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1 EINLEITUNG

1.1 Klinische und pathologische Bedeutung von Helicobacter pylori

nach den Vorgaben der Literatur

Das Vorkommen einer bakteriellen Besiedlung der Magenschleimhaut wurde erstmals
1883 von B i z z 0 z e r o beschrieben (BIZZOZERO, 1893). Vorangehend hatten
bereits mehrere Autoren Uber spiralig geformte und gekrimmte Bakterien im Magen
von Mensch und Tier berichtet. So beschrieb 1874 B o e t t ¢ h e r erstmals
spiralféormige Organismen in Magenproben von Patienten mit perforierendem
Magenulkus (BOETTCHER, 1874). Weitere Beschreibungen folgten zum Beispiel von
Krienitz (KRIENITZ, 1906) Uber das Auftreten von Bakterien bei Magenkarzinomen.

Freedberg und Barron wiesen vergleichbare Bakterien histozyto-chemisch im
Zusammenhang mit Magenulkus in Gewebeproben von Magenteilresektaten nach
(FREEDBERG and BARRON, 1940). Die Erforschung der spiralférmigen Bakterien und
ihrer potentiell pathogenen Bedeutung war jedoch erst mit ihrer Kultivierung moglich
(MARSHALL and WARREN, 1984). Die Autoren leiteten damit eine enorme
Entwicklung in der pathogenetischen Betrachtungsweise von Magenerkrankungen ein.
In der Folge konnten wesentliche Erkenntnisse zur ursachlichen Rolle von Helicobacter
pylori bei der Enstehung von Gastritiden, Magen- und Duodenalulkus, MALT (Mukosa-
assoziiertes-lymphatisches-Gewebe)-Lymphomen und Karzinomen des Magens

gewonnen werden.

Infektionen mit H. pylori verlaufen grundsatzlich chronisch (BLASER und PARSONNET,
1994). Obwohl das Auftreten dieser Bakterien immer mit einer Entziindung der Mukosa
einhergeht (auch als Typ-B-Gastritis bezeichnet), bleiben die meisten H. pylori-positiven
Individuen asymptomatisch. Auf der anderen Seite kann potentiell jede durch H. pylori

verursachte chronische Entzindung mit schweren gastroduodenalen Komplikationen
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einhergehen. Zahlreiche Studien belegen eine hohe Korrelation zwischen einer
Magenschleimhautbesiedlung durch H. pylori und Gastritis sowie peptischem Ulkus
(RATHBONE et al., 1986; BLASER, 1990). DarUberhinaus ist eine Infektion mit H. pylori
als Risikofaktor fur die Bildung eines Magenkarzinoms anzusehen und wird von der
IARC (International Agency on Research of Cancer) als Karzinogen der Gruppe 1
bezeichnet (BLUM et al., 1997).

H. pylori siedelt sich vorwiegend im Antrumbereich des Magens in- und unterhalb der
Schleimschicht an. Das Bakterium besitzt eine hohe Affinitdt zum gastrischen
Oberflachenepithel. Die atiologische Bedeutung des Erregers bei der Pathogenese von
Gastritiden und peptischen Ulzera wurde mittlerweile durch zahlreiche Studien bestatigt
(BLASER, 1992). Die Kolonisierung des Magenepithels durch H. pylori hat zunachst

eine chronische Oberflachengastritis zur Folge, die haufig symptomfrei verlauft.

Eine chronische Gastritis kann jedoch den Boden fur peptische Ulzera bilden und zu
einer chronisch atrophischen Gastritis fuhren (BLASER, 1993). Diese stellt eine
potentielle Vorstufe der Entstehung des Magenkarzinoms dar, weshalb H. pylori heute
als Karzinomrisikofaktor gilt (FORMAN et al., 1991; PARSONNET et al., 1991). Mehr
als 90% aller Patienten mit Magenfrihkarzinomen sind mit H. pylori infiziert (ASAKA et
al., 1994; FIOCCA et al., 1993).

1.2 Epidemiologie der Helicobacter pylori - Infektion

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass aller Wahrscheinlichkeit nach mehr als
die Halfte der Weltbevdlkerung mit H. pylori infiziert ist (POUNDER und NG, 1995). Im
allgemeinen ist in den Entwicklungslandern eine hohere Infektionspravalenz zu
verzeichnen als in den Industrielandern. In Industrielandern wie USA, Grol3britannien
und Australien erreicht die Infektionspravalenz eine Rate von 19% bis 57%, dagegen in
den Entwicklungslandern wie China, Thailand und Indien eine Rate von 44% bis 79%
(GRAHAM et al., 1991a; GRAHAM et al., 1991b; MITCHELL et al., 1992a; PEREZ -
PEREZ et al., 1990; SITAS et al., 1991; WHITAKER et al., 1993).
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Wahrend bei <20% asymptomatischer Probanden der Altersgruppe <30 Jahre eine
H. pylori-Infektion nachweisbar ist, erhoht sich die Nachweisrate auf 40 - 60% in der
Altersgruppe der 60jahrigen (DOOLEY et al., 1988).

Die Pravalenz der H. pylori-Infektion zeigt demnach eine klare Altersabhangigkeit: In
Industrielandern sind Kinder zu etwa 5% IgG positiv, Erwachsene von 20 Jahren zu
etwa 20%, wahrend die Altersgruppe der 50 - 60 jahrigen zu etwa 70% seropositiv ist.
In den sogenannten Entwicklungslandern findet die Infektion offensichtlich schon in
einem frlhen Lebensalter statt (FORMAN und WEBB, 1993). Man kann davon
ausgehen, dass dort nahezu jeder Erwachsene infiziert ist (BLASER, 1997).

Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen H. pylori-Infektionen und
epidemiologischen Risikofaktoren wie Rauchen, Tee-, Wein- und Biergenul® (KIST,
1988). Die Inzidenz von H. pylori - Infektionen wird bei Mannern und Frauen etwa gleich
hoch angesetzt (PEREZ - PEREZ et al., 1988).

Uber die Infektionsquellen von H. pylori und den Ubertragungsmodus ist noch wenig
bekannt. Der Mensch scheint der naturliche Wirt zu sein. Es wird postuliert, dass sich
der Erreger der menschlichen Mageninnenwand als seiner Okologischen Nische
angepalit hat (LEE und HAZELL, 1988). Die Annahme einer Ubertragung von Mensch
zu Mensch wird durch Beobachtung einer Erreger- und Antikdrperpravalenz in
Behindertenheimen (BERKOWICZ und LEE, 1987) und bei Familienangehorigen
infizierter Kleinkinder (MITCHELL et al, 1987) unterstutzt, durch andere
Beobachtungen allerdings nicht bestatigt (JONES et al, 1987). Die
Forschungsergebnisse sind demnach im  Himblick auf die mdglichen
Transmissionswege der H. pylori-Infektion als ungeklart zu betrachten. Prinzipiell
scheint sowohl der oro-orale als auch der oro-fakale Ubertragungsweg mdglich zu sein
(DYE et al., 1990; KRAJEN et al., 1989; LINDKVIST et al., 1996; MITCHELL et al.,
1992b; RAEDSCH et al., 1989 ).
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1. 3 Morphologie und Pathogenitat

1.3.1 Morphologie von Helicobacter pylori

Der H. pylori ist ein ca. 0,6 um breites, 2,5 - 3 ym langes, spiralig gewundenes, zum
Teil gekrimmtes, bewegliches, gramnegatives Stabchen, das unipolar 4 - 6 Geildeln
besitzt. Seine charakteristische Stabchenform wandelt sich unter ungunstigen
Bedingungen uber Zwischenstadien in persistierende kokkoide Formen um. Seine
aulere Zellwand ist von einer rund 40 nm dicken Glycocalix umgeben, die sich aus
ringahnlichen Untereinheiten mit Durchmessern von 12 - 15 nm zusammensetzt
(GOODWIN et al., 1993).

H. pylori ist unter mikroaeroben Bedingungen in reichhaltigen Medien innerhalb 3 bis 5

Tagen kultivierbar.

Das Bakterium sezerniert eine Reihe spezifischer Enzyme, darunter Ureasen,
Katalasen, Oxidasen, alkalische Phosphatase sowie mehrere Proteasen (GOODWIN et

al., 1990), die seine Virulenz erhdhen.

1.3.2 Virulenz und Pathogenitat von Helicobacter pylori

Weitere charakteristische Kolonisationsfaktoren von H. pylori, die ihm das Persistieren
im Magenmilieu ermdglichen, sind neben der Bildung spezifischer Enzyme und Proteine

seine Spiralform und Motilitat und seine Fahigkeit zur Adharenz. In Tabelle 1 sind diese

und weitere Virulenzfaktoren zusammengefal’t und erlautert.

-10 -
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Tab. 1: Mogliche Virulenzfaktoren von H. pylori
(nach SUERBAUM, 1996)

Virulenzfaktor Wahrscheinliche Funktion

Urease Saureproduktion, Metabolisierung von

Harnstoff, Kolonisation, toxische Effekte (?)

Flagellen Beweglichkeit, Chemotaxis,

Kolonisation und Persistenz

Adhasine Anheftung an die Mukosazelle
Rolle bei Infektion (?)

Zytotoxin Gewebeschadigung, Beteiligung an der

Ulzerogenese (?)

Ferritin - Homolog Eisenspeicherung im Bakterium

Superoxiddismutase Entgiftung toxischer Granulozytenstoffwechsel -

Produkte, Funktion bei H. pylori unklar

Katalase wie Superoxiddismutase

Hitzeschockproteine Unterstutzung der Proteinfaltung, Mithilfe

beim Nickeleinbau in die Urease

Cag A - Antigen Haufiger in H. pylori-Stammen von

Ulkuspatienten, Funktion unbekannt

Um an die Magenmukosa adharieren zu kdnnen, muss der Erreger das aggressive
saure Milieu des Magenlumens uberwinden. Hierbei kommen in erster Linie seine
Glycocalix und die Expression einer H. pylori-spezifischen Urease zum Tragen. Die
Glycocalix Ubt eine protektive Funktion gegenuber dem direkten Kontakt mit dem
Umgebungsmilieu aus (GEESEY, 1982) und ist somit ein entscheidender
Kolonisationsfaktor (BLASER et al., 1988).

Die H. pylori-Urease stellt einen potentiellen saureresistenten Faktor dar. Sie wird in
grollen Mengen exprimiert, wirkt stark immunogen und ist vermutlich extrazellular
lokalisiert (DUNN et al., 1990). Das Enzym scheint nach neuesten Untersuchungen in
Verbindung mit einem GroEL-Chaperonin-Homologon den Hauptbestandteil der
H. pylori-Glycocalix zu bilden (DUNN et al., 1992). Durch die resultierende Bildung von

-11 -
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Ammoniak ist der Erreger resistent gegenuber dem sauren Milieu und kann dort
persistieren (EATON et al.,1991). Das Enzym Urease, das die Hydrolisierung von
Harnstoff zu Ammonium und Bicarbonat katalysiert, macht etwa 6% des Proteingehalts
von H. pylori aus. Durch diese Reaktion steigt in unmittelbarer Nahe des Erregers der
pH-Wert an und ermdglicht sein Uberleben. Uber die Ammoniumbildung bt sie indirekt

eine toxische Wirkung auf die Epithelzellschicht aus.

Ein dritter protektiver Faktor ist die Katalase, die den Erreger vor den toxischen
Fettsauren aus neutrophilen Granulozyten und vor reaktiven Sauerstoffmetaboliten
schitzt (HAZELL et al., 1991). Hinzu kommen H. pylori-Proteasen, -Lipasen und
-Phospholipasen, die die Viskositat und die hydrophobe Aktivitat des Mukus
herabsetzen (SAROSIEK et al., 1991). Sie schadigen die epitheliale Zellmembran durch
Abbau von Lezithin und Produktion von Lysolezithin (SLOMIANI et al., 1989).

Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor ist die Bildung von Zytotoxinen. Das
vakulosierende Zytotoxin (Vac A) induziert in Kultur bei verschiedenen Epithelzelllinien
die Bildung von Vakuolen (COVER et al., 1990). Es handelt sich dabei um ein 87-kDa
Protein, das durch einen aktiven Mechanismus aus der Bakterienzelle in das
umgebende Millieu sezerniert wird. Der Wirkmechanismus des VacA-Toxins ist bisher
nicht vollstandig aufgeklart (MALFERTHEINER, 1996). Der serologische
Immunnachweis dieses Proteins mittels ELISA ist ein spezifischer Indikator einer
H. pylori-Infektion und bei allen Patienten mit Ulcus duodeni zu erbringen (COVER et
al., 1990).

Das 128 kDa - Protein Cag A ist seit langem als ein stark immunogenes und daher flr
serologische Untersuchungen verwendbares Antigen bekannt. Das Cag A Antigen wird
nicht von allen H. pylori-Stammen gebildet, und die Bildung dieses Antigens korreliert
statistisch deutlich mit der Bildung des VacA-Toxins. Urspringlich wurde daher
angenommen, dass das Cag A-Antigen eine Rolle bei der Zytotoxinbildung spielte
(daher der Name zytotoxinassoziiertes Gen) (COVACCI et al., 1993). Mutanten auf dem
Cag A-Gen zeigen jedoch keine Veranderung der Zytotoxinexpression, so dass die
funktionelle Bedeutung des Cag A-Antigen weiterhin unbekannt ist (SCHMITT et al.,

1994). Interessanterweise zeigten serologische Studien eine starke Korrelation

-12 -
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zwischen dem Auftreten von Antikérpern gegen Cag A und dem Grad gastroduodenaler
Lasionen (COVACCI et al., 1993).

Klinische Isolate von H. pylori lassen sich hinsichtlich ihrer Expression zwei Typen
zuordnen. Der H. pylori vom Typ | exprimiert ein vakuolisierendes Zytotoxin (Vac A) und
ein mit diesem Zytotoxin assoziiertes Protein (Cag A) wahrend dem H. pylori vom Typ Il
diese Proteine fehlen. Die Fahigkeit zur Bildung dieser Proteine ist mit einer hoheren
Infektiositat und Pathogenitat assoziiert. Liegt der Anteil an Typ I-Infektionen bei
Gastritis-Patienten im Vergleich zu Infektionen vom Typ Il bei 50 - 60%, so steigt er bei
Patienten mit Duodenalulzera auf Uber 90% an. Diese unterschiedliche Pathogenitat
scheint der Grund dafur zu sein, dass zwar alle H. pylori-infizierten Personen
histologisch eine Gastritis entwickeln, es aber bei nur etwa 10% der H. pylori-
Infektionen zu Komplikationen wie peptischen Ulzera und zu mdglichen Spatfolgen wie
MALT-Lymphoms oder Adenokarzinoms des Magens kommt (RISCH, 1998).

1.4 Klinik der Helicobacter pylori - Infektion

Infektionen mit H. pylori kdnnen zu folgenden klinischen Manifestationen fuhren:
transiente akute Dyspepsie, funktionelle (chronische bzw. chronisch-rezidivierende)
Dyspepsie, peptische Ulzera des Magens und des Duodenums, Magenkarzinom und
MALT-Lymphom des Magens. Im Gegensatz zur Typ-A-Gastritis, die als
Autoimmunerkrankung die Corpusregion des Magens befallt und in deren Verlauf es zur
Zerstorung der saureproduzierenden Parietalzellen kommen kann, ist die H. pylori-
assoziierte Typ-B-Gastritis vorwiegend im Antrum nachzuweisen. Hier werden als Folge
der Infektion schleimproduzierende Zellen durch eine Hypersekretion von Magensaure
geschadigt. Es kann zum Auftreten von gastralen Metaplasien kommen, die sowohl
eine aktive Duodenitis als auch als Spatfolge ein Magenkarzinom nach sich ziehen

konnen.

Selbst bei Blutspendern, die anamnestisch und klinisch unauffallig waren, aber hohe
H. pylori-spezifische 1gG-Titer im Serum aufwiesen, wurde eine nicht unerhebliche
Pravalenz gastroenterologisch pathologischer Befunde festgestellt: Ulcus duodeni

16,9%, erosive Duodenitis 13,5%, antrale Erosionen 10,5%, Ulcus ventriculi 6,8%,

-13 -
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Magenkarzinom 0,3%. Lediglich 13,9% der untersuchten Personen wiesen eine
normale, histologisch unauffallige Schleimhaut auf (CASPARY und ROSCH, 1997).

1.5 Diagnostik der Helicobacter pylori - Infektion

Tests zur Diagnose von H. pylori werden prinzipiell in die Kategorien invasiv (direkter
Erregernachweis aus einer Biopsie der Magenschleimhaut nach Gastroskopie,
Histologie, Urease-Schnelltest) oder nicht-invasiv (indirekter Nachweis: Serologie,

Atemtest) unterteilt.

Invasive Methoden:

Die Isolierung und Anzichtung von H. pylori in einem speziellen Medium oder Agar wird
als Goldstandard betrachtet, da nur wenige in einer Biopsie enthaltene Erreger
ausreichen, um bei optimalen Kulturbedingungen den Nachweis zu erbringen.
Allerdings ist diese Methode des Keimnachweises von H. pylori auf3erst aufwendig und
deshalb fur die Routinediagnostik nicht geeignet (AZUMA et al., 1996).

Daneben ist bei entsprechender Erfahrung und adaquater mikroskopischer
VergrofRerung (40-fach) der Nachweis von H. pylori auch histologisch mittels
Routinefarbung mit Silber, Haematoxylin/Eosin (HE) oder einer modifizierten
Giemasafarbung moglich (MARSHALL und WARREN, 1984).

Beim Urease-Schnelltest handelt es sich um ein Nachweisverfahren, das unmittelbar
nach gastroskopischer Gewebsentnahme durchgefihrt wird. Die Probe wird in ein
Testmedium gegeben, das aus einem harnstoffhaltigen Nahrmedium und einem
farbigen ph-Indikator besteht. Im Fall einer Infektion hydrolisiert das Bakterium den
Harnstoff. Ammoniak hebt den pH-Wert an, wodurch es zum Farbumschlag der
Testsubstanz kommt (MEGRAUD, 1996).

-14 -
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Nicht-invasive Methoden:

Der sogenannte '*C-Atemtest nutzt die Urease-Enzymaktivitit des Erregers. Mit Hilfe
dieses Enzyms baut H. pylori Harnstoff zu CO, und H,O ab. Der Test basiert auf dem
Nachweis von ®*C markiertem CO; in der Ausatemluft nach Verabreichung von *C
markiertem Harnstoff. Zur Durchfuhrung des Tests wird eine erste Atemprobe als
Nullwert gewonnen und dann markierter Harnstoff in Flussigkeit aufgelost. Dieses
Harnstoffgetrank wird dem nulchternen Patienten oral verabreicht. Dreil3ig Minuten
spater wird eine zweite Atemprobe gewonnen. Liegt eine Infektion mit H. pylori vor,
kann in der zweiten Atemprobe ein Anstieg des *C-haltigen CO; in der Ausatemluft des
Probanden nachgewiesen werden (AZUMA, 1996).

Eine weitere Nachweismethode ist die Antikorperbestimmung gegen H. pylori im
Serum. Sie zeigt an, dass sich der Proband zuvor mit dem Erreger infiziert hat, erlaubt

jedoch keine Aussage daruber, ob eine aktive H. pylori-Infektion vorliegt.

Von den vier in der klinischen Praxis am haufigsten angewandten Testverfahren
(Histologie, Ureaseschnelltest, 'C-Atemtest und Antikdrperbestimmung im Serum)
genugen in der Regel zwei positive Ergebnisse, um einen Probanden als positiv fur

H. pylori einzustufen.

1.6 Helicobacter pylori - induzierte Entzindung und Immunreaktion

Als Folge einer Besiedlung der Magenschleimhaut mit H. pylori kommt es zu
Entzindungsreaktionen, die durch eine starke Infiltration der Lamina propria mit

Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet sind (Abbildung 1).

-15 -
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Helicobacter
pyilori

Lymphoid-
Follikel

Abbildung 1: Schematische Darstellung der lokalen Immunantwort bei H. pylori-assoziierter Gastritis
(modifiziert nach CRABTREE, 1996). 1). Komponenten des Erregers stimulieren das Epithel zur
Produktion chemotaktischer Substanzen. Dies fiihrt zur Endothelanheftung von Granulozyten.
2). Stoffwechselprodukte von H. pylori, wie Urease, aul’ere Membranproteine und/oder Cag A
Uberschreiten die Epithelbarriere und stimulieren das Einwandern von Granulozyten, Makrophagen, T-
und B-Lymphozyten. CD4+-T-Zellen unterstiitzen die Differenzierung von B-Zellen (3) zu Plasmazellen
(4), die spezifische Antikérper produzieren. 5). Lymphozyten und Makrophagen produzieren
proinflammatorische Zytokine. Diese flihren zur Aktivierung von Entziindungszellen und so zu einer
Schadigung des Epithels. C5a = Komplementkomponente 5a, Cag A = Zytotoxin-assoziiertes Protein,
IL = Interleukin, LTB4 = Leukotriene B4, OMP = duf3ere Membranproteine, PAF = Plattchenaktivierender

Faktor, TNFa = Tumornekrosefaktor o.

-16 -
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Der Erreger H. pylori und seine Antigene befinden sich zunachst im Mukus der
Mageninnenwand, wo sie die erste Immunantwort des Wirtes auslosen.
Antigenspezifische Immunglobuline sind in der Folge jedoch lokal wie systemisch zu
finden. Abbildung 1 zeigt die einzelnen Schritte der zellularen Immunantwort auf eine
H. pylori-Infektion. Maoglicherweise aktiviert das Bakterium die Synthese von
Leukotrienen, Thromboxan und PAF (Platelet activating Factor), einem
Entzindungsmediator fur Neutrophile und Eosinophile. PAF wird von verschiedensten
Zellen und auch von H. pylori produziert und stellt einen der potentesten Ulcerogene
des Magendarmtraktes dar (DENIZOT et al., 1990). Mediatoren wie Interleukin-8
(IL-8) und das Komplementspaltprodukt C5a spielen ebenfalls eine Rolle bei H. pylori-
assoziierten Entzindungsvorgangen (CRABTREE et al., 1992; NORGAARD et al.,
1993; WALLACE et al.,, 1988). Daneben kommt es aufgrund weiterer H. pylori-
Komponenten zu einer Stimulierung der Leukozytenmigration und im Anschluf® daran
zu einer Freisetzung der proinflammatorischen Substanzen TNFa und Interleukin 1, 2, 6
(IL-1, 2, 6) aus Lymphozyten und Makrophagen (TARKKANEN et al., 1993).

Die im entzundlichen Infiltrat auftretenden Plasmazellen sezernieren H. pylori-
antigenspezifische Immunglobuline der Klasse G sowie sekretorische Immunglobuline
der Klasse A (RATHBONE et al., 1987). Die aufgrund einer lokalen H. pylori-Infektion
induzierte systemische, antigenspezifische humorale Immunantwort ist vorwiegend vom
IgG- / IgA-Typ, deren Antikdrperkonzentrationen im Serum nach therapeutischer
Eradikation des Bakteriums abnehmen (VAN BOHEMEN et al., 1989). Eine IgM-
Sekretion ist nur lokal in der akuten Phase der Infektion nachzuweisen (MARSHALL et
al., 1985).

1.7 Helicobacter pylori - assoziierte Erkrankungen

1.7.1 Gastritistypen

Die Arbeitsgemeinschaft Gastroenterologische Pathologie in der Deutschen
Gemeinschaft fur Pathologie hat folgende Klassifikation der Gastritiden vorgeschlagen
(HEILMANN et al., 1989; STOLTE und HEILMANN, 1989):
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Einleitung

. Lymphozytare Gastritis

o o~ WODN -

. Sonderformen

. Autoimmun-Gastritis (Typ A)

. Bakteriell bedingte (H. pylori-induzierte) Gastritis (Typ B)
. Kombination einer Gastritis vom Typ A und Typ B
. Chemisch-toxisch induzierte Gastritis (Typ C)

Die H. pylori-induzierte Gastritis ist mit 80 - 90% aller Gastritiden die haufigste

Gastritisform. Die C-Gastritis steht mit ca. 7 - 15% an zweiter Stelle. Relativ selten ist

dagegen die Autoimmungastritis mit 3 - 6%. Alle anderen Formen sind sehr selten

(STOLTE et al., 1990).

Bedingt durch ein Vorliegen von Antikérpern gegen Parietalzellen und den Intrinsic-

Faktor tritt die Gastritis vom Typ A seltener auf als jene vom Typ B (STOLTE et al.,

1989).

Die wesentlichen Unterschiede zwischen A und B-Gastritis sind (MALFERTHEINER,

1988):

Typ A
Sauresekretion vermindert /
fehlend

Gastrinspiegel erhoht

Antikorper gegen Belegzellen

und den Intrinsic-Faktor

Auftreten immunologischer,
endokriner Erkrankungen

wie Hypo-/ Hyperthyreose,

M. Addison, insulinabhangiger
Diabetes mellitus
(STRICKLAND et al., 1973)

TypB
Sauresekretion meist normal

Gastrinspiegel normal

keine Antikorper gegen Belegzellen

kein Auftreten immunologisch

bedingter Erkrankungen
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Corpusschleimhaut diffus Corpusschleimhaut partiell befallen

befallen

1.7.2 Helicobacter pylori und Gastritis

Als Gastritis wird eine Magenschleimhautentzindung bezeichnet, wenn die normale
Histoanatomie und Physiologie des Magens (MORRIS et al., 1993) gestort ist. Das
typische klinische Bild eines Patienten mit Gastritis ist gekennzeichnet durch Erbrechen,
Anorexie, Ubelkeit, Gewichtsverlust oder Polydipsie (TWEDT und TAMS, 1989). Je
nach Entzindungstyp werden akute, chronische und chronisch aktive Gastritiden
unterschieden (PRICE, 1991). H. pylori bestimmt den Grad und die Aktivitdt der
Gastritis, die im Antrum starker als im Corpus ausgepragt ist. Eine genauere Einteilung
erlaubt das "Sydney-System" nach histologischen Gesichtspunkten (PRICE and
MISIEWICZ, 1992). Dazu gehdren:

1. Entzindungsgrad (Dichte der Infiltration mit inflammatorischen Zellen)
2. Entzindungsaktivitat (intraepitheliale Neutrophileninfiltration)

3. Atrophie des Drisengewebes

4. Dichte der H. pylori-Kolonisation

5. Intestinale Metaplasien

Die morphologischen Parameter werden auf einer Skala von 0 - 3 (,keine Gastritis B,
,Gastritis B vom Grad 1%, ,Grad 2%, ,Grad 3“) (PRICE, 1991).

Eine H. pylori-assoziierte (Typ B-) Gastritis ist ausnahmslos auf das Magenantrum
beschrankt. Mit fortschreitender Erkrankung kann allmahlich auch die Korpusregion in

das Entzindungsgeschehen miteinbezogen werden.

Einteilung und Graduierung der Gastritis werden je nach Art des Infiltrates beschrieben:
Die seltene akute Gastritis weist ein neutrophiles granulozytares Infiltrat auf, die je nach
der Intensitat in drei Schweregrade eingeteilt wird. Pathophysiologisch geht der akuten

Gastritis eine Schadigung der Schleimhautbarriere voraus. Meist ist dabei nur die
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Lamina mucosa betroffen, es kommen aber auch Ausdehnungen bis in die Lamina

muscularis und die Lamina serosa vor.

Die chronische Gastritis zeigt ein lympho-plasmazellulares Infiltrat mit vereinzelten
eosinophilen Granulozyten. Je nach Starke und Ausdehnung des Infiltrats wird
zwischen einer minimalen, geringgradigen, mittelgradigen oder hochgradigen
chronischen Gastritis unterschieden. Chronische Gastritiden lassen sich wie folgt
einteilen (TWEDT und MAGNE, 1986):

1. Erosive Gastritiden

2. Nichterosive Gastritiden: a. Oberflachliche chronische Gastritiden
b. Chronisch atrophische Gastritiden

3. Spezifische Gastritiden: a. Chronisch hypertrophe Gastritiden
b. Eosinophile Gastritiden

c. Granulomatose Gastritiden.

1.7.3 Helicobacter pylori und Ulkuserkrankungen

Per definitionem ist das Ulkus ein Gewebedefekt der Schleimhaut, der mindestens bis
in die Lamina submucosa reicht. Unter dem Begriff peptische Ulzera werden
histologisch gutartige Geschwure der Schleimhaut des Magens (Ulcera ventriculi) und
des Zwaolffingerdarms (Ulcera duodeni) zusammengefalt. Kennzeichnend fur peptische

Ulzera ist ein chronisch-rezidivierender Verlauf.

Das Risiko, an einem Duodenalulkus zu erkranken, ist bei Patienten, die an einer
H. pylori-assoziierten Gastritis leiden, 20fach erhoht (SIPPONEN et al., 1990).

STOLTE geht davon aus, dass 95% aller Ulcera duodeni Folgeerscheinungen einer
H. pylori-Gastritis sind (STOLTE, 1994). Dem liegt die folgende pathogenetische
Vorstellung zugrunde: Durch eine H. pylori-induzierte Antrumgastritis kommt es Uber die
Stimulierung von G-Zellen zu einer vermehrten Gastrinsekretion. Dies fuhrt zu einem
temporaren UberschuR an Magensaure und zu einem Anstieg der Saurekonzentration

im Mukus, was wiederum oberflachliche Erosionen in der Duodenalschleimhaut

-20 -



Galip Karaali Einleitung

verursacht (LEVI et al., 1989). Im Rahmen von Regenerationsprozessen werden Teile
der geschadigten, intestinalen Schleimhaut des Bulbus duodeni durch
Magenschleimhaut (die sauretoleranter ist) ersetzt. Erst diese gastrale Metaplasie
ermdglicht ein Anhaften des H. pylori auch im Bereich des Duodenums. Die daraus
resultierende H. pylori-induzierte Bulbitis kann Ausgangspunkt fir die Entstehung eines
Ulcus duodeni sein (GOODWIN, 1988).

1.7.4 Helicobacter pylori und Magenkarzinom

Eine entscheidende Bedeutung fur die Karzinogenese kommt prakanzerosen Lasionen
des Magenepithels zu. Eine Infektion mit H. pylori induziert in den meisten Fallen ein
chronisch-aktives Entziindungsgeschehen, und infolgedessen entstehen nicht selten
Lasionen (CORREA und RUIZ, 1989). Dadurch kommt es haufig zu einer intestinalen
Metaplasie mit bevorzugter Lokalisation im Antrum, die Ausgangspunkt fur eine maligne

Entartung des geschadigten Gewebes sein kann.

Die Induktion einer H. pylori-Gastritis und der damit verbundene Umbau der
Schleimhaut mit Atrophie und intestinaler Metaplasie bildet den Grundstein einer

prakanzerdsen Kondition fur die Entwicklung eines Karzinoms.

Infolge inflammatorischer Prozesse bei den chronischen Entziindungsvorgangen kann
es zur Bildung freier Radikale und zur Proliferation von Zellen kommen (PARSONNET,
1993). All diese Faktoren erhohen das mutagene Risiko. Kurzlich konnte auch im
Tierversuch gezeigt werden, dass durch die Infektion Karzinome induziert werden
konnen (WATANABE et al., 1998).

Physiologischerweise bieten Antioxidantien wie Vitamin C und E einen Schutz vor
oxidativen DNA-Mutationen. Bedingt durch H. pylori-Infektionen kommt es jedoch zu
einer deutlichen Verringerung der Ascorbinsaurekonzentration im Magen, wodurch
dieser Abwehrmechanismus gegenuber oxidativen DNA-Schaden geschwacht wird
(BANERJEE et al., 1994; SOBALA et al., 1993).
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1.7.5 Helicobacter pylori und gastrointestinale Lymphome

Die Zellen eines niedrig malignen B-Zell-Lymphoms des Magens ahneln Lymphozyten
(mucosa-associated-lymphoid-tissue, M A L T) in der Magenmucosa. Da die Mucosa
ublicherweise keine Lymphfollikel enthalt, wird das Auftreten von MALT als Folge der
Immunantwort auf eine H. pylori-Infektion gedeutet. Tatsachlich lafdt sich bei Uber 90 %
aller MALT-Lymphome eine Infektion mit H. pylori nachweisen. Das Wachstum solcher
H. pylori-assoziierter MALT-Lymphome wird offensichtlich durch Helicobacter-Antigene
stimuliert und durch T-Lymphozyten vermittelt. Erste Studien konnten eine erfolgreiche
Regression dieses Lymphomtyps nach erfolgreicher Eradikation des H. pylori zeigen
(WOTHERSPOON et al., 1993).

H. pylori-Infizierte haben, im Vergleich zu nichtinfizierten Personen, ein 6fach hdheres
Risiko an einem MALT-Lymphom des Magens zu erkranken (PARSONNET et al.,
1994).

Atiopathogenetisch gesehen spielen hier offensichtlich unterschiedliche Helicobacter-
pylori-Stamme eine Rolle. Auf serologischer Basis konnte E ¢ k (ECK et al., 1997), bei
90 % der Patienten mit niedrig oder hoch malignen MALT-Lymphomen Cag A-positive
H. pylori nachweisen. Der histologische Erreger-Nachweis war im Vergleich niedriger
(78 %). Dies konnte unter anderem auf tumorbedingte Veranderungen des gastralen
Mikromilieus mit konsekutivem Ruckgang der Besiedlungsdichte zurtuckzufuhren sein.
Hierfur spricht auch indirekt die Tatsache, dass von verschiedenen Autoren hdhere
Infektionsraten bei niedrig malignen Lymphomen, insbesondere in frihen Stadien, im
Vergleich zu fortgeschrittenen hoch malignen Lymphomen beschrieben wurden
(FISCHBACH, 1999).

1.7.6 Helicobacter pylori und funktionelle Dyspepsie
Von einer funktionellen Dyspepsie (Synonyme: “non-ulcer-dyspepsia“, “Reizmagen®)
spricht man, wenn bei Oberbauchbeschwerden keine eng umschriebenen,

morphologisch definierbaren Lasionen nachzuweisen sind (BLUM et al., 1995).

Klinische Symptome, die am ehesten auf eine Dyspepsie hinweisen: Aufstolien,
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Sodbrennen, retrosternales Druckgefuhl, epigastrischer Schmerz, epigastrisches

Brennen, Druck-und Véllegefiihl, Ubelkeit / Erbrechen.

Die Diagnose "funktionelle Dyspepsie" setzt den Ausschlul organischer Erkrankungen
voraus (STADELMANN, 1996).

Der bisherige Kenntnisstand weist groRe Unsicherheiten in der Bewertung eines
Zusammenhangs zwischen H. pylori-Infektion und Dyspepsie auf. Eine spezifische
Symptomatik liegt bei einer Dyspepsie mit gleichzeitiger H. pylori-Infektion nicht vor,
wenngleich in mehreren Studien der epigastrische Schmerz in der Nichternphase
haufiger beobachtet wurde als bei H. pylori-negativen Dyspepsiepatienten.
Pathophysiologische Veranderungen im Rahmen der H. pylori-positiven Dyspepsie
schlielen eine leicht gesteigerte Sauresekretion, Veranderungen der interdigestiven
Motilitat und eine Verlangerung der gastrointestinalenlen Transitzeit ein. Insgesamt
muss hier jedoch festgehalten werden, dass eine Bewertung des pathophysiologischen
Zusammenhangs der Infektion mit Verdauungsfunktionen nicht als abgeschlossen
gelten (CASPARY, 1996; MOAYYEDI et al., 2000 ).

1.7.7 Bedeutung von Helicobacter pylori bei Dermatosen

In den letzten Jahren wurde in mehreren Arbeiten auf einen Zusammenhang zwischen

Helicobacter pylori und einer chronisch-rezidivierenden Urtikaria hingewiesen.

Nicht selten werden von Patienten mit chronisch-rezidivierender Urtikaria gleichzeitig
gastrointestinale Beschwerden angegeben, wie sie flr Gastritis und Refluxdsophagitis
typisch sind (BOHMEYER et al., 1996; KOLIBASOVA et al.,1994).

Einige Arbeiten wiesen ferner auf einen moglichen Zusammenhang zwischen
Helicobacter pylori und Rosazea, Sjogren-Syndrom, Raynaud-Syndrom, systemischer
Sklerodermie, Purpura Schoenlein-Henoch, Sweet-Syndrom und atopischer Dermatitis
hin (TEBBE et al., 1999).
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In einer von Rebora et al. (REBORA et al.,, 1994) publizierten Untersuchung konnte
gezeigt werden, dass bei 80% der Rosazea-Patienten eine histologisch gesicherte

Helicobacter pylori-Infektion des Magens vorlag.

In einer Untersuchung an 69 Patienten mit systemischer Sklerodermie konnte im
Vergleich zur nicht betroffenen ein gehauftes Auftreten (56%) von H. pylori-Infektionen
serologisch nachgewiesen werden, wobei das Vorhandensein von Anti-H. pylori-lgG-
Antikérpern bei systemischer Sklerodermie mit einer Osophagusbeteiligung signifikant
korrelierte (YAZAWA et al., 1998).

1.8 Therapiemoglichkeiten bei Helicobacter pylori - Infektion

Ziel jeder Therapie ist die vollstandige Ausrottung der Bakterien (,Eradikation). Von
einer Elimination spricht man dagegen, wenn nach erfolgter Therapie die Keimdichte

temporar bis unter die Nachweisbarkeitsgrenze gesunken ist (MORGNER et al., 1997).

Im Jahr 1993 wurde das Konzept der niedrig dosierten Kurzzeit-Tripeltherapie erstmals
vorgestellt (BAZZOLI et al., 1994).

Die Eradikation von H. pylori ist bei jeder symptomatischen Infektion indiziert
(MALFERTHEINER et al., 1997). Zur Anwendung kommen mehrere Therapieschemata,
die auf dem Prinzip der Eradikation des Erregers und der Hemmung der
Saureproduktion basieren (siehe Tabelle 2). Hierdurch wird eine komplette Remission in
maximal 80 - 90% der Falle erreicht (TOERMER und WOLF, 1997). Bei Verabreichung
der Medikamente in niedriger Dosierung und Uber einen langeren Zeitraum als
angegeben erhohen sich die Kosten um etwa die Halfte (O'BRIEN et al., 1995). Neben
der Kostenfrage stellt jedoch das vermehrte Auftreten antibiotika-resistenter Stamme
ein grundsatzliches Problem dar (PEURA, 1998).
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Tab. 2: Kurzzeit-Tripel-Therapie (LABENZ et al., 1996)

Tag 1-7 Omeprazol* 2 x 20 mg praprandial
Clarithromycin 2 x 500 mg praprandial
Amoxicillin 2 x 1 g praprandial

oder

Tag 1-7 Omeprazol* 2 x 20 mg praprandial

Clarithromycin 2 x 250 mg praprandial
Metronidazol 2 x 400 mg praprandial

*Nach Richtlinien der deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs-und Stoffwechsel -

krankheiten auch Lansoprazol 2 x 30 mg oder Pantoprazol 2 x 40 mg

Nach erfolgreicher H. pylori-Eradikation bleibt auch bei negativem Atemtest die
Serologie zunachst positiv (LEHN et al., 1996). Eine Verlaufsbeurteilung ist deshalb erst
drei bis sechs Monate nach beendeter Therapie moglich. Ein Eradikationsversagen ist
in den meisten Fallen einer mangelnden Compliance des Patienten, meist als Folge
aufgetretener Nebenwirkungen, zuzuschreiben. Begunstigt wird hierdurch die
Entwicklung einer Antibiotikaresistenz von H. pylori, was bei einer Reihe von Patienten

weit  kompliziertere Therapien notwendig macht (BOCK et al., 1997).
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2 AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Das Bakterium Helicobacter pylori adhariert an das Epithel der gastrointestinalen
Schleimhautbarriere und induziert eine Immunantwort, die sich humoral und zellular
manifestiert. Die humorale Immunreaktion ist systemisch durch erhdhte IgG-Titer
nachweisbar. In der Mukosa werden lokal sekretorische antigenspezifische IgA-

Antikorper gebildet.

Fir die vorliegende Arbeit wurden Methoden der Proteom-Analyse zur Identifizierung
von Proteinen des Helicobacter pylori eingesetzt. Der Begriff 'Proteomics' oder
Proteom-Forschung beschreibt ein neues Gebiet der Biochemie. Er wurde erstmals
1994 auf dem Siena Two Dimensional Electrophorese Meeting in Italien erwahnt und
beschreibt die exprimierten PROTEine eines GenOMs (KAHN, 1995).

Das Proteom beschreibt quantitativ alle exprimierten Proteine einer Zelle oder eines
Organs (bei héheren Lebewesen) unter genau definierten Bedingungen (HOUSE et al.,
1987) und ist einer Vielzahl interner und externer Faktoren, wie Metabolismus und
Umwelteinflissen, ausgesetzt, die das Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese,
Modifikation und Degradation unterschiedlich stark beeinflussen kénnen. Dies muss in
der Proteom-Forschung bertcksichtigt werden, um Veranderungen des Proteinmusters
auszuschlielen, die nicht auf den Zellzustand zurtckzufihren sind (ANDERSON und
ANDERSON, 1996).

Durch zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) ist es moglich, mehr als Halfte aller
Proteine eines Zellextrakts aufzutrennen. Auf den Gelen wird das Proteingemisch in der
ersten Dimension nach der isoelektrischen Ladung, in der zweiten nach
Molekulargewicht aufgetrennt. Bis zu 10 000 Spots sind dann auf einem Gel zu finden.
Das jeweilige gewebsspezifische Muster kann gescannt und per Computer mit anderen

verglichen werden, etwa mit dem eines kranken Gewebes. Zum Nachweis von
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Antikdrpern gegen bestimmte, Helicobacter pylori-spezifische Antigene dient das
sogenannte Immunblotting. Hierzu werden die durch 2-DE aufgetrennten
Proteingemische vom Gel auf eine Membran transferiert. Die resultierenden

Immunreaktionen beruhen auf dem Prinzip des unten beschriebenen ELISA-Tests.

Ziel der vorliegenden Studie war es, im Rahmen einer Proteomanalyse

1. Helicobacter pylori-spezifische Proteine als Hilfsmittel fur eine spezifische Diagnose
der Serum-Analyse zu nutzen,

2. die unterschiedliche Immunreaktivitat von Helicobacter pylori-infizierten
Patientenseren bei verschiedenen gastrointestinalen Krankheitsmanifestationen (wie
Gastritis, Ulcus, Karzinom, Lymphom) zu bestimmen,

3. hoch immunogene Proteine als Vakzinekandidaten zu ermitteln,

4. die erkannten hochimmunogenen Proteinmuster der einzelnen Patientenseren mit
anderen Kriterien der H. pylori-Diagnostik (wie Histopathologie, Bakterienkultur,

Urease-Schnelltest, ELISA) zu vergleichen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Fir diese Studie wurden insgesamt 334 Patienten der gastroenterologischen Abteilung
des Virchow-Klinikums der Charité der Humboldt-Universitat zu Berlin untersucht, die
entweder stationar oder ambulant betreut wurden und bei denen aufgrund von
gastroenterologischen Beschwerden oder einer Allgemeinerkrankung eine Endoskopie
des Gastrointestinaltraktes durchgefuhrt wurde. Hierbei wurden Gewebeproben der

Schleimhaut enthommen

Bei 12 Patienten erfolgte die Endoskopie nicht im Virchow-Klinikum. Von den 322 im
Virchow-Klinikum endoskopierten Patienten wurden acht Patienten zur Verlaufskontrolle

nochmals endoskopiert, so dass hier insgesamt 330 Endoskopien durchgeflhrt wurden.

Wenn die Endoskopie einen auffalligen Befund ergab (wie Verdacht auf Gastritis, Ulkus,
Karzinom oder andere Schleimhautveranderungen), wurde eine anamnestische
Befunderhebung durchgeflihrt, um Uber die Aufnahme in die Studie zu entscheiden. Die
Befunderhebungen wurden durch Histologie, CLO-Test, H. pylori-Anzucht und klinische
Diagnostik (Ulkus, Gastritis, Lymphom, Karzinom) gestutzt.

Nach Endoskopie, Befunderhebung und Bestimmung des Krankheitsbildes wurden 79
Patienten (27 Frauen und 52 Manner) im Alter von 17 bis 77 Jahren (Durchschnittsalter
der Frauen 56 Jahre und der Manner 55 Jahre) zur weiteren Untersuchung ausgewahlt
und in Gruppen je nach Krankheitsbild eingeteilt. Von jedem Patienten wurden, je nach
Verfugbarkeit, dessen klinische Parameter und diagnostische Untersuchungs-
ergebnisse (Histologie, Bakterienkultur, CLO und ELISA) dokumentiert. Patienten, die

Immunsuppressiva eingenommen hatten, wurden in die Studie nicht eingeschlossen.

Zur Analyse der Helicobacter-Proteinmustererkennung durch Serumantikdrper wurden

an 55 der 79 Patientenseren Immunoblots durchgefuhrt. Samtliche Patientendaten sind
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mit Serumkdirzeln, H. pylori-Antikérper-Testergebnissen (ELISA), Ergebnissen der
Urease-Schnelltests (CLO) und der Bakterienanzucht aus der Biopsie, H. pylori-

Anamnese und Zustand nach Eradikation im Anhang in Tabelle 16 zusammengestellt.

Zusatzlich wurden 10 Immunoblots mit gepoolten Seren durchgefihrt.
Die 79 Patienten, die in die Studie aufgenommen wurden, erhielten eine zusatzliche
Aufklarung, und gaben eine zweite Einverstandniserklarung ab.

3.1 Gastroskopische Helicobacter pylori - Diagnostik

Die Biopsieentnahmen fur Histologie, CLO-Test sowie Kultur wurden in der Endoskopie-
Abteilung der Medizinischen Fakultdt der Humboldt-Universitat, Campus Virchow
(Direktor: Prof. Dr. Wiedenmann) durchgefuhrt. Die Endoskopie wurde bei einem Teil
der Patienten auf Wunsch unter Lokalanasthesie des Rachenrings oder unter
Sedierung mit 5 mg Midazolam i.v. vorgenommen. Die von unterschiedlichen Arzten
vorgenommene Gastroskopie erfolgte in der Regel in Linksseitenlage des Patienten mit
dirigierbaren Gastroskopen der Firma Olympus und der dazugehdrigen Biopsiezange.

Zur Desinfektion wurde Lysetol FF 2% verwendet.

3.1.1 Nachweis der Ureaseaktivitat von Helicobacter pylori
(CLO - Schnelltest)

Grundlagen: Die H. p.-Urease ist ein oberflachlich assoziiertes, relativ groRes Enzym, das aus zwei
strukturellen Untereinheiten (Ure A, ca. 28 kDa, und Ure B, ca. 66 kDa) besteht. Sie katalysiert die
Spaltung von Harnstoff in Ammoniumionen und Hydrogencarbonat, danach Bildung von Ammoniak und
Kohlendioxid. Das bewirkt eine lokale Neutralisierung des sauren pH und erlaubt es dem Bakterium,
kurzfristig im sauren Magenlumen zu Uberleben, bevor es in die Bikarbonat-gepufferte
Schleimhautschicht der Magenmukosa eindringt (CLAYTON et al.,1990).

Der CLO (Campylobacter like Organisms)-Test ist ein kommerziell erhaltlicher Test,
dessen Grundprinzip auf der starken Ureasebildung des Helicobacter pylori basiert. Ein
wesentlicher Bestandteil des CLO-Testes ist ein Agar, der neben Harnstoff und einem
pH-abhangigen Farbindikator (Phenolrot) ein Bakteriostatikum enthalt, das die

Vermehrung anderer, ureasebildender Bakterien effektiv unterdrickt. In dieses
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Testmedium wird das zu untersuchende, endoskopisch gewonnene Biopsiepartikel aus

der Magenmukosa eingebracht.

Mit diesem Nachweisverfahren wird eine in der zu testenden Probe enthaltene
Ureaseaktivitat qualitativ erfaldt. Das Prinzip des Tests ist die Spaltung der in dem
Testmedium vorhandenen Urease (KOLTS et al.,1993). Der mit der Abspaltung von
Ammoniak verbundene Anstieg des pH-Wertes bewirkt einen Farbumschlag des

Indikators (Phenolrot) von gelb nach rosa.

Material: Gewebeproben

Testmedium der Firma Procter und Gamble Pharmaceuticals

Durchfihrung des Tests: Bereits wahrend der Gastroskopie wurden die aus dem
praepylorischen Antrum und aus dem Corpus enthommenen Gewebeproben in das
Testmedium gegeben. Das nur kurz geodffnete Reaktionsgefal® wurde nach Einfuhrung
der Gewebeproben sofort wieder veschlossen und bei Raumtemperatur trocken
gelagert. Eine rosa oder rote Verfarbung des Testmediums zeigt eine positive Reaktion
und damit die Anwesenheit von Helicobacter pylori an. In den meisten Fallen einer
Helicobacter pylori-Infektion ist der Farbumschlag innerhalb von 30 Minuten zu
erkennen. Bei Vorliegen einer nur geringfugigen Besiedlung trat ein verzogerter
Farbumschlag ein. Farbumschlage, die nach Ablauf von 24 Stunden eintraten, galten

als negative Reaktion.

3.1.2 Histologischer Nachweis von Helicobacter pylori

Fiar den histologischen Nachweis wurden Biopsien aus Bereichen eng umschriebener
Roétungen, Erosionen, Ulzera oder anderer morphologischer Veranderungen

entnommen. Die Klassifikation erfolgte nach dem Sydney-System.

Fur den direkten Nachweis einer zum Zeitpunkt der Untersuchung bestehenden
H. pylori-Infektion wurden pro Patient insgesamt zwei Magenbiopsien aus Magenkorpus
und -antrum, gegebenfalls aus dem Ulkusrand, mikrobiologisch und histologisch auf
H. pylori untersucht. Auch bei Verdacht auf Osophagusverdnderungen wurden von

entsprechenden Stellen Biopsien entnommen. Bei einigen Patienten ist auch die
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Duodenalschleimhaut untersucht worden. Eine histologische Begutachtung der

Magenschleimhautbiopsien liegt fur die meisten Patienten vor.

Die Biopsien wurden in 10%igem Formalin konserviert und zur histologischen H .pylori-

Routine-und Gastritisdiagnostik versandt.

3.1.3 Nachweis von Helicobacter pylori auf Kultur

Als "Goldstandard" hat der kulturelle Nachweis aus den Biopsien zu gelten, der bei
einem lege artis gesicherten positiven Befund keinem Zweifel unterliegt. Negative
Befunde kdnnen jedoch neben richtig negativen auch falsch negative oder biologisch
richtig, klinisch aber falsch negative Ergebnisse beinhalten (BORSCH, 1988), so dass
zumindest wissenschaftlich ein negatives Kulturergebnis durch eine vom Prinzip her
nicht fokale Nachweismethode, und zwar den Harnstoff-Atemtest, als "negativer
Goldstandard" Gberpriift werden sollten (BORSCH et al., 1989).

Der Transport der Biopsien fur die mikrobiologischee Anzucht betrug weniger als zwei
Stunden und erfolgte in Thioglykolat-Bouillon, die in Kunststoff-Bouillon, in Kunststoff-
Schraubrohrchen vom Labor der Mikrobiologischen Abteilung, Campus Virchow zur
Verfligung gestellt wurde (Direktor: Prof. Dr. Dr. U. Gobel). Dort erfolgte auch die
Anzucht. Die Wachstumszeit der Agarkulturen betrug 5 Tage bei 37°C unter
mikroaeroben Bedingungen.

3.2 Serumdiagnostik nach ELISA

Nach gesicherter gastroskopischer Diagnosestellung entsprechend den in Kapiteln 3.1
bis 3.3 dargestellten Verfahren, und nach Zuordnung der einzelnen Patienten zu
H. pylori-assoziierten Erkrankungen (s. Kap. 1.7) folgte die Durchfihrung der
eigentlichen Aufgabenstellung dieser Arbeit.

Da sich Antikérper mit hoher Spezifitat an bestimmte Zielstrukturen (Antigene) binden,

sind Testverfahren etwickelt worden, die ausschlie3lich auf dem Nachweis spezifischer

Antikorper-Antigen-Komplexe basieren. Um festzustellen, ob ein Antikdrper an sein
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Zielantigen gebunden hat, gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Eines dieser Verfahren
ist der enzymgekoppelte Immunnachweis (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) (GLICK / PASTERNA, 1994), der in der vorliegenden Studie angewandt wurde.

Wegen der bei H. pylori-Infektionen haufiger beobachteten unabhangigen Kinetik der
IgG-und IgA-Antikorper ist es sinnvoll, jede erstmalig untersuchte Probe parallel auf
beide Antikorperklassen zu testen. Dies empfiehlt sich insbesondere auch fur

Titerverlaufsuntersuchungen nach erfolgter Antibiotika-Therapie.

In der Protokollfihrung der vorliegenden Studie wurden die einzelnen Schritte des

ELISA-Testverfahrens wie folgt dokumentiert:

1. Serumprobe, die ein spezifisches Molekll oder einen bestimmten Erreger
enthalten sollen, wurden an einen festen Trager gebunden, meist auf einer

Mikrotiterplatte aus Kunststoff mit 96 Vertiefungen.

2. Ein markerspezifischer Antikdrper (der primare Antikérper) wurde auf das
gebundene Material gegeben. Ungebundene primare Antikorper wurden

anschlieend durch Waschen entfernt.

3. Zugabe eines zweiten Antikorpers (sekundarer Antikdrper), der an den primaren
Antikérper spezifisch bindet, aber nicht an das Zielmolekll. Der sekundare
Antikorper ist mit einem Enzym gekoppelt (beispielsweise alkalischer
Phosphatase, Peroxidase oder Urease), das die Umwandlung eines farblosen
Substrats in ein farbiges Produkt katalysiert. Ungebundene sekundare Antikdrper

wurden ebenfalls durch Waschen entfernt.

4. Zugabe des farblosen Substrats.
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3.2.1 Serumproben

FUr die Untersuchung geeignet waren nach Standard-Labortechniken (EDTA, Citrat,

Heparin) enthommene Serum-und Plasmaproben.

3.2.2 Material und Gerate

Enzygnost Anti-H. pylori 2 / 1IgG Testplatte (Mikrotitrationsplatte, BEHRING).

- Anti-H. pylori-Referenz (flussig): Humanserum mit spezifischen
Antikdrpern gegen H. pylori

- Anti-H. pylori-Referenz (flissig): Humanserum ohne Antikérper gegen
H. pylori-Antigene

- Coating-Puffer: PBS (phosphate buffered saline)

- Waschpuffer: PBS + 0,1% BSA (bovine serum albumin) + 0,05%
Tween20

- Blocking-Puffer: PBS + 1% BSA

- Detection-Puffer: PBS + 0,1%BSA

- Substrat-Puffer: Diethanolaminpuffer pH 9,8

- Stoplésung: 0,5 M EDTA pH 8,0

3.2.3 Ablaufschema der serologischen Identifikationen

Die immunologische Bestimmung der Serumproben erforderte jeweils zwei Tage. Alle

ELISA-Untersuchungen wurden in Doppelbestimmung durchgeflhrt.

1.Tag:
1. AK wurde in Coating-Puffer verdinnt: 5 pl AK in 5 ml Coating-Puffer, dann
erfolgte Coaten der Platte (50 ul / well) mit anschlie3ender Inkubation 1 h
bei 37°C im Brutschrank (feuchte Kammer).
2. Die Platte wurde 4x mit Waschpuffer gewaschen (dann mehrmals

ausgeklopft).
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3. Blocken der Platte: 100 ul / well, anschliel’end 2 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

4. 4x Waschen der Platte mit Wasch-Puffer (dann mehrmals ausgeklopft).

5. Verdinnte Probe (2,5 pl AK in 2,5 ml PBS) wurde auf die Platte
aufgetragen (100 ul/well) und inkubiert; Gber Nacht bei 4°C im
Kahlschrank.

2.Tag:

1. Die Platte wurde 4x mit Wasch-Puffer gewaschen.

2. Verdinnung des 2. AK in PBS 1: 3000 und Auftragen auf die Platte
(100 pl / well).
Inkubation 1 h bei 37°C im Brutschrank (feuchte Kammer).
4x Waschen der Platte.
Auftragung der verdinnten (1 : 1000) Strept.-Alkalische Phosphatase (100
ul / well) und anschlie3end Inkubation 1 h bei 37°C im Brutschrank
(feuchte Kammer).

6. Nach 4x Waschen der Platte folgte die Auftragung der Substrat-Losung
(Diethanolaminpuffer pH 9, 8): 50 ul / well.
Inkubation: 1 h im Dunkeln bei RT.
Auftragung der Stopldsung: 50 ul / well.

Messen bei 450 nm.

3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese und Western - Blotting

3.3.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zewidimensionale Gelelektrophorese ist eine speziell entwickelte Methode der
Gelelektrophorese, bei der sehr komplexe Proteingemische in zwei Dimensionen nach
jeweils anderen Kriterien aufgetrennt werden. In der ersten Dimension erfolgt in
Gelrohrchen eine isoelektrische Fokussierung in Harnstoff unter Ausnutzung der
Ladungsdifferenzen. Aminosauren, die Grundbestandteile der Proteine, tragen
mindestens eine Amino-sowie eine Sauregruppe. Die erstere ist bei neutralem pH-Wert

positiv, die letztere negativ geladen. Da Proteine aus Aminosauren aufgebaut sind,
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besitzen auch sie eine bestimmte Ladung. Verandert sich der pH-Wert der Losung, in
der sich das Protein befindet, andert sich auch die Nettoladung des Molekils. Der
Punkt, an dem sich die positiven und die negativen Ladungen des Proteins gerade
aufheben und es nach aufien hin ungeladen erscheint, wird isoelektrischer Punkt (IEP)
genannt. Die Proteine sowie deren Fragmente wandern innerhalb des Gels unter der
Wirkung eines elektrischen Feldes in Abhangigkeit von Ladungsanzahl und
Molekulmasse unterschiedlich schnell zu den jeweiligen Polen. In der zweiten, zur
ersten Dimension quer in der Gelplatte verlaufenden Trennung erfolgt eine Separation
nach den Molmassen der Einzelproteine. Dabei wird der Gelstreifen auf ein sodium
dodecyilsulfate polyacrylamide gel electophoresis (SDS-PAGE)-Gel transferiert und
dann eine SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) durchgefuhrt (ANDERSON
et al.,1984).

Die Bindung von SDS an Proteine verhalt sich proportional zu deren Molekulargewicht.
Die negative Ladung des gebundenen Detergens uberwiegt gegenuber der
intrinsischen Ladung des Proteins (ABBAS et al.,1996). Das gebundene Dodecylsulfat
bewirkt dartber hinaus auch eine Entfaltung des Proteins. Nach Auftrennung samtlicher
Disulfidbindungen, die die einzelnen Polypeptidketten verbinden, entstehen semirigide
lineare Gebilde, deren Lange proportional zum Molekulargewicht ist. Die Grolze eines
unbekannten Proteins kann ermittelt werden, indem die Wanderungsdistanz in SDS-
PAGE mit derjenigen bekannter, parallel zur Probe angeordneter Standardpraparate
verglichen wird. Mit dieser Methode kann die Grole jedes Proteins zwischen etwa
5 000 und 250 000 Dalton oder hoher genau bestimmt werden (ABBAS et al.,1996).

Nach der Auftrennung wird die Position der Proteine im Gel durch Farbung ermittelt.
Gebrauchliche Methoden sind die Fixierung der Proteine durch denaturierende
Losungsmittel und anschlieBende Anfarbung mit Proteinfarbstoffen wie Coommassie-
Blau oder Verwendung der fixierten Proteine als Kristallisationspunkt einer in situ-
Reduktion  von  Silbermolekilen (“Silberfarbung”).  Anschlielend  werden
elektrophoretisch aufgetrennte Proteine vom Gel auf eine Membran transferiert, auf der

sie mit immunochemischen Methoden angefarbt werden (“Westernblotting”).
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Abbildung 2: Nachweis eines Proteins auf einem Gel durch Western-Blotting. Die auf einem SDS-
Polyacrylamidgel getrennte Proteine werden auf eine polymere Schicht Ubertragen und mit einem
radioaktiven Antikdrper gekennzeichnet. Auf dem Autoradiogramm erscheint dann eine Bande, die dem

gesuchten Protein entspricht.

3.3.1.1 Herstellung der bei der 2D - Elektrophorese verwendeten Losungen
(JUNGBLUT et al.,1997)

1. Dimension

1.) Ammoniumpersulfatidsung 0,8%ig
- Einwiegen von 0,8 g Ammoniumpersulfat
- Auffullen auf 100 ml mit Aqua deion.

- Aliquotieren zu je 60 pl
2.) WITA-IEF-Separationsgelldsung

- kurz vor Gebrauch 1365 g Separationsgellosung mit 35 pl

Ammoniumpersulfatidsung 0,8%ig versetzen und mischen
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3.) WITA-IEF-Capgellésung

4.)

5.)

6.)

7))

kurz vor Gebrauch 390 pl Capgellésung mit 10 ul 0,8%iger

Ammoniumpersulfatidsung versetzen und mischen

Anodenlosung

— wird frisch angesetzt:

Abwiegen von 54 g Harnstoff

im Messzylinder mit Aqua. deion. aufflillen auf 285 ml

in ein Becherglas umfullen und mittels Magnetruhrer 16sen

Becherglas mit Parafilm verschliel3en

unmittelbar vor Gebrauch 15 ml 85%ige (m/v) Phosphorsaure dazugeben

und mittels Magnetrihrer mischen

Kathodenlésung

— wird frisch angesetzt:

Einwiegen von 135 g Harnstoff und 12,5 g Glycerin

Auffallen mit deionisiertem Wasser auf 237,5 ml

im Becherglas unter Ruhren (Magnetrihrer) erhitzen auf maximal 40°C,
bis sich der Harnstoff und das Glycerin geldst haben

Zugabe von 12,5 ml Ethylendiamin unmittelbar vor Gebrauch, mischen mit

Magnetrihrer

Uberschichtungslosung

Abwiegen von 6 g Harnstoff und 1 g Glycerin

Auffullen auf 19 ml mit Aqua.deion

von dieser Stammlésung 3,8 ml abnehmen und mit 0,2 ml Servalyt 2 - 4
versetzen

Aliquotieren zu je 200 pl

Unterschichtungslésung

Abwiegen von 10,8 g Harnstoff
Auffullen mit 40% (m/v) Glycerin auf 20 ml

Aufbewahrung erfolgt bei Raumtemperatur
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8.) WITA-Sephadex-Gellésung
- vor Gebrauch werden die 100 mg WITA-Sephadex-Gellosung mit 108 mg
Harnstoff und 10,0 ul Ampholytmix (pl 2 - 11) versetzt und auf dem Vortex
15 Minuten grindlich geschuttelt

9.) Inkubatioslosung
2. Puffer:
- 12,11 g Tris-Base wird eingewogen und mit deionisiertem Wasser auf
35 ml aufgefullt
- pH-Wert wird mit 1 M Phosphorsaure 6,8 eingestellt
- mit deionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefullt
3. Losung:
- zu 50 ml Puffer werden 160 g Glycerin und 12 g SDS hinzugefligt und
mit deionisiertem Wasser auf 400 ml aufgefullt

- vor dem Gebrauch wird zu je 20 ml 0,2 g DDT hinzugefugt und gelost

2. Dimension

1.) Ammoniumpersulfatlosung 1,28%ig (nur fur WITA-Fertiggellésungen)
- 1,28 g Ammoniumpersulfat wird abgewogen und aufgeftllt auf 100 ml mit
deionisiertem Wasser
- Aliquotieren zu je 1,2 ml
2.) Agarose
- 1,25 ml Inkubationspuffer wird abgemessen, dazu wird 8,7 ml 0,115%
(m/v) SDS zugegeben
- 0,1 g Agarose wird hinzugefligt und bei 70 °C gel6st. Das wird vor
Gebrauch bei einer Temperatur von 40°C gehalten
3.) WITA-SDS-PAGE-Gellésung
- vor Gebrauch wird 1,2 ml Ammoniumpersulfatidsung 1,28%ig zu je 18 ml
WITA-SDS-PAGE Gellésung zugeflgt
4.) Laufpuffer fur die 2.Dimension wird frisch angesetzt:
- 2,422 g Tris-Base, 11,52 g Glycin und 0,8 g SDS werden abgewogen,
aufgeflllt mit deionisiertem Wasser auf 800 ml aufgeflllt und in einem

Messzylinder mit dem Magnetruhrer gelost
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5.) Fixierlésung
1. Abgemessen: 500 ml Methanol/Ethanol
100 ml Essigsaure

400 ml deionisiertem Wasser

3.3.1.2 Durchfuhrung der 2D - Elektrophorese

(JUNGBLUT et al., 1997; KLOSE, J., 1975 )

1. Dimension

1.) Vorbereitung der Gelréhrchen:

Material / Gerate: [vorher zurechtgelegt flr einen Ansatz (8 Glasréhrchen)]

- GieBvorrichtung und Vorratswanne fur Gelldsungen

- 97 ul Separationsgelldsung

- 975 ul Capgelldésung

- 25 ul 0,8%ige Ammoniumpersulfatidsung

- 2 Tuberkulinspritzen / 2 Hero-Injektionsnadeln

- 2 Gilson-Pipetten (0 - 2 yl und 0 - 200 pl)

- 8 Polypropylen (PP)-Faden mit 1,5 mm Durchmesser
- Glasréhrchen fur Gele

- Pumpe zur Entgasung der Gelldsung / Anschlussstlcke

Die Glasréohrchen wurden 25 mm vom oberen Rand mit einer zusatzlichen
Hilfsmarkierung versehen. Die Glasrohrchen wurden mit dem Capgelende nach unten
in die Gielvorrichtung eingespannt, so dass sie knapp oberhalb der Vorratswanne
standen. PP-Faden wurden vom oberen Ende bis zum unteren Ende durchgeschoben.
Die Separationsgelldosung und die Ammoniumgellésung wurden aufgetaut und die
Separationsgellésung 5 Minuten lang entgast. Die Ammoniumsulfatidsung wurde zu
den Capgel zugegeben. Diese wurde in die Vorratswanne eingeflllt, so dass die Enden
aller Glasrohrchen in die Gellésung eintauchten. Die Gelldsung wurde durch
vorsichtiges Hochziehen der PP-Faden bis zur 25 mm Markierung gezogen, dann die

Gelvorratswanne entfernt und die Gellésung bis zur 13mm - Markierung hochgezogen.
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Nach 30minudtiger Polymerisationszeit wurden die PP-Faden herausgezogen, das
Polymerisationswasser entfernt, eine Feuchtkammer angelegt. Hierzu wurde das
Wasser oberhalb des Gels wurde mit einer ausgezogenen Pasteurpipette vorsichtig
abgezogen. Durch Aufbringen eines gro3en Tropfens Aqua deion. auf die
Kapillaréffnung bildete sich ein Luftpolster zwischen dem Gel und dem Wassertropfen.
Die so entstandene Feuchtkammer wurde mit Parafilm fest verschlossen und Roéhrchen
im Giellstand umgedreht, so dass die Capgel-Seite nach oben zeigte. Die
Capgellésung wurde aufgetaut und anschlieRend entgast. Zur Capgellésung wurde 10
pl 0,8%iger Ammoniumpersulfatidosung zugegeben. Dann erfolgte das Einflllen der
Capgelldsung. Nach luftblasenfreier Uberschichtung mit ca. 2 mm deionisiertem Wasser

wurden die Rohrchen nach 15 Minuten mit Parafilm verschlossen und eingefroren.
2.) Probenauftrag:
Material / Gerate: - Anoden- und Kathodenl6sungen

- vorbereitete Probe (H. p.-Stamm: PA 4)

- Sephadex-L6sung

- Harnstoff

- Ampholytmix

- 5 yl Uberschichtungslésung

- deionisiertes Wasser

- ausgezogene Pasteurpipetten

- 2 Gilson-Pipetten (0 - 20 yl und 0 - 200 pl)
- Multiflexspritzen

- Fokussierungskammer

Eine mit Ethylendiamin frisch versetzte Kathodenlosung wurde in die untere
Fokussierungskammer eingefullt. Nach dem Auftauen der Sephadex-Lésung wurden 54
mg Harnstoff und 5 yl Ampholytmix zu 50 mg Sephadex-Gel gegeben und auf dem
Vortex 15 Minuten kraftig geschuttelt. Die Glasréhrchen wurden mit der Capgelseite
nach oben, in den Anodenteil der Kammer eingespannt, der Parafilm entfernt und die
Kapillarrohrchen am Capgelende mit Kathodenldsung luftblasenfrei aufgefullt, nachdem
zuvor das Wasser entfernt worden war. Der Anodenteil wurde auf den unteren Teil der

Fokussierungskammer eingesetzt, wobei die Roéhrchen mit der Capgelseite in die
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Kathodenlésung eintauchen mussten. Der Parafilm und das Wasser wurden entfernt,
anschlie3end die Auftragungsseite (eine Markierung) mit Filterpapierstreifen getrocknet.
Die vorbereitete Probe und die Uberschichtungslésung wurden aufgetaut. Nach
Uberschichten des Gels mit 2 mm geschitteltem Sephadex wurde die Probe
luftblasenfrei aufgetragen. Die Uberschichtungslésung wurde mit Multiflexsrpitzen
vorsichtig auf die Probe aufgetragen, anschlielend die Kapillaren luftblasenfrei mit
Anodenlosung aufgefullt.

3.) Lauf der 1. Dimension:
Materialien: - Power Supply (Spannungsbereich bis 1000 V)

Die Spannung wurde stufenweise erhéht: 100 V (60 Minute), 200 V (60 Minuten), 400 V
(60 Minuten), 600 V (60 Minuten), 800 V (10 Minuten), 1000 V (5 Minuten).

4.) Inkubation der Gele und Vorbereitung fur die 2. Dimension

Materialien: - Inkubationslésung
- 87%iges Glycerin
- Aqua deion.
- kleine Petrischalen (Durchmesser: 5 cm)
- 5 ml - Glaspipette mit Peleusball

- Polypropylen(PP)-Faden (Durchmesser: 1,5 mm)

Die Inkubationslésung wurde aufgetaut und 0,4 g DDT dazu gegeben. Nach
Beendigung des Laufes der 1.Dimension wurde die Kathoden- und die Anodenlésung
aus den Rohrchen entfernt und die Capgelseite mit 87%igem Glycerin aufgefullt.
Danach erfolgte das Einfullen von jeweils 5 ml Inkubationsldésung in die Petrischalen.
Die Gele wurden mit PP-Faden ausgestof3en. Nach genau 10minutiger Inkubation der
Gele unter standigem Schutteln bei Raumtemperatur, wurde die Inkubationsldsung

abgegossen und die Gele in den Petrischalen bei -70°C aufbewahrt.
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2. Dimension

1.) Vorbereitung der Gele

Materialien fur zwei Kleingele: - 70%(v/v) Ethanol

- deionisiertes Wasser / Kimwipes

- 2 kleine und 2 grofRe Glasplatten

- vier Spacer (1,5 mm Dicke) / 2 Sandwich-Gestelle

- 1 Giel3stand mit Gummidichtung am unteren Ende

- BioRad-Kammer fir Kleingele inkl. Halterung mit
Netzanschluss und Deckel

- Agarose-Ldsung / 18 ml Gelldsung

- 1,2 ml 1,28%iges Ammoniumpersulfat

Die Agarose-Losung wurde auf 70°C zur Verflissigung erhitzt. Dann erfolgte das
Abkuhlen der Agarose auf 40°C, um eine Verfestigung zu vermeiden. Die Glasplatten
und Spacer wurden mit 70%igem Ethanol gereinigt. Die Gelldsung und das
Ammoniumpersulfat wurden aufgetaut. Dann wurden die Platten in das Sandwich-
Gestell eingespannt. Auf der kleineren Glasplatte wurde 6,9 cm vom Boden aus eine
Markierung als Gielhilfe angebracht. Das Sandwich-Gestell wurde in den Giel3stand
eingespannt. 18 ml Gelldsung wurden mit 1,2 ml Ammoniumpersulfatidsung so
vermengt, dass sich kein Schaum bildete. Das Gel wurde gegossen (das Topfchen mit
der Gellésung wurde so an die hintere Glasplatte uber der Einfull6ffnung angelegt, dass
das Gel luftblasenfrei am Glas entlang in die Tasche laufen konnte. Aufgefullt wurde bis
zur Markierung). Nach dem Einfullen der Gellésung wurde diese zur Glattung der
Oberflache und Forderung der Polymerisation mit deionisiertem Wasser Uberschichtet.

Die Gele waren nach 60 Minuten fur den Lauf der 2.Dimension bereit.

2.) Probenauftrag

Material / Gerate: - Filterpapier

- Agarose-Ldsung (40°C warm)
- schmaler Spatel

- Sandwich-Gestelle
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- Gele der 1.Dimension
- Laufpuffer (800 ml)

Die Geloberflache wurde mit Filterpapier vom deionisierten Wasser befreit. Die
Sandwich-Gestelle wurden in die Halterung mit Netzanschlul3 eingespannt. (Die
Schrauben zeigten dabei nach aul3en, die "Hornchen" nach oben). Die Rundgele
wurden auf die Geloberflache aufgebracht: Dazu wurde das Rundgel aus der
Inkubationslosung der Lange nach auf den Rand der dicken Plexiglasplatte gelegt.
Dabei war darauf zu achten, dass das Rundgel mdglichst nah am Rand der
Einfllltasche lag. Das Rundgel liel3 sich mit dem Spatel von einem Ende aus vorsichtig
in die Einfulltasche gleiten. Anschlielend wurde die 40°C warme Agarose mit einer
Pasteur-Pipette bis zum oberen Rand der kleineren Glasplatte in die Einfllltasche
luftblasenfrei geflllt. Nach zwei Minuten war die Agarose fest. Nach Einsetzen der
Halterung mit den Sandwich-Gestellen wurden aufden 620 ml Luftpuffer eingefullt, wobei
Schaumbildung und Luftblasen zu vermeiden waren. In die innere Kammer wurde so

viel Puffer eingeflllt, dass der rote Punkt leicht in den Puffer eintauchte.

3.) Lauf der 2.Dimension

Material / Gerate: - Power Supply (Arbeiten im High Range Bereich)

- Fixierldsung

Die Spannung wurde entsprechend folgender Tabelle stufenweise erhoht:

Spannung Zeit zwei Kammern parallel
(vorgegeben) (Min.)  (Stromstarke zur Kontrolle)
35V 5 44-42 mA
55V 10 66-64 mA
100V 15 118-96 mA
150 V 60 144-100 mA
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Nach dem Lauf wurden der Puffer abgegossen und die Sandwich-Gestelle aus der
Halterung genommen. Die Gele konnten nun in die Fixierlosung uberfuhrt werden. Dazu
wurden Handschuhe benutzt, die vorher unter Wasser abgespult wurden, um eventuell
anhaftendes Talkum zu entfernen. Als Fixierldsungen dienten Mischungen aus 50%
Methanol, 10% Essigsaure und 40% Wasser. Nach der Fixierung konnte die Farbung

erfolgen.

3.3.2 Blotten (,,Westernblot®)

Theoretisches:

Beim Immunoblotting auch Western-Blotting handelt es sich um ein sehr empfindliches
und spezifisches Verfahren zum Protein-Nachweis. Es verbindet die hohe Trennscharfe
der Gel-Elektrophorese mit der Spezifitdt der Antikorper-Erkennung und der
Empfindlichkeit von Enzym-Assays (LODISH et al., 1996). Das heif3t, nach Trennung
der Proteinantigene mit Zweidimensionaler-Gelelektrophorese (SDS-Elektrophorese)
werden die getrennten Substanzen auf eine Nitrozellulose-Membran Uberfuhrt
(Transfer). Die Identifizierung der aufgetrennten Proteine erfolgt durch Serumantikorper
und anschlieBend mit Enzym-markierten Antikorpern. Dadurch werden die Antigene
sichtbar gemacht: Der Antikorper (Ak 1) bindet spezifisch an der Stelle des fixierten
Antigens. Im letzten Schritt wird die Membran mit einem zweiten, enzymmarkierten
Antikorper (Ak 2) inkubiert, der spezifisch an den ersten Antikorper bindet, durch
dessen Enzymanteil die Position auf der Membran mit Hilfe einer chromogenen

Reaktion sichtbar gemacht werden kann (Entwicklung).

3.3.2.1 Durchfuhrung
(ECKERSKORN et al., 1988)

Material / LOsungen:

- Blotting-Semi-dry-Kammer (Sartoblot 2, Sartorius )+
- Filterpapier (Schleicher und Schdll, 426 892 GB 003)
- PVDF-Membran: Immobilon-P (Millipore)

- SDF: Glassybond (Biometra)

- Gele: 1,5 mm 2-DE-Gele
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- Deionisiertes Wasser, Schere, Handschuhe, Glasstab, Pipette

- Schalen

- Methanol (Merck)

- Blotpuffer: 3,09 g Borsaure (Merck p.a) + 750 ml deionisiertes
Wasser + 200 ml Methanol + 18,6 ml 1 NaOH (mit Wasser auf
1000 ml aufgefullt)

- PBS-Tween

Ablaufschema beim Immunoblot:

1.

Auftrennung der Proteine durch Elektrophorese im SDS-
Polyacrylamid-Gel.

Ubertragung der aufgetrennten Protein auf Nitro-zellulose-
Membran. Danach wurde die Membran 25 Sekunden in
Methanol gewaschen, anschlieBend 5 Minuten im Blotpuffer
geschwenkt.

Die Membran wurde mit geeigneten Verdinnungen der
Antiseren (Ak 1) in Blockierungslésung unter Schutteln inkubiert
(1 Stunde, RT) und zum Entfernen der uberschissigen
Antikorper anschlieend mit PBS-Tween 5mal 20 Min.
gewaschen.

Nach der Inkubation der Membran mit dem zweiten Antikérper
(Ak 2), erfolgte das Waschen der Membran.

Der Immunoblot wurde durch Zugabe von 100 ml Substratpuffer

entwickelt und anschlie3end luft-getrocknet.

3.4 Farbeverfahren
3.4.1 Gelfarbeverfahren

3.4.1.1 Coommassie Brilliant Blue - Farbung

Material:

- Coomassie Brilliant Blue R 250

- Ethanol: vergallt mit 1% Methylethylketon
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- Methanol: Merck 6009
- HAc: Merck 63

Lésungen: (fur 2 KGT-Gele)
- Fixierungslosung: 250 ml Ethanol + 50 ml HAc +200 ml deionisiertes
Wasser
- Farbeldsung: 250 ml Methanol + 50 ml HAc + 200 ml deionisiertes
Wasser + 0,25 g Serva Blue R-250
- Entfarbelésung: 25 ml Methanol + 62,5 ml HAc + 412,5 ml deionisiertes
Wasser

- Aufbewahrungslosung: HAc + 1860 ml deionisiertes Wasser

Die Gele wurden uUber Nacht in der Fixierungslésung vorsichtig geschwenkt. Zur
Farbung wurden sie unter leichtem Schutteln fur 1 h mit der Farbeldsung behandelt. Um
Uberschussige Farbe zu entfernen, wurden die Gele in der Entfarbelésung unter
leichtem Schwenken flir 1 h gewaschen. Die weitere Entfarbung wurde mit der
Aufbewahrunslésung flir 4 h durchgefihrt. In der ersten Stunde wurde die Lésung

zweimal gewechselt, danach jede Stunde einmal.

Die Aufbewahrung von eingeschweildten Gelen erfolgte bei 4° C in Aufbewahrungs-
l6sung (ECKERSKORN et al., 1988).

3.4.1.2 Silberfarbung
(HEUKESHOVEN et al., 1985)

Material:
- EDTA (Titriplex 3) p.a., Merck 8418
- Ethanol p.a., Merck 983
- Formaldehyd 35% reinst, Merck 4001
- Glutaraldehyd fur die Elektronenmikroskopie 25%, Merck 4239
- HAc p.a., Merck 63
- Natriumacetat p.a., Merck 6268
- Natriumcarbonat p.a., Merck 6392

-46 -



Galip Karaali Material und Methoden

- Natriumthiosulfat p.a., Merck 6516
- Silbernitrat p.a., Merck 1512
- Thiomersal, Sigma T 5125

Losungen:
- Fixierungslosung: 1000 ml Ethanol + 200 ml HAc + 800 ml deionisiertes

Wasser
- Inkubationslésung (frisch): 300 ml Ethanol + 41,09 g Natriumacetat +
20 ml 25%iges Glutaraldehyd + 2 g Natriumthiosulfat.
Auf 1000 ml mit deionisiertem Wasser aufgeflit.
- Silberlésung (frisch): 1 g Silbernitrat wurde auf 1000 ml aufgefullt. 288 pl
35%iges Formaldehyd wurden dazugegeben.
- Entwicklungslésung (frisch): 25 g Natriumcarbonat (wasserfrei) und
12 mg Natriumthiosulfat wurden mit deionisiertem
Wasser auf 1000 ml aufgefullt. Dazu wurde 288 pl
35%iges Formaldehyd gegeben und der pH-Wert auf
mit rund 400 mg Natriumhydrogencarbonat auf 11, 3
eingestellt.
- Stopplosung (frisch): 18,612 g EDTA wurde mit deionisiertem Wasser auf
1000 ml aufgeflllt und 200 mg Thiomersal

dazugegeben.

Die Gele wurden Uber Nacht in der Fixierlosung geschuttelt. Nach leichtem Schwenken
(2h) der Gele in der Inkubationslésung wurden sie 3x je 20 Minuten in deionisiertem
Wasser gewaschen. Die Farbung der Gele erfolgte unter leichtem Schitteln in der
Silberlosung Uber 30 Minuten. Anschlielend wurden die Gele mit deionisiertem Wasser
2,5 Min. lang abgesplilt. SchlieRlich erfolgte die Entwicklung der Gele unter leichtem
Schutteln in der Entwicklungslésung Uber 5 Min. Nach Erreichen der gewlnschter

Farbeintensitat wurden die Gele 15 Min. in die Stopp-Losung Uberflhrt.
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3.5 Auswertung von zweidimensionalen Gelen und Blots

Um die analytischen 2-DE-Gele auswerten zu konnen, wurden sie unmittelbar nach der

Silberfarbung eingescannt.

Zur Identifizierung von Proteinen wurde ein Internet-basiertes Programm verwendet,

das auf eine Proteindatenbank zugreift.

Das Programm identifiziert Proteine an Hand ihrer 'peptide mass fingerprint'-Spektren

nach proteolytischer Spaltung und Massenspektrometrie.
Zur Datenbanksuche wurde neben Peptidmassen und Sequenzinformationen ein

molekularer Massenbereich von 10-100 kDa und ein pl-Bereich von 3-4 fur die

untersuchten Proteine verwendet.
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4 STATISTISCHE METHODEN

Die statistische Auswertung der Untersuchunsergebnisse erfolgte in der Abteilung
Biometrie des Universitatsklinikums Charité der Humboldt-Universitat zu Berlin. Die
Patientendaten wurden EDV-gerecht erfat und mit dem Programmsystem SPSS

bearbeitet.
Zur Signifikanztestung erfolgte der Vergleich prozentualer Haufigkeiten mit Hilfe von

Chi>-  und  Kruskall-Wallis-Tests. Fir alle Berechnungen wurde die

Irrtumswahrscheinlichkeit p mit p < 0,005 festgelegt.
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5 ERGEBNISSE

Der Bezugszeitraum fur die Endoskopien war Dezember 1997 bis August 1999. Die
Untersuchung des Patientenmaterials (Histopathologie, Bakterienkultur, ELISA,
Immunoblots) fand im Zeitraum von Dezember 1997 bis August 2000 im Campus
Virchow der Charité der Humboldt Universitat zu Berlin und im Max-Planck-Institut far
Infektionsbiologie, Abteilung Molekulare Biologie statt. Insgesamt wurden 334

Patienten, bei denen eine Gastroskopie durchgeflhrt wurde, untersucht.

Nach Begutachtung der Diagnosestellung nach Histologie, CLO und/oder H. pylori-
Anzucht wurden 79 Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern ausgewahit
(entweder Gastritis, Magenulkus, Duodenalulkus oder Magenkarzinom, aullerdem
Patienten mit Dysplasie, Metaplasie, Hyperplasie und Polypen), die nach
Diagnosestellung geeignet waren und sich fur eine weitreichende Anamnese sowie fur

weitere Untersuchungen bereit fanden.

Von jedem Patienten wurde eine Anamnese seiner aktuellen Beschwerden erhoben.
Erfragt wurden Beschwerden wie Nuchternschmerz, Erbrechen, Vollegefuhl,
Schmerzen im Epigastrium oder retrosternal, auch in Abhangigkeit von der Kdrperlage,
Obstipation, Diarrhoe und Flatulenz. Ebenso wurden Nikotinanamnese,
Alkoholanamnese, regelmalige Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika,
Kortikosteroiden, Immunsuppressiva und anderen Medikamenten, sowie

Vorerkrankungen und deren diagnostische Abklarung (aus Unterlagen) eruiert.

55% dieser 79 Patienten gaben Oberbauchbeschwerden, Ubelkeit, Véllegefihl und
Ruktation an. Bei 60 (ca.76%) von 79 Patienten lag ein histopathologischer Befund vor.
Bei 18% der Patienten war ambulant eine Helicobacter-Infektion durch CLO-Schnelltest
festgestellt worden, worauf sie stationar aufgenommen wurden. Annahernd 30% der

Patienten berichteten Uber Gastritis- oder Ulkuserkrankungen, die mehr als drei Jahre

-50-



Galip Karaali Ergebnisse

zurlcklagen. Bei 12% der Patienten lagen Herz-Kreislaufleiden mit entsprechender
medikamentoser Therapie vor. Bei 22% der Patienten war hausarztlich eine

festgestellte allergische Erkrankung bekannt.

5.1 Diagnostik und Pravalenzen einer Helicobacter pylori-Infektion

Bei der Auswahl der Patienten fur die in dieser Studie angestrebte Serum-Analyse

wurden strengere diagnostische Kriterien als im klinischen Bereich Ublich angelegt.

Bei den 79 Patienten wurden folgende diagnostische Assays durchgefuhrt: CLO-Test,
H. pylori-Anzucht, Histologie und ELISA auf H. pylorispezifische Antikorper.

5.1.1 CLO-Test und Helicobacter pylori-Anzucht

Von den untersuchten 79 Patienten erwiesen sich 47 (59,5%) als CLO-positiv, 29
(36,7%) als CLO-negativ und bei 3 (3,8%) der Patienten konnte keine eindeutige
Diagnose gestellt werden.

Bei 32 der 79 Patienten (40,59%) konnte eine H. pylori-Anzucht erzielt werden. Bei 38
Patienten (48,1%) war kein Wachstum zu beobachten. Bei 9 Patienten (11, 39%) lag
kein Material fur die mikrobiologische Untersuchung vor.

5.1.2 Histologische Untersuchungsergebnisse

Far 60 der 79 ausgewahlten Patienten standen histopathologische Befunde zur
Verfligung. Bei den restlichen 19 Patienten konnte kein Material fur die

histopathologische Untersuchung gewonnen werden.

Die histologischen Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefalit.
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Tab. 3: Anzahlen (n) und relative Haufigkeiten (%) histologisch begriindeter Diagnosestellungen

Diagnose Personen
n %

Normalbefund 9 15,0
Gastritis (H. p.assoziiert) 16 26,6
Gastritis (unspezifisch) 10 16,6
Ulcus ventr./duodeni 11 16,6
Karzinom ventr./oesoph. 6 10,0
MALT-Lymphom 1 1,6
Gastrale Metaplasie 2 50
Gastrale Dysplasie 1 1,6
Gastrale Hyperplasie 1 1,6
Gastrale Adenome 1 1,6
Polypen des Magens 2 3,3
Gesamt 60 100,0

5.1.3 Ergebnisse der ELISA-Tests

Bei 46 der 79 Patienten war ausreichend Serum vorhanden, so dass zur Stitzung eines

H. pylori-Status ein spezieller Serum-ELISA-Test durchgeflihrt werden konnte.

Tabelle 4 zeigt die H. pylori-Antikdrpertiter bei den klinisch untersuchten Patienten. Die
hierbei festgestellten Serum-IgA- und IgG-Werte wurden auch als H. pylori-Infektions-

Parameter fur den H. pylori-Status in die Studie mit einbezogen.

Die Serum-IgA- und Serum-lgG-Antikdrper-Titer lagen in der H. pylori-positiven Gruppe
(n=24) signifikant hdher im Vergleich zur H. pylori-negativen Gruppe (n=12). Unter den
H. pylori-positiven Seren stellte das Serum eines Patienten (Blot Nr. 17) mit negativem
Antikoérper-Titer eine Ausnahme dar. Bei allen H. pylori-negativen Seren war der
Antikorper-Titer negativ. Karzinompatienten zeigten unterschiedliche Serum-

Antikorpertiter gegen H. pylori.
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Tab. 4: ELISA -Titerergebnisse untersuchter Patienten

(H. p. = H. pylori)

Serurr:lrfBlot) Patientenkiirzel H. p.-Status H.p (-S/pnf Iz).IgG H.p (SI‘::IZ)'IQA
2 8 Ka H. p.positiv 570 hoch-pos
3 3 Ka/UH-A |nicht eindeutig 29 150
4 44 MPI Karzinom neg neg
6 46 MPI nicht eindeutig neg neg
7 47 MPI nicht eindeutig neg neg
13 40 MPI H. p.negativ neg neg
14 95 Ka H. p.positiv 250 38
15 41 MPI H. p.positiv 34 32
16 223 Ka H. p.positiv 160 39
17 54 MPI H. p.positiv neg neg
18 97 Ka nicht eindeutig neg 22
19 23 Ka H. p.positiv 47 61
20 122 Ka nicht eindeutig neg neg
28 102 Ka H. p.positiv 900 12
31 112 Ka H. p.positiv 17 170
33 61 MPI nicht eindeutig 23 neg
37 184 Ka Karzinom pos neg
38 22 Ka H. p.positiv 24 neg
39 16 Ka/lUH |H. p.positiv 350 180
40 143 Ka Metaplasie 480 68
42 169 Ka H. p.positiv 24 30
43 31 Ka H. p.positiv 110 neg
44 119 Ka eradiziert 81 neg
45 80 Ka eradiziert 17 50
46 213 Ka nicht eindeutig neg 25
47 64 Ka H. p.positiv 15 160
48 62 MPI nicht eindeutig neg 25
49 224 Ka eradiziert neg 28
102 28 MPI H. p.negativ neg neg
103 31 MPI H. p.negativ neg neg
104 42 MPI H. p.negativ neg neg
106 29 MPI H. p.negativ neg neg
107 33 MPI H. p.negativ neg neg
109 43 MPI H. p.negativ neg neg
110 45 MPI nicht eindeutig neg neg
111 60 MPI H. p.negativ neg neg
114 10 MPI H. p.negativ neg neg
116 38 MPI H. p.negativ neg neg
121 219 Ka Karzinom 57 72
123 52 MPI H. p.positiv 13 neg
124 59 MPI H. p.positiv 11 11
125 20 Ka H. p.positiv 100 31
126 202 Ka H. p.positiv neg 17
127 226 Ka H. p.positiv 240 pos
128 192 Ka H. p.positiv 230 10
129 1 MPI H. p.positiv neg neg
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Bei den 3 eradizierten Patienten gab es keine auffalligen Unterschiede in der Haufigkeit

oder HOhe der Antikorper-Titer im Vergleich zu den Ubrigen Patientenseren.

5.1.4 Auswabhlkriterien zur Definition des Helicobacter pylori - Status

FUr die Definition eines eindeutigen H. pylori-Status wurden in dieser Studie folgende
Parameter herangezogen: Histopathologischer Befund, CLO (Urease-Schnelltest),

Bakterienkultur, ELISA-Titer und H. pylori -Infektion in der Anamnese (aus Unterlagen).

Als Patienten mit negativem H. pylori-Status sind diejenigen wurden gezahlt, bei denen
alle genannten Parameter negativ ausfielen, als eindeutig positiv diejenigen Patienten,
bei denen mindestens drei Parameter positiv waren. Patienten, die diesen Kriterien

nicht entsprachen, wurden einer dritten Gruppe zugeordnet (Tabelle 5).

Von 24 H. pylori-positiven Patienten erfullten 20 Patienten vier Parameter und

4 Patienten drei Parameter.
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Tab. 5: Kriterien fur die Definition des Helicobacter pylori-Status.

Eindeutig H. p.- Eindeutig H. p.- H. p.- Status nicht
negativ positiv eindeutig
Alle diese Mindestens drei Weniger als drei
Parameter dieser Parameter |Parameter positiv aber
negativ: positiv: mit einem der folgenden
histopathologischen
Befunde:
1. CLO-Test 1. CLO-Test Ulkus,
3. Histologie 2. Histologie Dysplasie,
3. Kultur 3. Kultur Metaplasie,
4. ELISA 4. ELISA Lymphom,
5. Keine H. p.- 5. H. p.-Infektion in | oder Karzinom
Infektion in der der Anamnese
Anamnese

5.1.5 Gruppeneinteilung fiir die Analyse der Immunoblots

Bei 55 der 79 Patienten wurden Immunoblots zur Reaktivitdt der Serum-Antikorper

gegen H. pylori erstellt.

Unter den 55 Patienten, bei denen diese Untersuchungen durchgeflhrt wurden, waren

nach der oben genannten Definition 24 eindeutig H. pylori-positiv und 12 eindeutig

H. pylori-negativ. 19 Patienten wiesen nicht einen eindeutigen H. pylori-Status auf.

Bei

15 der 24 eindeutig H. pylori-positiven Patienten

lag entsprechend dem

histopathologischen Befund eine Gastritis vor, bei 6 ein Ulcus ventriculi, sowie bei 3 ein

Ulcus duodeni. Bei den 12 H. pylori-negativen Patienten lag bei 9 eine Gastritis und bei

3 ein Ulcus vor.
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Von den 19 nicht eindeutig H. pylori-positiven Patienten wurde in 5 Fallen die Diagnose
Karzinom und in einem die Diagnose MALT-Lymphom gestellt, in 10 Fallen die

Diagnose Magen- oder Duodenalulkus mit Gastritis.

Die ubrigen 3 Falle, bei denen histologisch eine Hyperplasie/Dysplasie oder eine
erfolgreiche Eradikation vorlag, wurden wegen der geringen Anzahl nicht als eigene
pathologische Gruppe erfalit.

Bei Patientenanzahlen, deren GroRRe eine statistische Auswertung zulield, wurde somit

folgende Gruppeneinteilung durchgefuhrt:

1. Gruppeneinteilung nach H. pylori-Status:

Gruppe 1: H. pylori-Status positiv, 24 Patienten
Gruppe 2: H. pylori-Status negativ, 12 Patienten
Gruppe 3: H. pylori-Status nicht eindeutig, 19 Patienten

2. Weitere Gruppeneinteilung der 24 H. pylori-positiven Patienten nach Krankheitsbild:
15 Patienten mit Gastritis und 9 mit Ulkus
6 Karzinompatienten aus der Gruppe mit nicht eindeutigem H. pylori-Status

13 weitere, nicht eindeutig H. pylori-positive Patienten.

5.2 Analyse von zweidimensionalen Gelen und Blots

Um eine Korrelation von Antigenerkennung mit den verschiedenen Krankheitsbildern
der H. pylori-Infektion herstellen zu kdnnen, wurde die Reaktivitat von Serumantikdrpern
der Patienten gegenuber unterschiedlichen Antigene von H. pylori untersucht. Dazu
wurde zunachst ein Standardgel mittels groRgeltechnik (GGT) erstellt. Die H. pylori-

Proteine wurden aus einem Gesamtlysat des sequenzierten H. pylori-Stammes 26695
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+— SDS-PAGE

Abbildung 3: Darstellung der analytischen zweidimensionalen Auftrennung von Helicobacter pylori
26695 (in Silberfarbung) in der Datenbank des MPI. Markierte Proteinspots sind identifizierte Antigene

(Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie, Berlin).
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gewonnen und mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Identifizierung der einzelnen Proteinspezies aus diesem zweidimensionalen Gelmuster
erfolgte durch Vergleich von Proteinspots auf diesem Gel nach Silberfarbung mit bereits
bekannten Spots, die in einer Zweidimensionalen-Datenbank des Max-Planck-Institutes,

zusammengestellt wurden (Abbildung 3).

In dieser Datenbank sind inzwischen Uber 150 identifizierten Proteinspots von H. pylori-
26695 erfaldt. Die Identifizierung dieser Proteinspots war mittels Verdau von
Coomassie-Gelen und anschlielender Analyse mit Hilfe von MALDI-TOF-

Massenspektrometrie gelungen.

Auf dem silbergefarbten zweidimensionalen Gelmembran konnten ca. 1800
Proteinspots von H. pylori 26695 detektiert werden (Abbildung 4). Damit war eine
Grundlage fur den Vergleich von Proteinen, die durch Patientenseren erkannt wurden,
geschaffen. Fur jedes der 55 Patientenseren waren zwei Gele mittels Kleingeltechnik
(KGT) erstellt und mittels Immunoblot gefarbt worden. Aufgrund der geringen Mengen
an jeweils zur Verfugung stehendem Serum und der groRen Anzahl an zu
untersuchenden Gelen wurde der KGT gegenuber GGT der Vorzug gegeben.

Samtliche Serumproben der 55 Patienten wurden jeweils einem IgA- und einem IgG-

Immunoblot-Assay unterzogen.

Nach Inkubation der auf PVDF-Membranen geblotteten zweidimensionalen Gele aus
den Seren der verschiedenen Patienten konnten 379 Proteinspots von H. pylori-26695
(PA4-Gel) auf Immunoblots detektiert werden. Diese Spots wurden in den einzelnen

Immunoblots nach ihrer Intensitat visuell ausgewertet.

Zur visuellen Auswertung der Immunoblots wurden diese auf eine Leuchtplatte
gebracht. Zunachst werden sie im Gesamtuberblick miteinander verglichen und
auffallige Unterschiede notiert. Dann erfolgte der Vergleich der Proteine Spot flr Spot
nach einzelnen Sektoren. Fur die visuelle Auswertung der Spots waren 5
Intensitatsgrofien vorgegeben. Die Intensitat eines bestimmten Spots wurde auf einer

speziellen Skala von 0,5 bis 4 klassifiziert.
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Aulerdem wurde fur jede Gruppe von Seren eine Signalfrequenz berechnet, welche
das Auftreten einer Erkennung und die Intensitat des Spots fur einen semiquantitativen
Vergleich wie er in frUheren Studien (JUNGBLUT et al., 1999) definiert worden ist,
berucksichtigt.
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Abbildung 4: Analytische Auftrennung der Proteine von H. pylori 26695 (PA4-Gel) in Silberfarbung

(IEF: Isoelektrische Fokussierung = Auftrennung nach Ladung, Mr: Molekulargewicht in Dalton)
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Abbildung 5 zeigt im Vergleich die Immunoblots von zwei verschiedenen Patienten.

Abbildung 5: Vergleich der Immunoblots eines H. pylori-positiven Ulkus- (links) und eines H. pylori-

negativen Gastritispatienten (rechts) in Commasie-Blue -Farbung.

Nach visueller Auswertung der Proteinspots wurde fur jeden Spot dessen Intensitat bei
Erkennung in den jeweiligen Seren tabellarisch zusammengestellt. Dann wurden die
Spots auf den Immunoblots mit den Spots auf dem Standardgel verglichen (Abb. 3) und

somit die jeweils erkannten Proteine identifiziert.

5.3 Qualitative Auswertung der Immunoblots

Fir jede Krankheitsgruppe wurden anhand der quantifizierten Spotstarken, d.h. der
Intensitaten, deren Signalfrequenzen berechnet. Unter Signalfrequenz versteht sich die
Summe der Intensitaten der Proteinspots einer Gruppe von n-Seren bezogen auf die
maximal erreichbare Intensitatsstarke der Gruppe von n-Seren. Die Signalfrequenz
wurde bereits in einer friheren Studie (JUNGBLUT et al., 1999) beschrieben.

Als Beispiel werden nachfolgend 4 Immunoblots von Seren eines Patienten ohne H.
pylori-Infektion (Abbildung 5A) und jeweils eines Patienten mit H. pylori-assoziierter
Gastritis (Abbildung 5B), H. pylori-assoziiertem Ulkus (Abbildung 5C) sowie mit
Karzinom (Abbildung 5D) gezeigt.
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Abbildung 5A: Eindeutig identifizierte Antigene (Proteinspots) des H. pylori-26695-Stammes, die nach
Immunfarbung der 2-DE-Blots durch Seren von Patienten mit nicht H. pylori-assoziierter Gastritis erkannt
wurden.

Die einzelnen Proteinspots sind durch ihre Identitditsnummer und durch vorangestellte Ziffern von 1_ bis
6_ entsprechend ihrer Position auf einer der 6 Sektoren der Blots in der 2-DE-Datenbank

gekennzeichnet.
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Abbildung 5B: Eindeutig identifizierte Antigene (Proteinspots) des H. pylori-26695-Stammes, die nach
Immunfarbung der 2-DE-Blots durch Seren von Patienten mit H. pylori-assoziierter Gastritis erkannt
wurden.

Die einzelnen Proteinspots sind durch ihre Identitatsnummer und durch vorangestellte Ziffern von 1_ bis
6_ entsprechend ihrer Position auf einer der 6 Sektoren der Blots in der 2-DE-Datenbank

gekennzeichnet.
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Abbildung 5C: Eindeutig identifizierte Antigene (Proteinspots) des H. pylori-26695-Stammes, die nach
Immunfarbung der 2-DE-Blots durch Seren von Patienten mit Ulcus ventriculi et duodeni erkannt wurden.

Die einzelnen Proteinspots sind durch ihre Identitatsnummer und durch vorangestellte Ziffern von 1_ bis

6_ entsprechend ihrer Position auf einer der 6 Sektoren der Blots in der 2-DE-Datenbank

gekennzeichnet.
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Abbildung 5D: Eindeutig identifizierte Antigene (Proteinspots) des H. pylori-26695-Stammes, die nach
Immunfarbung der 2-DE-Blots durch Seren von Patienten mit Magenkarzinom erkannt wurden.

Die einzelnen Proteinspots sind durch ihre Identitdtsnummer gekennzeichnet Sie sind in den
Identifikationsgelen und Tabellen zur schnelleren Auffindung durch die vorgestellten Buchstaben A — F fir
die einzelnen 6 Sektoren des Gels gekennzeichnet. In der 2 — DE — Datenbank sind die Gele aus
technischen Griinden durch vorangestellte Ziffern von 1__ bis 6_ entsprechend ihrer Position auf einer der
6 Sektoren der Blots in der 2-DE-Datenbank gekennzeichnet. Daher wurde diese Nomenklatur der
Sektoren 1_ bis 6_ auf den aus einer Datenbank Gibernommenen Abbildungen beibehalten, ist aber ganz

einfach den Buchstaben A — F zuzuordnen.
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In der Silberfarbung waren sieben Serienspots detektiert worden, die verschiedenen
Proteinspezies des gleichen Proteins entsprechen. Diese Proteinspezies stellen
Hauptantigene von H. pylori dar(Tab.7). GroEL-Protein (HP0010, Hauptspot
A390)[entspricht 1_390], 50S ribosomales Protein L7/L12 (HP1199, Hauptspot E35)
[entspricht 5_35] und Katalase (HPO0875, Hauptspot B439 [entspricht 2_439])
reagierten mit den Seren aller vier Patienten in Abbildungen 5A-D. Urease B (HP0072,
Hauptspot A343[entspricht 1_343]) reagierte sowohl mit den Seren von H. pylori-
negativen als auch von Gastritis- und Ulkuspatienten, wahrend die Spotserie von
Cag 26 (Cag A) (HP0547, Spot B126[entspricht 2_136]) nur mit Seren von Gastritis-
und Ulkuspatienten reagierte (Abbildungen 5B und 5C). Die Isocitrat-Dehydrogenase
(HP0027, Hauptspot B492[entspricht 2_492]) und das Putative-Neuraminyl-Lactose-
Bindungs-Protein, HpaA (HP0410,Hauptspot D132[entspricht 4 132]) reagierten mit
Gastritis-, Ulkus- und Krebsseren (Abbildungen 5B-D).

5.4 Quantitativer Vergleich der Immunoblots von Helicobacter pylori -

positiven Patienten mit Helicobacter pylori - negativen Patienten

Um den grundlegenden EinfluR einer H. pylori-infektion auf die Muster der
Antigenerkennung zu untersuchen, wurde die Reaktivitdt der Seren auf den
Immunoblots von 24 H. pylori-positiven und 12 H. pylori-negativen Patienten verglichen
(Tabelle 6). Die Anzahl der Spots, die durch Seren von H. pylori-positiven Patienten
erkannt wurde, war weit gestreut im Bereich n=7-153 (Mittelwert 52 Spots), wahrend
durch Seren von H. pylori-negativen Patienten erkannten Spots im Bereich n=3-66 lag
(Mittelwert 20 Spots).
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Tab. 6: Anzahl der Proteinspots, die durch Seren von H. pylori-positiven und H. pylori-negativen

Patienten erkannt wurden

Immunoblots H. pylori-

positiver Patienten

Blot-Nr. Anzahl der
(n=24) Spots
2 118
14 153
15 66
16 56
17 87
19 95
28 26
29 49
31 39
34 23
36 7
38 31
39 42
42 43
43 43
47 35
122 21
123 75
124 89
125 104
126 60
127 125
128 119
129 34

Insgesamt wurden

Immunoblots H. pylori-

negativer Patienten

Blot-Nr. Anzahl der
(n=12) Spots
13 17
35 3
102 17
103 14
104 15
106 24
107 23
109 36
111 21
112 19
114 51
116 66

in H. pylori-positiven Patientenseren 310 unterschiedliche

Proteinspots (Antigene) erkannt. Hiervon wurden 116 jedoch ausschliel3lich in Seren

von H. pylori-positiven Patienten erkannt,

wahrend

156 Spots eine hdhere

Signalfrequenz gegenlber den Seren von negativen und 38 Spots bei Seren von

positiven und negativen Patienten die gleiche Signalfrequenz aufwiesen.

Tabelle 7 listet Spots und zugehorige Proteine auf, die durch Seren von H. pylori-

positiven Patienten mit einer Signalfrequenz oberhalb einer Schwelle von 10 erkannt
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Tab. 7: In H. pylori-positiven Seren (n=24) und H. pylori-negativen Seren (n=12) erkannte Antigene mit der
Signalfrequenz > 10 bei den positiven. (KGT : Kleingeltechnik, GGT: GroRgeltechnik, ORF: Open
reading frame, Sektoren A-F in GGT entsprechen 1_5_ in der Datenbank und in den Abbildungen)

H. p.-positive | H. p.-negative
Seren Seren
(n=24) (n=12)
Spot Nr. |GGT ORF Antigene Frequenz Frequenz

74 A177 HPO0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 14,58 0,00
77 A194 HP0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 31,77 13,54
80 A390 HP0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 37,50 13,54
90 A388 HP0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 36,98 11,46
215 A192 HP0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 26,04 7,29
290 A119 HP0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 17,71 1,04
70 E44 HP1199 |50S ribosomales Protein L7/L12 29,69 2,08
87 E35 HP1199 [50S ribosomales Protein L7/L12 60,94 27,08
140 E27 HP1199 |50S ribosomales Protein L7/L12 27,60 6,25
92 A343 HPO0072 |Urease B 28,13 14,58
273 A325 HP0072 |Urease B 23,96 11,46
301 A323 HP0072 |Urease B 23,96 417
102 A209 HP1132 |ATP-Synthase B 16,15 1,04
109 A4T77 HP1205 |Elongationsfaktor-(EF-TU) 17,71 3,13
129 - - nicht identifiziert 13,54 0,00
141 - - nicht identifiziert 11,98 1,04
145 - - nicht identifiziert 10,42 0,00
147 A461 HP1293 |DNA-abhdngige RNA Polymerase 16,67 5,21
171 D262 HP1098 |Hypothetical Protein 13,54 23,96
187 A396 - nicht identifiziert 15,10 1,04
207 - - nicht identifiziert 25,52 0,00
209 - - nicht identifiziert 25,52 0,00
214 - - nicht identifiziert 19,27 3,13
238 - - nicht identifiziert 14,06 1,04
135 B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 28,65 0,00
244 B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 37,50 0,00
251 B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 36,46 0,00
259 B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 36,46 0,00
263 B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 32,81 0,00
270 B19 HP0192 |Fumarat-Reduktase (Flavoprotein ) 16,67 0,00
276 - - nicht identifiziert 28,13 2,08
294 - - nicht identifiziert 11,46 0,00
297 - - nicht identifiziert 26,04 1,04
298 - - nicht identifiziert 25,52 1,04
327 Ad24 HP0599 |Hamolysin-Sekretions-Protein 26,56 2,08
339 - - nicht identifiziert 13,54 1,04
341 A107 HP1307 |[50S ribosomales Protein L5 11,46 0,00
437 D322 HP0073 |Urease A 33,33 27,08
591 D321 HP0073 |Urease A 19,27 417
527 D132 HP0410 |Putative Neuraminyl-Lactose-Bindung (hpaA) 11,98 3,13
528 B488 HP0829 |Inosine-5-Monophosphatase-DH 11,46 2,08
552 D132 HP0410 |Putative Neuraminyl-Lactose-Bindung (hpaA) 16,67 7,29
561 D265 HP0400 |Penicillin-Toleranz-Protein 12,50 1,04
562 D202 HP1564 |Protein der Aullenmembran 18,23 417
566 D314 HP1582 |Pyridoxal Phosphatase (biosynth.Protein) 11,46 7,29
567 D318 HP0318 |Hypothetical Protein 12,50 7,29
598 B429 HP1019 |Serin-Protease HtrA 10,42 0,00
608 B437 HPO0875 |Katalase 23,44 1,04
622 B439 HPO0875 |Katalase 48,44 26,04
639 B443 - nicht identifiziert 14,06 0,00
649 - - nicht identifiziert 13,02 0,00
692 B303 HP1350 |Protease 29,69 8,33
694 - - nicht identifiziert 18,75 6,25
700 B320 HP1152 |Teilchen-Protein Ffh 24,48 417
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worden sind. In einer statistischen Analyse wurde ein Vergleich durchgefiihrt, um das
Auftretens oder die Intensitat der Erkennung aus Seren der H. pylori-positiven Gruppe
mit der H. pylori-negativen Gruppe zu vergleichen. Signifikant hoheres Auftreten oder

eine signifikante Intensitat der Erkennung (p < 0,059) sind markiert.

42 proteinarten bestehend aus 32 Antigenen wurden durch positiven Seren mit einer
Signalfrequenz von uber 10 erkannt (Abbildungen 5B und 5C) Die Antigene mit den
hochsten Signalfrequenzen (>20), die durch Seren von H. pylori-positiven Patienten
detektiert worden waren: 50S ribosomales Protein L7/L12 (HP1199, Spot 5 35),
Katalase (HP0875, Spot 2_439), GroEL (HP0010, Spot 1_390), Cag 16 (HP0537, Spot
2_466), Cag 26 (HP0547, Spot 2_126), Urease A (HP0073, Spot 4_322), Urease B
(HPOO72, Spot 1_343), Hamolysin-Sekretions-Protein HylB (HP0599, Spot 1_424),
Teilchen-Protein Ffh (HP1152, Spot 2_320) und H. p.predicted coding region (HP0231,
Spot 4_226). Bis auf Cag 16 und HyIB sind alle diese Antigene auf den Blots in den
Abbildungen 5B und 5C gefarbt (Fenster der Sektoren1_,2 ,4 und 5_).

In Seren von H. pylori-negativen Patienten wurden nur sieben Antigene gefunden, die
eine Signalfrequenz > 10 besal’len. Am deutlichsten zu erkennen mit einer
Signalfrequenz von > 20 waren das 50S ribosomale Protein L7/L12, Urease A, Katalase
und das Hypothetical-Protein HP1098 (Spot 4 262). Die Farbung des 50S ribosomales
Protein L7/L12 (Spot 5 35) und Katalase (Spot 2 _439) ist auch in Abbildung 5A
dargestellt.

Sechs identifizierte Proteine sind nur durch positive Seren erkannt worden: Die
predicted coding region (HP 0231, Spot 4_226), Serin-Protease HtrA, Cag 26 (HP0547,
Spot 2_126), Cag 3 (HP0552, Spot 2_443), ClpB-Protein (HP0264, Spot 1_308) und
Trigger factor HP0795 (Spot A411) (Abbildungen 5B und 5C).

Bei der Isocitrat-Dehydrogenase und dem 50S ribosomalen Protein L7/L12 wurden
jeweils mehrere Proteinunterarten erkannt. Zwei Proteinarten der Isocitrat-
Dehydrogenase, Spot 487 (B497, 2_497) und Spot 489 (B496, 2_496) wurden nur
durch positive Seren erkannt, dagegen der Hauptspot 492 (2_492) durch sowohl

positive als auch negative Seren (nicht dargestellt) (Abbildungen 5B-D). Eine der
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Proteinarten des 50S ribosomalen Proteins L7/L12 (Spot 5 44) wurde ebenfalls nur

durch positive Seren erkannt.

Sechs identifizierte Proteinarten wurden nur durch ein H. pylori-negatives Serum mit
einer Intensitat von 0,5 erkannt, aber in verschiedenen anderen Kombinationen nur

durch H. pylori-positive Seren.

Die folgenden relativ deutlich erkannten Proteine wurden durch die meisten Seren
erkannt: das Cag 26 Protein (Cag A), ein typisches Kennzeichen fur die Untergruppe
von Typ | des Helicobacter-Stammes wurde durch 14/24 positiven Seren erkannt,
H. p. predicted coding region (HP0231, Spot 4_226) und ATP-Synthase A (HP1134,
Spot 1_396) wurden jeweils durch 11/24 positive Seren erkannt, die Serin-Protease
(HP1019, Spot 2_429) wurde durch 9/24 und die Fumarat-Reduktase (HP0192, Spot
2 17) wurde durch 8/24 positive Seren erkannt. Das bis dahin unidentifizierte
Proteinspot 5_53 wurde ebenfalls nur durch ein einziges Serum erkannt (nicht
dargestellt). Verschiedene Kombinationen dieser Proteine waren auf einzelnen Blots zu
erkennen: Fumarat-Reduktase (Spot 2_17), Cag 26 (Spot 2_126), Cag 3 (Spot 2_443),
das 30S ribosomale Protein S5 (HP1302, Spot 6 _82) und H. p. predicted coding region
(HP0231, Spot 4_226) wurden auf den Blots erkannt, die durch Gastritis- und Ulcus-
Serum gefarbt waren (Abbildungen 5B-C), wohingegen die Serin-Protease (Spot 2_17),
30S ribosomales Protein S5 (Spot 6_82), ATP-Synthase A (Spot 1_396), Cag 26 (Spot
2 443) durch Seren von Gastritis- oder Ulcuspatienten auf anderen Gelen erkannt

wurden (nicht dargestellt).

Zusammenfassend kann man sagen, dass Antikorper durch H. pylori-positive Seren im
Vergleich zur Kontroligruppe mehr Proteinarten mit hoherer Intensitat in verschiedenen
Mustern erkannt wurden. Einige wenige identifizierte Antigene zeigten einen sehr hohen

Erkennungsgrad.
Bei 81% der Spots (126 aus 156), die sowohl bei positiven als auch bei negativen

Seren auftraten, lag die Duchschnittsintensitat bei den H. pylori-positiven eindeutig

hoher als bei den H. pylori-negativen.
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Tab. 8: Die nicht mit H. pylori- negativen Seren reagierten Proteinspezies. (KGT : Kleingeltechnik,GGT:

GroRgeltechnik, ORF: Open reading frame, Sektoren A-F in GGT entsprechen 1_5_in der

Datenbank und in den Abbildungen)

Freq. Freq.
KGT |GGT ORF Antigene H. p.-pos. | H. p.-neg.

Seren Seren
8 |D226 |[HP0231 [H. p. predicted coding region 22,92 0
74 |A177 |HP0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 14,58 0
129 |A308 |HP0264 |Clp Protein 14,00 0
135 |B126 |HPO0547 |Cag 26 (CagA) 28,65 0
194 |E44 HP1199 |50S ribosomales Protein L7/ L12 5,73 0
209 [A411 |HPO795 |Trigger-Faktor 19,00 0
341 |A107 |HP1307 |50S ribosomales Protein S5 11,46 0
487 |[B497 |[HP0027 |lIsocitrat-Dehydrogenase 7,29 0
489 [B496 [HP0027 |lIsocitrat-Dehydrogenase 7,29 0
598 |B429 |HP1019 |Serin-Protease (HtrA) 10,42 0
639 [B443 |HB0522 |[Cag 3 14,00 0
244 [B126 |HP0547 |[Cag 26 (CagA) 37,50 0
251 [B126 |HP0547 |[Cag 26 (CagA) 36,46 0
259 [B126 |HP0547 |[Cag 26 (CagA) 36,98 0

5.4.1 Haufig erkannte Antigene in beiden Gruppen

Zunachst wurden Spots identifiziert, die durch die Mehrzahl der H. pylori-positiven bzw.

der negativen Seren erkannt wurden.

Folgende Antigene bzw. Proteinspots waren bei 20 der 24 eindeutig H. pylori-positiven

Seren zu erkennen:

50S ribosomales Protein L7/L12,
Katalase,
GroEL,
Cag A,
Urease A und B,

Protease,

Hamolysin-Sekretions-Protein,
Teilchen-Protein Ffh,

Predicted coding region,
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Spots 207, 276, 297, 298 (nicht identifiziert)

Antigene, die durch 11 der eindeutig H. pylori-negativen Seren erkannt wurden, waren:
50S ribosomales Protein L7/L12,
Urease A,

Katalase,
Hypothetical Protein (HP1098)

5.4.2 Durch Helicobacter pylori-negativen Seren selten erkannte Proteine
Die durch H. pylori-positive Seren haufig erkannten 15 Proteinspots waren nur bei

einem der 12 eindeutig H. pylori-negativen Seren vorhanden. Diese Antigene sind in

Tabelle 10 aufgeflhrt. Davon waren 5 nicht identifizierbar.
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Tab. 9: Durch die gesamten H. pylori-negativen Seren (n=12) nur einmal erkannten Proteinspots mit
Frequenzvergleich zu H. pylori-positiven .(KGT : Kleingeltechnik, GGT: Grof3geltechnik, ORF:
Open reading frame, Sektoren A-F in GGT entsprechen 1_5_in der Datenbank und in den
Abbildungen)

Freq. Freq.
KGT |GGT ORF Antigen H. p.-pos. | H. p.-neg.

Seren Seren
270 [B17 HP0192 | Fumarat-Reduktase (Flavoprotein) 16,67 1,04
102 |A209 [HP1132 |ATP-Synthase B 16,15 1,04
290 |A119 [HP0010 [60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 17,71 1,04
561 [D265 |HP0400 |Penicillin-Toleranz-Protein 12,50 1,04
293 |B17 HP0192 | Fumarat-Reduktase (Flavoprotein) 8,85 1,00
608 |[B437 |HPO875 |Katalase 23,44 1,04
807 |A359 |HPO0109 |DnaK Protein (HSP 70) 11,46 1,04
141 | A464 - - 11,98 1,04
187 |A396 [HP1134 |ATP synthase alpha chain 15,10 1,04
238 |E53 - nicht identifiziert 14,06 1,04
339 |[B3 - nicht identifiziert 13,54 1,04
297 - - nicht identifiziert 26,04 1,04
298 - - nicht identifiziert 25,52 1,04

5.4.3 Antigene mit hoherer Frequenzstarke in Helicobacter pylori-negativen

Seren
Drei Antigene waren bei den H. pylori-negativen Seren frequenzstarker aufgetreten als

bei den positiven. Einen Vergleich dieser Spots und der Frequenzangaben zeigt
Tabelle 10.
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Tab. 10: Spots mit groRerer Frequenz bei H. pylori-negativen gegenuber H. pylori- positiven Seren
(KGT : Kleingeltechnik,GGT: GroRgeltechnik, ORF: Open reading frame, Sektoren A-F in GGT

entsprechen 1_5_in der Datenbank und in den Abbildungen)

Freq. Freq.
KGT GGT ORF Antigene H. p.-pos. | H. p.-neg.
Seren Seren
171 | D262 HP1098 [ Hypothetical-Protein 13,54 23,96
513 |[B66+B138 |HP0027 |[lIsocitrat-Dehydrogenase mit 8,33 11,46
assoziiertem Protein
745 | D327 HP1285 | Conserved hypothetical protein 13,54 19,79

5.5 Qualitativer und quantitativer Vergleich der Immunoblots bei den

Krankheitsgruppen Gastritis, Ulkus und Karzinom

Bei H. pylori-infizierten Patienten wurde entweder Gastritis oder Ulcus diagnosiziert.
Durch Seren von Ulcuspatienten wurden mehr Proteinarten mit hdherer Signalintensitat
erkannt als durch die meisten der Gastritispatienten. Um die Hypothese einer
Korrelation zwischen Antigenerkennung und klinischen Symptomen zu testen, wurde
eine statistische Analyse der Antigenmuster der Seren von 15 verschiedenen Patienten
mit H. pylori-assoziierter Gastritis und von 9 Patienten mit gastralem oder duodenalem
Ulkus durchgefuhrt. Diese Analyse hat 23 Proteinarten von 19 Proteinen mit einem
signifikanten Unterschied (p < 0,05) in Bezug auf die Erkennung oder die
Signalintensitat aufgedeckt. Da nur 3 Patienten an duodenalem Ulkus litten, war keine
weitere statistische Analyse zur Unterscheidung zwischem gastralem und duodenalem

Ulkus maoglich.

Die Identifizierung folgender Proteine (Abbildungen 5B-C) zeigte eine signifikant
unterschiedliche Erkennung durch Seren von Ulkuspatienten im Vergleich zu Seren von
Gastritispatienten (p < 0,05): Conserved hypothetical protein (HP1285, Spot 4 327),
Vorlaufer-Protein Hamolysin Sekretion (HP0175, Spot 4_249), ein hypothetical Protein
(HP0O305, Spot 4_276), (HP1152, Spot 2_320), das 50S
ribosomale Protein L9 (HP0514, Spot 6 68), und das 30S ribosomales Protein S5
(HP1302, Spot 6 82), Elongationsfaktor EF-TU (HP1205, Spot 1 477), Cag 16
(HP1133, Spot 2_466), und die noch nicht identifizierte Proteinart 2_465. Zwei

Proteinarten des metabolischen Enzyms Isocitrat-Dehydrogenase (Spot 2_492 und

ein Teilchen-Protein
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Spot 2 499) und eine des 50S ribosomalen Proteins L7/L12 (HP1199, Spot 5 44),
welche beide als Reihe von Spots auf den Gelen auftraten, wurden ebenfalls ofter
erkannt durch Seren von Ulcuspatienten, wahrend andere Arten dieser Proteine keine
signifikanten Unterschiede bei der Erkennung zeigten. Von den 23 Proteinarten, die
signifikante Unterschiede bei der Antigenerkennung zeigten, wurden 11 signifikant ofter
in Seren von Ulcuspatienten verglichen mit Gastritispatienten erkannt (p < 0,05). Acht
Proteinarten zeigten eine signifikant hohere durchschnittliche Intensitat (p < 0,05), und
sieben erflllten beide Kriterien. Nur wenige Antigene wie das Hydantoin-Utilisations-
protein A (HP0695, Spot 2_377) oder das Putative Neuraminyl-Lactose -Bindungs-
Protein HpaA (HP0410, Spots 4 121 und 4_1329) oder das 26kDa Antigen (HP1563,
Spot 4_341), das als starkes Antigen bei der Helicobacter-Infektion bekannt ist, wurden
weniger oft bzw. weniger intensiv durch Seren von Ulcus- verglichen mit

Gastritispatienten erkannt.

Tabelle 11 zeigt die erkannte Antigenen und ihre Signalfrequenzen bezogen auf die

Krankheitsgruppen Gastritis, Ulkus und Karzinom.

In folgenden Fallen wurden ahnliche Erkennungsmuster zwischen den Seren von sechs
Krebspatienten und Seren von Ulcuspatienten festgestellt (Abbildungen 5C-D). Das
metabolische Enzym Isocitrat-Dehydrogenase (HP0027, Hauptspot 2 492) und
Fumarat-Reduktase (HP0192, Spot 2_17), ein Conserved hypothetical protein (HP1285,
Spot 4 _327), ein Vorlaufer-Protein Hamolysin-Sekretion (HP0175, Spot 4 249) und
Elongationsfaktor EF-TU (HP1205, Spot 1_477) wurden durch mehr als die Halfte der
Seren von Ulkus- und Krebspatienten erkannt (Tabellen 12, 13 und 14). Da nur sechs
Krebspatienten, die keine aktive H. pylori-Infektion zeigten, getestet wurden, ist die
statistische Analyse fur einen Vergleich von Seren dieser Gruppe mit Seren von der
Gastritis- und der Ulcusgruppe nicht sehr aussagekraftig. Einige Unterschiede sind
jedoch offensichtlich. In einigen Fallen war die Intensitat der Antigenerkennung durch
Seren von Krebspatienten starker im Vergleich zu Seren von Ulcuspatienten, wie fur
Isocitrat-Dehydrogenase lcd Spot B499 und ein noch nicht identifiziertes Protein in
Verbindung mit lcd durch Lokalisation in dem Gel (Spot 2_66 und 2_138) in Abbildung
5C und 5D, und zum Beispiel auch das Hypothetical-Protein (HP0305, Spot 4 276).
Zusatzlich fuhrten sowohl die Erkennung des metabolischen Enzyms Cinnamyl-Alkohol-

Dehydrogenase (HP1104, Spot 2 _35) als auch des Hydantoin-Utilisations-Protein A
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(HP0695, Spot 2 377) zu einer weitaus hoheren Signalfrequenz bei Seren von

Krebspatienten im Vergleich zu Ulkus- oder Gastritispatienten. Auch ein konserviertes

Hypothetical-Protein (HP1098, Spot 4 262) und das Protein aus der Aullenmembran

(HP1564, 4 202) wurden bei Krebspatienten mit einer hoheren Signalfrequenz erkannt

(Abbildung 5D).

Aufgrund der geringen Zahl der Patientenseren, die bis dahin getestet werden konnten,

kann nur

eine Tendenz abgeleitet werden,

welche auf Antigene mdgliche

Antigenerkennungsmuster bei unterschiedlichen Krankheitssymptomen hinweist.

Tab. 11: Vergleich der 32 Proteine mit den hdchsten Frequenzen in den einzelnen Krankheitsgruppen
Gastritis, Ulkus, Karzinom (KGT : Kleingeltechnik, GGT: Grof3geltechnik, ORF: Open reading
frame, Sektoren A-F in GGT entsprechen 1_5_ in der Datenbank und in den Abbildungen) [G:

Gastritis, U:Ulkus, Ca: Karzinom, Freq.: Frequenz]

KGT |GGT ORF Antigene G-Freq. | U-Freq. | Ca-Freq.
87 E53 HP1199 |50S ribosomales Protein L7/L12 55,83 69,44 37,50
622 |B439 HP0875 |Katalase 43,33 56,94 52,08
80 A390 HP0010 |60kDHitzeschock-Protein (GroEL) 30,83 48,61 54,16
562 D202 HP1564 |(Protein der Aulienmembran 11,67 29,17 50,00
437 |D322 HP0073 |Urease A 27,50 43,06 47,91
90 A388 HP0010 |60kDHitzeschock-Protein (GroEL) 32,50 44,44 45,83
77 A194 HP0010 |60kDHitzeschock-Protein (GroEL) 28,33 37,50 45,83
513 B66+B138 [HP0027 |lIsocitrat-Dehydrogenase mit assoz.Protein 8,33 8,33 45,83
692 |B303 HP1350 |Protease 20,83 44,44 20,83
700 |B320 HP1152 |Teilchen-Protein Ffh 12,50 44,44 18,75
567 |D318 HP0318 |Hypothetical-Protein 11,67 13,89 41,66
78 D276 HP0305 |Hypothetical-Protein 12,50 31,94 41,66
215  [A192 HP0010 |60kDHitzeschock-Protein (GroEL) 18,33 38,89 29,16
259 |B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 38,33 34,72 6,25
301 A323 HP0072 |Urease B 17,50 34,72 8,33
92 A343 HP0072 |Urease B 23,33 36,11 33,33
273 |A325 HP0072 |Urease B 18,33 33,33 25,00
276 |- - nicht identifiziert 25,00 33,33 20,83
552 |D132 HP0410 |Putative Neuraminyl-Lactose-Bindung (hpaA) 17,50 15,28 33,33
109 [A477 HP1205 |Elongationsfaktor (EF-TU) 9,17 31,94 22,91
140 (E27 HP1199 |50S ribosomales Protein L5/L12 27,50 27,78 4,16
327 |A424 HP0599 |Vorlaufer-Protein Hamolysin-Sekretion 25,83 27,78 27,08
694 |- - nicht identifiziert 13,33 27,78 18,75
820 B492 HP0027 |lsocitrat-Dehydrogenase 7,50 4,12 29,16
290 [A119 HPO0010 |60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 18,33 16,67 25,00
745 D327 HP1285 |Conversed hypothetical protein 15,00 11,11 20,83
704 |B465 HP1133 |ATP-Synthase G 5,83 20,83 8,33
147 |A461 HP1293 |DNA-abhangige RNA Polymerase A 20,00 11,11 18,75
171 D262 HP1098 |Hypothetical-Protein 19,17 417 18,75
187 [A396 - - 15,00 15,28 18,75
699 D249 HP0175 |Vorlaufer-Protein Hamolysin-Sekretion 417 18,06 8,33
803 |D341 HP1563 |26kDa Antigen 5,83 8,33 6,25
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Tabelle 12

Antigenerkennung statistisch signifikanter (p < 0,05) Proteinspots in den Seren der

verzeichnet die

arithmetischen

einzelnen Krankheitsgruppen.

Mittelwerte

der

Intensitat

Tab. 12: Relative Haufigkeiten, Frequenzen und arithmetische Mittelwerte der Intensitaten statistisch

signifikanter Proteinspots bezogen auf die Krankheitsgruppen
(KGT : Kleingeltechnik,GGT: GroRgeltechnik, ORF: Open reading frame, Sektoren A-F in GGT
entsprechen 1_5_in der Datenbank und in den Abbildungen) [G: Gastritis, U:Ulkus, Ca:

Karzinom, Freq.: Frequenz aMW: arithmetischer Mittelwert der Intensitat]

der

. Haufigkeit (% Frequenz aMw
KGT GGT ORF | Antigene G gU é) G qU C G U C
459 |B511 HP0294 | Aliphatische Amidase 12 |22 |50 (4,2|2,8(15]0,2(0,1]|0,6
270 |B19 HPO0192 | Fumarat-Reduktase 20 |55 [50 (13 |24 (23 10,5(0,9]|0,9
125 |B2 HP0779 | Akoniat-Hydratase 2 13 |33 |67 (7,5]|56(2310,3(0,2]|0,9
487 | B497 HPO0027 | Isocitrat-Dehydrogenase 20 |55 |50 |7,5|7,0(27 |0,3]0,3]1,1
489 | B496 HP0027 | Isocitrat-Dehydrogenase 20 |55 |50 |7,6(6,9|27 |0,3]0,3]1,1
513 |B66+B138 | HPoo27 | Socitrat-Dehydrogenase mit 26 |66 |83 |83]8,346 [0,3/03]1.8
assoziiertem Protein
812 |B499 HP0027 | Isocitrat-Dehydrogenase 20 |55 |67 [75(6,9|13 |0,3]|0,3]1,8
820 |B499 HPO0027 | Isocitrat-Dehydrogenase 20 |77 |67 [75(4,1]29 |0,3]/0,3]|1,2
120 | A29 HP1293 [ DNA-abhangige RNA-Polymerase A |0,0 |0,0 (33 [(0,0(1,4|{19 |0,0|0,1]0,1
70 |E44 HP1199 | 50S ribosomales Protein L7/L12 40 (77 10,0 |20 (46 (0,0(0,8(1,8]0,0
194 |E35 HP1199 [ 50S ribosomales Protein L7/L12 33 |66 (16 [4,2]8,3]|2,1]/0,2|0,3]0,1
74 | A177 HPO0010 [ 60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 20 (44 [50 (9,2|24 (21 |0,4(0,9]|0,8
215 |[A192 HPO0010 [ 60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 53 |88 (83 (18 |39 |29 |0,7|16]1,8
290 | A119 HPO0010 [ 60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 46 |66 |83 (18 |17 |25 (0,7]0,7(1,0
700 |B320 HP1152 | Teilchen-Protein Ffh 33 |77 [50 (13 |44 (19 |0,5(1,8]|0,8
186 |C84 HPO0794 | ATP-abhangige Protease 0,0 |11 (33 [(0,0(1,4|4,2]|0,0{0,1]0,2
499 (D121 HPO0410 | Putative Neuraminyl-Lactose-Bindung |6,0 | 0,0 (33 (0,8|0,0|6,3]|0,1]0,0]0,3
704 |B465 HP1133 [ ATP-Synthase G 40 (88 |17 |58]2118,3(|0,2|0,8(0,3
523 |B35 HP1104 | Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase 6,0 |22 [67 |5,0]28(40 |0,2(0,1|1,6
699 | D249 HPO0175 | Hypothetical-Sekretions-Protein 13 |66 |50 (4,2|18 (8,3]10,2(0,7]|0,3
501 - - nicht identifiziert 6,0 (0,0 (33 (0,8]|0,0({21|0,1(0,0]|0,8
668 - - nicht identifiziert 6,0 (22 [50 (0,8]|2,8(8,3/0,1(0,1]|0,3
78 - - nicht identifiziert 46 (88 |50 |13 |32 |42 |0,1|1,3|1,7

Die Signalfrequenz spiegelt sowohl die Haufigkeit als auch die Intensitat von Spots in

Kombination wider und kann zum Vergleich der Seren von H. pylori-positiven und —

negativen

Patienten

herangezogen  werden.

Unter

Berucksichtigung

der

Signifikanzberechnung zeigt die Auswertung (Tabelle 11 und Tabelle 12) folgende

Ergebnisse:
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1. Signifikant haufiger bei Ulkus- gegenuber Gastritisgruppen sind die
Proteinspots Fumarat Reduktase (HP0192), Akoniat-Hydratase 2 (HPQ0779),
Proteinspots der Isocitrat-Dehydrogenase-Seriengruppe, 50S ribosomales
Protein L7/L12 (HP1199), ATP-Synthase G (HP1133) und Hypothetical-
Sekretions-Protein (HP0175).

2. Der arithmetische Mittelwert der Intensitat des 50S ribosomales Protein
L7/L12 (HP1199, KGT Spot 70), GroEL (HP0010), Teilchen-Protein Ffh
(HP1152), ATP-Synthase G (HP1133, KGT Spot 704) und Hypothetical-
Sekretions-Protein (HP0175) ist grof3er bei Ulkus- als bei Gastritis-Seren.

3. Der arithmetische Mittelwert der Intensitat bei GroEL-KGT Spot 74 und
Teilchen-Protein Ffh, ATP-Synthase G und Hypothetical-Sekretions-Protein ist
groler bei Ulkusseren als bei Seren von Karzinomen.

4. DNA-abhangige RNA-Polymerasen wurden durch Gastritis- und Ulkusseren
nicht erkannt. Die ATP-abhangige Protease fehlte bei Seren der
Gastritisgruppe.

5. Die Putative Neuraminyl-Lactose-Bindung, die DNA-abhangige RNA-
Polymerase und der nicht identifizierbare KGT Spot 501 wurde durch Seren
der Ulkusgruppe nicht erkannt.

6. Die Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase hatte bei Karzinomseren einen hoheren

arithmetischen Mittelwert der Intensitat gegentber Ulkus- und Gastritisseren.

5.5.1 Antigene mit groBerer Frequenzstarke in Karzinomseren

Tabelle 13 zeigt H. pylori-Antigene, die bei Karzinomseren mit groRerer Frequenzstarke
auftraten als bei Gastritis- und Ulkusseren. 21 der Antigene wurden nur durch Seren der

Karzinompatienten erkannt, wenn auch von niedriger Frequenz.

Die Ubrigen 30 erkannten Antigene traten bei Gastritis- und/oder Ulkusseren ebenfalls
auf, jedoch mit niedrigerer Frequenz als bei der Karzinomgruppe. Weiterhin wurde
festgestellt, dass mehrere Spots eines identischen Proteins (wie Isocitrat-
Dehydrogenase u.a.) mit unterschiedlicher Frequenz auftraten: So gehoéren alle Spots
467, 533, 820, 821 der Isocitrat-Dehydrogenase-Gruppe an, wiesen aber

unterschiedliche Profile auf.
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Tab. 13: H. pylori-Antigene mit groRerer Frequenzstarke bei Karzinom-Seren mit Vergleich zu den

Gastritis- und Ulkusgruppen
(KGT : Kleingeltechnik,GGT: GroRRgeltechnik, ORF: Open reading frame, Sektoren A-F in GGT

entsprechen 1_5_in der Datenbank und in den Abbildungen) [ Ca: Karzinom, G: Gastritis, U:

Ulcus, Freq.: Frequenz].

KGT GGT ORF Antigene Ca-Freq. | G-Freq. | U-Freq.
94 A327 - nicht identifiziert 2,08 0 0
97 D132 HP0410 Putative Neuraminyl-Lactose-Bindung 16,66 1,67 1,39
101 - - nicht identifiziert 16,66 0 0
114 - - nicht identifiziert 16,66 0 0
118 - - nicht identifiziert 16,66 0 0
120 A29 HP1293 DNA-abhangige RNA-Polymerase A 18,75 0 1,39
123 E29 ? Thioredoxin 2,08 0 0
125 B2 HPO779 Akonitat-Hydratase 2 22,91 7,50 5,56
138 B2 HPO0779 Akonitat-Hydratase 2 18,75 7,50 5,56
142 A461 HP1293 DNA-abhangige RNA-Polymerase A 16,66 0 0
156 - - nich identifiziert 16,66 0 5,56
164 A177 HP0010 60kD Hitzeschock-Protein (GroEL) 18,75 4,17 5,56
169 - - nicht identifiziert 12,50 5 12,05
178 A271 HP1195 Elongation-Faktor G (EF-G) 4,16 0 0
190 - - nicht identifiziert 2,08 0 0
191 - - nicht identifiziert 8,33 0 0
218 A277 ? Akonitat-Hydratase 2 16,66 0,83 0
222 - - nicht identifiziert 4,16 0 0
232 - - nicht identifiziert 2,08 0 0
304 c197 ? Superoxid-Dismutase 4,16 0 0
309 - - nicht identifiziert 2,08 0 0
320 B2 HPO779 Akonitat-Hydratase 2 16,66 0 0
348 - - nicht identifiziert 10,41 1,67 417
350 - - nicht identifiziert 27,08 10 5,56
352 B2 HPO779 Akonitat-Hydratase 2 16,66 0 0
357 - - nicht identifiziert 2,08 0 0
368 B2 HPO779 Akonitat-Hydratase 2 16,66 0,83 0
382 B377 HPO0695 Hydantoin-Utilisations-Protein A 29,16 13,33 0
385 B377 HP0695 Hydantoin-Utilisations-Protein A 12,50 2,50 0
411 - - nicht identifiziert 10,41 2,50 0
430 B377 HP0695 Hydantoin-Utilisations-Protein A 2,08 0 0
467 B492 HP0027 Isocitrat-Dehydrogenase 20,83 5,83 4,17
471 - - nicht identifiziert 4,16 0 0
487 B497 HP0027 Isocitrat-Dehydrogenase 27,08 7,50 6,96
489 B496 HPO0027 Isocitrat-Dehydrogenase 27,08 7,56 6,94
496 - - nicht identifiziert 14,58 5,00 2,78
500 - - nicht identifiziert 4,16 0 0
501 - - nicht identifiziert 20,83 0,83 0
513 B66+B138 2 ::?%cizli'ﬁt-Dehydrogenase mit asoziiertem 4583 8.33 833
533 B210 HP0027 Isocitrat-Dehydrogenase 16,66 0 0
544 F40 ? Hypothetical hit-like Protein 2,08 0 0
552 D132 HP0410 Putative Neuraminyl-Lactose (hpaA) 33,33 17,50 15,28
562 D202 HP1164 Protein der Aulenmembran 50,00 11,67 29,17
566 D314 HP1582 Pyridoxal-Phosphat-Protein 41,66 10,00 13,89
567 D262 HPO0318 Hypothetical-Sekretions-Protein 41,66 10,00 13,89
585 D313 HP1562 Irpn(lll) ABC .Transporter (Perpl, Iron- 12,50 083 0

Bindung-Protein)
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602 D313 HP1562 Irpn(lll) ABC 'Transporter (Perpl. Iron- 20,83 417 417
Bindung-Protein)

670 D200 ? Carbonic-Anhydrase 16,66 0,83 0

711 F68 HP0514 508 ribosomales Protein L9 16,66 0,83 1,39

820 B492 HPO0027 Isocitrat-Dehydrogenase 29,16 7,50 9,72

821 B499 HP0027 Isocitrat-Dehydrogenase 20,83 7,50 4,12

5.5.2 Statistisch auffalligste Antigene beziglich der Frequenzstarke

Es wurden 8 Spots detektiert und identifiziert, die sich aus der Isocitrat-Dehydrogenase
herleiten. Bei der Analyse dieser Spots waren die Blothummern KGT 487 und KGT
489[entsprechend 2 497 und 2 496 in der Datenbank] in jeder Hinsicht auffallig
(Tabelle 14). Sie waren nur bei H. pylori-Positiven vertreten, in der Karzinomgruppe
besonders frequenzstark, dagegen in der Ulkus- und der Gastritisgruppe nur schwach

zu erkennen.

Tab. 14: Statistisch signifikanteste Spots mit Frequenzangaben in verschiedenen Krankheitsgruppen
(KGT : Kleingeltechnik,GGT: GroRRgeltechnik, ORF: Open reading frame, Sektoren A-F in GGT
entsprechen 1_5_in der Datenbank und in den Abbildungen) [ Freq.: Frequenz, H. p.: H. pylori,

pos.: positiv, neg.: negativ, G: Gastritis, U: Ulkus, Ca: Karzinom].

Freq Freq G- U- Ca-

KGT | GGT | ORF Antigene H. p.-pos. | H. p.-neg. Fre Fre Fre

Seren Seren g g g

487 | B497 | HPOO27 | ISocitrat- 7.29 0 750 | 694 | 27,08
Dehydrogenase

489 |B496 |HP0027 | ISocitrat- 7.29 0 750 | 6,94 | 27,08
Dehydrogenase

5.6 Untersuchungen von Serumpools

Aus mehreren gleichen Gruppenseren wurden 10 Pools zusammengestellt und
geblottet. Hierzu wurden erstens drei Serumpools jeweils aus bis zu funf Seren von H.
pylori-positiven, H. pylori-negativen und eradizierten Seren gemischt und geblottet.
Zweitens wurden sechs nicht ahnliche Mischseren hergestellt, ebenfalls geblotet und

auf neue Antigene Uberprift. Zweck dieses Tests war, einen Vergleich zwischen Seren
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ahnlicher Herkunft sowie die Aussagekraft von Blots aus Pool- gegenlber Einzelseeren

zu Uberprufen.

Einige Proteine wurden selten, aber mit starker Intensitat durch Pools und die
Einzelseren erkannt. Der nicht identifizierbare Spot 142 war zweimal in den Pools und
einmal in der Karzinomgruppe vertreten. Der noch nicht identifizierte Spot 156 war in
den Pools zweimal, durch Ulkus- und Karzinomseren je einmal erkennbar. Der ebenfalls
nicht identifizierte Spot 173 fand sich zweimal bei Gastritis und einmal bei Ulkus. Der
Elongationsfaktor (EF-Tu) und das Succinyl-CoA: 3-ketoacid-Coenzym A (Transferase

A) waren bei Gastritis, Ulkus und Karzinom zu erkennen.

Tabelle 15 zeigt mit Poolbezeichnung und Blothummern die Herkunfteigenschaften der

Pools, die Anzahlen der gebloteten Seren (n) und die Anzahlen der erkannten Spots

(n).

Tab. 15: Die geblotteten Pools und ihre Eigenschaften

Poolbezeichnung Anzahl Anzahl
Herkunftsgruppe | der Seren | der Spots
(Blots)

(n) (n)
8 Pool 0 Mischserum 2 43
9 Pool 1 Mischserum 4 19
10 Pool 2 H. pylori-negativ 5 18
11 Pool 3 H. pylori-positiv 3 148
12 Pool 4 H. pylori eradiziert 2 38
22 Pool 4A Mischserum 4 128
23 Pool 5 Mischserum 3 109
25 Pool 6 H. pylori-eradiziert 9 125
26 Pool 7 Mischserum 5 65
27 Pool 8 Mischserum 3 69

Die durch Serumpools erkannten Proteinspots waren zu 72% auch bei den Blots der
Einzelseren existent. Es konnten auch einige neue Spots detektiert, aber nicht
identifiziert werden. Sowohl bei den Mischseren als auch bei Helicobacter-eradizierten
Seren waren 75% der Proteinspots auferst frequenzstark. Dagegen zeigten in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen H. pylori-negativer Einzelseren die auf mehreren
Blots durch H. pylori-negative Poolseren erkannten Proteinspots nur schwache

Frequenzintensitaten.
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6 DISKUSSION

Die Bedeutung des Helicobacter pylori als wichtiger humanpathogener Erreger wird
unumstritten anerkannt. In einer Vielzahl von Arbeiten wurde die enge Korrelation
zwischen einer H. pylori-Besiedlung der Magenschleimhaut und der Entwicklung von
chronischen Gastritiden, gastralen und duodenalen Ulzerationen, MALT (Mucosa-
associated lymphoid tissue) sowie der moglichen Entstehung eines Magenkarzinoms
beschrieben (ELDRIGE et al., 1984; FORMAN et al., 1991; GOODWIN et al., 1986;
MARSHALL, 1986; NOMURA et al., 1991; PARSONNET et al., 1991).

In dieser Arbeit wurden bei Patienten mit den jeweils diagnostizierten gastrointestinalen
Erkrankungen  mittels Immunoblot (Westernblot)-Analysen die spezifischen
Immunantworten gegen H. pylori untersucht. Hierbei konnte im Serum von Patienten mit
H. pylori-Infektion durch Identifikation und Charakterisierung von Proteinen
unterschiedlich starke Immunantworten gegen Antigene unterschiedlicher Intensitaten

nachgewiesen werden.

6.1 Bedeutung der Serodiagnostik

Die serologische Diagnostik ist grundsatzlich eine Moglichkeit zur Entdeckung einer
Helicobacter pylori-Infektion. Andere Optionen sind die Biopsieentnahme fur die
histologische Untersuchung, der Urease-Schnelltest, der 13-C-Atemtest und die
Speicheldiagnostik (CHRISTIE et al., 1996). Die serologische Diagnostik soll die
Anforderungen einer Screeningmethode erfillen (BLECKER et al., 1995), um bei haufig
symptomlosen Infektionen mit Helicobacter pylori eine karzinompraventive
Eradikationstherapie durchzufuhren (FORMAN, 1992; MALFERTHEINER et al., 1997).
Auch als Kontrolluntersuchung nach einer Eradikationstherapie ist die serologische
Diagnostik einsetzbar (CUTLER et al., 1996; SAFE et al., 1993). Die Zweidimensionale
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Gelelektrophorese-Immunoblot-Analyse erlaubte uns, in dieser Studie neue

immunogene Antigene zu erkennen.

Die Helicobacter pylori-Infektion 16st nicht nur eine lokale sondern in aller Regel auch
eine humorale Immunantwort aus. Daher ist die Entwicklung serologischer

Nachweisverfahren auf H. pylori-Infektionen von mafRRgebender Bedeutung.

6.2 Bedeutung der zweidimensionalen Gelelektrophorese

Als die Methode mit dem hochsten Aufldsungsvermdgen der komplexer
Proteingemische wurde in dieser Studie die Zweidimensionale Gelelektrophorese zur

Auftrennung der Helicobacter pylori-Proteine angewendet.

Die zweidimensionale-Elektrophorese ist derzeit die einzige Technik, die eine Trennung
von etwa 10 000 Proteinkomponenten ermdglicht. Bei der Nutzung dieser Methode sind
allerdingst Vor- und Nachteile in Betracht zu ziehen. Die Zweidimensionale-
Gelelektrophorese stellt die Kombination zweier komplementarer, hocheffizienter
Trennprinzipien (IEF und SDS-PAGE) dar. Von Vorteil sind die parallele und schnelle

Durchfuhrbarkeit und die universelle Anwendungsmaoglichkeit.

Der Nachteil beziehungsweise die Einschrankung dieser Methode besteht darin, dass
besonders schwer I|0sliche Proteine nicht detektiert werden. So erhalt man keine
Information Uber Proteine mit einem isoelektrischen Punkt in extremen pH-Bereichen (<
pH 2 und > pH 9). Ebenso verhalt es sich mit Proteinen mit einem Molekulargewicht
von weniger als 5 000 Da (LOHAUS et al., 1998).

Wahrend die lokale Immunreaktion durch eine ausgepragte leukozytare Durchsetzung
des foveolarenen Epithels gekenntzeichnet ist, werden bei der humoralen
Immunreaktion vor allem IgG- und IgA-Antikorper gegen die bakteriellen Antigene
gebildet (NEWELL und STACEY, 1989). Als eine sehr genaue Antikorper-

Nachweismethode gilt das Immunoblot (Westernblot) -Verfahren.
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Von den 1800 Proteinspots, die durch Silberfarbung detektiert wurden, reagierten 379
Spots mit den getesteten Patientenseren. Unter den Proteinen, die sehr haufig durch
H. pylori-positive Seren erkannt wurden, sind 9 in dieser Studie identifiziert und 23
bereits durch vorangegangene eigene Studien und durch andere 2-DE-Analysen
bestatigt (JUNGBLUT und BUMANN et al., 2000; McATEE und LIM et al., 1998).

Einschrankungen der Detektierbarkeit bestanden hauptsachlich in der Grenze der
allgemeinen und technischen Annaherung in bezug auf genetische Variationen, Affinitat
von Antikérpern, Ubereinstimmung der Epiptopen oder membrangebundenen
Antigenen und auf genaue Identifizierung von verschiedene Seren erprobte erkannte

Antigene.

6.3 Helicobacter pylori-spezifische Antigene

Um in Frage kommende H. pylori-Antigene fur Diagnose und Therapie zu
charakterisieren, haben wir systematisch die Differenzen in den Helicobacter-2DE-
Antigenerkennungsprofilen des Stammes 26695 durch Verwendung von Patientenseren
mit unterschiedlichen Magenerkrankungen analysiert. Von 1800 durch Silberfarbung
detektierten Proteinspots dieses Stammes reagierten 310 Spots mit H. pylori-positiven
Seren. 42 Proteinspezies einschliellich 32 Proteinen konnten als Antigene mit einer
Signalfrequenz >10 identifiziert werden. Von diesen 32 Proteinen, die am haufigsten
durch H. pylori-positive Seren erkannt wurden, wurden 9 als neuvorkommend
identifiziert, 23 wurden durch andere Studien und 2-DE-Analysen bestatigt (JUNGBLUT
et al. 2000; McATEE et al.1998; KIMMEL et al. 2000).

Da H. pylori-Stamme einen hohen Grad an Variabilitat zeigen, muss jeder Ansatz,
Antigene fur Diagnose und Vakzination zu definieren, sich mit diesem Problem
befassen. Durch 2-DE-Immunoblot-Analyse werden in dieser Studie neue immunogene
Antigene erkennbar. Ein weiterer Vorteil der 2-DE-Elektrophorese ist die Bewertung
aller Proteinspezies nach ihrer Pathogenitat und die klare Trennung von Proteinen mit
hohem pl (Isoelektrischer Punkt). So wurden mehrere Antigene im basischem Bereich
der Gele detektiert, wie zum Beispiel das hypothetische Protein HP0305 (pl=9,45), das
Protein der Aullenmembran HP1564 (pl=8,83), Cag 16 (HP0537) (pl=9,7) oder die
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Protease HP1350 (pl=9,45) durch mehr als die Halfte der H. pylori-positiven

Patientenseren erkannt.

Etliche, sehr reichlich versehene Proteine des Helicobacter-Proteoms wurden durch
H. pylori-negative Seren erkannt. Fir einige dieser Antigene sind korrespondierende
Proteine schon von anderen Analysen bakterieller Proteome her bekannt (O'CONNOR
et al. 1997; TONELLA et al. 1998). Sie konnen folglich als kreuzreaktive Antigene
anderer bakterieller Infektionen angesehen werden: 50S ribosomales Protein L7/L12,
Katalase und GroEL als Beispiele. Interessanterweise wurde eine Proteinspezies des
50S ribosomalen Proteins L7/L12 (Spot 5 44) nur durch positive Seren erkannt und
stellt méglicherweise eine Veranderung nach der Ubersetzungsphase des Proteins dar
(wie in der Nucleotid-Sequenz in der m-RNS, in Form einer Aminosauren-Sequenz bei
der Proteinsynthese), wie flr ein anderes ribosomales Protein S1 aus Salmonellen-
Stammen beschrieben wurde (ADAMS et al. 1999). Im Ubrigen wurden die Ureasen A
und B auch durch Antikorper von H. pylori-negativen Patienten erkannt, korrellierend mit
der Beobachtung von geringer Spezifitat beim Helicobacter-Nachweis in diagnostischen
Analysen, die rekombinante Urease enthalten (WIDMER et al. 1999). Gegenwartig ist
das Hauptproblem sowohl kommerzieller als auch wissenschaftlicher Analysen
hinsichtlich des Nachweises von H. pylori die verhaltnismalig geringe Korrelation mit
der Krankheit und die geringe Spezifitat (JOHANSEN et al., 1995; WIDMER et al.,
1999; NISHIZONO et al., 1998).

Wir haben sieben Proteine identifiziert, die durch Seren von Patienten mit aktiver
H. pylori-Infektion detektiert wurden: Trigger-Faktor HP0795, Clp Protein HP0264, Cag
26 (HPO0547), die vorher erwahnte H. p. predicted coding region HP0231, das 30S
ribosomale Protein S5 (HP1302), die Serin-Protease HtrA (HP1019) und Cag 3
(HP0522), wobei die letzten vier neue spezifisch erkannte Antigene zu sein scheinen.
Diese Antigene wurden durch Seren von H. pylori-positiven Patienten in Kombination
mit mindestens drei Antigenen folgender Proteine erkannt: Fumarat-Reduktase
(HP0192), welches kurzlich identifiziert wurde, und ATP-Synthase A (HP1134) oder
DnaK-Protein HSP 70 (HP0109), die auch in fruheren Studien detektiert wurden
(KIMMEL et al., 2000; McATEE et al., 1998). Alle genannten Proteine sind unter den
150 reichhaltigsten Proteinspezies von H. pylori vorhanden (JUNGBLUT et al., 2000)

und mogen deshalb als sehr immunogene Faktoren bei der Entwicklung einer
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diagnostischen Analyse darstellen, da sie wahrscheinlich mit einer Vielzahl von
H. pylori-Stammen reagieren konnen. Sie werden zur Zeit durch Verwendung einer

groReren Anzahl von Patienten und zahlreicher Stamme getestet.

Offenbar liegen bei H. pylori-positiven Patienten hdhere Antikérpertiter vor als bei
H. pylori-negativen. Diese Tatsache reflektiert eine statistisch hohere Erscheinung und
Intensitat mancher dominanten Proteinspots bei der Helicobacter-positiven Gruppe.

Es zeigte sich, dass mehrere, sehr reichhaltige Proteine von Helicobacter-Proteomen
durch H. pylori-negative Seren erkannt wurden. Manche dieser Proteine entsprechen
den Proteinen anderer bakterieller Proteom-Analysen (O’'CONNOR und FARRIS et al.,
1997; TONELLA und WALSH et al., 1998). Mogliche kreuzreaktive Antigene anderer
bakterieller Infektionen sind: 50s ribosomales Protein L77L12, Katalase und GroEL. Des
weiteren wurden Urease A und B durch Antikorper von H. pylori-negativen Patienten
erkannt und korrellierten mit solchen von niedriger Spezifizat der Helicobacter-Detektion
in diagnostischen Assays, die Urease-Rekombinante enthielten. Es wurden sechs
Proteine identifiziert, die nur durch Seren von Patienten mit aktiver H. pylori-Infektion
erkannt wurden: Trigger-Faktor (HP0795), Stress-Protein ClpB (HP0364), Cag 26
(HPO547), predicted coding region (HP0231), Serin-Protease HtrA (HP1019) und Cag 3
(HP0522). Die letzten drei genannten Proteine scheinen neue spezifische Antigene fur

H. pylori zu sein.

Im Gegensatz zu anderen Studien konnten in dieser Arbeit die Antigene des Cag 26
ermittelt werden. Sie wurden in 11 der 24 positiven Patienten erkannt (McATEE et al.,
1998; KIMMEL et al., 2000).

Die Serin-Protease (HP1019), das 50S ribosomales Protein (HP1307) und die nicht
identifizierbaren Spots 129, 145, 207, 209, 294, 639 und 649 waren fur Helicobacter
spezifisch. Aullerdem waren das Cag A, die ATPase B, die Fumarat-Reduktase, das
Penicillin-Toleranz-Protein und einige nicht identifizierte Spotproteine bei den H. pylori-
negativen Seren jeweils nur einmal vorhanden. Dennoch waren viele weitverbreitete
Proteine bei den Helicobacter-Patienten immunogen. Um genauere Aussagen zur
Helicobacter-Spezifizat einiger Antigene oder Proteinspots zu machen, bedarf es

grolierer Gruppen von Patientenseren.
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6.4 Helicobacter pylori-Antigene und Bezug zur Krankheit

Winschenswert ware das Auffinden serologischer Marker, um die verschiedenen
Auspragungen gastrischer Erkrankungen indizieren zu konnen. Bisher ist es nicht
gelungen, solche eindeutigen Marker zu bestimmen, sei es wegen der begrenzten
Auflésung der ein-dimensionalen Proteinanalyse (NILSSON et al., 1997; FAULDE et al.,
1992; FAULDE et al., 1993; KLAMAAS et al., 1996 und wiederholt in ZEVERING et al.,
1999 ) oder aufgrund begrenzter Anzahlen von Proben (KIMMEL et al., 2000).

In unserer Studie wurde die Mehrzahl der Antigene mit grof3eren Intensitaten durch
Seren von Ulkuspatienten erkannt worden zu sein, verglichen mit Seren von
Gastritispatienten.  Dies  kdonnte auf persistierende  Entzindungen  sowie
Gewebsschaden zurlckzufuhren sein, die zu erhohter Antigenprasentation bei der
Entstehung eines Ulkus fuhrt. Es gibt auch Antigene, die nicht nur aufgrund der
allgemeinen Verstarkung der Antigenerkennung in Ulkus erkannt werden zu sein

scheinen.

Bei den Krankheitsmanifestationen dominierte das Bild der H. pylori-assoziierten
Gastritis, die histopathologisch bei 16, und das der unspezifischen Gastritis bei 10 von
60 Patienten diagnostiziert wurde. 10 weitere Patienten wiesen eine Ulkuskrankheit auf.
Die Krankheitsgruppen gastrale Dysplasie und Metaplasie waren nur mit wenigen

Patienten vertreten.

Im Vergleich zu Gastritis waren sowohl die Anzahl der Proteinerkennung als auch deren

Intensitaten bei Ulkus- und Karzinompatienten deutlich erhoht.

Neben den bereits genannten Antigenen, die auch von H. pylori-negativen Seren dieser
Studie als Hypothetical-Sekretions-Protein HP1098, das Protein der Au3enmembran
HP1564 oder als Pyridoxal-Phosphat-Protein J HP1582 erkannt wurden, bedurfen diese
Antigene der weiteren Erforschung mit Hilfe grof3erer Anzahlen von H. pylori-positiven

und H. pylori-negativen Krebspatienten.

-87-



Galip Karaali Diskussion

Der Stellenwert der Isocitrat-Dehydrogenase ist bei der Bewertung der Ergebnisse
hinsichtlich der statistisch signifikanten Proteine von entscheidender Bedeutung. Die
Spots 513, 812 und 820 der Isocitrat-Dehydrogenase-Gruppe traten bei der Pathologie
signifikant haufiger und intensiver (d.h. frequenzstarker) bei Karzinompatienten auf. Die
Spots 487 und 489 derselben Reihe sind nur bei Positivseren aufgetreten und haben
eine grolere Intensitat, wie die Ubrigen Spots dieser Serie, bei den Karzinomseren.
Isocitrat dient einigen Bakterien und Pflanzen der Umsetzung bei Energiebedarf.

Die geringe Frequenz von Cag A bei Karzinompatienten durfte auf die reduzierten
Antikorpertiter zurlickzuflihren sein, da die zunehmende Ausdehnung einer intestinalen
Metaplasie, die sich in der Ubertrittsphase zu einem fortgeschrittenen Karzinom
befindet, langfristig kein ideales Millieu fur das Wachstum des Helicobacter pylori
gewahrleisten kann. Daflr spricht, dass die in dieser Studie erfal’ten Karzinompatienten

nicht eindeutig Helicobacter-positiv waren.

Das Neutrophil-activating protein (NapA), das in einer Studie (KIMMEL et al., 2000) das

Hauptantigen darstellte, wurde in der Studie nur sehr selten erkannt.

Das 50S ribosomale Protein L5/L12 mit Spots 70 und 194 ist sehr haufig und intensiv
bei Ulkuspatienten erkannt worden, obwohl es sich in der Silberfarbung von
Helicobacter pylori 26695 als sehr kleiner Spot darstellte. Der Hauptspot 87 dieses
Antigens kam jedoch haufig sowohl bei den H. pylori-positiven als auch H. pylori-
negativen Gruppen vor. Diese Tatsache konnte auf die Prasenz spezifischer Stamme

bei Ulkuspatienten hinweisen.

Die zentral intermediaren metabolischen Enzyme wie Isocitrat-Dehydrogenase und
Akonitat-Hydratase hatten grof3ere Frequenzen bei Karzinompatienten als bei Patienten
der anderen Krankheitsgruppen. Das ABC transportierende Iron (lll) kann eine

zunehmende Bedeutung hinsichtlich des Metabolismus der Tumorzelle gewinnen.

Die Superoxid-Dismutase trat, trotz der schwachen Frequenz, nur bei
Karzinompatienten auf. Superoxid-Dismutasen (SOD) sind Enzyme, welche die
Umwandlung zweier Superoxidradikale in Wasserstoffperoxid und molekularen

Sauerstoff katalysieren. Sie sind Teil eines Schutzsystems gegentber endogen
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gebildeten toxischen Sauerstoffmetaboliten (BANNISTER et al., 1987). Superoxid-
Dismutase wird auch von Helicobacter pylori exprimiert (LIOR et al., 1985). Es existiert
unter anderem die Expression einer FeSOD von H. pylori (EVANS et al., 1993). Ob

hierbei eine gleichzeitige Assoziation mit Iron (l11) vorliegt, ist nicht geklart.

Eine signifikante Beziehung zwischen Helicobacter-pylori-Seropositivitat und
Magenkarzinom konnte bisher nicht nachgewiesen werden (SEIFERT, 1996). Eine
Helicobacter-pylori-Infektion kann jedoch Uber eine chronische Gastritis mit
Imunglobulinantwort zu Atrophie, intestinaler Metaplasie und zur Dysplasie als Vorstufe
des Magenkarzinoms (CHO et al., 1994; CLARKSON et al., 1993). Somit besteht eine
Assoziation der Helicobacter-pylori-Infektion zu einem gesteigerten Risiko eines
Magenkarzinoms (ASAKA et al., 1994; FUKUDA et al., 1995; KIKUCHI et al., 1995;
HUANG et al., 1998).

Die Assoziation einer H. pylori-Infektion zur Ulkuserkrankung ist enger als jene
zwischen H. pylori und Karzinom (DIXON, 1993; GORMALLY et al., 1996; TYTGAT,
1994).

6.5 Serien - Spots

Problematisch war die Antigenauswertung einiger Proteine in den Serien-Spots.
Beispielsweise weist die Isositrat-Dehydrogenase mit den Spots 487, 489, 812 und 820
eine nur geringfugig unterschiedliche Signifikanz bezuglich der Frequenz der
Antigenerkennung und des arithmetischen Mittelwerts der Intensitat auf. Die Spots 487
und 489 hatten bei der Karzinomgruppe gleiche Frequenzen. Diese Spots sind auch bei
den Ulkus- und Gastritisgruppen als annahernd gleich intensiv erkannt worden. Die
Verteilung der Spots 820 und 821 dieses Antigens in den einzelnen Gruppen zeigte
ebenfalls geringe Unterschiede. Die unterschiedliche Verteilung von Hauptspots fur das
Enzym Isocitrat-Dehydrogenase kann auf Unterschiede der Sequenzen von Proteinen
zwischen Helicobacter pylori und anderen kreuzreaktiven Bakterien oder Wirtsproteinen
hindeuten. In einer anderen Studie (McATEE et al., 1998) wurden zwei Proteinspots

dieses Antigens mit unterschiedlicher Proteinsequenz erkannt.
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6.6 Analyse der Serumpools

Die groRe Anzahl der Proteinspots und deren Intensitaten bei den Serumpools hangt
wahrscheinlich mit der Resistenz des Helicobacter pylori zusammen. Hier spielen
vermutlich auch unterschiedliche Aspekte der Eradikationstherapie (franzdsische - oder

italienische - Trippeltherapien etc.) eine Rolle.

Die grol’e Anzahl der Proteinspots und deren Intensitaten bei den Helicobacter-
positiven Pools kann auf die Kreuzreaktivitat anderer Keime zuruckgefuhrt werden,
ebenfalls wie die Tatsache, dass bei den Pools noch nicht bekannte Proteinspots

aufgetreten sind.

Einige Autoren suchen unter erkannten Helicobacter-Proteinen mit definierten
Serumpool-Analysen nach moglichen Vakzinekandidaten (McATEE et al., 1998).

Um mdgliche Unterscheidungsmerkmale zwischen den definierten Serumpools zu

analysieren, sollten moglichst viele Pools mit Seren verschiedener Folgeerkrankungen

der H. pylori-Infektion untersucht werden.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit befaldt sich mit Nachweismaoglichkeiten von Helicobacter pylori
und deren Vergleich. Hierfur ist eine genaue Kenntnis der Helicobacter-Proteine
notwendig. Zu diesem Zweck wurde die humorale Immunantwort gegenuber
Helicobacter pylori unter Anwendung der Methodik des zweidimensionalen
Immunoblots analysiert. Zunachst wurden Proteine des autologen Helicobacter pylori-
Stammes Uber zweidimensionale Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
Membranen geblottet und sodann mit Antikorpern aus autologem Plasma sowie
Antikérpern aus dem Uberstand von in vitro kultiviertem autologem Biopsiematerial
detektiert.

Zur Bestimmung einer Helicobacter-Infektion wurden andere invasive und nicht invasive
Tests genutzt. In einer prospektiven Untersuchung wurden uber 200 konsekutive
Patienten mit gastrointestinalen Beschwerden und unbekanntem H. pylori-Status, die
fur eine Gastroskopie vorgesehen waren, routinemaRig untersucht. Bei jeder
Gastroskopie wurden zwei Antrum- und zwei Korpusbiopsien zur Gastritis-Diagnostik

und zur Bestimmung des H. pylori-Status entnommen.
Es wurden Assoziationen zwischen einer Infektion mit Helicobacter pylori und
Erkrankungen wie akute und chronische Gastritis, gastraler und duodenaler Ulkus,

Magenkarzinom und Folgeerkrankungen der Gastritis Uberprift.

Dabei wurden auch die eindeutig Helicobacter pylori-negativen Seren mit den positiven

Seren verglichen.

Trotz ungleichmalliger Verteilung der Patientenzahlen uber die einzelnen

Krankheitsgruppen (Gastritis, Ulkus, Karzinom) wurden bestimmte Proteine nur bei
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einer der Erkrankungen erkannt. Einige Proteinspots kamen deutlich intensiver bei einer

einzigen Krankheitsgruppe vor.

Anzustreben sind Studien mit groleren Patientenzahlen innerhalb der einzelnen
Krankheitsgruppen, um mogliche weitere Assoziationen bestimmter Helicobacter-

Antigene mit Folgeerkrankungen zu analysieren und zu verifizieren.

Ferner wurde das Vorliegen einer Assoziation des zweidimensionalen Immunoblots mit
anderen invasiven und nicht invasiven Nachweisverfahren der H. pylori-Infektion
analysiert. Dabei wurde das Antigenprofil des H. pylori, sowohl qualitativ als auch

quantitativ, berucksichtigt.
Durch die Charakterisierung und Identifizierung einer bedeutenden Anzahl von

Helicobacter-Proteinen erhoht sich die Wahrscheinlichkeit flr ein  zukulnftig

beschleunigtes Screening in Richtung protektiver Vakzine-Kandidaten.
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Anhang

9 ANHANG

Tab. 16: Gesamtibersicht tGber die Patientendaten

(frGh. Hp: vor der Studie H. pylori diagnostiziert, spec: Spezial, era: eradiziert, Histo.: Histologie,

Kultur: H. pylori-Anzucht, Patient: hier statt Namen nur Kirzel) (1gG, IgA: H. pylori spezielle

ELISA-Werte)

Blot Patient Pool |frith. Hp |spec IgG (E-ml) | spec IgA (E-ml)| CLO era Histo | Kultur
2 8 Ka - 570 hoch (+) - - + +
4 44 MPI 7 - - + - - -
6 46 MPI - - - - + - + +
7 47 MPI - - - - + - - -
8 41 MPI 0 - 34 32 + - - +
8 54 MPI 0 ? - - + - + +
9 8 MPI 1 - - - - - - fehlt
9 9 MPI 1 - - - fehlt - fehlt | fehlt
9 13 MPI 1 - - - fehlt - fehlt | fehlt
9 24 MPI 1 - - - - - - fehlt
10 29 MPI 2 - - - - - - -
10 33 MPI 2 - - - - - - -
10 38 MPI 2 - - - - - fehlt -
10 43 MPI 2 - - - - - fehlt -
10 45 MPI 2 - - - - - fehlt -
11 6 Ka-UH 3 ? 150 hoch (+) - - - +
11 10 Ka-A 3 ? 610 + + - - +
11 31 Ka 3 + 110 - + - - +
12 24 Ka/UH 4 - 28 + + - - -
12 88 Ka 4 + 82 100 + - + +
13 40 MPI - - - - - - - -
14 95 Ka 6 - 250 38 + - + +
15 41 MPI - 34 32 + - - +
16 223 Ka - + + 39 - + + +
17 54 MPI 0 ? - - + - + +
18 97 Ka - + - 22 + - + -
19 23 Ka - - 47 61 - - + +
20 122 Ka 7 + - - + - - -
22 6 Ka/UH 9 ? 310 74 + - - +
22 42 Ka/UH 9 - 150 18 + - - +
22 62 Ka/UH 9 - 390 12 + - fehlt -
22 96 Ka 9 + 97 110 + - - -
23 107 Ka 5 + 220 28 + - + -
23 173 Ka 5 - 170 35 + - + +
23 226 Ka 5 - 240 + - - + +
25 1 MPI 6 - - - + - + fehlt
25 3 Ka-A 6 + 29 150 + - + +
25 95 Ka 6 - 250 38 + - + +
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25 17 Ka/ UH 6 ? 12 19 + + -
25 32 MPI 6 + 17 - + - + fehit
25 48 MPI 6 ? 11 - + + + +
25 52 MPI 6 + 13 - + + + -
25 53 MPI 6 + - - - + + -
25 59 MPI 6 + 1" 11 - + - +
26 44 MPI 7 + - - + - - -
26 122 Ka 7 + - - + - - -
26 108 Ka 7 + - - + - + -
26 222 Ka 7 + - - - - fehlt -
26 224 Ka 7 + - 28 - - fehlt -
27 20 Ka 8 + 100 31 - - - +
27 220 Ka 8 + 280 - - - fehlt -
27 221 Ka 8 + 260 - - - fehlt -
28 102 Ka - + 900 12 + - + -
29 3 Ka/UH - - 15 20 + - - +
31 112 Ka - ? 17 170 + - + +
33 61 MPI - + 23 - fehlt - fehlt fehlt
34 70 MPI - + fehlt fehlt + + + +
35 71 MPI - - fehlt fehlt - - - -
36 72 MPI - + fehlt fehlt + + + +
37 184 Ka - ? + - + - - -
38 22 Ka - - 24 - - - + +
39 16 Ka/UH - + 350 180 - - + +
40 143 Ka - - 480 68 - - - +
42 169 Ka - - 24 30 + - + +
43 31 Ka 3 + 110 - + - - +
44 119 Ka - + 81 - + - - -
45 80 Ka - + 17 50 + - - -
46 213 Ka - - - 25 - - - +
47 64 Ka - ? 15 160 + - - +
48 62 MPI - ? - 25 + - - -
49 224 Ka 7 + - 28 - - fehlt -
102 28 MPI - - - - - - fehit
103 31 MPI - - - - - - - -
104 42 MPI - - - - - - - -
106 29 MPI 2 - - - - - - -
107 33 MPI 2 - - - - - - -
109 43 MPI 2 - - - - - fehlt -
110 45 MPI 2 - - - - - fehlt -
111 60 MPI - - - - - - - -
112 68 MPI - - fehlt fehlt - - - -
113 69 MPI - - fehlt fehlt - - fehlt -
114 10 MPI - - - - - - - fehlt
116 38 MPI 2 - - - - - fehlt -
118 76 MPI - - fehlt fehlt + - - -
119 77 MPI - - fehlt fehlt fehlt - - fehlt
120 80 MPI - - fehlt fehlt fehlt - - -
121 219 Ka - - 57 72 + - - -
122 36 MPI - - fehlt fehlt + - - +
123 52 MPI 6 + 13 - + + + -
124 59 MPI 6 + 1 11 - + - +
125 20 Ka 8 + 100 31 - - - +
126 202 Ka - - - 17 + - + +
127 226 Ka - 240 + - - + +
128 192 Ka - - 230 10 + - fehlt +
129 1 MPI 6 - - - + - + fehit
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Tab. 17: Kriterien detektierter Antigene:

1. Spots, die in der Positivgruppe (n=24) tberzufallig haufiger aufgetreten sind, als in der

Negativgruppe

2. Spots, die in der Positivgruppe (n=24) mit gréRerer Durchschnittsintensitat aufgetreten sind,

als in der Negativgruppe

3. Die Verteilung der Seren, die diese Spots erkannt haben, sind in den drei Krankheitsgruppen

(G,U,Ca) unterschiedlich

4. Spots, die mit signifikant unterschiedlichen Durchschnittsintensitaten in den drei

Krankheitsgruppen (G,U,Ca) erkannt wurden
(G: Gastritis, U: Ulcus, Ca: Karzinom, KGT : Kleingeltechnik, GGT: Grof3geltechnik, ORF: Open

reading frame)

KGT GGT ORF Antigen Kriterien
8 D226 HP 0231 |Predicted coding region 1,2
70 E44 HP1199 ([50S ribosomales Protein L7/L12 1,2,3
74 A177 HPO0010 |Hitzeschock-Protein (GroEL) 3
78 D276 - nicht identifiziert 4
80 A390 HP0010 |Hitzeschock-Protein (GroEL) 2
87 E35 HP1199 |50S ribosomales Protein L7/L12 2
90 A388 HP0010 |Hitzeschock-Protein (GroEL) 2

120 [A29 HP1293 |DNA-abhingige RNA Polymerase A 3,4

125 B2 HPO779 |Aconitat- Hydratase 2 3,4
135 |B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 1,2
140 |E27 HP1199 |50S ribosomales Protein L7/L12 2
186 ([C84 HPO0794 |ATP-abhangige Protease 3,4
187 |A396 - nicht identifiziert 1,2
194 E35 HP1199 ([50S ribosomales Protein L7/L12 1, 2,4

207 |A97 - Nicht identifiziert 1,2

215  [A192 HP0010 |Hitzeschock-Protein (GroEL) 4

238 |E53 - nicht identifiziert 1,2

244 (B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 1,2

251 B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 2

259 [B126 HP0547 |Cag 26 (Cag A) 2

270 (B19 HP0192 |Fumarat-Reductase (Flavoprotein) 3

276 - - nicht identifiziert 2

290 [A119 HP0010 |Hitzeschock-Protein (GroEL) 2,3

293 [B17 HP0192 |Fumarat-Reductase (Flavoprotein) 1

294  [(A190 - nicht identifiziert 1,2

297 - - nicht identifiziert 1,2

298 - - nicht identifiziert 2

327 |A424 HP0599 |Vorlaufer-Protein Hadmolysin-Sekretion 2

341 A107 HP1307 |50S ribosomales Protein L5 1,2

459 [B511 HP0294 |Aliphatische-Amidase (aimE) 3,4

487 [B499 HP0027 |lIsocitrat-Dehydrogenase 1,2,3,4

489 B499 HPO0027 [Isocitrat-Dehydrogenase 1,2,3,4

499 |D121 HP0410 |Putative Neuroaminyl-Lactose-Bindung 4

501 - - nicht identifiziert 4

513 |B492 HP0027 |lsocitrat-Dehydrogenase 3,4

523 |B35 HP1104 |Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase 3,4

598 B429 HP1019 [Serin-Protease 1,2

608 (B437 HP0875 |Katalase 2

668 - - nicht identifiziert 3,4
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699 (D249 HP0175 |Hypothetical-Sekretions-Protein 3,4
700 |B320 HP1152 |Teilchen-Protein Ffh 3,4
704 |B465 HP1133 |ATP Syntase Gamma Kette 3,4
812 |B499 HP0027 |lsocitrat-Dehydrogenase 3,4
817 - - nicht identifiziert 3
820 |B499 HP0027 |lsocitrat-Dehydrogenase 3,4
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