics, USA 
Phosphorimager 445 SI Scanner   Molecular Dynamics, USA 
Photometer DU 640 Spectrometer   Beckman, Deutschland 
Power Supply; Model 500/1000   BioRAD, Deutschland 
 
Ultraschallgerät/Branson Sonifier 250   Branson Schallkraft, Deutschland 
 
Zentrifugen: 

- Rotenta/AP     Hettich, Deutschland 
- Eppendorf 5415 C    Eppendorf, Deutschland 
- Eppendorf Kühlzentrifuge 5403  Eppendorf, Deutschland 

 
 
 

2.1.6 Auswertung 

 
 
SPSS für Windows, Version 11.5   SPSS, Inc., USA 
ImageQuaNT™Computersoftware   Molecular Dynamics, USA 
ONE-Dscan Programm, 
Version 1.2 (One-Dimensional-Gel-Analysis) Scanalytic Inc., USA 
Video-Dokumentationssystem   MWG-Biotech, Deutschland 
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2.1.7 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 

 
 
2.1.7.1 Isolation der Parietalzellen 
 
Stammlösungen: 
 
Stocklösung I (10x): NaH2PO4xH2O 5mM 

Na2HPO4xH2O 10mM 
NaHCO3 200mM 
NaCl 700mM 
KCL 50mM 
D(+)Glucose 110mM 

 
Hepes (10x):  Hepes 500mM 
 
EDTA (100x): Tritiplex III 200mM 
 
Lösung IV (10x): CaCl2 100mM 

MgCl2x6 H2O 150mM 
 
Inkubationslösungen: 
 
Lösung A: Stocklösung I (10x) 100ml 

Hepes (10x) 100ml 
EDTA (100x) 3,5ml 
H2O dest.  ad.1000 ml 
pH 7,8 mit 2N KOH 
BSA 10g 

 
Lösung B: Stocklösung I (10x) 100ml 

Hepes (10x) 100ml 
Lösung IV (10x) 10ml 
H2O dest. ad.1000 ml 
pH 7,4 mit 2N KOH  
BSA 5g 

 
Pronase-Lösung:  Pronase E 1,3 mg/ml  
 gelöst in Lösung A. 
 
Elutriationspuffer:  
  NaCl 140mM 

MgSO4x7 H2O 1,2mM 
CaCl2  1mM 
Hepes 10mM 
D(+)Glucose  11,1mM 
pH 7,4 mit KOH 2N 
BSA  0,1% 
DTT  0,01% 
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Dichtegradientenlösungen: 
 
Stammlösung B: MgSO4x7 H2O  12mM 

CaCL2   12mM 
 
Stammlösung C: NaCl  118mM 

Hepes 14mM 
TRIS (Ultrapure)  7mM 
KH2PO4  3mM 
K2HPO4  2mM 

 
Percoll–Lösung: Stammlösung C     7ml 

Percoll      60 ml 
BSA  1g 
DTT       0,01g 

 
Puffer–Lösung: Stammlösung B  10ml 

Stammlösung C  10ml 
H2O dest. steril  80ml 
D (+) Glucose  0,4g 
Carbogen-Begasung 30 Minuten 
pH 7,4 mit TRIS 1M 

 
 
2.1.7.2 Kultivierung der Parietalzellen 
 
Alle Kulturmedien wurden vor Gebrauch mit einem 0,2 µm Cellulose Acetat Filter steril filt-
riert. 
 
Kulturmedium I (KM I):  

 DMEM   15,57g/l 
 ITS  5,0ml/l 
 Gentamycin (100µg/ml)  1ml/l 
 Hydrocortison (10µg/ml) 100µl/l 
 BSA 2g/l 
 pH 7,4 mit TRIS  1M  
 EGF (25ng/ml)  25µl/50ml KM 
 Kurz vor der Kultivierung 

 

Kulturmedium II (KM II): 
 DMEM 15,57g/l 
 pH 7,4 mit TRIS 1M 

 
0,5M PBS: 

 NaCl  8,0g 
 KCl  0,2g 
 Na2HPO4x2H2O  1,44g 
 KH2PO4 0,2g 
 H2O dest. steril ad.1000 ml 
 pH 7,4 
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2.1.7.3 TUNEL-Reaktion 
 
Fixierungslösung: 
 Bouin 9,5ml 
 Eisessig   0,5ml 
 
Blockierungslösung: 
 H2O2  0,5ml 
 Methanol  49,5ml 
 
Lysierungslösung: 
 Nacitrat  0,1g 
 H2O  100ml 
 Triton X-100  100µl 
 
TRIS-Puffer: 
 TRIS  1,21g 
 NaCl  0,58g 
 H2O dest.  100ml 
 pH 7,5 mit HCl 5N 
 Magermilchpulver  1g 
 
 
2.1.7.4 Präparation der Kernextrakte 
 
Puffer 1:  
 NaCl  15mM 
 Mercaptoethanol  15mM 
 TRIS-HCl  15mM 
 pH 7,4 mit KOH 2N 
 PIC  2 Vol.% 
 PMSF  1mM 
 Kurz vor dem Versuch 
 
Puffer 2:  
 Puffer 1 
 EDTA  2mM 
 EGTA  0,5mM 
 Sucrose  0,34mM 
 
Puffer 3:  
 Puffer1 
 EDTA   1mM 
 EGTA   0,25mM 

 Sucrose  1,37M 
 
 
 
 
 
 



 2.1 Material 29

Bindungspuffer (BP) (10x):  
Hepes   250mM 
EDTA   5mM 
DTT   20mM 
Glycerin  40% (v/v) 
NaCl   1M 
H2O dest. 32 ml (auf 100 ml) 

 
 
2.1.7.5 Annealing der NF-κB und SP-1 Oligonukleotide 
 
Annealing-Puffer:  

NaCl  100mM 
pH 8,0mit TRIS  10mM 
EDTA   0,1mM 

 
 
2.1.7.6 Radioaktive Markierung der Oligonukleotide 
 
TE-Puffer:  

pH 7,5 mit TRIS-HCl 10mM 
EDTA   1mM 

 
 
2.1.7.7 Agarose-Gelelektrophorese 
 
TAE-Puffer (50x):  

TRIS 2,0M 
Eisessig 1,0M 
EDTA 0,1M 
pH 8,5  

 
Laufpuffer (6x): 

Ficoll 25% 
EDTA 50mM 
Bromphenolblau 0,25% 
Xylencyanol 0,25% 

 
 
2.1.7.8 Acrylamid-Gelelektrophorese für den EMSA 
 
TBE-Puffer (Laufpuffer): 

TRIS  108g/l 
Borsäure 50g/l 
EDTA  5,8g/l 
pH 8,3 mit Borsäurekristallen 
 

Abdichtungsgel: 
A/B  2ml 
APS  30µl 
TEMED  30µl 
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Laufgel (7% iges Acrylamidgel): 
A/B  5,8ml 
Laufpuffer  18ml 
TBE (10x) 175µl 
APS  160µl 
TEMED 60µl 

 
 
2.1.7.9 Auftragen der Proben des EMSA 
 
Bindungspuffer (10x): siehe unter 2.1.7.4 
 
Ladepuffer (10x): 

Ficoll 20% 
Bromphenolblau 0,25% 
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2.2 Methoden 

 
 
 

2.2.1 Isolation und Primärkultur der Parietalzellen 

 
 
2.2.1.1 Isolation der Parietalzellen 
 
Die Stimulationsversuche für die vorliegende Arbeit wurden an hochdifferenzierten Parietal-

zellen der Ratte durchgeführt. Um die Parietalzellen von anderen Magenzellen isolieren und 

in größerer Menge anreichern zu können, wurde eine Methode verwendet, die von Schepp et 

al. (1989) entwickelt wurde. 

Diese Methode erfordert eine Reihe von Arbeitsschritten, die nachfolgend aufgeführt werden. 

 

Für eine Präparation wurden 5 weibliche Sprague-Dawlay Ratten verwendet. Diese wurden 

ca. 3 Minuten mit CO2 betäubt und durch Genickbruch getötet. Anschließend wurde ihnen der 

Magen entnommen. Nach Inversion der Mägen, wobei die Magenmukosa nach außen und die 

Magenserosa nach innen zu liegen kam, wurden die Mägen sackartig mit einem Bindfaden 

verschlossen. In die umgestülpten Mägen wurde 3 bis 4ml Pronaselösung E injiziert, um den 

Zellverband außen anzudauen. Die so präparierten Mägen, wurden dann zur enzymatischen 

Auflösung des Zellverbandes, abwechselnd in Lösung A (35 Minuten), in Lösung B (10 Mi-

nuten) und wieder in Lösung A (30 Minuten) unter ständiger Sauerstoffbegasung inkubiert. 

Lösung A enthielt EDTA, das durch Bildung von Kalziumchelatkomplexen intrazelluläre 

Bindungen, so genannte „tight junctions“, im Zellverband der Mukosa löst. Durch nachfol-

gendes, kräftiges Rühren in Lösung B für 8 Minuten wurde der erste Anteil an unfraktionier-

ten Magenzellen gewonnen. 

Dann wurden die Mägen erneut für 20 Minuten in Lösung A, ohne Sauerstoffbegasung inku-

biert, und anschließendes noch einmal für 8 und 10 Minuten geschüttelt, um die letzten un-

fraktionierten Magenzellen zu gewinnen. Diese Magenzellfraktionen enthielten alle Typen 

von Magenzellen, wie ECL-Zellen, Hauptzellen und Parietalzellen, die alle eine unterschied-

liche Größe besitzen. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, sind die Parietalzellen mit einem 

Durchmesser von 16 bis 20µm die größten Zellen des Magenschleimhautepithels. Diese Ei-

genschaft macht man sich bei der Trennung der Parietalzellen von anderen kleineren Zellen 

im sogenannten Gegenstromelutriator zu Nutze. 
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Der Gegenstromelutriator ist eine Zentrifuge mit einer integrierten Trennkammer, die von E-

lutriationspuffer durchflossen wird. Die unfraktionierten Zellen werden im Puffer gelöst und 

bei einer definierten Durchflussrate zunächst in die Trennkammer transportiert. Hier werden 

sie, durch die wirkende Zentrifugalkraft, an der Trennkammer sedimentiert. Dieser Vorgang 

wird durch das Stokeschen Gesetz beschrieben. 
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Dabei sind: 
v Sedimentationsgeschwindigkeit 
r Teilchenradius 
ρ1 Dichte des Feststoffs 
ρ2 Dichte des Flüssigmediums 
g Erdbeschleunigung 
η Viskosität des Flüssigmediums 
 
Gleichung 2.1 besagt, dass die Sedimentationsgeschwindigkeit quadratisch mit dem Zellradi-

us zunimmt. Die Parietalzellen setzen sich damit zuerst an der Wand der Trennkammer ab, 

gefolgt von den kleineren Zellen. Durch eine Erhöhung der Durchflussgeschwindigkeit des 

Mediums können die unterschiedlichen Zelltypen aus der Trennkammer ausgewaschen und 

somit voneinander getrennt werden. Parietalzellen wurden bei einem Durchflussvolumen von 

62ml/Minute und einer Rotationsgeschwindigkeit von 2000rpm gewonnen. Diese Parietal-

zellfraktion enthielt etwa 80% Parietalzellen und 20% andere Zellen. Um die Parietalzellfrak-

tion weiter aufzureinigen, wurden sie vorsichtig auf einen Percoll-Dichtegradienten aufgetra-

gen. Dieser besteht zu 60% aus einer Percoll-Lösung und zu 40% aus einer Puffer-Lösung. 

Der Gradient entstand durch Zentrifugieren der beiden Lösungen bei Raumtemperatur mit 

11.000rpm für 65 Minuten in einer Eppendorfzentrifuge. Der Dichtegradient mit den aufge-

tragenen Parietalzellen wurde bei Raumtemperatur, mit 2000rpm für 30 Minuten zentrifugiert. 

Durch diesen weiteren Reinigungsschritt erhielt man eine nahezu reine Parietalzellfraktion, 

die konstant bei 98% Parietalzellen lag. Die Anreicherung wurde durch eine Anfärbung der 

Zellen mit Giemsa bestätigt. Bei dieser Färbemethode färben sich die säureproduzierenden 

Parietalzellen rot, die pepsinbildenden Hauptzellen blau an. Das Überleben der hochangerei-

cherten Parietalzellen wurde mit Trypanblau (1:10 verdünnt mit 0,5M PBS) vor jeder Kulti-

vierung überprüft und lag bei 98%. Durch die Zugabe von Trypanblau auf die Zellen, färben 

sich die Zellkerne geschädigter Zellen blau an, gesunde Zellen färben sich nicht an, da hier 

die Zellwand noch intakt ist. 



 2.2 Methoden 33

Abschließend wurden die Parietalzellen in Kulturmedium resuspendiert (siehe auch unter 

2.2.2) und ihre Anzahl in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Aus der Präparation von 

fünf Rattenmägen konnte zwischen 60·106 und 80·106 Parietalzellen gewonnen werden. 

 
 
 

2.2.2 Kultivierung der Parietalzellen 

 
 
Die Primärkultur von Parietalzellen aus der Magenmukosa von Hasen, wurde von Chew et al.  

im Detail beschrieben (Chew et al., 1994; Chew et al., 1989). Viele ihrer Methoden wurden 

auch für die Kultivierung der Parietalzellen der Ratte mit Erfolg verwendet. 

 
Die Kultivierung erfolgte stets unter sterilen Bedingungen, in serumfreien Kulturmedium, da 

beobachtet wurde, dass Serum das Wachstum von Fibroblasten begünstigt und zusätzlich die 

Kultivierung der Parietalzellen beeinträchtigte (Chew et al., 1989). 

 
Für immunhistochemische Untersuchungen wurden die Parietalzellen auf runden Glasobjekt-

trägern mit einem Durchmesser von 24mm kultiviert. Dafür wurden die Objektträger zweimal 

in Ethanol absolut getaucht und anschließend über einem Bunsenbrenner abgeflammt. Dann 

wurde je ein Objektträger in ein Well einer 6-Well Platte gelegt, mit einer spitzen, sterilen 

Pinzette etwas abgekratzt und mit Cell-Tak in einer 1:1 Verdünnung mit 0,5M NaCO3 be-

schichtet. Das Abkratzen der Objektträger verbesserte das Anwachsen der Zellen erheblich. 

Die Objektträger wurden unter der Sterilbank getrocknet. Nach ca. 45 Minuten konnten sie 

mit den Zellen beschichtet werden, wobei etwa 4 bis 5·105 Zellen in 300µl EGF-haltigem KM 

I mit einer Pipette auf die Objektträger gegeben wurde. Nachdem die Zellen so eine Stunde 

anwachsen konnten, wurde noch einmal 700µl EGF-haltiges KM I vorsichtig hinzugegeben. 

EGF ist ein Wachstumsfaktor, der das Anwachsen der Parietalzellen unterstützt. In einer 

feuchten Kammer wurden sie bei 37°C im Brutschrank mindestens 8 Stunden kultiviert.  

Zur Kultivierung größerer Mengen an Parietalzellen, zum Beispiel für die Gewinnung von 

nukleären Extrakten, bewährte sich im Laufe der Versuche die Verwendung von Petrischalen. 

Sie wurden mit je 250µl Matrigel, 1:6 verdünnt mit destilliertem H2O, auf Eis beschichtet und 

bei geöffnetem Deckel unter der Sterilbank getrocknet. Etwa 2 Stunden später konnten die 

Platten mit den Parietalzellen beschichtet werden. Hierfür wurden etwa 5 bis 6·106 Zellen ge-

löst in 6ml EGF-haltigem KM I auf die Platten gegeben und für mindestens 8 Stunden in einer 
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feuchten Kammer bei 37°C im Brutschrank kultiviert, um auf dem Boden der Petrischalen 

anwachsen zu können. 

 
 
 

2.2.3 Stimulationen der Parietalzellen mit Helicobacter pylori 

 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der direkte Einfluss von Helicobacter pylori auf die Apop-

tose der Parietalzelle der Ratte untersucht. Dabei war es wichtig zu untersuchen, wie sich be-

stimmte Virulenzfaktoren von H.pylori auf die Apoptose der Parietalzellen in vitro auswirken.  

Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit verschiedene H.pylori Stämme verwendet, die sich 

hinsichtlich einiger Virulenzfaktoren unterscheiden; folgende Tabelle fasst sie zusammen: 

 
Bakterienstämme cag-PAI VacA s1m1 Beweglichkeit 

Wildtyp-Stamm (WT) G27 vollständig + + 
Laborstamm Tx30 - - + 
Laborstamm 2808 vollständig + + 
G27 Mutante cagA CagA Gen defekt + + 
G27 Mutante cagE CagE Gen defekt + + 
G27 Mutante cagF CagF Gen defekt + + 
G27 Mutante cagN CagN Gen defekt + + 
G27 Mutante cagH CagH Gen defekt + + 
S.aureus - - - 
C.jejunii - - + 

 
Tabelle 2.2. Verwendete Keime; ein + kennzeichnet das Vorhandensein und ein – das Fehlen eines 
Faktors 
 
 
Die beiden H.pylori-Stämme G27 und 2808 verfügen beide über eine vollständige cag-PAI, 

das vacA Gen mit der Allelkonstellation s1m1 und Geißeln für die Fortbewegung. Der 

H.pylori Stamm Tx30 besitzt nur eine unvollständige cag-PAI, ohne das cagA Gen, eine nicht 

Toxin assoziierte Allelkonstellation s2m2 des vacA Gens und Geißeln für die Fortbewegung 

(Atherton et al., 1995).  

Bei den H.pylori G27 Mutanten liegt das jeweilige Gen das in der Tabelle aufgeführt wird de-

fekt vor. Sie sind aber beweglich und besitzen wie aus der Tabelle ersichtlich das vacA Gen 

mit der Allelkonstellation s1m1.  

Bakterien anderer Spezies, wie das grampositive, toxinproduzierende Bakterium Staphylokok-

kus aureus (S.aureus) und das gram-negative, ebenfalls toxinproduzierende Bakterium Cam-
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pylobacter jejunii (C.jejunii) wurden als Kontrollen verwendet, um die spezifische, toxische 

Wirkungen von H.pylori an den Parietalzellen zu unterstreichen. 

Nachdem die Parietalzellen auf den Glasobjektträgern oder den Petrischalen angewachsen 

waren, wurden sie mit H.pylori und in einzelnen Versuchen auch mit C.jejunii und S.aureus 

und mit H.pylori-Überständen inkubiert. Vor jedem Stimulationsversuch wurde das KM I der 

Parietalzellen abgesaugt und 1ml KM II, das nur mit den notwendigsten Nährstoffe über das 

DMEM angereichert war, vorsichtig auf die Zellen gegeben. 

Die Keime wurden auf WC-Blutagarplatten bei 37°C in einem mikroaerophilen Klima (90% 

N2, 5% CO2, 5% O2) für 48 bis 72 Stunden kultiviert. Die Blutagarplatten für die H.pylori-

WT-Stämme enthielten DENT, ein Gemisch aus verschiedenen Antibiotika (Vancomycin, 

Trimetoprim, Cefsulodin, AmphotricinB), gegen die H.pylori resistent ist und die eine Kon-

tamination der H.pylori-Kultur mit anderen Keimen erschweren. Zusätzlich zu DENT war 

den Platten für die H.pylori-Mutanten noch Kanamycin beigefügt, da sich diese Mutanten 

durch eine zusätzliche Kanamycinresistenz auswiesen. Der Grund hierfür liegt darin, dass in 

den jeweiligen cag Locus der G27 Mutanten ein Kanamycin-Resistenzgen eingebaut wird, 

welches das Gen blockiert und seine Funktion ausschaltet. 

Vor einer Stimulation der Parietalzellen wurde der Keim von der Blutagarplatte mit einem 

Wattepinsel abgenommen und in 0,5M PBS resuspendiert. 

 

Da die Keime in den Stimulationsversuchen in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt 

wurden, musste die Keimzahl vor jedem Versuch bestimmt und die Keimsuspension entspre-

chend verdünnt werden. Für die Bestimmung der Keimzahl wurde ein Densitometer verwen-

det. Das Prinzip dieses Messgerätes beruht auf der Streuung eines Lichtstrahls an den in der 

Suspension gelösten Bakterien. Das transmittierte Licht und das gestreute Licht werden über 

zwei periphere und eine zentrale Photodiode empfangen. Das Verhältnis aus gestreutem Licht 

und transmittiertem Licht ist der Dichte der Keimsuspension und damit zur Bakterienkonzent-

ration in der Suspension direkt proportional. Diese kann bei dem verwendeten Messgerät di-

rekt an einer Skala abgelesen werden. Danach entspricht eine Einheit von 1, einer Bakterien-

konzentration von 1,5·108 Keimen/ml. Von diesen Angaben ausgehend konnte nun die ge-

wünschte Keimmenge in einem bestimmten Volumen errechnet werden. Die Keimmenge 

wurde in dieser Arbeit in der Bakterienkonzentration MOI angegeben. MOI ist das Verhältnis 

der eingesetzten Bakterien zur Anzahl der Zellen. 

Vor jedem Versuch wurde die Beweglichkeit und damit der Lebenszustand der Bakterien un-

ter einem Lichtmikroskop überprüft. Nur lebende Bakterien wurden in den Versuchen einge-

setzt. 
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Um den Effekt weiterer Virulenzfaktoren wie Lipopolysaccaride und anderer Oberflächenpro-

teine auf die Apoptose der Parietalzellen zu untersuchen, wurden in einigen Versuchen die 

Keime durch Ultraschallbehandlung und durch Hitzeeinwirkung (60°C für 30 Minuten) inak-

tiviert, um diese Strukturen zu zerstören. Weiterhin wurden die Keime mit 25µg/ml Chlo-

ramphenicol für 30 Minuten inkubiert, um die Proteinbiosynthese des Keimes zu hemmen 

und um damit zu überprüfen, ob eine de novo Proteinsynthese für die Induktion der Apoptose 

notwendig ist. 

Darüber hinaus sollte der Einfluss des VacA Proteins auf die Apoptose der Zellen ermittelt 

werden. Zu diesem Zweck mussten H.pylori-Überstände gewonnen werden. Hierfür wurden 

die Keime wie oben 48 bis 72 Stunden auf Blutagarplatten kultiviert. Dann wurden sie in ein 

Flüssigmedium (15 ml Falkons mit Brucella broth, supplementiert mit 5%igem Kälberserum) 

überführt und die Keimkultur für einen weiteren Tag in mikroaerophilen Klima auf einem 

Schüttler fortgeführt. Die Keimsuspension wurde entsprechend verdünnt (siehe oben), die 

gewünschte Keimmenge in einem bestimmten Volumen entnommen (1 bis 2ml) und bei 

3000rpm für 10 Minuten abzentrifugiert. Die auf diese Weise gewonnenen Überstände wur-

den abschließend durch einen 0,2µm Filter filtriert und für 8 Stunden auf die Zellen gegeben. 

 
S.aureus und C.jejunii wurden ihren Ansprüchen entsprechend behandelt. Dabei wurde 

C.jejunii wie H.pylori in einem mikroaerophilen Klima und S.aureus in einem aerophilen 

Klima, jeweils bei 37°C kultiviert. Die Keimzahlbestimmung und die Verdünnung erfolgte 

wie bei H.pylori.  

 
Co-Kultivierungsexperimente der Parietalzellen mit den Keimen wurde an die für die Parie-

talzellen optimalen Überlebensbedingungen angepasst. Das bedeutete eine Stimulation der 

Zellen mit den Keimen für maximal 12 Stunden in KM II der Parietalzellen und dem im Brut-

schrank vorherrschenden aerophilen Milieu, bei einer Temperatur von 37°C. Untersuchungen 

unter dem Lichtmikroskop zeigten jedoch, dass die Keime, die in KM II überführt wurden, bis 

maximal 20 Sunden Inkubationszeit Keimbewegungen zeigten und über diesen Zeitraum 

hinweg lebendig waren. 
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2.2.4 Nachweismethoden der Apoptose 

 
 
Um die durch externe Stimuli ausgelöste Apoptose in Parietalzellen nachweisen zu können, 

wurden zwei unabhängige Methoden, die TUNEL-Reaktion und die Elektronenmikroskopie, 

verwendet. 

 
 
2.2.4.1 TUNEL-Reaktion  
 
Die TUNEL-Reaktion ist eine sensitive und spezifische Methode mit der Apoptose in eukary-

otischen Zellen färberisch nachgewiesen werden kann. Die TUNEL-Reaktion macht sich da-

bei besonders die Veränderungen im apoptotischen Zellkern zu Nutze. Hier kommt es wäh-

rend der Apoptose zu den bereits erwähnten Einzelstrangbrüchen in der hochmolekularen 

DNA, sowie zu doppelsträngigen, niedermolekularen DNA-Fragmenten, die durch Spaltun-

gen der DNA, mit Hilfe von Ca2+-abhängigen Endonukleasen, entstehen. Diese DNA-

Strangbrüche werden durch die Markierung der entstehenden freien 3'-OH-Enden mit modifi-

zierten Nukleotiden in einer enzymatischen Reaktion identifiziert. Dafür wird das Enzym 

Terminale-deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) verwendet, welches die Polymerisation dieser 

modifizierten Nukleotide, genauer gesagt sind es biotintragende Deoxy-Uridin-Triphosphate 

(dUTPs), an die freien 3'-OH-Enden der DNA katalysiert.  

Dieser Vorgang gibt diesem Test auch seinen Namen TUNEL-Reaktion (TdT-mediated dUTP 

nick end labeling). Die dUTPs, welche die DNA-Strangbrüche markieren, enthalten Fluores-

zin, das von an Peroxidase gekoppelten Antifluoreszin-Antikörpern erkannt wird. Diese Reak-

tion ist, nach einer Substratzugabe, welches an die Peroxidase bindet, unter dem Lichtmikro-

skop in Form einer braunen Färbung der Zellen sichtbar. 

 
Für die Durchführung der TUNEL-Reaktion wurden die Parietalzellen auf Glasobjektträgern 

in KM I für mindestens 8 Stunden kultiviert. Nach KM-Wechsel und Zugabe von KM II, 

wurden die Parietalzellen mit den Keimen für 4 bis 12 Stunden stimuliert. Als Positivkontrol-

le wurde TNF-α (20ng/ml) und Camptothecin (4µg/ml) verwendet. 

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellen vorsichtig mit 0,5M PBS gewaschen und 

anschließend in der Fixierungslösung für 15 Minuten unter dem Abzug fixiert. Nach der Fi-

xierung wurden sie noch einmal kräftig mit 0,5M PBS gewaschen. 

 
Grundsätzlich wurden die Zellen nach jedem Reaktionsschritt mit 0,5M PBS gewaschen. 

Weiterhin wurden die Zellen mit der Blockierungslösung bei Raumtemperatur für 30 Minuten 
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inkubiert, um endogene Peroxidasen zu blockieren. Daraufhin wurden die Zellen auf Eis ge-

stellt und mit der Lysierungslösung für 2 Minuten permeabilisiert. Für die eigentliche TU-

NEL-Reaktion wurde ein Gemisch aus der Enzymlösung  und der Markierungslösung herge-

stellt. Dafür wurden 50µl der Enzymlösung und 450µl der Markierungslösung miteinander 

vermischt und auf Eis gelagert. Mindestens 30µl dieses TUNEL-Gemisches wurde auf den 

Zellen gleichmäßig verteilt, die anschließend in einer feuchten Kammer bei 37°C in einen 

Brutschrank gestellt und mit diesem TUNEL-Gemisch für 60 Minuten inkubiert wurden. Bei 

dieser Reaktion wurden die DNA-Strangbrüche der Zellen mit den dUTPs markiert. Für eine 

Negativkontrolle wurden 30µl der Markierungslösung auf weiteren Zellen verteilt, die im 

Folgenden genauso wie die anderen Proben behandelt wurde. 

Dann wurde ein Teil der Converter-POD-Lösung mit zwei Teilen Tris-Puffer verdünnt und 

wieder mindestens 30µl davon auf den Zellen gleichmäßig verteilt. Die Zellen wurden wie 

oben in einer feuchten Kammer bei 37°C für 30 Minuten in einen Brutschrank gestellt, wobei 

nun die Antifluoreszin-Antikörper mit dem Fluoreszin der dUTPs reagierten. Die Markierung 

wurde dann mit DAB, einem Substrat für die Peroxidase sichtbar gemacht. Hierfür wurde ein 

Lösungsgemisch nach der Anleitung des DAB-Kits hergestellt und damit die Zellen 6 Minu-

ten lang auf einem Schüttler inkubiert. Anschließend wurden die Glasobjektträger mit den an-

gefärbten Zellen mit Gelatine eingedeckt. 

 
Die Auswertung der TUNEL-Färbung erfolgte durch das Auszählen der TUNEL-positiven 

Zellen. Als TUNEL-positiv zählen Zellen in denen der Zellkern dunkelbraun angefärbt ist o-

der komplett braune Zellen. 

 

 
 
Bild 2.1. Mit der TUNEL-Reaktion angefärbte Parietalzellen; Zelldurchmesser ca. 16 bis 20µm; Ver-

größerung 1.000fach. 
 
 
In Bild 2.1 sind TUNEL-positive Parietalzellen dargestellt. Es wurden pro Objektträger min-

destens 500 Zellen unter einem Lichtmikroskop in zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern 

doppelt blind ausgezählt.  
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In den Diagrammen im Ergebnisteil wurde der Anteil der apoptotischen Zellen der stimulier-

ten Proben im Verhältnis zum Anteil der apoptotischen Zellen der basalen Probe in Prozent 

angegeben. Der formelmäßige Zusammenhang ist gegeben durch: 

 

 %100
teApoptosera basale

teApoptosera estimuliert
teApoptosera Relative ⋅=  (2.2) 

 
 
2.2.4.2 Elektronenmikroskopie der Parietalzelle 
 
Als weitere wichtige Nachweismethode der Apoptose wurden elektronenmikroskopische Bil-

der der Parietalzellen angefertigt. Hierfür wurden die Parietalzellen auf Petrischalen kultiviert 

und mit H.pylori G27 (MOI=10) in KM II für 8 Stunden stimuliert. Als Positivkontrolle dien-

te TNF-α (20ng/ml). Als Negativkontrolle wurden unstimulierte Zellen verwendet, die 8 

Stunden ausschließlich in KM II kultiviert wurden. 

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde das KM auf den Zellen vorsichtig abgesaugt und 2ml 

gekühlte Fixierlösung, bestehend aus 2,5% Glutaraldehyd in 10mM PBS, auf die Zellen ge-

geben. Nach 1 bis 2 Stunden wurden die Zellen in der Fixierlösung von den Platten gelöst, bei 

4°C und 800rpm, für 5 Minuten abzentrifugiert und noch einmal etwa 1ml der Fixierlösung 

auf das entstandene Zellpellet gegeben. Auf diese Weise konserviert, konnte das Pellet etwa 1 

Woche im Kühlschrank aufbewahrt werden. Die weiteren Schritte bis zum Elektronenmikro-

skopiebild waren wie folgt:  

1. Kontrastierung:  

Nach dem Absaugen der Fixierungslösung wurden die Zellpellets mit 10mM PBS ge-

waschen und anschließend in 1% Osmium bidest 30 min bei 4°C kontrastiert. Nach 

diesem Reaktionsschritt wurden die Zellen erneut mit 10mM PBS gewaschen.  

 
2. Entwässerung:  

Nach dem Waschschritt wurden die Zellen in einer aufsteigenden Alkoholreihe für je 

10 Minuten mit Ethanol 50%, 70%, 80 %, 95% und 3 mal in Ethanol 100 % behandelt 

und damit entwässert.  

 
3. Einbettung in Epon: 

 Nach dem Entwässern wurden die Zellen mit einem 1:1 Gemisch aus Epon 100%  

(27,575ml Glycidether + 6,1g DDSA + 8,1g MNA + 0,375ml + DMP-30) und Ethanol 

100% für 2 mal 20 Minuten inkubiert. Weiter wurden die Zellen für weitere 2 mal 20 
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Minuten mit Epon 100% behandelt und anschließend endgültig über Nacht in Epon 

100% eingebettet. Die Polymerisation war nach 16 bis 24 Stunden bei 60°C beendet.  

 
4. Herstellung von Ultradünnschnitten: 

Nachdem der Epon mit den Zellen gut auspolymerisiert war, konnten Ultradünnschnit-

te (50 bis 80nm dick) hergestellt werden. Die entstandenen Schnitte wurden mit 2,66% 

Bleicitrat und 2% Uranylacetat nachkontrastiert. 

 
Nach dieser letzten Prozedur konnten die Schnitte unter dem Elektronenmikroskop bei einer 

2.070 bis 100.000fachen Vergrößerung angesehen und die Zellen fotografiert werden.  

 
 
 

2.2.5 Kolorimetrische Messung der Caspase 3 Aktivität 

 
 
Die Caspase 3 ist eine wichtige Haupteffektor-Caspase, die für die proteolytische Spaltung 

vieler Schlüsselproteine in dem komplexen Ablauf der Apoptose, wie zum Beispiel dem 

nukleären Enzym poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) verantwortlich ist (Cohen et al., 

1997).  

Mit dieser Methode wird die Aktivität der Caspase 3 durch die Spaltung des zellulären En-

zyms PARP, nach der Aminosäuresequenz DEVD (Glu-Val-Asp) nachgewiesen (Nicholson 

et al., 1995). Hierfür wird das DEVD mit einem kolorimetrischen Molekül, dem pNA (p-

nitroanalide) gekoppelt. Die Aktivität der Caspase 3 in der Zelle kann letztendlich durch die 

Menge an abgespaltenem pNA, über ein Photometer gemessen werden. 

 

Für den Caspase 3 Assay wurden die Parietalzellen in 6-Well Platten, die mit 35 µl Matrigel 

pro Well beschichtet wurden, über Nacht in KM I kultiviert. Anschließend wurden die Zellen 

mit TNF-α (20ng/ml) und den H.pylori Stämmen Tx30, einem Typ II Stamm und G27, einem 

Typ I Stamm (MOI=2/5/10/25/50/100) in KM II für 1, 4, 8 und 12 Stunden stimuliert. In die-

sem Zusammenhang sollte untersucht werden, ob die Caspase 3 tatsächlich in infizierten Pa-

rietalzellen aktiviert wird und ob es einen Unterschied zwischen H.pylori Typ I und Typ II 

Stämmen gibt. Für einen basalen Referenzwert, wurde ein Teil der Zellen nur in KM II, eben-

falls für 8 Stunden kultiviert. Insgesamt wurden etwa 2·106 Zellen pro Probe eingesetzt. 

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde das KM II abgenommen, die Zellen mit 1xTrypsin 

EDTA von den Platten abgelöst und mit Hilfe eines Zellschabers vorsichtig abgekratzt. An-
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schließend wurden die Zellen bei 1.000rpm für 10 Minuten abzentrifugiert, die Überstände 

verworfen, die Zellpellets in je 1ml eiskaltem 0,5M PBS aufgenommen und in 1,5ml 

Reaktionsgefäße überführt. Die Zellen wurden erneut bei 1.000rpm für 10 Minuten 

abzentrifugiert und in 50µl eisgekühltem Cell Lysis Buffer resuspendiert. Nach einer 

Inkubation auf Eis für 10 Minuten, wurden die Zellen bei 4°C bei 12.000rpm für 3 Minuten 

abzentrifugiert, die Überstände in neue Reaktionsgefäße überführt und weiterhin auf Eis 

belassen. Den Proben wurde je 50µl Überstand, 50µl 2x Reaction Buffer, dem direkt vorher 

10µl/ml einer 10mM/l DTT-Lösung zugesetzt wurde, zugegeben. Die Reaktion wurde durch 

die Zugabe von je 5µl des Caspase 3 Substrates DEVD-pNA (1mM) gestartet. Dabei wurden 

die Proben für 60 Minuten bei 37°C auf einem Schüttler im Wasserbad inkubiert. 

Als Kontrolle der Reaktion wurden andere, basale und mit TNF-α und H.pylori stimulierte 

Proben vor der Substratzugabe mit je 0,5µl eines Caspase 3-Inhibitors (DEVD-fmk Inhibitor) 

für 30 Minuten bei 37°C vorinkubiert. 

Für die photometrische Messung wurden die Proben in eine 96-Well Platte überführt und die 

Emission bei einer Wellenlänge von 405nm gemessen. 

 
 
 

2.2.6 Nachweis des Transkriptionsfaktors NF-κB 

 
 
2.2.6.1 Der elektrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 
Der EMSA ist eine Technik, die dazu dient, Interaktionen von DNA-bindenden Proteinen mit 

ihrer entsprechenden DNA-Sequenz zu ermitteln. Zu diesen DNA-bindenden Proteinen zählt 

auch der Transkriptionsfaktor NF-κB. Hierfür wurden radioaktiv markierte einzel-, oder dop-

pelsträngige DNA-Fragmente, die eine NF-κB-Bindesequenz tragen, mit Proteinen oder 

Kernextrakten inkubiert in denen man NF-κB vermutet. Dieses Gemisch aus DNA-Fragment 

und Protein wird auf einem Gel aufgetragen, an das eine bestimmte Spannung angelegt wird. 

Die aufgetragene Probe wandert vom Minuspol (oben) zum Pluspol (unten). Unspezifische 

DNA-Fragmente, die nicht an das Protein gebunden werden, wandern schneller als der DNA-

Fragment/Protein-Komplex. Dies liegt daran, dass die Fragmente durch die Komplexbildung 

größer geworden sind und im Gel nicht so leicht wandern können. Dieser Komplex kann 

durch die radioaktiv markierten DNA-Fragmente, zum Beispiel über einen Röntgenfilm, als 

Bande sichtbar gemacht werden. 
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Im Folgenden werden die einzelnen Schritte, von der Gewinnung der Kernextrakte bis hin zur 

Durchführung des EMSA, genau erklärt. 

 
 
2.2.6.1.1 Präparation der Kernextrakte 

 
Für die Durchführung des EMSA wurden Kernextrakte aus Parietalzellen gewonnen. Hierfür 

wurden die Zellen auf Petrischalen über Nacht in KM I kultiviert und anschließend mit 

H.pylori (8 Stunden; MOI=10) in KM II stimuliert. Für einen basalen Referenzwert, wurde 

ein Teil der Zellen nur in KM II, ebenfalls für 8 Stunden kultiviert. Insgesamt wurden etwa 6 

bis 8·106 Zellen pro Probe eingesetzt. 

Für die Präparation der Kernextrakt wurde ein von Dr. Puschmann etabliertes Protokoll ver-

wendet, der die Kernpräparation nach Burgoyne et al. (1970) für die Parietalzellen etablieren 

konnte. 

 
Nach Ablauf der Stimulationszeit, wurden die Parietalzellen mit 1xTrypsin EDTA abgelöst 

und mit einem Zellschaber vorsichtig abgeschabt, dann in Reaktionsgefäße überführt und so-

fort auf Eis gestellt. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten entweder auf Eis oder im Kühl-

raum. Die verwendeten Lösungen wurden ebenfalls vorgekühlt. Die Zugabe von PMSF und 

den Proteininhibitoren zu Puffer 1 sollte verhindern, dass endogene Enzyme freiwerden und 

das entstehende Kernprotein abbauen.  

Die Zellen wurden für 3 Minuten bei 1.000rpm abzentrifugiert und in je 1ml Puffer-1 re-

suspendiert. Sie wurden noch einmal für 5 Minuten bei 6.000rpm abzentrifugiert, ein weiteres 

Mal für 30 Minuten in Puffer-1 aufgenommen. Puffer-1 ist ein hypotoner Puffer, der zum An-

schwellen der Zellen und eventuell auch zu einer Ruptur der Zellmembranen führt. Anschlie-

ßend wurden die Zellen erneut für 5 Minuten, bei 6.000rpm abzentrifugiert und in 1ml Puffer-

2 resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 5ml Glasröhrchen gefüllt und etwa 11 Minuten 

lang mit Hilfe eines Homogenisators kräftig gerührt. Bei diesem Versuchsschritt kam es 

durch Scherkräfte, die durch den Homogenisator erzeugt wurden, zu sichtbaren Schäden der 

Zellmembran. Um den Erfolg dieses Verfahrens zu kontrollieren, wurde ein kleiner Anteil des 

Homogenisates mit Trypanblau angefärbt und unter einem Lichtmikroskop betrachtet. Im I-

dealfall konnte man rupturierte Zellmembrane, jedoch intakte, blau angefärbte Zellkerne se-

hen. Dann wurde das Homogenisat vorsichtig über 333µl von Puffer-3 geschichtet und für 15 

Minuten, bei 13.000rpm abzentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt war eine Art Dichtezentrifuga-

tion, die dazu führte, dass die Zellkerne von den Zytoplasmaresten getrennt und somit aufge-

reinigt werden konnten. Der Überstand mit den Zytoplasmaresten wurde verworfen und das 
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Pellet, bestehend aus den Zellkernen, in 500µl 1xBP resuspendiert und für 5 Minuten, bei 

6.000rpm in einem 2ml Eppendorf-Röhrchen abzentrifugiert. Das Pellet wurde wieder in 70 

bis 100µl 1xBP, je nach Größe des Pellets, aufgenommen. Daraufhin wurden die Zellkerne 

unter ständiger Kühlung mit einem Ultraschallgerät gesonicated (10 bis 12 Stößen). Durch die 

Einwirkung des Ultraschalls wurde die Kernmembrane geschädigt und der Inhalt der Zellker-

ne freigelegt. Die auf diesem Weg gewonnenen Kernextrakte wurden aliquotiert und sofort 

bei –80°C eingefroren. 

 
Die Proteinkonzentration der Kernextrakte, wurde mit dem BCA Protein Kit gemessen. Der 

Kit basiert auf einer kolorimetrischen Messung und Quantifizierung des Gesamtproteins mit 

Bicin Chonin Säure (BCA). Dabei werden durch das Protein Cu+2-Ionen zu Cu+1-Ionen redu-

ziert und es bildet sich ein Protein-Cu+1-Komplex. Die Cu+1-Ionen reagieren wiederum mit 2 

Molekülen BCA, was zur Bildung eines farbigen Reaktionsproduktes führt. 

 

Reaktionsschema: 
 

 KomplexCuProteinCuProtein1. 1OH2 −− →+ ++ −

 (2.3) 

 (farbig)KomplexCuBCA2BCACu2. 11 −−→+ ++  (2.4) 
 
Dieser Komplex zeigt eine starke Absorbtion bei einer Wellenlänge von 562nm. Die Protein-

messung wurde nach Anleitung und mit den Lösungen aus dem Test durchgeführt und die 

Lichtabsorbtion in einer 96-Well-Platte im Photometer bei einer Wellenlänge von λ=562nm 

bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde anhand eines BSA-Standards und unter Berück-

sichtigung eines Leerwertes bestimmt. Für den Leerwert wurde die Absorbtion des Mediums 

gemessen, in dem die zu messenden Proteine gelöst waren (1xBP). Die Proteinkonzentration 

der Kernextrakt lag zwischen 2,5 und 5,5µg/µl. 

 
 
2.2.6.1.2 Annealing der DNA-Fragmente 

 
Annealing der NF-κB- und Sp-1-Oligonukleotide 
 

Wie beschrieben, wurden für den EMSA DNA-Fragmente verwendet, auch bezeichnet als O-

ligonukleotide, die ein Bindungsmotiv, einmal für NF-κB, aber auch für SP-1 besitzen. Der 

Transkriptionsfaktor NF-κB wurde in der Einleitung schon ausführlich beschrieben. Das SP-1 

ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der in allen lebenden menschlichen Zellen zu finden ist 

(Latchmann, 1995). Er bindet an die Promotor- oder Enhancerregion vieler Gene, unter ande-
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rem an viele „housekeeper“-Gene (Muraoka et al., 1996). In diesem Versuch wurde das SP-1 

als quantitative Kontrolle der eingesetzten Menge an Kernextraktprotein verwendet (Brand et 

al., 1996).  

Die DNA-Oligonukleotide wurden in Form zweier Einzelsträngen, einem Sense- und einem 

Antisense-Strang, geliefert und besitzen folgende Sequenzen: 

 
1.NF-κB: Sense-Strang 5'-GAT CGA GGG GAC TTT CCC TAG C-3'. Er enthält die NF-κB 

Bindungssequenz (dick unterstrichen), die der Enhancerregion des HIV gleicht. Der Anti-

sense-Strang verhält sich komplementär zu dem Sense-Strang. 

 

2.SP-1: Sense-Strang 5'-GAT CGA TCG GGG CGG GGC GAT C-3'. Die unterstrichene 

Region bezeichnet die SP-1 Bindungssequenz. Der Antisense-Strang verhält sich komplemen-

tär zu dem Sense-Strang. 

 
Für die NF-κB-Oligonukleotide und die SP-1-Oligonukleotide wurde das selbe Annealing-

Protokoll angewendet. Die beiden komplementären Einzelstränge wurden im Prozess des 

„Annealing“ zu einem Doppelstrang verbunden. Dafür wurde ein Reaktionsansatz bestehend 

aus einer aequimolaren Menge an Sense- und Antisense-Strang (je 2µg; Konzentration 

1µg/µl), 35µl H2O und 5µl Annealing-Puffer hergestellt.  

Das Reaktionsgemisch wurde für 10 Minuten bei 95°C in einem Heizblock erhitzt, dann im 

Heizblock stehend langsam auf 37°C abgekühlt. Anschließend wurde es für 30 Minuten auf 

Eis gestellt und dann bei -20°C eingefroren. Zur Kontrolle des Annealing wurden sowohl die 

beiden Einzelstränge getrennt (je etwa 300ng) als auch der annealte Doppelstrang (etwa 

600ng) auf einem 4% Agarose-Gel aufgetragen.  

Es zeigte sich, dass durch die Zugabe des Annealing-Puffers die Bindung zum Doppelstrang 

deutlich verbessert wurde, als ohne Annealing-Puffer und weiterhin auch die Banden im EM-

SA an Intensitivität zunahmen. 

 
 
Annealing der Decoy-Oligonukleotide 
 

Auch hier wurden jeweils zwei Einzelstränge geliefert, einen Sense- und einen Antisense-

Strang, die im Folgenden ebenfalls zu einem Doppelstrang verbunden werden mussten (siehe 

oben). Näheres über die Decoy-Oligonukleotide siehe unter 2.2.6.2.2.  
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1. Sense-Strang: 5'-AGA GTG GGA ATT TCC ACT CA-3'. Diese Sequenz wurde aus der 

IκB-Bindungssequenz der menschlichen MCP-1 Promotorregion hergeleitet. Der Antisense -

Strang verhält sich komplementär zum Sense-Strang. 

 
2. Eine mutierte Form der IκB-Bindungssequenz wurde als Negativkontrolle verwendet. Sie 

hatte folgende Sequenz: Sense-Strang: 5'-AGA GTG GTC CTT TCC ACT CA-3'. Der Anti-

sense -Strang verhält sich komplementär zum Sense-Strang. 

 
In diesem Annealingprozess ergaben sich jedoch einige Veränderungen, die kurz erläutert 

werden. Für den Reaktionsansatz wurden aequimolare Mengen an Sense- und Antisense-

Strang (Konzentration 100pmol/µl) in einer 0,5M NaCl-Lösung in einem 2 ml Eppendorf-

röhrchen vermischt. Das Reaktionsgemisch wurde für 90 Minuten bei 80°C in einem Heiz-

block erhitzt und dann wie bei den NF-κB- und SP-1-Oligonukleotiden, abgekühlt und zur 

Kontrolle auf einem 4% Agarose-Gel aufgetragen.  

 
 
2.2.6.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 

 
Um den Erfolg des „Annealings“ der Oligonukleotide zu überprüfen, wurde das Produkt auf 

einem Agarose-Gel aufgetragen und die DNA-Fragmente der Größe nach in der Gele-

lektrophorese aufgetrennt.  

Für die Herstellung eines Agarose-Gels sollte die Konzentration der Agarose an die Größe der 

zu trennenden DNA-Fragmente angepasst sein. Hochprozentige Gele bis zu 4% eignen sich 

für die Auftrennung von sehr kleinen Fragmenten, während umgekehrt geringe Konzentratio-

nen bei sehr großen Fragmenten verwendet werden. In dieser Arbeit wurden 4% Gele aus 

NuSieve Agarose für die Oligonukleotide der EMSAs verwendet. 

Die entsprechende Menge an Agarose wurde in 50ml 1xTAE-Puffer durch kurzes Aufkochen 

in der Mikrowelle gelöst. Nach dem Abkühlen auf etwa 40°C wurde 2,5µl EtBr hinzugefügt 

und das Gel in eine entsprechende Form gegossen. Durch das Einsetzen eines Kammes wur-

den die Taschen für das Auftragen der Proben ausgespart. 

Die zu untersuchende DNA wurde mit dem Laufpuffer (etwa 1/5 des Gesamtvolumens) ver-

mischt. Das gefestigte Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gestellt, die mit 1xTAE-

Puffer gefüllt war und die Proben in die Taschen des Gels pipettiert. An die 

Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 70 bis 80 V angelegt. 
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Durch das im Gel hinzugefügte EtBr konnten die DNA-Fragmente im UV-Licht, bei einer 

Wellenlänge von 254nm, sichtbar gemacht werden. Dies geschah mit Hilfe eines Transillumi-

nators und wurde anschließend mit dem Video-Dokumentationssystem fotografiert 

 
 
2.2.6.1.4 Acrylamid-Gelelektrophorese für den EMSA 

 

Für die meisten Versuche wurden Gele mit einer Größe von 16,5x14 cm und einer Anzahl 

von 14 Taschen verwendet. Für die Herstellung des Gels wurden zwei Glasplatten aufeinan-

der gelegt, zwischen die jeweils am Rand ein Spacer mit einer Breite von ca. 1,5mm gelegt 

wurde, um einen gewissen Raum für das Gel zu erhalten. Dann wurde zunächst das Abdich-

tungsgel zwischen die beiden Glasplatten pipettiert, welches sehr schnell auspolymerisierte. 

Auf das Abdichtungsgel wurde das Laufgel (7%) gegeben. Durch das Einsetzen eines Kam-

mes an der Oberseite zwischen die Glasplatten, konnten die Taschen für das Auftragen der 

Proben im Gel ausgespart werden. Nach etwa 30 Minuten wurde das Gel in eine Elektropho-

resekammer hineingestellt, die mit 25% TBE-Puffer aufgefüllt wurde. Die Gelkammer wurde 

an ein Netzteil (Power Supply) angeschlossen und eine Spannung von 80V angelegt.  

 
 
2.2.6.1.5 Radioaktive Markierung 

 
Die doppelsträngigen NF-κB- und SP-1-Oligonukleotide wurden für die Durchführung des 

EMSA mit radioaktivem γ32P-ATP markiert. Dazu wurde ein Reaktionsansatz, bestehend aus 

13µl H2O, 2µl T4-PKN-Puffer, 25ng Oligonukleotide, 3µl γ32P-ATP und 1µl T4-PKN auf Eis 

zusammen pipettiert und für 30 Minuten bei 37°C in einen Heizblock gestellt. Dabei wird die 

γ-Phosphatgruppe des ATP, katalysiert durch die T4-PKN, an das 5'-Ende der Oligonukleoti-

de angehängt und diese somit radioaktiv markiert. Da in dieser Reaktion doppelsträngige Oli-

gonukleotide verwendet wurden, konnte an jeweils beide 5'-Enden eine γ-Phosphatgruppe an-

gehängt werden. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1µl 500mM EDTA gestoppt, die 

Proben wieder auf Eis gestellt und je 79µl TE-Puffer hinzugegeben.  

Die Auftrennung der radioaktiv markierten Oligonukleotide von ungebundenem γ32P-ATP, er-

folgte in Sephadex-Säulen. Dazu wurde das Reaktionsgemisch mit den Oligonukleotiden auf 

eine mit TE-Puffer gewaschene Säule gegeben und 10 Fraktionen mit je 100µl tropfenweise 

in Eppendorf-Röhrchen aufgefangen. Um die Radioaktivität der einzelnen Röhrchen messen 

zu können, wurden aus jedem Röhrchen je 3µl Lösung entnommen und mit je 3ml einer Szin-

ti-Lösung verdünnt. Dieses Lösungsgemisch wurde zur Messung der radioaktivmarkierten O-

ligonukleotide in eigens dafür hergestellte Gefäße gefüllt und in einem β-Zähler platziert und 
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ausgewertet. Für die Versuche wurden die Fraktionen weiter verwendet, in denen zwischen 

100.000 und 150.000cpm/µl für NF-κB und zwischen 40.000 und 100.000cpm/µl für SP-1 

gemessen wurde. 

 
 
2.2.6.1.6 Auftragen der Proben und Auswertung 

 
Für die Proben, die auf das Gel aufgetragen wurden, wurde bei Raumtemperatur je 20 µl des 

Reaktionsansatzes bestehend aus dem Kernextraktprotein, den markierten Oligonukleotiden, 

Bindungspuffer (BP) und Poly-(dIdC) hergestellt. Zuerst wurden 10µg des Kernextraktprote-

ins mit 4µg Poly-(dIdC) und dem Bindungspuffer (1/10 des Gesamtvolumens) zusammen pi-

pettiert. Dabei sollte das Poly-(dIdC) an unspezifische Proteinsequenzen des Kernextraktpro-

teins binden. 

Poly-(dIdC) ist ein einzelsträngiges Nukleotid, bestehend aus 20.000 Basenpaaren. Seine 

Struktur aus Inosin- und Cytosinresten hat wenig Ähnlichkeit mit der Struktur der verwende-

ten Transkriptionsfaktoren und kann daher nicht an diese spezifischen DNA-Sequenzen bin-

den. Vielmehr kann es aber an eine Vielzahl anderer Proteine des Kernextraktes binden und 

dadurch verhindern, dass diese eine nichtspezifische Bindung mit dem Kernprotein eingehen, 

was wiederum zu unspezifischen Banden in der Auswertung führen würde. 

Anschließend wurde eine errechnete Menge an radioaktiv markierten Oligonukleotiden hin-

zugefügt, wobei die radioaktiv markierten Oligonukleotide für die NF-κB-Proben etwa 

100.000cpm und für die SP-1-Proben etwa 20.000cpm aufweisen sollten. Nach einer Inkuba-

tionszeit von 20 Minuten wurden die Proben auf Eis gestellt, je 2µl Ladepuffer hinzugefügt 

und anschließend vorsichtig auf dem Gel aufgetragen. Für jede NF-κB-Probe wurde parallel 

eine SP-1-Kontrolle mit demselben Kernprotein durchgeführt. 

 
Nach Ablauf des Versuchs wurde das Gel mit den Proben vorsichtig von den Glasplatten ab-

genommen, auf eine Schicht von Filterpapieren gelegt und mit einer Frischhaltefolie bedeckt. 

Das Gel wurde in einem Gelttrockner bei 80°C für etwa 60 Minuten getrocknet. 

Anschließend wurde das Gel zur Auswertung für mindestens 48 Stunden in eine Phosphori-

mager-Kassette mit einer speziellen Platte gelegt. Diese Platte kann ähnlich eines Röntgen-

films die radioaktiv markierten Komplexe aufnehmen, die anschließend mit einem Laser des 

Phosphorimager-Scanners abgelesen und mit Hilfe des ImageQuant-Programmes ausgewertet 

werden können. Im Vergleich zu normalen Röntgenfilmen hat diese Methodik der Auswer-

tung eine sehr viel höhere Auflösung und die Gefahr einer Überbelichtung ist sehr gering. Die 

radioaktiven Komplexe erscheinen auf dem Bild in Form von Banden, die aufgrund ihrer Hö-
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he und mit Hilfe von Competition- und Supershift-Versuchen als spezifische NF-κB- oder SP-

1-Banden identifiziert werden konnten. Die Intensität der Banden wurde mit Hilfe des ONE-

Dscan-Programmes gemessen und ausgewertet 

 
 
2.2.6.1.7 Spezifität der Banden  

 
Die Spezifität der Komplexbildung kann durch einen Verdrängungsversuch, eine sogenannte 

Competition, überprüft werden. Dazu wurden unmarkierte NF-κB-Oligonukleotide in einem 

relativen Überschuss (25ng) zu dem Reaktionsansatz, wie oben beschrieben, bestehend aus 

Kernprotein, BP und Poly-(dIdC) gegeben. Erst nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten 

wurden die markierten Oligonukleotide hinzugefügt. Die unmarkierten Oligonukleotide kon-

kurrieren mit den markierten Oligonukleotiden um eine spezifische Bindung an der DNA-

Sequenz. Werden alle spezifischen DNA-Sequenzen durch unmarkierte Oligonukleotide be-

setzt, so darf es in der Auswertung kein Signal geben, da auf der Höhe der Bande keine Ra-

dioaktivität zu messen ist. Die Bande scheint verdrängt worden zu sein. Daraus kann ge-

schlossen werden, dass das Kernprotein spezifische DNA-Bindungsstellen für die zu untersu-

chenden Oligonukleotide besitzt.  

Wie bereits erwähnt, besteht NF-κB aus mehreren Untereinheiten, die sich zu Homo- und He-

terodimeren zusammenschließen können. Diese Dimerenstruktur lässt sich durch die Zugabe 

von spezifischen Antikörpern, die gegen die p65 und p50 Untereinheit des NF-κB gerichtet 

sind, überprüfen.  

Bei Raumtemperatur wurden die p50 und p65-Antikörper getrennt, zu zwei Reaktionsansät-

zen dazugegeben. Die Antikörper binden an spezifische Bindungsstellen am Proteinkomplex. 

Nach einer Inkubation von 20 Minuten wurden erst die markierten Oligonukleotide hinzuge-

fügt. Diese Größenzunahme der DNA/Proteinkomplexe zeichnet sich durch eine reduzierte 

Wandergeschwindigkeit im elektrischen Fels aus. Das Ergebnis ist eine höher gelegene Ban-

de, die aus DNA/Proteinkomplexanteilen mit den spezifischen Bindungsstellen für den jewei-

ligen Antikörper besteht. Die Bande scheint nach oben verschoben zu sein und wird deshalb 

als „Supershift“ bezeichnet. Für die Durchführung dieser Supershifts wurden Gele mit einer 

Größe von 22·16,5cm verwendet, wodurch die Banden im Gel besser aufgetrennt werden 

konnten 
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2.2.6.2 Transfektion der Parietalzellen 
 
Mit Hilfe der Transfektion kann heterologe DNA in Zellen eingeschleust werden. Obwohl der 

Mechanismus der Aufnahme noch nicht genau bekannt ist, geht man davon aus, dass die 

transfizierte DNA in das Zytoplasma der Zelle über Endozytose gelangt und in den Zellkern 

transportiert wird. Die DNA wird dort transkribiert und bindet an eine komplementäre Ziel-

RNA. 

 
 
2.2.6.2.1 Transfektion der Antisense (AS)-und Missense (MS)-Oligonukleotide  

 
Die AS-Oligonukleotide sind kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, bestehend aus 15 bis 20 

Basenpaaren. Sie werden von den Zielzellen aufgenommen und binden sequenzspezifisch an 

ihre komplementäre Ziel-mRNA (sense). Durch komplementäre Basenpaarung entsteht ein 

Doppelstrang. Diese Bindung führt zu einer Antisense-vermittelten Hemmung der Synthese 

des Zielproteins. Für diese Arbeit wurden AS-Oligonukleotide konstruiert, die komplementär 

zum 5'-Ende der NF-κB-Untereinheit p65 sind. Diese gehen eine Bindung mit der Initialregi-

on der mRNA ein, die für p65 kodiert, und verhindern dadurch die Translation und damit die 

Genexpression von NF-κB (Hartmann et al., 1998; Branch, 1996).  

 
1. Die AS-Oligonukleotide besaßen folgende Struktur: 5'-GGG GAA CAG TTC GTC CAT 

GGC-3'  

 
2. Die MS-Form der Oligonukleotide enthielt dieselben Nukleotide, jedoch in veränderter 

Reihenfolge, 5'-GGG GCG ATG AGG CCT ACT ATC-3'. Sie waren damit nicht in der Lage 

an eine bestimmte Sequenz, wie der Initialregion von p65, zu binden. Diese Oligonukleotide 

dienten deshalb als Negativkontrolle. 

 
Die Parietalzellen wurden für die Transfektion mit diesen Oligonukleotiden einmal auf Glas-

objektträgern für die TUNEL-Reaktion und auf Petrischalen für Kernextrakte kultiviert. Dann 

wurden die Zellen in KM II für mindestens 8 Stunden mit 10µM/ml AS-, oder MS-

Oligonukleotiden in Gegenwart von 10µg/ml Lipofektin inkubiert. Lipofektin ist ein Trans-

fektionsreagenz und soll die Aufnahme der Oligonukleotide in die Zelle erleichtern. An-

schließend wurden die transfezierten Zellen nach KM-Wechsel für weitere 8 Stunden mit 

H.pylori G27 stimuliert. Die Transfektionseffizienz der Oligonukleotide wurde durch die Kul-

tivierung mit FAM 5'-markierten AS-Oligonukleotiden, überprüft.  
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2.2.6.2.2 Transfektion der Decoy-Oligonukleotide  

 
Decoy-Oligonukleotide sind doppelsträngige Oligonukleotide, deren κB-Sequenz der Promo-

torregion des MCP-1 Gens entspricht. Diese Oligonukleotide binden mit dieser Sequenz im 

Zytoplasma, wie auch im Zellkern an freies NF-κB und verhindern dadurch die spezifische 

NF-κB abhängige Transkription spezifischer Zielgene (Gawatz et al., 1998).  

Die Parietalzellen wurden in gleicher Weise, wie für die Transfektion mit den p65 AS-

Oligonukleotide, auf Glasobjektträgern für die TUNEL-Reaktion und auf Petrischalen für 

Kernextrakte kultiviert. Dann wurden die Zellen in KM II mit den Decoy-Oligonukleotide 

(100nM/ml) mit Hilfe von SuperFect (6,25µl/ml), transfeziert. Dabei hatte sich SuperFect als 

einziges, unter einigen ausgetesteten Transfektionsreagenzien (Transfectam, Lipofectamin), 

für die Transfektion dieser doppelsträngigen Oligonukleotide, bewährt. Die ausgetestete 

Menge der Decoy-Oligonukleotide mit 100nM erbrachte, im Gegensatz zu 50nM und 200nM, 

die besten Ergebnisse. Nach einer Tranfektionszeit von maximal 2 ½ Stunden wurde das KM 

gewechselt und die Parietalzellen mit H.pylori G27 für weitere 8 Stunden stimuliert. Eine 

Tranfektionszeit von maximal 2 ½ Stunden lieferte die beste Transfektionsrate der Parietalzel-

len. Kürzere Transfektionszeiten (1,0; 1,5, und 2,0 Stunden) lieferten deutlich niedrigere 

Transfektionsraten. Bei höheren Transfektionszeiten (3,0; 3,5 und 4,0 Stunden) erwies sich 

das Transfektionsreagenz als zu zelltoxisch. Die Parietalzellen verloren zunehmend ihre Bo-

denhaftung und konnten nicht mehr gewertet werden.  

Die Transfektionseffizienz der Oligonukleotide wurde mit fluoreszenzmarkierten FAM 5'- 

Decoy-Oligonukleotiden, überprüft. Die eingesetzte Menge an FAM 5'- Decoy-

Oligonukleotiden und Superfect, sowie die Ausführung der Transfektion, war mit dem oben 

beschriebenen Vorgang, identisch. Da die FAM 5'-markierten Decoy-Oligonukleotiden je-

doch lichtempfindlich waren, wurde die gesamte Prozedur in einem abgedunkelten Raum 

ausgeführt.  

Die Auswertung erfolgte, durch das Auszählen der grün-leuchtenden FAM markierten Parie-

talzellen. Dabei wurden wie bei der TUNEL-Färbung pro Objektträger mindestens 500 Zellen 

unter einem Mikroskop in zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern doppelt blind ausgezählt.  

Die Transfektionsrate lag zwischen 70 und 80%. 

Die Dokumentation erfolgte durch das Fotografieren der Zellen mit einer Belichtungszeit von 

6 Sekunden und einer 1.000fachen Vergrößerung.  
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2.2.6.3 Inkubation der Parietalzellen mit PSI 
 
PSI (Cbz-Ile-Glu(O-t-Bu)-Ala-Leucinal) ist ein NF-κB Inhibitor. Seine Wirkung beruht auf 

einer Hemmung der Proteasomen. Damit wird die Degradation der IκB-Proteine im Zytop-

lasma der Zellen gehemmt. NF-κB wird auf diesem Wege daran gehindert in den Zellkern zu 

gelangen und als Transkriptionsfaktor die Expression bestimmter Gene in die Wege zu leiten.  

 
Die Parietalzellen wurden mit 1mM PSI für eine Stunde in KM II vorinkubiert. Nach KM-

Wechsel wurden die Zellen wieder in KM II für 8 Stunden mit H.pylori G27 (MOI=10) sti-

muliert.  

 
 
 

2.2.7 Inkubation mit L-NMMA - Relevanz von Stickstoffmonoxid 

 
 
L-NMMA ist ein Inhibitor der Stickstoffmonoxid-Synthase. Die Parietalzellen wurden mit 

0,1mM L-NMMA für 4 Stunden vorinkubiert. Nach KM-Wechsel wurden die Zellen wieder 

in KM II für 8 Stunden mit H.pylori G27 (MOI=10) stimuliert.  

 
 
 

2.2.8 Statistische Auswertung 

 
 
Die statistische Auswertung wurde in freundlicher Zusammenarbeit mit dem Institut für Me-

dizinische Statistik und Epidemiologie Rechts der Isar der TU München, Fr. Dipl.-Stat. Holl-

weck, durchgeführt. In den Diagrammen im Ergebnisteil wurden die Mittelwerte von mindes-

tens 5 unabhängigen, repräsentativen Versuchen als Balken dargestellt. Die jeweils aufgesetz-

te Antenne [T] kennzeichnet die errechnete Standardabweichung vom Mittelwert.  

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des SPSS-Computerprogramms. Da 

bei durchschnittlich 5 Versuchen nicht mit Sicherheit von einer Normalverteilung der Werte 

ausgegangen werden konnte und mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, 

wurde für die Auswertung der Kruskal-Wallis-Test für unabhängige Stichproben verwendet. 

War dieser Test aussagekräftig, wurde diesem Test der Mann-Whitney-Test angeschlossen, 

der überprüfen sollte, ob sich zwei bestimmte Gruppen unterscheiden. Als signifikant galten 

Ergebnisse mit einem p-Werte kleiner als 0,05 (*p<0,05), die mit einem Stern über der An-
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tenne versehen wurden. Als hochsignifikant galten Ergebnisse mit einem p-Werte kleiner als 

0,01 (**p<0,01), die mit zwei Sternen über der Antenne versehen wurden. 



3 Ergebnisse 
 
 
 
 
 
 

3.1 Einfluss verschiedener Virulenzfaktoren auf die Apoptose  
 
 
 
Die durchgeführten Experimente zeigen, dass eine Stimulation der Zellen mit H.pylori Apop-

tose in den Parietalzellen auslöst. Weiterhin ließen sich durch die Stimulationsversuche einige 

wichtige Virulenzfaktoren des Keimes ausfindig machen, die bei der Aktivierung des aktiven 

Zelltodes in diesem in vitro Zellmodell von Bedeutung sind.  

Pro Experiment wurden mindestens 5 unabhängige Versuche durchgeführt. Die statistische 

Auswertung wird in Kapitel 2.2.8 erläutert. 

 
 
 

3.1.1 Qualitative Absicherung der Versuchsergebnisse 
 
 
3.1.1.1 Färbung der Zellen mit der TUNEL-Reaktion und Trypanblau 
 
Um die Nachweismethodik der Apoptose abzusichern wurden verschiedene Versuche durch-

geführt. Zunächst wurden unstimulierte und mit H.pylori infizierte Zelle mit Trypanblau oder 

mit der TUNEL-Reaktion angefärbt. Mit der Trypanblaufärbung wurde der Zelltod durch 

Nekrose ausgeschlossen (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Ergebnisse der TUNEL-Reaktion 

werden exemplarisch in Bild 3.1.dargestellt. Als TUNEL-positiv bzw. apoptotische zählen 

Zellen in denen der Zellkern dunkelbraun angefärbt ist oder auch komplett braun angefärbte 

Zellen. 

Ein Vergleich der Bilder A und B zeigt deutlich, dass eine Inkubation der Zellen mit 

H.pylori WT-Stamm G27 (8 Stunden; MOI=10) vermehrt zu Strangbrüchen der DNA 

im Zellkern und somit zur Apoptose der Zellen führt (siehe auch Methoden 2.2.4.1).  
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A B

 
 

Bild 3.1. Färbung der Parietalzelle mit der TUNEL-Reaktion; Bild A: unstimulierte Parie-
talzellen. Bild B: mit H.pylori WT-Stamm G27 stimulierte Parietalzellen; Zelldurchmes-
ser ca. 16 bis 20µm; Vergrößerung 1.000fach 

 
 
Die Zellen wurden unter einem Lichtmikroskop fotografiert. Der Ausschnitt in Bild B 

zeigt dabei deutlich mehr angefärbte und damit apoptotische Zellen. 

 
 
3.1.1.2 Elektronenmikroskopie 
 
Die Elektronenmikroskopie wurde als qualitativer Nachweis zur Quantifizierung der TUNEL-

Färbung verwendet. Dabei zeigt sie von allen Apoptosenachweisen am deutlichsten die mor-

phologischen Veränderungen, die während des Prozesses der Apoptose im Zellkern vollzogen 

werden. Die Parietalzellen wurden wie oben unter basalen Bedingungen kultiviert, sowie mit 

H.pylori WT-Stamm G27 stimuliert (8 Stunden, MOI=10) und danach, wie unter 2.2.4.2 be-

schrieben, die elektronenmikroskopischen Bilder angefertigt. Die basale Zelle (Bild A) zeigt 

einen großen Zellkern mit dem Kernchromatin, zahlreiche Mitochondrien, sowie viele Mikro-

villi auf der Zelloberfläche und in den Canaliculi. Die mit den Keimen stimulierten Zellen 

(Bild B und C) zeigen die, für die Apoptose der Zelle typischen strukturelle Veränderungen. 

Bild B zeigt erste apoptotische Veränderungen, die mit einer beginnenden Kondensation des 

Kernchromatins und einem zunehmenden Verlust der Mikrovilli einhergehen. Bild C zeigt ein 

schon fortgeschrittenes Stadium der Apoptose mit einer vollständigen Kondensation des 

Kernchromatins und Schrumpfung des Zellkerns, das völlige Verschwinden der Mikrovilli 

und die Abschnürung von apoptotischen Körperchen, wie man auch in diesem Bild sehen 

kann. Die elektronenmikroskopischen Schnitte, die von den mit H.pylori stimulierten Zellen 

angefertigt wurden, zeigten im Vergleich zu den Schnitten basaler Zellen deutlich mehr apop-

totische Zellen. Der, durch die Stimulation der Parietalzellen mit H.pylori, ausgelöste Zelltod 



 3.1 Einfluss verschiedener Virulenzfaktoren auf die Apoptose 

 

55

konnte mit Hilfe der Elektronenmikroskopie eindeutig als Apoptose identifiziert werden. Ü-

ber die im vorherigen Abschnitt beschriebene Färbemethode werden folglich eindeutig apop-

totische Zellen nachgewiesen. Für die Bestimmung der Apoptoserate wurde daher in allen 

durchgeführten Versuchen die TUNEL-Färbung verwendet. 

 
 

BA C
 

 
Bild 3.2. A-C. Elektronenmikroskopie der Parietalzelle. Bild A: basale Parietalzelle. 
Bild B: H.pylori infizierte Zelle mit beginnender Kondensation des Zellkerns. Bild C: 
H.pylori infizierte Zelle mit den typischen Zeichen eines schon fortgeschrittenen Apopto-
seprozesses; Zelldurchmesser ca. 16 bis 20µm; Vergrößerung 5700fach 

 
 
 

3.1.2 Ermittlung der H.pylori-Konzentration 
 
 
Um die Bakterienkonzentration ermitteln zu können, die notwendig war, um eine Reaktion 

der Parietalzellen bzw. die Apoptose der Zellen auszulösen, wurden erste Versuche mit unter-

schiedlichen Keimkonzentrationen durchgeführt. Die Stimulationsdauer bei diesen ersten Ex-

perimenten wurde auf 5 Stunden festgesetzt. Bild 3.3 zeigt die Ergebnisse der Stimulation, 

wobei die Bakterienkonzentration in MOI angegeben wird. 
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Bild 3.3. TUNEL-Reaktion: Stimulation der Parietalzellen mit verschiedenen 
H.pylori G27-Konzentrationen (n=5; *p<0,05 vs. Basal) 

 
 
Es wurden Keimkonzentrationen MOI=2/5/10/20/50/100 gewählt. Die Apoptoserate wurde 

mit der TUNEL-Reaktion bestimmt. Dabei ergibt sich der Prozentsatz an apoptotischen Zel-

len aus dem Verhältnis der Anzahl der TUNEL-positiv gefärbten Zellen zur Gesamtzahl aller 

Zellen (siehe auch Methodenteil 2.2.4.1, Formel 2.2). In Bild 3.3, wie auch in allen folgenden 

Diagrammen sind die Mittelwerte über mindestens 5 Versuche auf der x-Achse aufgetragen. 

Die Standardabweichung wurde als Antenne gekennzeichnet. Ein Stern über dem T bezeich-

net einen signifikanten Unterschied in der Stimulation im Vergleich zum basalen Wert (siehe 

auch Methodenteil, Kapitel 2.2.8) 

Mit steigender Keimkonzentration nahm die Anzahl der TUNEL-positiv gefärbten Zellen und 

damit auch die Apoptose der Parietalzellen zu. Ein Anteil an apoptotischen Zellen wurde auch 

bei den unstimulierten, als „basal“ bezeichneten Zellen gefunden und lag in den verschiede-

nen Versuchen im Durchschnitt konstant zwischen 10 und 15%.  

Eine signifikante Stimulation wurde bereits bei einer MOI=10 beobachtet und maximale Sti-

mulationswerte wurden bei einer MOI=50 erreicht. Da signifikante Ergebnisse auch bei einer 

MOI=10 beobachtet wurden und 10 Keime pro Zelle mit den in vivo Bedingungen im 

menschlichen Magen vergleichbarer erschienen als höhere Konzentrationen, wurde für alle 

weiteren Experimente eine MOI=10 gewählt. 
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3.1.3 Ermittlung der Stimulationszeit 
 
 
Des weiteren wurde ein Zeitverlauf durchgeführt. Hier wurden die Parietalzellen für 4, 8 und 

12 Stunden mit der oben ermittelten Keimkonzentration MOI=10, mit demselben H.pylori 

Typ I Stamm (G27), inkubiert. 
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Bild 3.4. TUNEL-Reaktion: Zeitverlauf (n=5; *p<0,05) 
 
 
Die Apoptose wurde wieder durch das Auszählen der TUNEL-positiven Zellen bestimmt. 

Hier wurde die Höhe der Apoptose der stimulierten Zellen, für jeden Zeitpunkt, direkt mit der 

Apoptose der basalen Zellen verglichen. Die basale Apoptoserate änderte sich in diesen ge-

messenen Zeitintervallen nur unwesentlich (15 ± 2%). Bei den stimulierten Proben wurde be-

reits bei einer Stimulationszeit von 4 Stunden eine erhöhte Apoptoserate beobachtet. Je länger 

die Zellen mit den Keimen stimuliert wurden, desto höher war die Apoptoserate der Zellen 

und erreichte bei 8 Stunden (30 ± 2%) und 12 Stunden (35 ± 3%) signifikante Werte.  

Um den Anteil an eventuell nekrotischen Zellen zu untersuchen wurden die Parietalzellen in 

Kontrollversuchen mit Trypanblau angefärbt (siehe auch Methoden 2.2.1.1). Die Zellen wur-

den mit H.pylori G27 für 4, 8 und 12 Stunden stimuliert und jeweils nach Ablauf der Stimula-

tionszeit mit Trypanblau angefärbt. Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen für dieselbe 

Zeitspanne inkubiert und ebenfalls mit Trypanblau angefärbt. Es wurden die blau angefärbten 

Zellen, mit den geschädigten Zellkernen, unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. Bei einer 

Stimulationszeit bis zu 8 Stunden wurden keine „blauen“ Zellen nachgewiesen. Bei einer 

mehr als 12-stündigen Inkubationszeit häuften sich nekrotische, „blaue“ Zellen und nach Sti-

mulationszeiten über 24 Stunden waren fast alle mit H.pylori stimulierten Zellen blau ange-

färbt. Hier konnte der Zelltod durch Nekrose nicht ausgeschlossen werden. Diese Versuche 
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haben gezeigt, dass bei einer Stimulationszeit von 8 Stunden und einer Keimkonzentration 

MOI=10, ein Zelltod durch Nekrose nahezu nicht auftrat. Daher wurden alle weiteren Expe-

rimente mit einer Stimulationszeit von 8 Stunden und einer Keimkonzentration MOI=10 

durchgeführt.  

 
 
 

3.1.4 Spezifische Induktion der Apoptose durch H.pylori  
 
 
Um zu zeigen, dass die Induktion der Apoptose in Parietalzellen ein spezifischer Effekt von 

H.pylori ist und nicht etwa eine Spontanreaktion der Parietalzellen, wurden die Zellen mit 

Keimen anderer Spezies inkubiert. Hierfür wurde das gram-positive, toxinproduzierende Bak-

terium S.aureus und das gram-negative, ebenfalls toxinproduzierende Bakterium C.jejunii 

verwendet. Diese Bakterien wurden in derselben Konzentration wie H.pylori (MOI=10; 8 

Stunden) auf die Parietalzellen gegeben. In diesen Versuchen wurde TNF-α (20ng/ml) als Po-

sitivkontrolle verwendet. 
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Bild 3.5. TUNEL-Reaktion: Spezifische Induktion der Apoptose durch H.pylori (n=7; *p<0,05 vs. Ba-
sal, vs. S. aureus und vs. C. jejunii) 
 
 
Wie das Diagramm 3.5 deutlich zeigt, hatten S.aureus und C.jejunii keinen Einfluss auf die 

Apoptoserate der Parietalzelle, während H.pylori und TNF-α signifikante Effekte erzielten. 

Die relative Apoptoserate [%] berechnet sich nach Formel 2.2. 

 
 



 3.1 Einfluss verschiedener Virulenzfaktoren auf die Apoptose 

 

59

Um spezifische Eigenschaften von H.pylori, wie Beweglichkeit, Proteinbiosynthese und In-

tegrität, als mitverantwortliche Faktoren für die zelluläre Apoptose zu untersuchen, wurden 

die Keime (H.pylori G27) über verschiedene Methoden inaktiviert. Die Keime wurden für 30 

Minuten bei 60°C gekocht, Ultraschallwellen ausgesetzt (etwa 12 Stöße/Probe) oder mit 

Chloramphenicol (25µg/ml) für 30 Minuten behandelt.  

Wie aus Bild 3.6 zu ersehen, konnten alle drei Maßnahmen die Apoptose der Zellen durch 

H.pylori eindeutig hemmen bzw. reduzieren. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass ein leben-

der und aktiver Keim, mit der Fähigkeit zur de novo Proteinbiosynthese, für die Induktion der 

Apoptose notwendig ist. Die relative Apoptoserate [%] berechnet sich nach Formel 2.2. 
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Bild 3.6. TUNEL-Reaktion: Inaktivierung von H.pylori (n=6; *p<0,05 ) 
 
 
 

3.1.5 Einfluss verschiedener Gene von H.pylori auf die Apoptose  
 
 
In der Einleitung wurden bereits einige Virulenzfaktoren von H.pylori besprochen, die für die 

Toxizität des Keimes verantwortlich gemacht werden. Zu diesen zählen auch einige Gene, 

wie das vacA Gen und die Gene der cag-PAI. Der Einfluss dieser Gene bzw. der Genprodukte 

auf die Apoptose wurde ebenfalls an den Parietalzellen der Ratte untersucht. 

Hierfür wurden zwei H.pylori Typ I Stämme (G27 und 2808) und ein H.pylori Typ II Stamm 

(Tx30) verwendet. Um die Wirkung des VacA Proteins, eines sekretorischen Proteins, das 

von H.pylori an die Umgebung abgegeben wird (siehe Einleitung 1.1.3.2), auf die Apoptose 
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der Parietalzelle genauer zu untersuchen, wurden die Parietalzellen mit filtrierten Überständen 

des Typ I Stammes G27 (siehe Methodenteil 2.2.2) inkubiert.  
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Bild 3.7. TUNEL-Reaktion: Die Wirkung verschiedener H.pylori Stämme und des G27-Überstands 
auf die zelluläre Apoptose (n=7; *p<0,05 vs. Basal, vs. Tx30 und vs. G27-Überstand) 
 
 
TNF-α (20ng/ml) wurde wieder als Positivkontrolle verwendet. Die Typ I Stämme G27 und 

2808 lösten eine fast doppelt so hohe Apoptoserate in den Parietalzellen aus, wie der Typ II 

Stamm Tx30. Wie aus dem Diagramm Bild 3.7 ersichtlich, hatte auch der H.pylori G27-

Überstand und damit das VacA Protein keinen Einfluss auf die Apoptose der Parietalzellen. 

Die relative Apoptoserate [%] berechnet sich nach Formel 2.2. 

 
 
Weiterhin wurden die Parietalzellen mit H.pylori G27-Mutanten inkubiert (siehe Methoden-

teil 2.2.3), in denen jeweils ein Gen der cag-PAI defekt vorliegt. Genauer waren das die Gene 

cagA, cagE, cagH, cagF und cagN. Hier war es von Interesse, den Einfluss der jeweils durch 

diese Gene kodierten Proteine bzw. die Auswirkung einer jeweils fehlenden Proteinexpressi-

on auf die Apoptose der Zellen zu untersuchen. Bild 3.8 zeigt die Ergebnisse: 
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Bild 3.8. TUNEL-Reaktion: Verwendung verschiedener cag-PAI Mutanten (n=6; *p<0,05 vs. Basal 
und vs. G27 cagE-Mutante) 
 
 
Die cag-PAI Mutanten mit den jeweils defekt vorliegenden Genen cagA, cagH, cagF und 

cagN lösten Apoptose in den Parietalzellen aus. Die Apoptoserate der Mutanten entspricht 

dabei in ihrer Höhe etwa der für H.pylori G27 ermittelten Rate. Untereinander zeigen die 

Mutanten keine signifikanten Unterschiede in ihrer Apoptoseaktivität.  

Im Vergleich dazu löste die cagE Mutante nahezu keine Apoptose in den Zellen aus. Daraus 

wird deutlich, dass das CagE Protein für die Virulenz des Keimes eine wesentliche Rolle spie-

len muss. Alle anderen Gene hatten keinen Einfluss auf die Apoptose. Die relative Apoptose-

rate [%] berechnet sich nach Formel 2.2. 

 
 
 

3.1.6 Synergistische Effekte von H.pylori und TNF-αααα 
 
 
Eine Infektion mit H.pylori im menschlichen Magen, führt zu einer erhöhten Bildung von Zy-

tokinen. Da gezeigt werden konnte, dass diese im Rahmen einer H.pylori Infektion die Apop-

tose der Magenepithelzellen auslösen und steigern können (siehe Einleitung 1.1.3.3), sollte 

dieser mögliche Effekt in vitro an den Parietalzellen untersucht werden. In den folgenden Ex-

perimenten wurden die Zellen sowohl mit H.pylori G27 (MOI=10), als auch mit TNF-α 

(20ng/ml) inkubiert. TNF-α bindet dabei spezifisch an TNFR1-Rezeptoren und löst über diese 

Rezeptoren Apoptose in den Zellen aus. TNFR1 ist ein Oberflächenrezeptor, der auch auf Pa-

rietalzellen der Ratte nachgewiesen werden konnte (Neu et al., 2003).  
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In diesem Versuch wurden TNFR1-Antikörper in unterschiedlicher Konzentrationen verwen-

det (1:500, 1:250, 1:166). Dazu wurden die Parietalzellen eine Stunde mit den TNFR1-

Antikörpern vorinkubiert und nach KM-Wechsel mit H.pylori G27 (MOI=10) oder mit TNF-

α (20ng/ml) für 8 Stunden stimuliert. Die TNFR1-Antikörper blockierten, wie aus Bild 3.9 er-

sichtlich, die TNFR1-Rezeptoren auf den Parietalzellen und konnten den apoptotischen Effekt 

von TNF-α bei einer Konzentration von 1:250 fast vollständig aufheben. Bei einer Co-

Stimulation der Zellen mit H.pylori G27 und TNFR1-Antikörper, hatten die Antikörper je-

doch keinen Einfluss auf die bakterielle Apoptoseaktivität. Das bedeutet, dass H.pylori Apop-

tose nicht über den TNFR1-Rezeptor auslöst. Die getrennte Stimulation der Parietalzellen mit 

TNF-α, sowie mit H.pylori G27 erhöhte die Apoptoserate der Zellen, im Vergleich zu der ba-

salen Apoptoserate, signifikant. Die relative Apoptoserate [%] berechnet sich nach Formel 

2.2. 
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Bild 3.9. TUNEL-Reaktion: Verwendung von TNFR1-Antikörper in verschiedenen Konzentrationen, 
sowohl in Kombination mit TNF-α, als auch mit H.pylori G27 (n=6; *p<0,05 vs. Basal) 
 
 
Bild 3.10 zeigt die Ergebnisse der Co-Stimulation der Parietalzellen mit H.pylori G27 und 

TNF-α für 8 Stunden. Diese Kombination führte zu einem noch stärkeren Anstieg der Apop-

toserate in den Parietalzellen, als die alleinige Stimulation mit H.pylori oder TNF-α. In der 

Kombination hatten TNF-α und H.pylori eine nahezu additive Wirkung auf die Apoptose der 

Parietalzellen und wirken damit synergistisch auf den Zelltod. Die Apoptoserate im Vergleich 

zur basalen Apoptose ist hochsignifikant (**p<0,01). Das weist weiter darauf hin, dass für 

TNF-α und H.pylori unterschiedliche Apoptose-Signaltransduktionswege existieren müssen. 

Die relative Apoptoserate [%] berechnet sich nach Formel 2.2. 

 

* *

*
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Bild 3.10. TUNEL-Reaktion: Synergismus von H.pylori und TNF-α (n=5; *p<0,05 vs. Basal und 
**p<0,01 vs. Basal) 
 

 
 

3.2 Untersuchung der Caspase 3 Aktivität in den Parietalzellen 
 
 
 
Der Aktivierung der Caspasen-Kaskade bei der H.pylori induzierten Apoptose wird in zahl-

reichen Veröffentlichungen große Bedeutung beigemessen. Dabei konnte gezeigt werden, 

dass die Caspase 3 eine wesentliche Aufgabe im Signaltransduktionsweg übernimmt (siehe 

auch Einleitung 1.1.3.4). Um die Aktivierung der Caspase 3 in den infizierten Parietalzellen 

zu untersuchen und den Apoptoseweg weiter aufzuzeigen, wurden unstimulierte und mit 

TNF-α (20ng/ml) und den H.pylori Stämmen Tx30 und G27 (MOI=100/50/25/10/5/2) stimu-

lierte Zellen in KM II für mindestens 8 Stunden kultiviert und wie unter Kapitel 2.2.5 be-

schrieben mit dem Caspase 3 Substrat DEVD-pNA inkubiert. Um die Caspasenaktivierung 

absichern zu können, wurde ein spezifischer Caspase 3 Inhibitor (DEVD-fmk Inhibitor) ver-

wendet. 

Bild 3.11 fasst die Ergebnisse aus 7 unabhängigen Versuchen zusammen. Die Versuche zei-

gen, dass weder eine TNF-α- noch eine H.pylori-Stimulation der Zellen die Caspase 3 in Pa-

rietalzellen signifikant stimulieren konnten. Im Vergleich mit den basalen Zellen zeigen die 

stimulierten Zellen trotz der einzeln auftretenden hohen Standardabweichung, eine erkennbare 

Caspasenaktivität. Auch in den unstimulierten Zellen konnte bereits eine Caspase 3 Aktivität 

registriert werden.  
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Bild 3.11. Messergebnisse der Caspase 3 Aktivität in Parietalzellen stimuliert mit TNF-α, und unter-
schiedlichen Bakterienkonzentrationen von H.pylori Tx30 und G27; Einsatz des Inhibitors DEVD-
fmk; (n=7) 
 
 
Die Caspase 3 Aktivität in den Stimulationsversuchen war von der Art der einzelnen Stimuli 

(H.pylori und TNF-α) und von der Konzentration der einzelnen Stimuli unabhängig. Der bes-

seren Übersicht wegen wurden nur die Keimkonzentrationen MOI=50/10/5 angegeben. Wei-

terhin kann auch festgestellt werden, dass es keinen Unterschied zwischen der Aktivität von 

H.pylori Typ I und Typ II Stämmen gab. Darüber hinaus ist zu verzeichnen, dass die Caspa-

senaktivität sowohl in basalen, wie auch in den TNF-α und H.pylori (MOI=10) stimulierten 

Zellen mit dem Inhibitor DEVD-fmk deutlich reduziert, jedoch nicht signifikant gehemmt 

werden konnte. Ein Zeitverlauf von 1, 4, 8 und 12 Stunden erbrachte keine weiterführenden 

Ergebnisse (Ergebnisse nicht dargestellt).  

 

Als Positivkontrolle, wurden Parietalzellen in parallelen Ansätzen, aus derselben Zellcharge 

wie für den Caspase 3 Assay, mit TNF-α und den Keimen Tx30 und G27 in selbiger Konzent-

ration stimuliert und die Apoptose mit der TUNEL-Reaktion untersucht.  

Bild 3.12 A und B zeigt die Ergebnisse der TUNEL-Reaktion. Bild A zeigt die Stimulation 

der Zellen mit H.pylori Tx30. Die Verwendung der unterschiedlichen Bakterienkonzentratio-

nen von H.pylori Tx30 hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die Zellapoptose. Bild B zeigt 

nahezu gleiche Ergebnisse wie Bild 3.3.  
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Bild 3.12. A und B. Bild A: TUNEL-Reaktion: Stimulation der Parietalzellen mit 
verschiedenen H.pylori Tx30-Konzentrationen Bild B: und verschiedenen H.pylori 
G27-Konzentrationen (n=7; *p<0,05 vs. Basal) 

 
 
Vergleicht man die Ergebnisse aus Bild 3.11 und Bild 3.12, so erkennt man besonders anhand 

der Konzentrationsergebnisse von H.pylori G27 (Bild 3.12 B), dass eine signifikante Apopto-

serate ab einer Bakterienkonzentration MOI=10 in den Parietalzellen induziert wurde. Stellt 

man nun die Apoptoserate der entsprechenden Caspase- Aktivität gegenüber, so lässt sich er-

kennen, dass die Caspase 3 im Signalweg der Parietalzellapoptose zwar aktiviert wird, sie a-

ber dennoch eine untergeordnete Rolle spielt und die signifikante Apoptoserate nicht erklären 

kann. Es muss daher andere Wege in der komplexen Signalkaskade geben, die für die Apop-

tose der Zellen verantwortlich sind. 

 
 
 

3.3 Bedeutung von NF-κB in Parietalzellen 
 
 
 
Bisher konnte mehrfach gezeigt werden, dass H.pylori den Transkriptionsfaktor NF-κB vor 

allem in verschiedenen epithelialen Tumorzelllinien und in menschlichen Magenepithelzellen 

aktiviert (Münzenmaier et al.,  1997; Keates et al., 1997) 

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob NF-κB auch in Parietalzellen der Ratte durch 

H.pylori aktiviert wird. Weiterhin sollte auch geprüft werden, ob dieser Transkriptionsfaktor 

für die zelluläre Apoptose eine Rolle spielt.  
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3.3.1 Nachweis einer NF-κB-Aktivierung und Überprüfung der Ban-
denspezifität 

 
 
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB durch H.pylori in Parietalzellen konnte im 

EMSA mehrfach nachgewiesen werden (Versuchsablauf siehe Methoden Abschnitt 2.2.6.1). 

Für jedes Experiment wurden mindestens drei unabhängige Versuche mit jeweils neuen 

Kernextrakten durchgeführt, die jeweils dasselbe Ergebnis erbracht haben.  
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Bild 3.13. EMSA: H.pylori G27 aktiviert NF-κB in Parietalzellen. Spezifizierung der 
NF-κB-Banden durch p50 und p65 Supershift-Versuche  

 
 
Bild 3.13 zeigt eines von 3 unabhängig durchgeführten Experimenten. Spur 1 enthält das 

Kernprotein von unstimulierten Parietalzellen, das eine nur sehr geringe NF-κB-Aktivierung 

zeigt. In Spur 2 bis 6 wurde das Kernprotein von mit H.pylori G27 (MOI=10) stimulierten 

Parietalzellen aufgetragen, wobei die Spur 2 ausschließlich das von H.pylori G27 stimulierte 

Kernprotein enthält. In Spur 3 und 4 wurden die Kernextrakt mit dem anti-p50 Antikörper 

und in Spur 5 und 6 mit dem anti-p65 Antikörper vorinkubiert (siehe 2.2.6.1.7). Wie die Spur 

2 zeigt, wird NF-κB durch H.pylori G27 deutlich, unter der Ausbildung von zwei unterschied-

lich hohen Banden (Protein-Oligo-Komplexe), stimuliert. Um diese Banden näher untersu-

chen zu können und den verschiedenen NF-κB Untereinheiten zuordnen zu können, wurden 

spezielle Antikörper gegen die häufig vorkommende p50 und p65 Untereinheit des NF-κB 

verwendet. Spur 3 enthält 3µg und Spur 4 enthält 7,5µg des anti-p50 Antikörpers. Beide An-

tikörperkonzentrationen führten zur Ausbildung einer höher gelegenen Bande, bezeichnet als 
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p50 Supershift, wobei diese bei der Zugabe von 7,5µg an Stärke erkennbar zunahm. Eine den-

sitometrische Messung der Banden macht zudem deutlich, dass die obere NF-κB Bande in 

Spur 4 an Intensität abnimmt. In Spur 5 wurde 2µg und in Spur 6 wurde 4µg des anti-p65 An-

tikörpers zugegeben. Die höhere Konzentration des p65-Antikörpers in Spur 6 führte zur 

Ausbildung einer deutlicheren Bande, bezeichnet als p65-Supershift, als die etwas niedrigere 

Antikörperkonzentration in Spur 5. Die Zugabe der p65-Antiköper führte auch zu einer deut-

lich sichtbaren Intensitätsänderung der NF-κB Bande, im Vergleich zur NF-κB Bande in Spur 

2. Wie das Bild 3.13 zeigt, ist die obere NF-κB Bande in Spur 6 nahezu verschwunden. Die 

Ergebnisse machen deutlich, dass H.pylori G27 NF-κB in Parietalzellen der Ratte aktiviert 

und dass die obere NF-κB-Bande vor allem aus p50/p65 Heterodimeren (siehe Spur 6) gebil-

det wird. Für diesen Antikörperversuch wurde ein großes Gel verwendet, damit die einzelnen 

Banden besser aufgetrennt werden konnten. Die gleichmäßige Verteilung der ungebundenen 

Oligonukleotide am unteren Bildrand werden nicht gezeigt.  

 
 
 

3.3.2 Einfluss einzelner cag-PAI Gene auf die NF-κB-Aktivierung 
 
 
Für dieses, in Bild 3.14 exemplarisch dargestellte Experiment, wurden die Zellen mit densel-

ben H.pylori G27-Mutanten inkubiert, die bereits für die TUNEL-Reaktion in Bild 3.8 ver-

wendet wurden. Es sollte gezeigt werden, wie sich einzelne Gendefekte der cag-PAI auf die 

NF-κB-Aktivierung in Parietalzelle auswirken.  

 

Die Spur 1 enthält wieder das Kernprotein unstimulierter Parietalzellen, welches nahezu kei-

ne NF-κB-Aktivierung zeigt. In Spur 2 und 8 wurde das Kernprotein von H.pylori G27 

stimulierten Parietalzellen aufgetragen, wobei in Spur 8 die NF-κB-Bande durch die Zugabe 

eines Überschusses an unmarkierten NF-κB-Oligonukleotiden erfolgreich verdrängt wurde 

(siehe Methoden, Kapitel 2.2.6.1.7). Diese Verdrängung der NF-κB-Bande sollte in diesem 

Experiment als Kontrolle dienen und die spezifische Höhe der NF-κB-Banden zeigen. Die 

Spur 2 demonstriert deutlich die NF-κB-Aktivierung durch H.pylori G27, im Gegensatz zur 

basalen Probe in Spur 1. In Spur 3 wurde das durch die cagA Mutante, in Spur 4 das durch 

die cagH Mutante, in Spur 5 das durch die cagE Mutante, in Spur 6 das durch die cagF Mut-

ante und in Spur 7 das durch die cagN Mutante stimulierte Kernprotein aufgetragen. 
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Bild 3.14. EMSA: Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB durch verschiede-
ne H.pylori G27 Mutanten  

 
 
Es wird deutlich, dass die cagE Mutante den Transkriptionsfaktor NF-κB nicht stimuliert. Al-

le anderen cag-PAI Mutanten stimulieren deutlich den Transkriptionsfaktor, im Vergleich mit 

dem WT-Stamm G27 jedoch etwas geringer. Das Ergebnis zeigt, dass das CagE Protein von 

großer Bedeutung für die NF-κB-Aktivierung ist. 
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Bild 3.15. Densitometrische Vermessung der NF-κB-Banden 
 
 
Die Intensität der einzelnen NF-κB-Banden aus Bild 3.14 und zwei weiteren vergleichbaren 

EMSA-Versuchen wurden densitometrisch vermessen. Die Mittelwerte der Ergebnisse aus 

den Versuchen wurden als relative Bandenintensität in [%] angegeben und im Diagramm Bild 

3.15 in Form von Balken graphisch dargestellt. 

 



 3.3 Bedeutung von NF-κB in Parietalzellen 

 

69

1       2       3       4       5       6       7
Ladetaschen

Ungebundene 
Oligonukleotide

SP-1 Bande

A B

0
10
20
30

40
50
60
70
80

90
100
110
120

Basal G27 CagA CagH CagE CagF CagN

re
la

ti
ve

 B
an

d
en

in
te

n
si

tä
t 

[%
] 

 
 

Bild 3.16.A und B. Bild A: EMSA: SP-1 Kontrolle. Bild B: Densitometrische Vermessung 
der SP-1 Banden 

 
 
Als weitere Kontrolle wurde für jedes einzelne NF-κB-Experiment, ein Versuch mit SP-1 O-

ligonukleotiden durchgeführt. Dafür wurden dieselben Kernproteine mit gleicher Proteinmen-

ge wie für den NF-κB-EMSA, als Kontrolle der eingesetzten Proteinmenge, verwendet und 

mit markierten, doppelsträngigen SP-1 Oligonukleotiden inkubiert. Die Proben in Abbildung 

3.16 Bild A wurden in derselben Reihenfolge wie in Bild 3.14 aufgetragen; in Spur 1 die ba-

sale Probe, in Spur 2 die Probe mit H.pylori G27, in Spur 3 die Probe mit cagA Mutante, in 

Spur 4 die Probe mit cagH Mutante, in Spur 5 die Probe mit cagE Mutante, in Spur 6 die 

Probe mit cagF Mutante und in Spur 7 die Probe mit cagN Mutante. Alle SP-1-Banden der 

verschiedenen Proben zeigen nahezu dieselbe Intensität, was anzeigt, dass in jeder Spur die-

selbe Proteinmenge aufgetragen wurde.  

Die Bandenintensität der SP-1-Proben aus den Versuchen wurden ebenfalls densitometrisch 

vermessen und im Diagramm 3.14 B graphisch dargestellt. Alle Balken zeigen nahezu gleiche 

Höhe, was auch die vermeintlich dichtere Intensität in Spur 1 in Bild 3.16 A widerlegt. 

 
 
 

3.3.3 Hemmung der NF-κB-Aktivierung durch p65-Antisense-
Oligonukleotide 

 
 
Um zu untersuchen, ob die NF-κB-Aktivierung eindeutig ist und damit auch spezifisch ge-

hemmt werden kann, wurden die Parietalzellen mit p65 AS-Oligonukleotiden und als Nega-

tivkontrolle mit entsprechenden MS-Oligonukleotiden inkubiert. Hierfür wurden die Zellen 
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mit eben diesen Oligonukleotiden in der Gegenwart von Lipofektin transfeziert (siehe Kapitel 

2.2.6.2.1). Die Transfektionsrate betrug zwischen 80 und 90%, was durch eine Kultivierung 

mit FAM 5'-markierten AS-Oligonukleotiden anhand einer Laserscan-Mikroskopie gezeigt 

werden konnte (Ergebnisse nicht gezeigt). Das Lipofektin alleine beeinträchtigte die Parietal-

zellen in Hinsicht auf eine NF-κB-Aktivierung oder die Apoptose nicht. 
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Bild 3.17. A und B. Bild A EMSA: Einfluss von p65 AS- und MS-Oligonukleotiden auf 
die Aktivierung von NF-κB Bild B: Densitometrische Vermessung der NF-κB-Banden  

 
 
Der Einsatz von p65 AS-Oligonukleotide kann spezifisch die Aktivierung von NF-κB hem-

men (Bild 3.17 A). In Spur 1 wurde das Kernprotein basal kultivierter Parietalzellen aufge-

tragen, welches eine nur sehr geringe NF-κB-Aktivierung zeigt. In Spur 2 und 5 wurde das 

Kernprotein von mit H.pylori G27 stimulierten Parietalzellen aufgetragen, wobei in Spur 5 die 

NF-κB-Bande zur Kontrolle der spezifischen Bandenhöhe wieder durch die Zugabe eines Ü-

berschusses an unmarkierten NF-κB-Oligonukleotiden verdrängt wurde. Wie bereits in den 

bisherigen Experimenten, zeigen die mit H.pylori G27 stimulierten Zellen in Spur 2 eine deut-

liche NF-κB-Aktivierung. In Spur 3 wurden die Zellen mit AS-Oligonukleotiden transfeziert, 

was zu einer signifikanten Hemmung der NF-κB-Expression führte. Die Inkubation der Zellen 

mit den MS-Oligonukleotiden in Spur 4 hatte dagegen keinen Einfluss auf eine NF-κB-

Aktivierung. Das macht deutlich, dass die Hemmung von NF-κB durch die p65 AS-

Oligonukleotide spezifisch war, da mit den MS-Oligonukleotiden keine Veränderungen beo-

bachtet wurden. 

Die Intensität der NF-κB-Banden, aus drei Versuchen, wurden auch hier densitometrisch aus-

gemessen und im Diagramm Bild 3.17 B in Form von Balken graphisch dargestellt. 
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Als Kontrolle der eingesetzten Proteinmenge des in Bild 3.17 dargestellten EMSA wurde 

auch hier jeweils ein Versuch mit SP-1 Oligonukleotiden durchgeführt. Dafür wurden diesel-

ben Kernproteine mit gleicher Proteinmenge wie in Bild 3.17 verwendet und mit markierten, 

doppelsträngigen SP-1 Oligonukleotiden inkubiert (Bild 3.18). 
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Bild 3.18. A und B Bild A: EMSA. SP-1 Kontrolle. Bild B: Densitometrische Vermes-
sung der SP-1 Bande aus Bild 3.16 A und zwei weiteren unabhängigen Versuche 

 
 
Die Proben in der Abbildung 3.16 A wurden in derselben Reihenfolge wie in Bild 3.15 A auf-

getragen; in Spur 1 die basale Probe, in Spur 2 die Probe mit H.pylori G27, in Spur 3 die 

Probe mit den p65 AS-Oligonukleotiden und in Spur 4 die Probe mit den entsprechenden 

MS-Oligonukleotiden. Ein Vergleich der SP-1 Banden untereinander wies keine wesentlichen 

Unterschiede in der Bandenintensität auf. Dies bedeutet, dass in jeder Spur in etwa dieselbe 

Proteinmenge aufgetragen wurde. Des weiteren ist zu beobachten, dass die AS- und MS-

Oligonukleotide die SP-1 Bindung nicht unspezifisch beeinflussen. 

 
 
 

3.3.4 NF-κB-p65-Antisense-Oligonukleotide und Apoptose  
 
 
In den folgenden Experimenten sollte der Einfluss der p65 AS-Oligonukleotide auf die Apop-

tose der Zellen untersucht werden. Dafür wurden die Parietalzellen mit den p65 AS- und MS-

Oligonukleotiden (100µM/ml) mit Hilfe von Lipofektin transfeziert und anschließend mit 

H.pylori G27 (MOI=10; 8 Stunden) stimuliert. Die Transfektionsrate lag dabei zwischen 80 

und 90%, wie mit FAM 5'-markierten Oligonukleotiden überprüft werden konnte. Die MS-
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Oligonukleotide dienten als Negativkontrolle. Das Ergebnis aus 5 unabhängigen Stimulati-

onsversuchen wurde mit der TUNEL-Reaktion bestimmt und in folgendem Diagramm Bild 

3.19 dargestellt. 
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Bild 3.19. TUNEL-Reaktion: Inkubation der Parietalzellen mit p65 AS- und MS-Oligonukleotiden 
(n=5; *p<0,05) 
 
 
Aus dem Diagramm wird deutlich, dass eine Transfektion der Parietalzellen mit p65 AS-

Oligonukleotiden die Apoptose der Zellen signifikant hemmt. Die MS-Oligonukleotide hem-

men die keiminduzierte Apoptose nicht. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die Hemmung 

von NF-κB durch die p65 AS-Oligonukleotide die Apoptose der Parietalzellen hemmt und 

damit der Signaltransduktionsweg der Apoptose p65 und damit NF-κB- abhängig ist. Die 

relative Apoptoserate [%] berechnet sich nach Formel 2.2. 

 
 
 

3.3.5 Einfluss der Decoy-Oligonukleotide auf NF-κB 
 
 
In Versuchen von Gawatz et al. konnte bereits gezeigt werden, dass Decoy-Oligonukleotide 

NF-κB hemmen (Gawatz et al., 1998). Diese Oligonukleotide binden, im Vergleich zu den 

p65 AS- Oligonukleotiden, an freies NF-κB und verhindern dadurch die spezifische NF-κB 

abhängige Transkription der Zielgene (Gawatz et al., 1998).  

Daher wurden die Decoy-Oligonukleotide als zusätzliche Kontrolle der Ergebnisse in Bild 

3.18 in diese Arbeit integriert. Für diese Versuche wurden die Parietalzellen mit den Decoy-

Oligonukleotiden in Gegenwart von SuperFect transfeziert.  
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Bild 3.20. Transfektion der Parietalzelle mit FAM 5'-markierten Decoy-Oligonukleotide. Das Bild 
wurde unter einem Lichtmikroskop in der Dunkelkammer fotografiert. Zelldurchmesser ca. 16 bis 
20µm; Vergrößerung 1.000fach  
 
 
Die Transfektionseffizienz der Oligonukleotide wurde mit Hilfe von FAM 5'-markierten De-

coy-Oligonukleotiden überprüft. Die Transfektionsrate betrug zwischen 70 und 80%, wobei 

die leuchtend grünen Zellen als FAM-positiv gewertet wurden (siehe Bild 3.20). 

Die Transfektion der Parietalzellen mit den Decoy-Oligonukleotide war, im Gegensatz zu vie-

len anderen Transfektionsreagenzien, nur mit SuperFect erfolgreich. Da SuperFect für die 

Zellen toxisch ist, musste die Menge an SuperFect und die Transfektionsdauer genau be-

stimmt werden, um gute und reproduzierbare Resultate erzielen zu können. Schließlich liefer-

te eine Transfektion mit 6,25µl/ml SuperFect für 2 ½ Stunden die besten Ergebnisse. 

Als Negativkontrolle wurde eine mutierte Form der κB-Bindungssequenz, in ihrer Funktion 

ähnlich der MS-Oligonukleotide, verwendet.  

 
 
Für den in Bild 3.19 A dargestellten EMSA wurden die Parietalzelle mit den Decoy-

Oligonukleotiden vorinkubiert und anschließend mit H.pylori G27 kultiviert. In Spur 1 wurde 

das Kernprotein unstimulierter Parietalzellen aufgetragen, welches nahezu keine NF-κB-

Aktivierung zeigt. Die Spur 2 enthält das Kernprotein der mit H.pylori G27 stimulierten Pro-

be. In Spur 3 wurden die Parietalzellen mit den Decoy-Oligonukleotiden und in Spur 4 mit 

der mutierten Form der Decoy-Oligonukleotide vorinkubiert. Ein Vergleich der Intensität der 

Banden in Spur 2 und Spur 3 zeigt, dass eine Inkubation der Zellen mit den Decoy-

Oligonukleotiden die NF-κB-Aktivierung deutlich reduzierte. Die mutierte Form in Spur 4 

zeigt eine ähnliche Bandenintensität wie die stimulierte Probe in Spur 2. Das zeigt, dass die 
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mutierte Form der Decoy-Oligonukleotide keinen Einfluss auf die Hemmung von NF-κB hat-

te und somit die Hemmung durch die Decoy-Oligonukleotide spezifisch ist.  
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Bild 3.21. A und B. Bild A: EMSA: Effekt von Decoy-Oligonukleotiden auf die Aktivie-
rung von NF-κB. Bild B: SP-1 Kontrolle 

 
 
Der EMSA Bild 3.21 B zeigt die dazugehörige SP-1 Kontrolle. Die Proben wurden in dersel-

ben Reihenfolge wie in Bild 3.21 A aufgetragen; in Spur 1 die basale Probe, in Spur 2 die 

Probe mit H.pylori G27, in Spur 3 die Probe mit den Decoy-Oligonukleotiden und in Spur 4 

die Probe mit der mutierten Form der Decoy-Oligonukleotide. Ein Vergleich der SP-1 Banden 

miteinander zeigte keine wesentlichen Unterschiede in der Bandenintensität.  

 
 
 

3.3.6 Die Decoy-Oligonukleotide und die zelluläre Apoptose 
 
 
Wie für die p65 AS-Oligonukleotide, so wurde auch die Wirkung der Decoy-Oligonukleotide 

auf die Apoptose der Zellen untersucht. Dafür wurden die Parietalzellen wieder mit den De-

coy-Oligonukleotiden transfeziert und mit H.pylori G27 stimuliert. Die mutierte Form der 

IκB-Bindungssequenz wurde erneut als Negativkontrolle verwendet. Auch unstimulierte Pa-

rietalzellen wurden 2 ½ Stunden mit 3µl/ml SuperFect inkubiert, um eine rein toxisch indu-

zierte Apoptose der Zellen auszuschließen. Die basale Apoptoserate war für diesen Zeitraum 

mit der bereits ermittelten basalen Apoptoserate unter 3.1.3 von 15 ±2% vergleichbar. 
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Das Ergebnis aus 4 unabhängigen Stimulationsversuchen wurde mit der TUNEL-Reaktion 

bestimmt.  
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Bild 3.22. TUNEL-Reaktion: Transfektion der Parietalzellen mit Decoy-Oligonukleotiden und Stimu-
lation mit H.pylori G27 (n=4; *p<0,05) 
 
 
Im Vergleich zur H.pylori G27 stimulierten Apoptoserate, zeigte sich, dass die Decoy-

Oligonukleotide die Apoptoserate in mit H.pylori 27 stimulierten Parietalzellen signifikant 

reduzieren. Die mutierte Form der Decoy-Oligonukleotide hatte ähnlich der p65 MS-

Oligonukleotide keinen Einfluss auf die Apoptose. Dieses Ergebnis bestätigt, dass eine Hem-

mung von NF-κB die Apoptose der Zellen hemmt. Die relative Apoptoserate [%] berechnet 

sich nach Formel 2.2. 

 
 
 

3.3.7 Einfluss von PSI auf die Apoptose  
 
 
Darüber hinaus wurde PSI, ein klassischer NF-κB–Inhibitor, als weiteres Kontrollelement 

eingesetzt, der das NF-κB noch früher in seiner Aktivierungskaskade hemmt, als die p65 Oli-

gonukleotide oder Decoy-Oligonukleotide. Vielmehr hemmt es bereits die Degradation von 

IκB und verhindert so die Aktivierung von NF-κB im Zytoplasma der Zellen.  

Die Parietalzellen wurden mit PSI stimuliert und anschließend mit H.pylori G27 inkubiert. 

Das Ergebnis aus 5 unabhängigen Stimulationsversuchen wurde mit der TUNEL-Reaktion 

bestimmt und wird in Bild 3.23 exemplarisch dargestellt.  
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Bild 3.23. TUNEL-Reaktion: Effekt von PSI auf die Apoptose (n=5; *p<0,05) 
 
 
Bild 3.23 zeigt, dass eine Co-Inkubation der Parietalzelle mit H.pylori G27 und PSI, die A-

poptoserate der Zellen signifikant reduziert. Die relative Apoptoserate [%] berechnet sich 

nach Formel 2.2. 

 
 
 

3.3.8 Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die Apoptose 
 
 
Einige Studien konnten bereits belegen, dass H.pylori die Stickstoffmonoxidproduktion posi-

tiv beeinflusst. Dieses sehr reaktive Gas fördert die Apoptose in Magenzellen (Albina et al., 

1993; Lim et al., 2000; Watanabe et al., 2000). Stickstoffmonoxid entsteht im Organismus aus 

L-Arginin, in einer durch die iNO-Synthase katalysierten Reaktion. Es lag die Vermutung da-

her nahe, dass H.pylori auch in dem vorliegenden in vitro Modell über eine vermutlich NF-κB 

vermittelte Stickstoffmonoxidproduktion Apoptose auslösen könnte. Um den Einfluss von 

Stickstoffmonoxid auf die Apoptose näher untersuchen zu können, wurden die Parietalzellen 

mit dem Stickstoffmonoxid-Synthasehemmer L-NMMA inkubiert und anschließend mit 

H.pylori G27 stimuliert. Das Ergebnis aus 6 unabhängigen Stimulationsversuchen wurde mit 

der TUNEL-Reaktion bestimmt. 
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Bild 3.24. TUNEL-Reaktion: Einfluss von L-NMMA auf H.pylori stimulierte Parietalzellen (n=6; 
*p<0,05) 
 
 
Die durch eine Stimulation mit H.pylori G27 erhöhte Apoptoserate konnte durch den Einsatz 

von L-NMMA signifikant reduziert werden. Dies weist darauf hin, dass Stickstoffmonoxid 

ein mögliches Endglied in der Signaltransduktionskette der H.pylori induzierten Apoptose der 

Parietalzellen ist. 

 



4 Diskussion 
 
 
 
 
 
 

4.1 Primärkultur der Parietalzellen 

 
 
 
In bisherigen Veröffentlichungen gibt es kein in vitro Modell, das den direkten Einfluss von 

H.pylori und besonders den Einfluss keimspezifischer Virulenzfaktoren auf die Apoptose in 

isolierten Parietalzellen beschreibt und näher auf den Ablauf der Apoptose in dieser Zellpopu-

lation eingeht. 

Parietalzellen sind ausdifferenzierte, säureproduzierende Zellen, die von den Stammzellen in 

der Isthmusregion der Magendrüsen abstammen. Unter in vivo Bedingungen haben sie eine 

Lebensdauer von bis zu 54 Tagen (Karam et al., 1999). Alle Versuche in dieser Arbeit wurden 

an isolierten, hochangereicherten Primärkulturen der Parietalzellen durchgeführt. Vorteile 

dieses in vitro Zellmodells sind zum einen, dass ohne den Einfluss äußerer Störfaktoren, wie 

beispielsweise Entzündungsmediatoren, gezielte Stimulationsversuche unternommen werden 

und damit auch keimspezifische Faktoren besser untersucht werden können. Zum anderen 

stellen die isolierten Parietalzellen eine nicht-transformierte Zellepopulation dar, die im Ge-

gensatz zu häufig verwendeten Tumorzelllinien, nicht mehr teilungsfähig ist und auch keine 

Tendenz zur Proliferation zeigt. Da die Parietalzellen der Ratte aus diesem Grunde als geeig-

netes Zellmodell befunden wurde, das besser als Tumorzelllinien die in vivo Bedingungen 

dieser Zellpopulation im H.pylori infizierten menschlichen Magen repräsentieren kann, wurde 

es für die Untersuchung der Zellapoptose in der vorliegenden Arbeit gewählt.  

Dabei sei erwähnt, dass Studien zufolge, Ratten mit einem H.pylori Typ I Stamm infiziert 

wurden und bei den Tieren zwei Monate nach der Infektion eine chronische Gastritis und Ma-

genulzera in der Antralregion diagnostiziert werden konnte. Weiterhin war diese Entzündung 

ebenfalls durch eine erhöhte Apoptoserate der Zellen und eine Immunantwort des Wirtes ge-

prägt (Li et al., 1999 und 1998). Damit simuliert dieses Tiermodell den Verlauf der Infektion 

und die Pathologie der Infektion beim Menschen.  

Ein Nachteil dieser Primärkulturen allerdings ist, dass sie, herausgerissen aus dem Zellver-

band, eine sehr viel kürzere Lebensdauer als die Zellen in vivo aufweisen. Aus diesem Grund 
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können zelluläre Veränderungen nur über einen relativ kurzen Zeitraum beobachtet werden. 

Die Überlebenszeit der Parietalzellen betrug unter den bereits beschriebenen Kulturbedingun-

gen bis zu 48 Stunden. 

 
 
 

4.2 H.pylori induziert Apoptose in Parietalzellen 

 
 
 
In der Bevölkerung, vor allem in den Ländern der dritten Welt, ist eine Infektion mit H.pylori 

weit verbreitet. Er besiedelt chronisch die Magenmukosa und führt im Wirtsmagen zu einer 

chronischen Gastritis, die begleitet wird von einer erhöhten Apoptoserate der Epithelzellen, 

aber auch der Zellen der Magengrübchen und Magendrüsen (Moss et al., 1996; Genta et al., 

1997). Eine Korpusgastritis oder eine medikamentös induzierte Verlagerung der bakteriellen 

Infektion in die Korpusregion des Magens im Zuge einer Veränderung des luminalen pH-

Wertes führt im Verlauf zu einer Atrophie mit zunehmender Reduktion des Drüsengewebes. 

Das Überleben des Keimes kann in diesem Stadium der Atrophie nur durch einen Rückzug in 

tiefere, noch vorhandene Drüsenabschnitte gewährleistet sein. Hier besteht nun auch eine gro-

ße Wahrscheinlichkeit, dass der Keim einen direkten Kontakt mit den Parietalzellen hat und 

mit diesen Zellen in Wechselwirkung treten kann. Bilder von Prof. Stolte stützen nachhaltig 

diese These des Rückzuges und der Kontaktaufnahme. Wie in Bild 1.4 dargestellt (Kapitel 1.3 

der Einleitung) befinden sich nach einer Gabe von Pantoprazol H.pylori Bakterien in einer 

Magendrüse, nahe der sekretorischen Canaliculi der Parietalzellen. Da weitere Untersuchun-

gen zeigen konnten, dass darüber hinaus sowohl eine akute wie auch eine chronische Infekti-

on mit H.pylori einen Einfluss auf die Parietalzelle und ihre Säureproduktion nimmt (siehe 

Einleitung, Kapitel 1.3), sollte der direkte Effekt des Keimes in dieser Versuchskonstellation 

in vitro auf die Parietalzellen untersucht werden (El-Omar et al., 1997; Göoz et al., 2000; Jaup 

et al., 2001; El-Omar et al., 1995; Moss et al., 1993). 

In vorliegender Arbeit wurden die Parietalzellen direkt mit H.pylori stimuliert. Dies führte bei 

Bakterienkonzentrationen zwischen MOI=10 und MOI=100 und Stimulationszeiten von 8 und 

12 Stunden zu einer 2 bis 3-fach erhöhten Apoptoserate, im Vergleich zur basalen Apoptose-

rate unstimulierter Zellen. Die spontane, basale Apoptoserate von 15±2% ist relativ hoch, 

kann aber durch den komplexen und invasiven Vorgang der Zellisolation bzw. dem Herauslö-

sen der einzelnen Zellen aus ihrem Zellverband erklärt werden. Die Versuche mit der Try-

panblaufärbung haben weiter gezeigt, dass bei einer Stimulationszeit von 8 Stunden, Zelltod 
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durch Nekrose ausgeschlossen werden kann. Weiterhin konnte mit einer Keimkonzentration 

MOI=10, die den in vivo Bedingungen im menschlichen Magen vergleichbar erschien, signi-

fikante und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Diesen Ergebnissen entsprechend 

wurden alle Versuche mit einer H.pylori-Konzentration MOI=10 und einer Stimulationsdauer 

von 8 Stunden durchgeführt. In anderen Untersuchungen konnte ebenfalls gezeigt werden, 

dass eine Infektion mit H.pylori sowohl in Tumorzelllinien des Magens in vitro (Chen et al., 

1997; Fan et al., 1998), als auch in Magenzellen menschlicher Biopsien eine 2 bis 5-fach er-

höhte Apoptoserate auslöst (Moss et al., 2001; Kohda et al., 1999; Rokkas et al., 1999). Era-

dikationstudien zeigen in diesem Zusammenhang, dass unter einer therapeutischen Behand-

lung der H.pylori-Infektion, die gesteigerte Apoptoserate der Zellen wieder auf die physiolo-

gische Apoptoserate zurückgeht, Entzündungszellen verschwinden und sich sogar im einzel-

nen intestinale Metaplasien wieder zurückbilden (Hahm et al., 1997; Jones et al; 1997; Kontu-

rek et al., 1999; Bayerdörffer et al., 1995). 

Weiterhin erwies sich der apoptotische Einfluss von H.pylori auf die Parietalzellen als spezi-

fisch, da andere toxische Bakterien, wie S.aureus und C.jejunii keine Apoptose auslösen 

konnten. In Versuchen von Wagner et al. (1997) und Kim et al. (2000) konnte ein vergleich-

bares Verhalten von C.jejunii auf die Apoptose in Tumorzelllinien beobachtet werden. 

Die Apoptose der Parietalzellen wurde im Rahmen der Arbeit über zwei unabhängige Metho-

den ermittelt. In der Elektronenmikroskopie konnten die typischen ultrastrukturellen Verände-

rungen der Apoptose gezeigt werden und somit ein qualitativer Nachweis erbracht werden. 

Über die TUNEL-Methode konnten die während der Apoptose stattfindenden DNA-

Strangbrüche im Zellkern färberisch dargestellt werden. Sie ist eine Methode, die bereits an-

dere Forschergruppen zum Nachweis der Apoptose verwendet haben (Konturek et al., 1999; 

Moss et al., 2001) und sich als quantitativer Nachweis der Apoptose etabliert hat.  

 
 
 

4.3 Essentielle Virulenzfaktoren von H.pylori  

 
 
 
Die klinische Manifestation einer H.pylori-Infektion ist das Resultat eines komplexen Zu-

sammenspiels von Wirtsreaktionen und bakteriellen Faktoren. Um in vorliegender Arbeit be-

stimmte Strukturen der Keime ausfindig zu machen, die unabhängig von der Immunantwort 

des Organismus in vivo , für die Aktivierung der Apoptose verantwortlich sein könnten, wur-

de der H.pylori Typ I Stamm G27 durch verschiedene Behandlungsmethoden inaktiviert. Da-
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bei führte eine Ultraschall- und Hitzebehandlung der Keime zu einer deutlichen Hemmung 

der zellulären Apoptoserate. Das macht deutlich, dass ein aktiver und beweglicher Keim mit 

intakter Zellmembran für die Induktion des Zelltodes notwendig ist. Ein entsprechendes Er-

gebnis konnten auch Watanabe et al. (2000) beobachten. Weiterhin wurde in vorliegenden 

Versuchen die Bedeutung bakterieller Lipopolysaccharide und anderer Oberflächenstrukturen 

der Bakterienmembran für die zelluläre Apoptose untersucht. Lipopolysaccharide sind Ober-

flächenantigene, die auf der äußeren Bakterienmembran lokalisiert und sowohl hitzestabil 

sind, als auch durch Ultraschallwellen nur schwer zerstört werden können (Moran et al., 

1996). In unseren Versuchen hatte eine Ultraschall- und Hitzebehandlung der Keime jedoch 

zu einer deutlichen Hemmung der Apoptose geführt. Dies zeigt, dass diese Strukturen für den 

Zelltod der Parietalzellen nicht verantwortlich sein können. Verglichen mit den Lipopolysac-

chariden anderer Bakterien, wie den von Escherichia coli, zeigen Lipopolysaccharide von 

H.pylori nur eine geringe Endotoxizität auf (Perez-Perez et al., 1995; Muotiala et al., 1992) 

und konnten auch in anderen Untersuchungen nicht mit dem aktiven Zelltod in Verbindung 

gebracht werden (Watanabe et al., 2000). Dagegen wurde den Lipopolysacchariden in Versu-

chen von Perez-Perez et al. (1995) und Valkonen et al. (1994) aber auch eine pathologische 

Rolle im Sinne einer schädigenden Wirkung auf das Magenepithel zugeschrieben.  

Auch eine Behandlung der Bakterien mit dem bakteriostatisch wirksamen Antibiotikum Chlo-

ramphenicol konnte die Apoptose der Parietalzellen vollständig hemmen. Das macht deutlich, 

dass eine funktionierende Proteinbiosynthese des Keimes und einer damit verbundenen Prote-

inneusynthese für die Apoptose notwendig ist. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit einer 

Studie von Su et al. (1998), welche zeigen konnte, dass eine aktive Proteinbiosynthese für die 

Adhärenz der Bakterien an Epithelzelllinien von Bedeutung ist.  

Die cag-PAI und das VacA werden in der Literatur häufig für die Virulenz von H.pylori und 

den damit verbundenen Folgen für die Zelle verantwortlich gemacht. So wurden in zahlrei-

chen Studien besonders cagA+/vacA+ H.pylori Typ I Stämme mit einer erhöhten Toxizität und 

Virulenz in Verbindung gebracht (Peek et al., 1995; Le`Negrate et al., 2001; Moss et al., 

2001; Sande et al., 2001; Sharma et al., 1995). In diesem Zusammenhang beobachteten Moss 

et al. (2001) an infizierten menschlichen Magenbiopsien eine signifikant erhöhte Apoptosera-

te in Zusammenhang mit H.pylori Typ I Stämmen.  

In Versuchen dieser Arbeit konnte an Parietalzellen ein vergleichbarer Sachverhalt festgestellt 

werden. Somit erwiesen sich die beiden Typ I Stämme G27 und 2808 deutlich virulenter, als 

der Typ II Stamm Tx30 und konnten im Vergleich auch eine eindeutig höhere Apoptoserate 

der Zellen induzieren. 
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Weiterhin wurden die Parietalzellen mit filtrierten Überständen des H.pylori Typ I Stammes 

G27 inkubiert. Damit sollte untersucht werden, ob sezernierte Produkte des Keimes, die er in 

das umgebende Milieu abgibt, Apoptose in den Parietalzellen auslösen können. Die Ergebnis-

se zeigen, dass die Überstände keine Apoptose induzieren konnten. Daraus lässt sich schlie-

ßen, dass sezernierte Produkte, wie das VacA Protein, nicht entscheidend sind für die Apopto-

se der Parietalzellen. Auch die oft beschriebene Vakuolisierung der Zellen (Weel et al., 1996; 

Papini et al. 1994) konnte in den elektronenmikroskopischen Bildern der infizierten Parietal-

zellen nicht bestätigt werden. Diese Versuche machen deutlich, dass nicht sezernierte Produk-

te, sondern ein direkter Kontakt des Bakteriums zu den Parietalzelle erforderlich ist, um A-

poptose auszulösen (Smoot et al., 1997; Kohda et al., 1999; Guruge et al., 1998). Entspre-

chend hatten auch Ogura et al. (2000) in Langzeitversuchen die Auswirkungen von virulenten 

H.pylori Typ I Stämmen und H.pylori vacA-Mutanten an mongolischen Wüstenmäusen un-

tersucht. In diesen Tierexperimenten führten beide H.pylori Stämme zu einer homologen Ent-

zündungsreaktion im Magen der Tiere. Somit war auch in diesen Versuchen das vacA Gen 

nicht verantwortlich für die virulente Wirkung der Keime (Ghiara et al., 1995; Weel et al., 

1996). Allerdings konnte in anderen vacA-Studien auch das Gegenteil gezeigt werden (Tel-

ford et al., 1994; Maeda et al., 1998) und damit bleibt die direkte Aufgabe des VacA Proteins 

weiterhin umstritten. 

Defekte und Mutationen einzelner Gene der cag-PAI wirken sich in unterschiedlicher Form 

auf die Apoptose und die Produktion von Entzündungsmediatoren der infizierten Zellen aus 

(Censini et al., 1996; Akopyants et al., 1998; Ogura et al., 1998). Die cag-PAI ist, wie bereits 

in der Einleitung besprochen, eine Genstruktur, die für über 40 Bakterienproteine kodiert, die 

mit einer erhöhten Virulenz der Keime assoziiert sind. Tatsächlich hat man zeigen können, 

dass unter anderem das cagE Gen eine wichtige Rolle für die Ausbildung eines Typ IV Sekre-

tionsapparates spielt, über den Moleküle, wie das CagA exportiert werden können und zu 

Veränderungen in der Wirtszelle führen (Segal et al., 1999; Backert et al., 2000; Covacci et 

al., 1999; Censini et al., 1996; Asahi et al., 2000; Stein et al., 2000; Odenbreit et al., 2000).  

Eine bedeutende Funktion konnte dem cagE Gen auch in der vorliegenden Arbeit zugeschrie-

ben werden. Stimulationsversuche, in denen verschiedene H.pylori G27-Mutanten verwendet 

wurden zeigten, dass das Produkt des cagE Gens wesentlich zur Induktion der Apoptose in 

Parietalzellen beiträgt, da die cagE-Mutante als einzige der Mutanten keine Apoptose in den 

Parietalzellen hervorrufen konnte.  

Ähnliche Auswirkungen des cagE Gens hinsichtlich der Apoptose wurde auch in anderen Ar-

beiten beobachtet. So konnten Peek et al. (1999) an einer epithelialen Tumorzelllinie nach-
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weisen, dass das cagE Gen an Veränderungen im Zellzyklus und an der Apoptose der Zellen 

erheblich beteiligt ist. Weiterhin zeigten Langzeitversuche mit keimfrei gezüchteten mongoli-

sche Wüstenmäusen, die mit H.pylori Typ I Stämmen und H.pylori cagE-Mutanten infiziert 

wurden, dass die cagE-Mutanten, im Gegensatz zu den virulenten Stämmen, nur eine milde 

Gastritis induzierten (Ogura et al., 2000).  

Alle anderen cag-PAI Gene (cagA, cagN, cagF, cagH), die in dieser Arbeit untersucht wur-

den, haben sich für den Apoptoseprozess in Parietalzellen als nicht verantwortlich erwiesen.  

In der Literatur konnte jedoch in Versuchen das cagN Gen, wie das cagE Gen, mit der CagA- 

Phosphorylierung und einer Aktivierung von IL-8 in Verbindung gebracht werden (Censini et 

al., 1996). Andere Gene, wie das cagH Gen, konnten bisher mit keiner Funktion assoziiert 

werden. Eine Ausnahme bildet hier das cagF Gen, das eine Rolle in der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB zu spielen scheint. 

 
 
 

4.4 Der Signaltransduktionsweg über TNFR1 und Caspase 3 

 
 
 
Die Infektion mit H.pylori ruft eine Entzündung der Magenschleimhaut hervor, die von einer 

Immunantwort des Wirtsorganismus und der Bildung von Entzündungsmediatoren begleitet 

wird. So konnte an menschlichen Biopsien des Antrums eine erhöhte Produktion von TNF-α 

und IL-1β in Zusammenhang mit einer H.pylori assoziierten Gastritis nachgewiesen werden 

(Noach et al., 1994; Crabtree et al., 1991). In vitro Versuche mit verschiedenen Zellkulturen 

konnten ferner zeigen, dass sowohl TNF-α und IFN-γ, wie auch IL-1β alleine Apoptose indu-

zieren können (Mahr et al., 2000; Crabtree et al., 1996; Fan et al., 1998; Neu et al., 2003). In 

diesem Zusammenhang konnte auch beobachtet werden, dass die H.pylori induzierte Apopto-

se an Epithelzellen durch den Einfluss der Zytokine, insbesondere durch IFN-γ (Fan et al., 

1998) und TNF-α (Wagner et al., 1997), deutlich erhöht war (siehe auch Einleitung, Kapitel 

1.1.3.3).  

In vorliegender Arbeit führte die getrennte Stimulation der Parietalzellen mit H.pylori G27 

oder TNF-α in beiden Fällen zu einer signifikant erhöhten Apoptoserate der Zellen. Die kom-

binierte Stimulation der Zellen mit beiden Faktoren hatte einen nahezu additiven Effekt auf 

die Apoptose der Zellen. In ähnlicher Weise konnte auch Wagner et al. (1997) diesen Effekt 

an Tumorzellen aufzeigen. Demnach steht dieses Ergebnis im Einklang mit bereits veröffent-
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lichten Daten, die zeigen konnten, dass Entzündungsmediatoren, wie das TNF-α sowohl in 

vitro, als auch in vivo die H.pylori induzierte Apoptose der Zellen erhöhen.  

TNF-α löst dabei Apoptose über den TNFR1-Rezeptor aus (siehe auch Einleitung, Kapitel 

1.1.3.4), der auch auf Parietalzellen der Ratte nachgewiesen werden konnte (Neu et al., 2003). 

Wie bereits erwähnt, wurde in H.pylori infizierten Magenbiopsien eine erhöhte Expression 

des TNFR1-Rezeptors und eine erhöhte Produktion an Zytokinen, wie das TNF-α, ermittelt 

(Hasumi et al., 2002; Houghton et al., 2000; Brozozowski et al., 1999). Das zeigt, dass unter 

in vivo Bedingungen auch die zytokinvermittelte Schädigung der Zellen zur Apoptoserate bei-

trägt (Hasumi et al., 2002).  

In dieser Arbeit konnte die TNF-α induzierte Apoptose der Parietalzellen durch den Einsatz 

von speziellen TNFR1-Antikörpern vollständig blockiert werden. Diese Antikörper hatten da-

bei jedoch keinerlei Einfluss auf die H.pylori induzierte Apoptose der Zellen. Folglich konnte 

in dem vorliegenden in vitro Parietalzellmodell gezeigt werden, dass TNF-α die Apoptose der 

Zellen via TNFR1 erhöht, H.pylori die Apoptose der Zellen aber nicht über den TNFR1-

Rezeptor, sondern über einen anderen Rezeptor bzw. einen anderen Mechanismus auslöst. 

Das zeigt, dass sich die beiden Apoptosewege von H.pylori und TNF-α unterscheiden. Ent-

sprechende Ergebnisse wurden auch in anderen Studien erzielt (Hasumi et al., 2002; Thalmai-

er et al., 2002; Maeda et al., 2000; Wagner et al., 1997).  

Neu et al. (2005) untersuchten einen weiteren Apoptose induzierenden Liganden TRAIL 

(TNF-α-related apoptosis-inducing ligand), der auch zur TNF-Familie gehört. Die ubiquitär 

vorkommenden TRAIL-Liganden binden an entsprechende TRAIL-Rezeptoren (R-1 und R-2) 

und lösen Apoptose vornehmlich über die Caspasen-Kaskade aus. Neu et al. (2005) konnten 

weiter zeigen, dass in der mit H.pylori infizierten menschlichen Magenmukosa die Expression 

des TRAIL-Liganden und der TRAIL-Rezeptoren R-1 und R-2 deutlich herunter reguliert 

war. Dieses Ergebnis zeigt, dass auch TRAIL nicht für die H.pylori induzierte zelluläre Apop-

tose verantwortlich ist. Vielmehr wird postuliert, dass mit Hilfe von TRAIL die erhöhte A-

poptose der Zellen während einer Infektion mit H.pylori Typ I Stämmen reduziert wird und 

auf diese Weise die Zellzahl im Gleichgewicht gehalten werden soll.  

 
Weiterhin wurde in vorliegender Arbeit die Relevanz der Caspase 3 im Signaltransduktions-

weg der Parietalzellen untersucht. Caspasen, die sich durch ihre strenge Aspartatspezifität 

ausweisen, bilden die ausführende Todesmaschinerie in vielen beschriebenen Apoptosemo-

dellen (Green et al., 1998). Auch in Zusammenhang mit der H.pylori induzierten Apoptose 

wurde die Aktivierung der Caspasenkaskade bereits in einzelnen Studien beschrieben (Shi-
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bayama et al., 2001; Maeda et al., 2002, Potthoff et al., 2002). Bisher konnten in Zusammen-

hang mit H.pylori infizierten epithelialen Tumorzellen unter anderem zwei Hauptwege be-

schrieben werden, die beide über eine Aktivierung von Caspasen zur Apoptose der Zellen 

führen (siehe auch Einleitung Kapitel 1.1.3.4). Maeda et al. (2002) konnten nach Infektion der 

Zellen mit H.pylori eine erhöhte Freisetzung von Cytochrom c messen und machten daher den 

mitochondrialen Apoptoseweg [2] (vgl. Einleitung, Kapitel 1.1.3.4) für den Zelltod verant-

wortlich. Ledig et al. (2004) berichteten von einer Aktivierung beider Apoptosewege [1] und 

[2] (vgl. Einleitung, Kapitel 1.1.3.4). Sie konnten einerseits die Aktivierung der Caspase 8 

über den mitochondrialen Weg [2] und andererseits eine Expression des Fas-Rezeptors über 

den Signalweg der Todesrezeptoren [1] nachweisen.  

Die Caspase 3 ist eine wichtige Haupteffektor-Caspase, die für die proteolytische Spaltung 

einiger zelltodinduzierender Substrate im komplexen Ablauf der Apoptose, wie beispielswei-

se des nukleären Enzym poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), verantwortlich ist (Cohen et 

al., 1997; Kim et al., 2000; Ashktorab et al., 2002; Simbulan-Rosenthal et al., 1998). Die 

Caspase 3 hat als eines der letzten Glieder in der Signaltransduktionskette der Caspasen-

kaskade eine ausführende Funktion und beide Apoptosewege münden in die Caspase 3 ein 

(Bild 1.1., Einleitung 1.1.3.4).  

In vorliegender Arbeit wurde die Aktivität der Caspase 3 in H.pylori stimulierten Parietalzelle 

untersucht. Die Ergebnisse der Versuche zeigen, dass in den mit TNF-α- und den mit H.pylori 

stimulierten Zellen eine Caspase 3 Aktivität nachgewiesen werden konnte. Weiterhin wurde 

eine vergleichsweise hohe Caspase 3 Aktivität in den basalen Proben festgestellt werden. 

Zieht man die bereits erwähnte basale Apoptoserate von 15±2% in Betracht, so könnten es 

diese apoptotischen Zellen sein, die diese basale Caspasenaktivität bewirken.  

Im Vergleich zu den basalen Proben, zeigte sich in den stimulierten Proben dennoch eine 

messbare Zunahme der Caspase 3 Aktivität, die jedoch unabhängig von der Art der Stimuli 

(TNF-α oder H.pylori Typ I oder Typ II Stamm) und der eingesetzten Bakterienkonzentration 

war (MOI=100/50/25/10/5/2). Interessant war, dass die zu verzeichnende Caspasenaktivität 

sowohl in unstimulierten, als auch in den mit TNF-α und mit H.pylori (MOI=10) stimulierten 

Zellen mit dem Caspase 3-Inhibitor DEVD-fmk deutlich reduziert, aber nicht signifikant ge-

hemmt werden konnte. Das lässt die Vermutung zu, dass in den Parietalzellen ein Caspase 3 

abhängiger Weg existiert. Da die gemessene Caspasenaktivität der Caspase 3 die aus den ent-

sprechenden Auszählversuchen der TUNEL-Färbung ermittelte Apoptoserate von 30±2% 

(H.pylori G27; MOI=10) aber nicht alleine erklären kann, spielt der Apoptoseweg über die 

Caspasen in Parietalzellen wohl nur eine untergeordnete Rolle.  
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In ECL-Zellen der Ratte konnte ähnlicher Sachverhalt beobachtet werden (Mahr et al., 2000). 

In Versuchen konnten Mahr et al. (2000) zeigen, dass der Einsatz des Caspase 3-Inhibitors 

DEVD die durch IL-1β induzierte Apoptose der ECL-Zellen ebenfalls nicht signifikant hem-

men konnte. Dennoch war auch in ECL-Zellen die Apoptoserate der Zellen durch den Einsatz 

des Caspase 3-Inhibitors DEVD erniedrigt. Das wurde darauf zurückgeführt, dass auch in 

ECL-Zellen ein nicht relevanter Apoptoseweg über die Caspase 3 vorhanden sein muss.  

Weiterhin wurde in weiterführenden Versuchen innerhalb der gleichen Arbeitsgruppe mittels 

Western-Blots das Protein H.pylori (G27) stimulierter Parietalzellen auf die Caspase 3 hin un-

tersucht (Stimulationszeiten: 3, 6, 9 Stunden). In allen Proteinproben (siehe Proben für den 

Caspase 3 Assay) konnte nur eine sehr schwache 32 kD-Bande der Pro-Caspase 3, aber nicht 

die 20 kD-Bande der aktivierten Caspase-3 detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Ash-

ktorab et al. (2002) dagegen konnten in einer Tumorzelllinie (AGS-Zellen) die aktivierte 

Caspase 3 im Western-Blot bereits nach 3 Stunden und Potthoff et al. (2002) in AGS Zellen 

nach 5 Stunden nachweisen.  

Es muss in Parietalzellen der Ratte daher einen anderen Hauptweg geben, über den die Sig-

nalkaskade der Apoptose initiiert wird. 

 
 
 

4.5 H.pylori aktiviert NF-κB in Parietalzellen 

 
 
 
NF-κB ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der durch zahlreiche Stimuli aktiviert wird und 

eine Vielzahl von Genen reguliert, die in die Immunantwort, die Proliferation und die Apop-

tose der Zellen involviert sind. In einigen Studien hat sich H.pylori als wichtiger Aktivator 

von NF-κB in den Zellen erwiesen (Keates et al., 1997; Münzenmaier et al., 1997). 

In dieser Arbeit konnten eine Reihe von EMSA-Versuchen zeigen, dass der H.pylori Typ I 

Stamm G27 den Transkriptionsfaktor NF-κB auch in Parietalzellen deutlich stimuliert. Die 

unstimulierten Zellen zeigten dagegen eine nur sehr geringe bzw. keine NF-κB-Aktivierung. 

Die Spezifität der NF-κB-Banden wurde durch die Zugabe unmarkierter Oligonukleotide, in 

einem „Competition-Versuch“ überprüft. Weiterhin konnte in „Supershift-Versuchen“ gezeigt 

werden, dass das NF-κB in den Kernextrakten hauptsächlich aus p65/p50 Heterodimeren und 

p50/p50 Homodimeren besteht. Dies steht auch im Einklang mit Ergebnissen anderer Unter-

suchungen (Keates et al., 1997; Münzenmaier et al., 1997; Aihara et al., 1997; Rokutan et al., 

1997), die nachweisen konnten, dass in H.pylori infizierten Epithelzellen des Magens haupt-
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sächlich diese NF-κB-Dimere aktiviert und transloziert werden. Vor allem das p65/p50 Hete-

rodimer gelangt auf ein Signal hin schnell in den Zellkern, bindet dort an die entsprechende 

DNA-Sequenz und aktiviert die Transkription entsprechender Zielgene (Zabel et al., 1991). 

In dieser Arbeit wurde für jeden NF-κB-EMSA ein Parallelansatz mit SP-1 durchgeführt. Das 

SP-1 ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der an die Promotor- oder Enhancerregion vieler 

Gene, unter anderem an viele „housekeeper“-Gene bindet (Muraoka et al., 1996). Darüber 

hinaus konnten Muraoka et al. (1996) in isolierten Parietalzellen aus Hundemägen das SP-1 

als Co-Faktor für die Expression des Enzyms H+/K+ ATPase definieren. Da angenommen 

werden kann, dass das Enzym H+/K+ ATPase in Parietalzellen konstant vorhanden ist, muss 

auch SP-1 als stabile Größe vorhanden sein. Daher wurde SP-1 sowohl in dieser Arbeit, wie 

auch in anderen Studien, als Referenz für die Quantifizierung der Proteinmenge verwendet 

(Brand et al., 1996). Die SP-1 Banden der EMSA-Versuche (Bild 3.16 A und B, Bild 3.18 A 

und B, Bild 3.21 B), vor allem die zugehörige densitometrische Vermessung der Banden, zei-

gen nahezu gleiche Intensität und somit nahezu gleiche Proteinmenge pro Probe.  

Bisher konnten verschiedene Stimuli mit einer NF-κB-Aktivierung in Verbindung gebracht 

werden. Wie aus der Literatur ersichtlich, werden häufig die bakteriellen Lipopolysaccharide 

der Zellmembran mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB in Zusammenhang 

gebracht (Bäuerle et al., 1994; Clifton, 1998). Jedoch konnte gezeigt werden, dass H.pylori 

einen Lipopolysaccharid unabhängigen Mechanismus aufwendet, da Versuche mit gereinig-

tem H.pylori-Lipopolysaccharid keine NF-κB-Aktivierung in den Zellen hervorrufen konnte 

(Münzenmaier et al., 1997). Dagegen wurden jedoch Gene der cag-PAI von H.pylori ermit-

telt, die für die NF-κB-Aktivierung essentiell sind (Glocker et al., 1998). 

Um die Bedeutung einiger Gene der cag-PAI für die NF-κB-Aktivierung in den Parietalzellen 

in vorliegender Arbeit zu untersuchen, wurden die Zellen mit verschiedenen H.pylori G27-

Mutanten kultiviert. EMSA-Versuche zeigten, dass die Gene cagA, cagH, cagF und cagN na-

hezu keine Rolle in der NF-κB-Aktivierung in den Parietalzellen spielen. Bei allen Proben, 

die mit H.pylori Mutanten inkubiert wurden, konnte, bis auf eine Ausnahme, eine deutliche 

NF-κB-Aktivierung in Form einer spezifischen NF-κB-Bande im EMSA nachgewiesen wer-

den. Die cagE Mutante dagegen konnte keine NF-κB-Aktivierung bzw. NF-κB-Bande auslö-

sen. Dies macht deutlich, dass das cagE Gen nicht nur an der Induktion der Apoptose, sondern 

auch wesentlich an der NF-κB-Aktivierung in Parietalzelle beteiligt ist. Ähnliche Ergebnisse 

wurden auch in Versuchen mit einer epithelialen Tumorzelllinie von Glocker et al. (1998) be-

schrieben. Nur in Bezug auf die cagF-Mutante erzielte er ein gegenteiliges Ergebnis, was auf 

Zellunterschiede in den Versuchen zurückgeführt werden kann.  
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4.6 Stickstoffmonoxid und NF-κB in Parietalzellen 

 
 
 
NF-κB ist ein ubiquitär vorkommender Transkriptionsfaktor, der in der menschlichen Ma-

genmukosa (Van den Brink et al., 2000), sowie in vitro in verschiedenen Zellsystemen durch 

H.pylori aktiviert wird (Sharma et al., 1998; Keates et al., 1997; Münzenmaier et al., 1997).  

NF-κB ist für die Transkription zahlreicher Gene verantwortlich. Diesen Genen ist gemein-

sam, dass sie Abwehrfunktionen in der Zelle oder im Gesamtorganismus übernehmen.  

Das iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) Gen ist eines der Gene, deren Expression durch 

NF-κB kontrolliert wird (Griscavage et al., 1996). In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass 

sowohl die Promotorregion des iNOS Gens des Menschen (Nunokawa et al. 1996), sowie die 

Promotorregion des iNOS Gens der Ratte (GenBank accession number D84101) an mehreren 

Positionen eine NF-κB-Sequenz (bp 71-79, 134-142, 888-896, 930-938) enthält.  

Die iNOS-Expression durch NF-κB wurde bereits in verschiedenen Zelltypen, wie Gefäß-

muskelzellen der Ratte (Zhang et al., 1999) und Hepatozyten der Ratte (De Vera et al., 1997) 

beobachtet. Eine erhöhte iNOS-Aktivität konnte auch in Makrophagen der Magenmukosa und 

in Magenbiopsien von Patienten nachgewiesen werden, die an H.pylori induzierten Ulzera er-

krankt waren (Stachura et al., 1996; Mannick et al., 1996). Eine Infektion mit H.pylori erhöht 

die iNOS-Expression. Eine damit verbundene erhöhte Stickstoffmonoxidsynthese wurde in 

vitro in Tumorzellen mit einer erhöhten Apoptoserate in Verbindung gebracht (Lim et al., 

2001; Watanabe et al., 2000; Mannick et al., 1996). 

In vorliegender Arbeit konnte durch den Einsatz eines spezifischen Stickstoffmonoxid-

Inhibitors (L-NMMA) die H.pylori induzierte Apoptose in Parietalzellen signifikant reduziert 

werden. Auch in anderen Zellsystemen, sowie auch in ECL-Zellen der Ratte konnte der Ein-

satz von L-NMMA die Apoptose der Zellen hemmen (Mahr et al., 2000; Marletta M.A., 

1993; Marletta M.A., 1989). Die Hemmung der H.pylori induzierten Apoptose durch L-

NMMA in dieser Arbeit zeigt, dass iNOS über die Produktion von Stickstoffmonoxid auch 

eine ausführende Funktion in der Signalkaskade der Apoptose in Parietalzellen darstellt.  

Die iNO-Synthase katalysiert die Ca2+-unabhängige Umsetzung von L-Arginin in L-Citrullin 

und es entsteht Stickstoffmonoxid. Die Art und Weise, wie Stickstoffmonoxid Apoptose aus-

lösen kann, konnte noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es wurde aber gezeigt, dass 

das Stickstoffmonoxid mit Sauerstoffradikalen zu Peroxynitrit reagiert, welches Bausteine der 

DNA, wie Pyrimidine und Purine, desaminiert und zu DNA-Strangbrüchen und zur Apoptose 

der Zellen führt (Lindahl et al., 1972; Lim et al., 2001). Ein zweiter Weg über den Stickstoff-
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monoxid zur Apoptose führen kann, ist die Spaltung des Enzyms PARP, das auch eine aus-

führende Funktion in der Apoptose besitzt (Messmer et al., 1996; Cohen at al., 1997; siehe 

auch Einleitung, Kapitel 1.1.3.4).  

 
 
 

4.7 Interleukin–8 und NF-κB 

 
 
 
Bei H.pylori infizierten Patienten konnte weiter gezeigt werden, dass die Höhe der NF-κB 

Aktivierung mit dem Grad der induzierten Gastritis korreliert (Van den Brink et al., 2000).  

Dabei stimulieren vor allem Typ I H.pylori Stämme mit einem intakten cagE Gen den 

Transkriptionsfaktor NF-κB und eine verstärkte Produktion von IL-8 durch die Epithelzellen 

der Magenmukosa konnte nachgewiesen werden (Akopyants et al., 1998; Tummuru et al., 

1995; Censini et al., 1996; Glocker et al., 1998; Sharma et al., 1998). Die Induktion des Zyto-

kins IL-8 ist dabei unabhängig von der cagA-Expression (Censini et al., 1996), aber abhängig 

vom Vorhandensein eines intakten Typ IV Sekretionssystems (Fischer et al., 2001; siehe auch 

Einleitung, Kapitel 1.1.3.2). Die Genexpression des IL-8-Gens wird ebenfalls durch NF-κB 

auf Transkriptionsebene kontrolliert und reguliert (Sharma et al., 1998; Keates et al., 1997; 

Aihara et al., 1997; Münzenmaier et al., 1997).  

Im Gegensatz zum Menschen besitzen Nagetiere, wie Ratten, keine Gensequenz, die für das 

IL-8 kodiert. Sie verfügen jedoch über eine dem IL-8 entsprechende Genstruktur, das CINC-1 

(Cytokine-induced neutrophil chemoattractant) (Zagorski et al., 1997). In Zusatzversuchen, 

die im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr explizit aufgeführt werden, wurde das CINC-1 in 

Überständen von H.pylori stimulierten Parietalzellen gemessen. Das CINC-1 konnte in stimu-

lierten Blutmonozyten der Ratte nachgewiesen werden, nicht aber in den Überständen der un-

stimulierten und mit H.pylori stimulierten Parietalzellen ermittelt werden. Dieser Versuch 

zeigt, dass in H.pylori infizierten Parietalzellen keine NF-κB vermittelte Transkription des IL-

8-homologen Gens CINC-1 stattfindet.  

Das Zytokin IL-8 wird nicht nur durch NF-κB kontrolliert und aktiviert, sondern auch MAP-

Kinasen wurden mit einer IL-8 Aktivierung in Verbindung gebracht. In diesem Zusammen-

hang beschrieben Keates et al. (1999) in H.pylori stimulierten epithelialen Tumorzellen 

(AGS-Zellen) einen NF-κB unabhängigen Stimulationsweg für IL-8 über MAP-Kinasen. 

MAP-Kinasen bestehen im Wesentlichen aus drei Hauptgruppen, die sich aus der „extracellu-
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lar signal-regulated kinase“(ERK), der „c-Jun N-terminal kinase“ (JNK) und der p38 MAP-

Kinase zusammensetzen. Sie regulieren verschiedene Transkriptionsfaktoren und sind auf 

diese Weise ebenfalls an einigen Funktionen der Zelle, wie Zellproliferation, Zelltod und an 

der Entzündungsreaktion der Zellen, beteiligt. Keates et al. (1999) verwendeten spezifische 

Inhibitoren und konnten zeigen, dass die beiden Signalmoleküle p38 und ERK für die 

H.pylori induzierte IL-8 Produktion wichtig waren. Beide Signalmoleküle erwiesen sich für 

die H.pylori induzierte NF-κB Aktivierung jedoch als nicht essentiell.  

In H.pylori stimulierten Parietalzellen konnte NF-κB, jedoch kein CINC-1 nachgewiesen 

werden. Es ist möglich, dass die beiden Kinasen, p38 und ERK, im Signalweg der Parietalzel-

len der Ratte fehlen und daher keine IL-8 Induktion stattfindet. Die JN-Kinasen-Kaskade ist 

dagegen mit der Signalkaskade des Transkriptionsfaktors NF-κB über PAK-1 und MEKK-1 

verbunden. Beide Kaskaden können gleichzeitig durch H.pylori aktiviert werden und zu einer 

IL-8-Induktion führen (Foryst-Ludwig et al., 2000; Peek et al., 2001; Sanchez-Perez et al., 

2002; Aihara et al., 1997). Darüber hinaus konnte JNK über den Transkriptionsfaktor AP-1 

auch mit der zellulären Apoptose in Tumorzellen (Jurkat-Zellen) in Verbindung gebracht 

werden (Faris et al., 1998).  

In vorliegender Arbeit konnte die cagE-Mutante weder NF-κB aktivieren, noch Apoptose in 

Parietalzellen auslösen. Keates et al. (1999) beobachteten gleichen Sachverhalt in Zusam-

menhang mit MAP-Kinasen und der H.pylori cagE-Mutante an epithelialen Tumorzellen. Die 

Versuche zeigten in diesen Zellen eine fehlende Aktivierung der JN-Kinase durch die 

H.pylori cagE-Mutante.  

Weiterführende Versuche wären nötig, um eine mögliche Beteiligung und Wirkung der JN-

Kinasen-Kaskade in der Aktivierung von NF-κB und der Apoptose in H.pylori stimulierten 

Parietalzellen zu untersuchen.  

Die IL-8-Produktion der Epithelzellen scheint durch H.pylori in jedem Fall über verschiedene 

Signalwege aktiviert zu werden. In Parietalzellen der Ratte könnte die fehlende CINC-1/IL-8-

Aktivierung auf eine fehlende Aktivierung der p38 und ER-Kinasen zurückgeführt werden.  
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4.8 NF-κB und Apoptose 

 
 
 
Die im Zellkern befindliche doppelsträngige DNA enthält die genetische Information für alle 

Proteine. Bei der Transkription wird diese Information auf eine einzelsträngige Boten-RNA 

(mRNA) übertragen, die anschließend ins Zytoplasma gelangt und dort über den Mechanis-

mus der Translation an den Ribosomen in Proteine umgesetzt wird (Proteinbiosynthese). NF-

κB ist ein ubiquitär vorkommender Transkriptionsfaktor, der über verschiedene Signale sti-

muliert wird und die Genexpression und die Proteinbiosynthese der Zellen reguliert.  

Eine Inkubation der Parietalzellen mit H.pylori löst Signalwege in der Zelle aus, die zu einer 

Aktivierung von NF-κB führen. Weiterhin kann eine Stimulation der Zellen mit H.pylori die 

Apoptose signifikant steigern. Ob die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB in weite-

rem Verlauf auch eine Auswirkungen auf die Apoptose der Zellen hat, wurde in vorliegender 

Arbeit näher untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Aktivierung von NF-κB an verschiede-

nen Positionen seiner Aktivierung gehemmt. 

Im Laufe der NF-κB-Aktivierung löst sich der Transkriptionsfaktor von dem Inhibitorprotein 

IκB und gelangt in den Zellkern (siehe Einleitung, Kapitel 1.2.2, Bild 1.2). Während des Ak-

tivierungsprozesses wird das IκB phosphoryliert und durch Proteosomen degradiert. Eine 

Hemmung der Degradation von IκB durch Proteasomen-Inhibitoren verhindert die Aktivie-

rung von NF-κB und dessen Translokation in den Zellkern (Traenckner et al., 1994).  

An dieser Stelle im Aktivierungsprozess konnte in Versuchen dieser Arbeit gezeigt werden, 

dass die Inkubation der H.pylori stimulierten Parietalzellen mit PSI, einem spezifisch wirk-

samen Proteasomen-Inhibitor, zu einer deutlichen Reduktion der H.pylori induzierten Apop-

toserate führte.  

Anders als die Proteasomen-Inhibitoren greifen die p65 AS-Oligonukleotide erst in die Trans-

lation der Proteinbiosynthese ein und verhindern damit eine NF-κB induzierte Proteinsynthese 

(Branch et al., 1996). Dabei binden die p65 AS-Oligonukleotide durch komplementäre Ba-

senpaarung an die Initialregion der mRNA des p65 Gens und verhindern eine Komplexbil-

dung mit den Ribosomen und damit die Translation und Genexpression von NF-κB bzw. der 

p65 Untereinheit (Hartmann et al., 1998; Branch et al., 1996).  

In dieser Arbeit wurde in EMSAs gezeigt, dass eine Vorinkubation der mit H.pylori stimulier-

ten Parietalzellen mit p65 AS-Oligonukleotiden eine NF-κB-Komplexbildung eindeutig 

hemmen konnte. Dieser Effekt erwies sich als sequenzspezifisch, da entsprechende MS-

Oligonukleotide die Komplexbildung nicht beeinträchtigten. Weiterhin konnte auch die 
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H.pylori vermittelte Apoptoserate der Parietalzellen durch den Einsatz der p65 AS-

Oligonukleotide vollständig aufgehoben werden. Die Effektivität der NF-κB AS-

Oligonukleotide wurde bereits in einigen in vitro und in vivo Experimenten beschrieben und 

auch dort erfolgreich eingesetzt (Reuning et al., 1995; Hnatowich et al., 1999; Autieri et al., 

1995; Neurath et al., 1996). In Versuchen von Schlaak et al. (2001) wurden Mäuse mit p65 

AS-Oligonukleotiden behandelt und anschließend mit dem Bakterium S.typhimurium infiziert. 

Dieses Bakterium aktiviert ebenfalls NF-κB, was in diesen Mäusen zu einer gesteigerten Im-

munreaktion und zur Ausbildung eines septischen Schocks geführt hatte. In denjenigen Mäu-

sen, die mit den p65 AS-Oligonukleotiden behandelt wurden, wurde die Bildung von entzünd-

lichen Faktoren, wie IL-6 und IFN-γ, reduziert und damit, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, 

die Ausbildung eines septischen Schocks verhindert. Dieses in vivo Tiermodell zeigt auf an-

schauliche Weise, wie die Auswirkungen von NF-κB auf die Zelle und den gesamten Orga-

nismus durch AS-Oligonukleotide gehemmt werden kann.  

Ein weiterer Ansatz die NF-κB-Aktivität in H.pylori stimulierten Parietalzellen zu hemmen, 

bestand in der Verwendung von doppelsträngigen Decoy-κB-Oligonukleotiden. Die Sequenz 

der hier verwendeten Decoy-Oligonukleotide entspricht der κB-Sequenz der Promotorregion 

des MCP-1 Gens. Diese Oligonukleotide binden mit der κB-Sequenz an freies NF-κB, sowohl 

im Zytoplasma wie auch im Zellkern (Gawatz et al., 1998 und persönliche Information durch 

Hr. Dr. Gawatz; Deutsches Herzzentrum, München) und verhindern dadurch die Bindung des 

Transkriptionsfaktors an die Promotorregion und damit die Transkription der Zielgene (Sawa 

et al., 1997; Morishita et al., 1997).  

In Versuchen dieser Arbeit reduzierte die Vorinkubation der Parietalzellen mit den Decoy-

Oligonukleotiden die NF-κB-Komplexbildung im EMSA-Versuch und weiterhin auch die 

H.pylori vermittelte Apoptoserate der Parietalzellen in der TUNEL-Reaktion signifikant. Der 

Effekt der Decoy-Oligonukleotide war spezifisch, da die mutierte Form der Oligonukleotide, 

wie die MS Form der p65 AS-Oligonukleotide, keine Auswirkung auf die Apoptose der Zel-

len zeigte.  

Vergleicht man die Ergebnisse aller NF-κB-Hemmversuche, so zeigt sich, dass die H.pylori 

induzierte NF-κB-Aktivierung erfolgreich gehemmt bzw. signifikant reduziert werden kann. 

Darüber hinaus konnte auch die H.pylori stimulierte Apoptose der Parietalzellen durch die 

Hemmung des Transkriptionsfaktors mittels des Proteosomen-Inhibitors PSI, sowie durch den 

Einsatz der p65 AS-Oligonukleotide und Decoy-Oligonukleotide gehemmt bzw. signifikant 

reduziert werden. Das zeigt, dass NF-κB einen erheblichen Einfluss auf die Apoptose der Pa-
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rietalzellen der Ratte hat und in diesen Prozess als pro-apoptotischer Übermittler direkt invol-

viert ist.  

Entgegen des pro-apoptotischen Einflusses von NF-κB in den oben beschriebenen Untersu-

chungen, wird der Einfluss von NF-κB auf die Apoptose in der Literatur widersprüchlich dis-

kutiert (Aggarwal et al., 2000; Bours et al., 2000; Sonenshein et al., 1997). So zeigen bisher 

publizierte Studien, dass NF-κB die Apoptose sowohl hemmen (Beg et al., 1996; Van Ant-

werp, 1996; Yanai et al., 2003) als auch auslösen kann (Grimm et al., 1996; Kasibhatla et al., 

1998; Grilli et al., 1996). In Thymozyten von Mäusen konnte gezeigt werden, dass NF-κB di-

rekt an der durch T-Lymphozyten vermittelten Apoptose beteiligt war, indem es die Expressi-

on eines anti-apoptotisch wirkenden Genes, das bcl-xL, herunterregulierte (Hettmann et al., 

1999). Weiterhin konnte die pro-apoptotische Rolle des Transkriptionsfaktors an isolierten β-

Zellen des Pankreas der Ratte nachgewiesen werden. In dieser Studie von Heimberg et al. 

(Heimberg et al., 2001) wurde gezeigt, dass eine durch IFN-γ und IL-1β induzierte Apoptose 

der Zellen durch den Einsatz eines spezifischen NF-κB-Inhibitors erfolgreich verhindert wer-

den konnte. In Hinblick auf eine H.pylori vermittelte NF-κB-Aktivierung und Stimulation der 

zellulären Apoptose, hat sich auch PPAR- γ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-

gamma) als wichtiger Mediator erwiesen. PPAR-γ ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der 

ähnlich dem NF-κB Zellfunktionen, wie Wachstum, Zelltod und die Immunantwort, reguliert 

und dabei auch in den Signalweg von NF-κB eingreifen kann (Gupta et al., 2001). Versuche 

von Gupta et al. (2001) zeigen, dass eine Hemmung von NF-κB durch PPAR- γ-Agonisten, 

auch den durch H.pylori vermittelten Apoptoseprozess in der Zelle reduzierte. Dies war in der 

Literatur einer der ersten Hinweise darauf, dass das gram-negative Bakterium H.pylori die 

Apoptose der Zellen über NF-κB auslöst und NF-κB auch in Zusammenhang mit H.pylori ei-

ne pro-apoptotische Wirkung besitzen könnte. Erklärt wird der unterschiedliche und wider-

sprüchliche Einfluss von NF-κB auf die Apoptose durch Unterschiede in den untersuchten 

Zellsystemen und den apoptoseauslösenden Stimuli (Baichwal et al., 1997; Aggarwal et al., 

2000), jedoch ist die Ursache dieses Widerspruch bis heute nicht eindeutig geklärt.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit machen deutlich, dass der Transkriptionsfaktor NF-

κB in die H.pylori induzierte Apoptosekaskade der Parietalzelle der Ratte involviert ist und 

eine Hauptrolle in diesem Prozess einnimmt. Weiterhin ist auch die bereits beschriebene sig-

nifikante Reduktion der Parietalzellapoptose mit dem Stickstoffmonoxid-Inhibitor L-NMMA 

von Bedeutung.  

Aus diesen Ergebnissen lässt sich ein Apoptoseweg ableiten, der in Bild 4.1 graphisch darge-

stellt wird. 
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Bild 4.1.Apoptose in den Parietalzellen. Dicke Pfeile: Hauptweg der H.pylori induzierten Apoptose in 
Parietalzellen über NF-κB. Gestrichelte Pfeile: untergeordneter Apoptoseweg über die Caspase 3 
 
 
Über einen noch nicht genau definierten Mechanismus nimmt H.pylori Kontakt mit der Parie-

talzelle auf und aktiviert den intrazellulären Transkriptionsfaktor NF-κB. NF-κB induziert die 

Transkription des iNOS Gens und führt über Stickstoffmonoxid zum programmierten Tod der 

Zellen. Dieses Ergebnis wird von einer Studie von Lim et al. (2001) unterstützt, die ver-

gleichbare Zusammenhänge an H.pylori infizierten epithelialen Tumorzellen nachweisen 

konnte. Der Apoptoseweg über die Caspase 3 spielt in diesem Zellsystem nur eine unterge-

ordnete Rolle.  

 
Alle diese Ausführungen deuten auf eine vielgestaltige Beteiligung des Transkriptionsfaktors 

NF-κB beim programmierten Zelltod hin. Daher sind wohl weitere Untersuchungen notwen-

dig, welche die Bedeutung des Transkriptionsfaktors in Hinblick auf die Apoptose über dieses 

Zellsystem hinaus weiter untersuchen und mithelfen, die H.pylori induzierte Apoptose besser 

zu erklären, um auch therapeutische Möglichkeiten für den Menschen weiter verbessern zu 

können. 



5 Zusammenfassung 
 

 

 

 

 

 

Etwa 50% der Weltbevölkerung sind mit dem gram-negativen Bakterium H.pylori infiziert. 

Während in den Industrienationen die Infektionsrate zwischen 33% und 50% liegt, beträgt sie 

in den Entwicklungsländern über 80%. Die Infektion wird in den meisten Fällen in der frühen 

Kindheit erworben. Im Erwachsenenalter sind Neuinfektionen eher selten. H.pylori koloni-

siert die Magenmukosa und persistiert dort über Jahre, wenn das Bakterium nicht durch eine 

antimikrobielle Therapie eradiziert wird. Die Kolonisierung des Magens mit H.pylori ist mit 

der Entwicklung spezifischer Krankheiten, wie Magen- und Duodenalulzera, MALT-

Lymphomen und Adenokarzinomen des Magens assoziiert. Daher wurde H.pylori als ein 

Karzinogen der Klasse I, ein sogenanntes „sicheres Karzinogen“, definiert. 

Eine durch H.pylori hervorgerufene chronische Entzündung der Korpusmukosa des Magens 

führt zu einem Umbau der Magenmukosa und im Verlauf zu einer intestinalen Metaplasie und 

Atrophie der Schleimhaut. Diese histologischen Veränderungen sind mit der Karzinomentste-

hung assoziiert worden. Die Atrophie ist gekennzeichnet durch eine zunehmende Schädigung 

des Drüsengewebes. Diese führt zu einem Verlust an Parietalzellen und damit zu einer gastra-

len Hypochlorhydrie. Als Ursache für den Verlust der Parietalzellen wird eine direkte Interak-

tion des Keimes oder der Entzündungsmediatoren mit den Parietalzellen diskutiert. An Epi-

thelzellen konnte aufgezeigt werden, dass hauptsächlich Apoptose für den Zellverlust in der 

H.pylori infizierten Magenmukosa verantwortlich ist.  

In der vorliegenden Arbeit wurden Parietalzellen der Ratte mit H.pylori inkubiert. Ziel war es 

zu untersuchen, ob H.pylori in vitro Apoptose in dieser Zellpopulation auslöst, welche keim-

spezifischen Faktoren dafür verantwortlich sind und über welchen Apoptoseweg der Zelltod 

induziert wird.  

Parietalzellen sind ausdifferenzierte, säureproduzierende Zellen, die in den Magendrüsen der 

Korpus- und Fundusregion lokalisiert sind. Sie wurden isoliert und mit dem gram-negativen 

Bakterium H.pylori inkubiert. Eine 8-stündige Inkubationszeit mit einer Bakterienkonzentra-

tion von MOI=10 führte zu einer spezifischen zellulären Apoptose. Die Apoptose der Zellen 

wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie eindeutig identifiziert und die quantitative Apop-

toserate mit der TUNEL-Methode bestimmt.  
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Der pathogene Effekt von H.pylori auf die Magenschleimhaut ist geprägt durch eine direkte 

Wirkung keimspezifischer Virulenzfaktoren und indirekt durch die Induktion einer Entzün-

dungsreaktion im Wirtsorganismus. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die 

Wirkung einiger Virulenzfaktoren des Keimes für die Apoptose in Parietalzellen bedeutsam 

ist. Dementsprechend waren nur lebende cagA
+
-Keime mit einer intakten cag-PAI und einer 

aktiven Proteinbiosynthese in der Lage, Apoptose spezifisch auszulösen. Ferner konnten je-

doch bakterielle Sekretionsprodukte wie das VacA und die Lipopolysaccaride als Auslöser 

der Apoptose ausgeschlossen werden, so dass ein direkter Kontakt des Keimes zur Zelle not-

wendig scheint. Weiterhin wurde mit Hilfe von H.pylori-Mutanten der Einfluss verschiedener 

Gene der bakteriellen cag-PAI auf das Apoptoseverhalten der Zellen untersucht. Es zeigte 

sich, dass das Produkt des cagE Gens von wesentlicher Bedeutung für die Induktion der A-

poptose in den Parietalzellen ist.  

Als Folge der Infektion werden im infizierten Gewebe proinflammatorischer Zytokine, wie 

TNF-α, IL-8 und IL-1β, durch Makrophagen gebildet. Diese Zytokine wirken zusätzlich 

schädigend auf das Magenepithel ein. Eine Co-Stimulation der Parietalzellen mit H.pylori und 

TNF-α zeigte eine nahezu additive Wirkung auf die Apoptose der Zellen. TNF-α bindet dabei 

spezifisch an TNFR1-Rezeptoren und löst über diese Rezeptoren Apoptose in den Zellen aus. 

TNFR1 ist ein Oberflächenrezeptor, der auch auf Parietalzellen der Ratte nachgewiesen wer-

den konnte. Eine TNFR1-Rezeptor abhängige Apoptoseinduktion durch H.pylori hatte sich in 

vorliegenden Versuchen nicht bestätigt. 

 

Apoptose ist ein genetisch kontrollierter, aktiver Prozess der einzelnen Zelle, in welchem ext-

razelluläre Signale eine Folge von Reaktionen aktivieren, die zur Selbstelimination der Zelle 

führen. In Hinblick auf H.pylori konnten bisher verschiedene Signaltransduktionswege aufge-

zeigt werden, die alle zum Tod der Zellen führen. Die Untersuchung des Signalweges der A-

poptose in vorliegender Arbeit ergab, dass H.pylori in Parietalzellen zwei voneinander unab-

hängige Apoptosewege induziert. Eine eher untergeordnete Rolle spielt dabei der Apoptose-

weg über die Caspase 3 und damit die Signalkaskade der Caspasen.  

Eine wichtige Rolle im Apoptoseweg spielt dagegen die Signalkaskade über den Transkripti-

onsfaktor NF-κB und Stickstoffmonoxid. Mit Hilfe des EMSA wurde gezeigt, dass H.pylori 

den Transkriptionsfaktor NF-κB in Parietalzellen aktiviert. Dabei konnte festgestellt werden, 

dass das cagE Gen nicht nur für die keimspezifische Apoptose, sondern auch für die keimin-

duzierte NF-κB-Aktivierung in Parietalzellen von großer Bedeutung ist. Durch den Einsatz 

verschiedener NF-κB-Inhibitoren im EMSA, sowie in den Stimulationsversuchen konnte wei-
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terhin nachgewiesen werden, dass die Apoptose der Zellen NF-κB abhängig ist. Der Haupt-

weg der Apoptose läuft daher in diesem in vitro Zellmodell über die Signalkaskade des 

Transkriptionsfaktors NF-κB ab. Dabei ist der Transkriptionsfaktor NF-κB nicht selbst als ak-

tiver Auslöser des zellulären Apoptosevorgangs verantwortlich, sondern scheint über das 

Stickstoffmonoxid zu agieren. In diesem Zusammenhang konnten Studien nachweisen, dass 

NF-κB an der Transkription von iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) beteiligt ist, einer 

Synthase, die die Produktion von Stickstoffmonoxid katalysiert und in Verbindung mit Su-

peroxiden zum Zelltod führt. In vorliegender Arbeit konnte die H.pylori induzierte Apoptose 

durch den Einsatz des Stickstoffmonoxid-Synthasehemmers (L-NMMA) signifikant reduziert 

werden. Das weist darauf hin, dass Stickstoffmonoxid ein wichtiges Endglied in der H.pylori 

induzierten Apoptose in Parietalzellen ist. 

 

Das in dieser Arbeit vorgestellte in vitro Parietalzellemodell zeigt, dass sowohl direkte keim-

spezifische Virulenzfaktoren, sowie Zytokine für die Apoptose der Zellen wichtig sind. Die 

Apoptose von Parietalzellen ist auch in vivo von Bedeutung, da sich in Studien gezeigt hat, 

dass eine langjährige Korpusatrophie mit einer damit verbundenen Hypazidität, als Präkanze-

rose, die Entwicklung eines Magenkarzinoms begünstigt. Darüber hinaus tragen die Ergebnis-

se zum Verständnis des H.pylori induzierten Zelltodes als komplizierten Ablauf bei und regen 

zu neuen Forschungsansätzen an.  
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