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Kurzreferat:

Die Infektion mit dem Bakterium H. pylori ist durch eine meist lebenslange Persistenz des
Erregers im Wirtsorganismus charakterisiert und fihrt in der Magenmukosa ohne
erfolgreiche Eradikation zu einem chronischen Entziindungsprozess. Die Komplikationen,
welche sich aus einer Infektion mit dem Mikroorganismus ergeben, sind vielféltig und deren
Entstehung vom Zusammenspiel bakterieller Virulenz-, genetischer Wirts- und
Umweltfaktoren abhéngig. Das Magenkarzinom stellt dabei die wohl schwerwiegendste
gastrointestinale Erkrankung dar, die mit der Infektion durch H. pylori einhergeht. Das CagA-
Protein qilt als einer der bedeutendsten Virulenzfaktoren des Bakteriums. Der cagA-
Genpolymorphismus und die Variabilitat des CagA-Proteins in Bezug auf die EPIYA-Motive
an dessen C-terminalen Ende beeinflussen das Pathogenitatspotential des Keims und die
Immunantwort und Krankheitsmanifestation im infizierten Patienten. Ziel dieser Arbeit war
es, das cagA-Gen in Bezug auf seine Variabilitat und Pathogenitat durch den Nachweis der
EPIYA-Motive zu charakterisieren und eine Assoziation hinsichtlich des CagA-Proteins zum
histopathologischen Befund der Magenschleimhaut des Patienten und zu anderen
Virulenzfaktoren zu untersuchen. Bei 99 Patienten gelang die mikrobiologische Anzucht des
H. pylori aus Zellkulturen und die Bestimmung der Anti-H. pylori-IgG und Anti-CagA-IgG im
Serum. Das cagA und der EPIYA-Status wurden bei 93 Patienten nachgewiesen. Das
Patientenkollektiv enthielt ausschlieBBlich das Western CagA-Protein. Unsere Analysen
zeigten enorme Variationen der EPIYA-Motive, enthillten eine hohe genetische Variabilitat
des Bakteriums und zeigten eine hohe Pravalenz an Mischinfektionen. Eine Assoziation
zwischen dem EPIYA-Status zum histopathologischen Befund und dem Anti-CagA-lgG-
Status wurde nicht festgestellt. Wir konnten einen Zusammenhang in Bezug auf das
Pathogenitatspotential zwischen dem cagA- und vacA-Genpolymorphismus identifizieren,
sowie eine Abhéngigkeit der Produktion CagA-spezifischer Antikbrper vom vacA-

Polymorphismus.
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Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 [ N 0] o 1o o 1
11 H. pylori: Historie, Epidemiologie und TranSmiSSIiON ...............eeuveeeeemmmemmmmeenenneennnnns 1
1.2 H. pylori-assoziierte ErkrankuUNQEN ...........cuuiiiiiiiiiiiieeiieee et e e eaas 2
1.3 Diagnostik und Therapie der H. pylori-Infektion ...........cccooeviieiiiiiiiiii e, 4
14 Pathophysiologie und MiKrobiolOgI€.............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 5
15 Virulenzfaktoren des H. PYIOri ... 7
151 Die cag-Pathogenitatsinsel (Cag-PAI) .........ueieiiiiiiiiiiiiiiiiiieii s 8
15.2 Das Typ IV-Sekretionssystem (TASS)......ocuuiiiiii et e e 9
153 Das CagA-Protein des H. pylori und die Variationen der EPIYA-Motive............... 12
155 Das Vakuolisierende ZytotoXin A (VACA) ......uuuuuuuuuuriiiiiiiiiiininiiieninnnnnnnnnennennennnnene 16
156 Interaktionen zwischen dem VacA- und CagA-Protein............cc.eevvvvevieeiiinnieinnnnns 19
1.6 Die Immunantwort bei einer Infektion mit CagA-positiven H. pylori-Stammen...... 20
1.7 AUFGAbENSTEIIUNG .....coviiie e e e e eaanes 21
2 Material UNd MEtNOTEN ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiebiebieeb bbb aeereeeeeeneeenennennnees 22
2.1 Y 180 /1T oo [T o | o U 22
2.2 Biopsie Protokoll und histopathologische Beurteilung ...............cccoceeeeiiieniiiiiinnnnnn. 22
2.3 Diagnostik und Anzucht VON H. PYIOFi.........ueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeieiieees 23
2.4 ELISA zur Quantifizierung H. pylori spezifischer AntikOrper............cccvvvvvvieviinnnns 24
2.5 DNA 1S0IatioN AUS H. PYIOT ...eeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietebeeebeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeeennenennene 26
2.6 Quialitative PCR zur Amplifikation H. pylori-spezifischer Gene...........cccccceeeeeeee.n. 26
2.7 AgarosegelelektropROrESE .........cuuuiiei i 28
2.8 Aufreinigung der PCR Produkte..............oiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
2.9 ([0 01 T=T U] o o R P T TP O T PP T S TP PP PTTTTRPPRPRRRTRRNt 29
29.2 [T F= 110 o F PP PP PPPPPPPPPP 30
2.9.3  Transformation und Vermehrung positiver KIONe ..............oouiiiieiiieiiiiiiiiiiee e, 30
2.9.4  Plasmid Praparation ............coeiieoiiiiiiiee e 31
2.9.5 Qualitative PCR/Agarosegelelektrophorese...........cccccovvviiiiiiiiiiiiiiie 32
2.10 SEOUENZIEIUNG ..ottt 32
2.11 Computergestltzte ANAIYSEN ......ccooe e 33
2.12 StatiSHSCNE ANGIYSE.... .o 33
3 ErgEDNISSE e 34
3.1 Histopathologische Beurteilung des Biopsiebefundes in Abhangigkeit zur CagA
SY=] 101 (oo 1= 34
3.2 Identifikation des cagA-Gen bei Patienten mit oder ohne Anti-CagA-IgG............. 37
3.3 Nachweis der vacA-Varianten im Kontext mit der CagA-Serologie ...........cccc....... 39
34 Die Variabilitdt des CagA-Proteins in H. pylori-Stammen...........cccccoovviiiiiiiinnn. 41
3.4.1  Analyse der EPIYA-Motive des CagA-Proteins.........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee 41
3.4.2 Klonierung und SEQUENZANAIYSE ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieineineeneneeneeennneaeeeees 43
3.4.3 DemographisChe DatenNan@lySe ..........uuuuuuuuuuueiiriiiiietiiiiereanennneeereeenneeenrerneeneeeee 48
3.4.4  Variabilitat des EPIYA-Status in den Biopsien aus Korpus und Antrum bei
iNdividuellen Pati€nNten............uuuuiiii e e e aare s 49



Inhaltsverzeichnis

3.4.5

3.4.6

4
4.1

4.2

4.3

4.4

4.5
4.6

4.7

10

11

Analyse des EPIYA-Status im Hinblick auf den histopathologischen Befund der

2 T 0] 015 =] o P 50
Zusammenhang zwischen EPIYA-Status und vacA-Polymorphismus.................. 52
TS QU 3] Lo 1 o PR 54
Abweichungen zwischen cagA-Gen positiven H. pylori-Stammen und der CagA-
S1=T 7o) [o o =SS 55
Der cagA-Status und Validierung des Nachweisverfahrens CagA-spezifischer

y AN 01110 ] o =] PP SUPPPPPPRRN 57
Die Assoziation zwischen CagA-spezifischen Antikérpern und dem
Erkrankungsmuster im Wirl...........oi oo 58
Die Modulation der systemischen H. pylori-CagA Immunantwort durch

bakterielle VACA-Varianten ...........ccoooeriiiiiiiie e 58

Die hohe Pravalenz an Mischinfektionen und Diskussion méglicher Ursachen....59

Die Variation der EPIYA-Motive des H. pylori bei Patienten mit verschiedenen
gastrointestinalen ErkrankUNQeN ...........cooiiiiiiiiiiiiii e e e e eaaees 61

Der Einfluss von Mischinfektionen und anderen Virulenzfaktoren des H. pylori ...64

ZUSAMMENTASSUNG ..o e e e e s e e e e e e e et e e eaa s 66
LiteraturVerZeiChNIS . ... 67
LEDENSIAUT ... 84
Verzeichnis der Wissenschaftlichen Veroffentlichungen ..., 85
D= 101 6= To [ 1 o PR 87
ENTENEIKIEIUNG ..ottt 88
Y 01 4 = o [P PP PPPPPPPPPPPP 89



Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

°C

pl

UM

A

Abl

Alp
ANOVA
Aqua dest
ATPase
BabA
Bak
Bax
Bcl-2
bp

bzw.

C

ca.
CAG
cagA
CagA
CD44
CG
CLO
c-Met
CM-Region
COX
Crk

Csk

D

d.h.
DMSO
DNA
dNTP
dup

Grad Celsius

Mikroliter

Mikromolar

Antrum/EPIYA-A

Abelson murine leukemia viral oncogene
Adherence associated lipoprotein
Analysis of variance

Aqua destillata

Adenosintriphosphatase

Blood group antigen binding adhesin A
Bcl-2 homologous antagonist killer

Bcl-2 associated X protein

B-cell lymphoma protein 2

Basenpaare

beziehungsweise

Korpus/EPIYA-C

Circa

Chronisch atrophische Gastritis
Cytotoxin associated gene A (Gen)
Cytotoxin associated gene A protein (Protein)
Cluster of differentiation 44-Antigen, ein Glykoprotein
Chronische Gastritis ohne Atrophie und ohne IM
Campylobacter Like Organism
Mesenchymal epithelial transition factor
CagA multimerization region
Cyclooxygenase

CT 10 Regulator of Kinase

C-terminal Src kinase

Dysplasie

das heif3t

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Nukleotide

Duodenal ulcer promoting gene



Abkurzungsverzeichnis

E. coli
EDTA
ELISA
ERA-NET
F

FAK

g

glmM
Grb2
GSH
GU

H. pylori
HLA
HopZ
HRP

I

Ice

LOX

MaCa
MALT
MCL1
mg
min
mi
mm
mM
mol
MotA
MotB

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme linked Immunosorbent Assay
European Research Area Networks
Forward

Focal adhesion kinase
Gramm/Gravitationsbeschleunigung
Glomulin (Gen)

Epidermal growth factor receptor-binding protein
Glutathion

Ulkus ventriculi

Helicobacter pylori

Human Leukocyte Antigen
Helicobacter outer membrane protein Z
Horseradish peroxidase

Incisura angularis

Induced by contact with epithelium
Immunglobulin G

Interleukin

Intestinale Metaplasie
Isoprpyl-R-D-thiogalactopyranosid
Idiopathische Thrombozytopenische Purpura
Kilobasen

Kilodalton

Liter

Lithiumborat

Lewis B

Lysyloxidase

Molar

Magenkarzinom

Mucosa associated lymphoid tissue
Myeloid cell leukemia 1

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar (mmol/l)

Stoffmenge

Motillity protein A

Motillity protein B



Abkurzungsverzeichnis

N

Na

NAP
NET
NF-kB
Nod1l
NTPasen
OipA
OMP
PAI

PAS
PCR

pH
PKC-b
PPI
PUD

R

ROS
SabA
SHP
Soc-Medium
Src
T4SS
Taq
TBE
TLR1
T™MB
TRIS

U

USA

uv

Vv

vacA
VacA
V-ATPase
Vir

vol%
WHO

X- R-Gal
z.B.

Normale Mukosa
Natrium
Neutrophil-activating protein
Neuroendokriner Tumor
Nuclear Factor-Kappa B
Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
Nucleoside Triphosphatase
Outer inflammatory protein A
Outer membrane protein
Pathogenicity island
Periodic acis-Schiff reaction
Polymerase chain reaction
Negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffkonzentration
Proteinkinase C-Delta
Protonenpumpeninhibitor
Peptic Ulcer Disease
Reverse
Reactive Oxygen Species
Sialic acid binding adhesin A
Src homology phosphatase
Super Optimal Broth) + 20 mM Glucose
Tyrosinproteinkinase (Akronym aus Sarcoma)
Typ IV-Sekretionssystem
Thermus aquaticus
TRIS-Borat-EDTA
Toll-like-receptor 1
Tetramethylbenzidin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit
United States of America
ultraviolet
Volt
Vacuolating cytotoxin A (Gen)
Vacuolating cytotoxin A ( Protein)
Vacuolar-type H+-ATPase
Virulenz
Volumenprozent
Weltgesundheitsorganisation
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid
zum Beispiel
Vi



Einfihrung

1 Einfihrung

1.1 H. pylori: Historie, Epidemiologie und Transmission

Seit Uber einem Jahrhundert berichten Forscher aus unterschiedlichen Bereichen der
Medizin Uber die Existenz spiralférmiger Bakterien in Magen von Tieren und Menschen.
Trotzdem blieb das Dogma eines sterilen Magens lange Zeit bestehen. Erst im Jahr 1984
gelang es den Wissenschaftlern B. Marshall und J. R. Warren H. pylori (urspringlich
Campylobacter pyloridis) in Magenbiopsien von Patienten mit chronisch-aktiver Gastritis zu
identifizieren und einen Zusammenhang zwischen dem Bakterium, der chronischen
Gastritis und der peptischen Ulkuskrankheit herzustellen (Marshall und Warren 1984). Das
Pathogenitétspotential des Keimes wurde durch den Selbstversuch von B. Marshall belegt,
der nach oraler Einnahme einer H. pylori-Suspension eine akute Gastritis entwickelte.
.Koch's- Postulate“ waren mit dem Nachweis des Bakteriums am Erkrankungsort, seiner
Kultivierbarkeit und dem Beweis eines eindeutigen Pathogenitdtszusammenhangs bestatigt
(Marshall et al. 1985). Daftir wurden beide Forscher 2005 mit dem Nobelpreis in Physiologie
und Medizin ausgezeichnet. Heute, tber 30 Jahre nach dieser revolutionaren Entdeckung
ist bekannt, dass die Pravalenz der H. pylori-Infektion in der Weltbevolkerung ca. 50 %
betragt und das Bakterium bei der Entstehung vieler gastrointestinaler Erkrankungen eine
Schlisselrolle einnimmt. Insgesamt bestehen deutliche Unterschiede in der Pravalenz
hinsichtlich geographischer Verteilung, Alter und soziodkonomischen Status der Patienten.
In den Industrienationen liegt die Infektionsrate bei 40 %, wahrend in den
Entwicklungslandern mehr als 70 % der Menschen an einer H. pylori-Infektion leiden. In
den Industrienationen ist die Pravalenz innerhalb einer Population durch eine
altersabhangige Zunahme von ca. 1 % pro Lebensjahr als Ausdruck eines
Geburtskohorteneffekts charakterisiert (Roosendaal et al. 1997; Tkachenko et al. 2007).
Die Neuerkrankungsrate ist stark vom Lebensstandard und den hygienischen Bedingungen
abhangig. In Entwicklungslandern, in denen sich die Hygienestandards in den letzten
Jahrzehnten verbessert haben, zeigt sich die Inzidenz deutlich riicklaufig. Dies wird an dem
steigenden Altersgradienten einer H. pylori-Infektion in diesen Landern deutlich, wobei
altere Menschen dort eine héhere Pravalenz fir eine H. pylori-Infektion aufweisen, als junge
Menschen (Korwin 2014). Die Ubertragung von H. pylori erfolgt meist intrafamiliar im
Kindesalter von Mensch zu Mensch Uber den oral-oralen, gastral-oralen oder den fékal-
oralen Weg (Kivi et al. 2005). Kontrovers wird auch eine Transmission tiber verschmutztes
Trinkwasser im Rahmen einer fakalen Kontamination diskutiert (Glynn et al. 2002;
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Aguemon et al. 2005). Der Keim persistiert lebenslang. Eine spontane Ausheilung der
Infektion mit H. pylori wird in weniger als 1 % registriert (Brown 2000).

1.2 H. pylori-assoziierte Erkrankungen

Die Infektion mit H. pylori ist mit einer Reihe von gastrointestinalen Erkrankungen
vergesellschaftet. Die Kolonisation der Magenschleimhaut durch das Bakterium fuhrt immer
zu einer histologisch nachweisbaren akuten Gastritis mit Infiltration neutrophiler
Granulozyten und anderen Entzindungszellen, wie Lymphozyten. Die Uberwiegende
Anzahl der infizierten Patienten bleibt symptomlos und zeigt keine Komplikationen (Egan et
al. 2007). Da die Ubertragung des Keims hauptséchlich in den ersten beiden Lebensjahren
stattfindet, ist der Kenntnisstand tber diese Akute-Phase der Infektion begrenzt und beruht
fast ausschlieRlich aus Probanden, die sich selbst durch orale Ingestion mit H. pylori infiziert
haben (Aebischer et al. 2008). Die Post-Akut-Phase zeichnet sich durch verschiedene
Formen der chronischen Gastritis aus, die sich in der Lokalisation unterscheiden und mit
verschiedenen Erkrankungen einhergehen (Selgrad et al. 2014a). Die gastrale Séure- und
Gastrinproduktion und die lokale Ausbreitung des H. pylori bestimmen dabei den
chronischen Verlauf der Infektion. Amieva und EI-Omar haben 2008 drei charakteristische
Erscheinungsbilder der chronischen H. pylori-Infektion beschrieben, welche in Abbildung
1.1 mit ihren histologischen, pathologischen und klinischen Manifestationen dargestellt sind
(Amieva und EI-Omar 2008). Die meisten Patienten mit einer chronischen H. pylori-
Infektion entwickeln eine milde Mischgastritis mit einem komplikationslosen Kklinischen
Verlauf ohne Nachweis von gastralen Atrophiezeichen. Die antrumpradominante Gastritis
ist mit einer intakten oder erhéhten Saureproduktion assoziiert und durch keine oder eine
nur sehr gering ausgepragte Atrophie gekennzeichnet. Die antrumpradominante Gastritis
mit Hyperchlorhydrie ist mit dem Krankheitsbild des Ulkus duodeni vergesellschaftet. Dem
gegentber steht die korpuspradominante Gastritis, die Ublicherweise mit einer
Hypochlorhydrie oder Achlorhydrie korreliert (Amieva und EI-Omar 2008). Im Rahmen der
chronischen Entziindung der Korpusschleimhaut kann es zu einem Verlust der dort
lokalisierten Magendriisen kommen und damit zur Entwicklung einer atrophischen Gastritis,
die wiederum in eine intestinale Metaplasie tibergehen kann. Beide histomorphologischen
Verédnderungen sind pramaligne Lasionen und koénnen sich Uber Dysplasien zum
Intestinalen Typ des Magenkarzinoms entwickeln. Deshalb wurde der H. pylori als erstes
Bakterium weltweit im Jahr 1994 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zum Klasse
1 Karzinogen deklariert (IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans 1994). Die ,CORREA-Kaskade“ beschreibt den sequenziellen Ablauf Uber
Gastritis, atrophische Gastritis, intestinale Metaplasie und Dysplasie bis zum Karzinom
(Correa et al. 2012). Sie verlauft allerdings nicht immer sequenziell und zeitlich strukturiert
und insgesamt entwickeln nur 1-2 % aller H. pylori-Infizierten in ihrem Leben ein

2
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Magenkarzinom (Selgrad et al. 2014a). Neben dem Intestinalen Typ ist der Diffuse Typ des
Magenkarzinoms haufig ohne histologisch nachweisbare pramalige Vorstufen
charakterisiert. Eine Assoziation mit einer H. pylori-Infektion ist beim Diffusen
Magenkarzinom mdoglich, allerdings sind hier vor allem Umweltfaktoren, wie Rauchen,
Alkohol, Nitratreiche Ernahrung und andere Aspekte der Lebensweise pradisponierend
(Selgrad et al. 2014a). Eine weitere H. pylori induzierte Erkrankung stellt das Ulkusleiden
dar. Ulkus ventriculi et duodeni umfassen mit 15 % sogar den Hauptteil der H. pylori
assoziierten Krankheitsbilder (Venerito et al. 2011). Patienten mit einem Ulkus duodeni sind
mit einer antrumpradominanten Gastritis mit einer Hyperchlorhydrie ohne Atrophiezeichen
vergesellschaftet und werden nach Amieva und EI-Omar hinsichtlich des Kklinischen
Erscheinungsbildes dem ,Ulkus duodeni-Phanotyp® zugeordnet. Der
Entstehungsmechanismus des Ulkus duodeni lasst sich so erklaren, dass die
saureproduzierenden Parietalzellen, die vorrangig im Korpus des Magens lokalisiert sind,
im Gegensatz zur antralen Mukosa von der Entziindung verschont und in lhrer Funktion
unbeeintrachtigt bleiben. Durch die lokale Freisetzung von Ammoniak durch die Urease des
H. pylori wird im Antrum des Magens die Sdurehemmung beeintrachtigt und die Freisetzung
von Gastrin gefdrdert. Diese Kombination aus erhdhter Gastrinproduktion und reduzierter
Hemmung der Saurebildung fihrt zur Ulkusentstehung im Duodenum (McColl et al. 2000;
Hunt et al. 2015). Patienten mit einem Ulkus duodeni zeigen dabei keine Korpusatrophie
und haben deshalb kein erhdhtes Risiko fur das Auftreten eines Magenkarzinoms (Uemura
2003). Bei einem Ulkus ventriculi lasst sich zu Beginn ebenfalls eine chronische Gastritis
ohne Atrophie identifizieren. Bei Persistenz der H. pylori-Infektion kann sich diese zu einer
chronisch atrophischen Gastritis mit Hypochlorhydrie weiter entwickeln. Korpus und Antrum
des Magens konnen gleichermaf3en betroffen sein (McColl et al. 2000). Eine seltenere
Erkrankung im Zusammenhang mit einer H. pylori-Infektion ist das MALT-Lymphom des
Magens als Sonderform eines extranodalen Non-Hodgkin-Lymphoms. 0,1 % aller H. pylori-
Infizierten kbénnen in Ihrem Leben an einem MALT-Lymphom erkranken (Selgrad et al.
2014a). Auch einige extragastrale Erkrankungen sind mit einer H. pylori-Infektion assoziiert.
Dazu gehoren kardiovaskulare, neurologische und psychologische Erkrankungen, sowie
Manifestationen im Bereich der Haut (Bani¢ et al. 2012). Fir die Idiopathische
Thrombozytopenische Purpura (ITP) und die unklare Eisenmangelanamie ist ein
gesicherter Zusammenhang beschrieben (Bai et al. 2009; Qu et al. 2010).
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Chronische H. pylori-Infektion

; ' '

Ulkus duodeni-Phanotyp Unkomplizierte Gastritis ~ Magenkarzinom-Phanotyp

- 10-15% aller H. pylori-Infizierten - Hauptteil aller H. pylori-Infizierten - Ca. 1 % der H. pylori-Infizierten
- Antrumpradominante Gastritis - Milde Mischgastritis - Korpuspradominante Gastritis
- Hohe Gastrin- und S&uresekretion - Hohe Gastrinproduktion bei - Multifokale Atrophische Gastritis
- Reduzierte Hemmung der normaler Sauresekretion - Hypo-/Achlorhydrie

Saureproduktion - Keine Atrophiezeichen - Geringe Pepsinogen | und
- Geringes Risiko fur die Entstehung - Keine signifikanten Klinischen Pepsinogen I/ll Ratio

eines Magenkarzinoms Auswirkungen - Erhohtes Risiko fir die

Magenkarzinomentstehung

Abbildung 1.1: Pathophysiologische und klinische Charakteristika einer chronischen H.
pylori-Infektion. Die Infektion mit H. pylori kann zu verschiedenen klinischen Manifestationen
fuhren. Die Abbildung zeigt die histologischen, physiologischen und klinischen Auswirkungen in den
drei Phanotypen (aus Amieva und El-Omar 2008).

1.3 Diagnostik und Therapie der H. pylori-Infektion

Heute existieren zum Nachweis einer H. pylori-Infektion effiziente Methoden, die sich in
Sensitivitdt und Spezifitdt unterscheiden (Fischbach et al. 2009). Grundsatzlich werden
nicht-invasive und invasive Verfahren differenziert. Der Harnstoff-Atemtest (13C oder 14C
markiert), der Stuhl-Antigennachweis (auf Basis monoklonaler Antikérper) und der
Antikdrpernachweis im Serum (Anti-H. pylori-lgG, Anti-CagA-lgG) sind nicht-invasive
Verfahren zur Identifikation des Bakteriums. Die endoskopisch-bioptische Methode als
invasives Verfahren ermdglicht einen H. pylori-Nachweis mittels Helicobacter-Urease-Test,
Histologie, Kultur und RT-PCR. Letztere zwei Methoden sind zwar ausreichend validiert
(Juttner et al. 2004; Schwarzer et al. 2007), aber aufwendige und teure Verfahren, die
deshalb nur bei besonderen Fragestellungen, wie Resistenzbestimmungen Anwendung
finden. Keine der Testmethoden ist fur sich absolut genau und aufgrund der niedrigen und
weiter sinkenden Préavalenz der H. pylori-Infektion in Industrielandern (Roosendaal et al.
1997; Tkachenko et al. 2007) wird fir eine zuverlassige H. pylori-Diagnostik das Vorliegen
von zwei positiven Testergebnissen empfohlen (Fischbach et al. 2009). Die Kombination
aus Urease-Schelltest und Histologie zur Identifikation des Keims ist geeignet, wenn
Patienten eine Osophago-Gastro-Duodenoskopie zum H. pylori-Nachweis bekommen.
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Zeigen beide Verfahren diskrepante Ergebnisse, wird zusatzlich ein nicht-invasiver Test zur
H. pylori-Diagnostik nétig. Haufig wird allerdings die Kombination aus histologischem H.
pylori-Nachweis und das typische Bild einer H. pylori-Gastritis in der Endoskopie als
ausreichend spezifisch angenommen (Fischbach et al. 2009).

Da die H. pylori-Infektion eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung verschiedener
gastrointestinaler Erkrankungen zugeschrieben wird, ist eine effektive Eradikations-
therapie des Bakteriums zur Reduktion der Krankheitsentstehung und des Krankheits-
progresses notwendig. Dabei scheint die Eradikationstherapie vor der Entstehung
praneoplastischer Veranderungen im Bereich der Magenmukosa (intestinale Metaplasie,
Atrophie) am wirksamsten zu sein (Selgrad et al. 2013). Die derzeit empfohlene Standard-
Triple-Therapie ist charakterisiert durch die Gabe eines Protonenpumpeninhibitors (PPI) in
Kombination mit Clarithromycin und Amoxicillin bzw. Metronidazol Uber 7 Tage. Die
Kenntnis der lokalen Resistenzlage gegen die verwendeten Antibiotika ist dabei fur die
Auswahl des richtigen Therapiekonzeptes entscheidend. Der Hauptgrund fir ein
Therapieversagen sind eine zunehmende Widerstandsfahigkeit des H. pylori gegen die
verwendeten Antibiotika, wobei genetische Modifikationen des Bakteriums als mdgliche
Ursache diskutiert werden (Wueppenhorst et al. 2009). Die Resistenzraten gegen
Clarithromycin zeigen regionale Schwankungen und liegen derzeit in Deutschland bei ca.
10 % (Selgrad et al. 2013). Bei Vorliegen einer Clarithromycinresistenz sinkt die Effektivitat
der Standard-Triple-Therapie um bis zu 70 %. Deshalb sollte bei der Auswahl der richtigen
Erstlinientherapie ein besonderes Augenmerk auf die lokale antibiotische Resistenzlage
gegen Clarithromycin gelegt werden. Neben der Clarithromycinresistenz sind weitere
Ursachen flir den Verlust der Effizienz der Standard-Triple-Therapie bekannt. Ein erhdhter
Body-Maf3-Index und Aspekte der Lebensgewohnheiten, wie das Rauchen der Patienten
sind fur einen Effizienzverlust verantwortlich (Suzuki et al. 2006; Abdullahi et al. 2008). Da
heute wirksame Methoden zur Diagnostik und zur Therapie einer H. pylori-Infektion
vorliegen, hat sich die Forschung in den letzten Jahren besonders auf die Aufklarung
molekularer Mechanismen H. pylori-induzierter Erkrankungen fokussiert. Im Zentrum
stehen dabei Analysen hinsichtlich Wirts- und H. pylori-spezifischer Virulenzfaktoren und
deren Einfluss auf die Entstehung gastrointestinaler Erkrankungen.

1.4 Pathophysiologie und Mikrobiologie

Die H. pylori-Infektion ist der Hauptrisikofaktor fir die Entstehung des nicht-kardialen
Adenokarzinoms des Magens. Trotzdem entwickeln nur ca. 1-2 % der Infizierten ein solches
Malignom (Selgrad et al. 2014a). Verantwortlich hierfir sind komplexe Interaktionen
zwischen bakteriellen Virulenzfaktoren, Wirtsfaktoren und Umwelteinflissen (Abbildung
1.2; Amieva und EI-Omar 2008). Des Weiteren sind eine Vielzahl von H. pylori-Stammen
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bekannt. Durch ihre hohe genetische Variabilitat unterscheiden sie sich in der Existenz, der
Expression und in den Isoformen ihrer Virulenzfaktoren (Suerbaum und Josenhans 2007).
Dies fuhrt dazu, dass jeder Stamm ein individuelles entziindliches Potential aufweist. Die
molekulargenetischen Unterschiede erschweren das Verstandnis tGber das Zusammenspiel
zwischen Bakterium, Wirtsorganismus und gastrointestinaler Erkrankung.

Bakterielle Virulenzfaktoren

cagA PAI
Genetische Wirtsfaktoren vacA s1/ml Umweltfaktoren
- IL-1B-511*T - Rauchen
- IL-1-RN*2%2 - Diat

IL-10 ATA Haplotyp

TNF-A-308*A \

IL-8-251*A

TLR4+896*G Magenkarzinom-Phéanotyp
MBL2 HYD Hapoltyp \

- Korpuspradominante Gastritis
- Multifokale atrophische Gastritis
\ - Hohe Gastrinsekretion
| - Hypochlorhydrie
- Geringe Pepsinogen | und
Pepsinogen I/l Ratio
- Induktion einer Entziindungsreaktion
- Erhohtes Risiko fir die
Magenkarzinomentstehung

Abbildung 1.2: Einfluss von genetischen Wirts-, bakteriellen Virulenz- und Umweltfaktoren
auf die H. pylori-induzierte gastrale Entzindungsreaktion und Tumorgenese. Das
Zusammenspiel dieser Gegebenheiten fihrt im Magen des H. pylori-Infizierten zu einem
Krankheitsgeschehen, welches mit einer chronischen Entziindungsreaktion, Hypochlorhydrie,
bakterieller Uberwucherung und toxischem Stress einhergeht und letztendlich iiber metaplastische
und dysplastische Zellveranderungen in der Entstehung eines Magenkarzinoms minden kann (aus
Amieva und EI-Omar 2008).

H. pylori ist ein Gramnegatives, spiralférmiges Bakterium, welches auf die menschliche
Magenschleimhaut spezialisiert ist. Der im Lumen des Magens vorherrschende pH-Wert
von 2 macht ihn physiologisch zu einem lebensfeindlichen Ort. Da H. pylori nur ca. 30 min
im Magenlumen Uberlebt (Schreiber et al. 2005), hat das Bakterium verschiedene
Mechanismen entwickelt, um schnellstméglich die pH-neutrale Schleimschicht der
Magenmukosa zu erreichen. Der Mikroorganismus verfugt Uber das Enzym Urease, das
durch hydrolytische Harnstoffspaltung Ammoniak und Kohlendioxid freisetzt. Dies schiitzt
den Keim bei kurzfristiger Exposition mit der Magensaure (O'Toole et al. 2000). Die
Kombination aus Chemotaxis und Motilitat durch Flagellen ermdglicht die effektive
Besiedlung des Magens (Keilberg und Ottemann 2016). Mit Hilfe der F&higkeit
Konzentrationsgradienten verschiedener Stoffe, wie Harnstoff (Huang et al. 2015) und
Metalle (Sanders et al. 2013) zu erkennen, kann das Bakterium die Lokalisation der
Magenepithelzellen identifizieren und sich durch seine helikale Struktur und den drei bis
acht unipolaren Flagellen in Richtung der schitzenden Schleimhautschicht fortbewegen.



Einfihrung

Jedes Flagellum besteht aus 25-30 Proteinen, die auch in anderen Gramnegativen
Bakterien nachgewiesen wurden (Lertsethtakarn et al. 2011). Um die Rotation der Flagellen
zu gewabhrleisten sind Motorproteine, wie MotA und MotB essentiell. H. pylori-Stamme mit
funktionslosen MotB kénnen sich nicht fortbewegen und somit nicht das Magenepithel
besiedeln (Ottemann 2002). Neben der Urease, der Chemotaxis und den Flagellen verfugt
H. pylori Uber zahlreiche weitere Pathogenitatsfaktoren, deren Charakteristika und
Funktionen in den nachfolgenden Abschnitten der Einfilhrung erlautert werden.

1.5 Virulenzfaktoren des H. pylori

Fur die Adhérenz an Epithel- und Immunzellen besitzt H. pylori Gber 30 Proteine in der
auReren Bakterienmembran, die als OMPs (Outer membrane Proteins) bezeichnet werden.
Das BabA-Protein (Blood group antigen binding adhesin A) war das erste H. pylori-Adhesin,
welches identifiziert wurde. Es ist zur Anhaftung an die Wirtszelle befahigt, in dem es mit
fucosylierten Lewis B-Blutgruppenantigenen (LeP), welche zahlreich von gastrointestinalen
Epithelien exprimiert werden, interagiert (Ilver et al. 1998). Innerhalb der Wirtszelle 16st das
BabA-Protein LeP-abhangig durch Rekrutierung von Zytokinen eine proinflammatorische
Immunantwort aus und ist an der Erhéhung der Konzentration des CagA-Proteins, einem
der bedeutendsten Virulenzfaktoren des H. pylori, in der Zelle beteiligt (Ishijima et al. 2011).
Das aullere Membranprotein SabA (Sialic acid binding adhesin A) bindet an sialisierte
Glykoproteine vom Sialyl-Lewis?® und Sialyl-Lewis*-Typ. Es wird vermutet, dass die
Interaktion zwischen dem SabA-Protein und diesen Antigenen zu einer verstarkten
Adhasion des Bakteriums an der Wirtszelle und Progression der Entziindungsreaktion fuhrt
(Mahdavi et al. 2002). Das SabA-Protein wird auferdem mit der Entstehung
gastrointestinaler Erkrankungen, wie der Metaplasie und Atrophie der gastralen Mukosa,
sowie dem Magenkarzinoms in Zusammenhang gebracht (Yamaoka et al. 2006). Das
HopZ-Protein (Helicobacter outer membrane protein Z) ist wie das BabA- und das SabA-
Protein an der Oberflache des H. pylori lokalisiert und fungiert als Adhesin. Der
Wirtszelloberflachenrezeptor ist noch nicht bekannt (Backert et al. 2011). Die Transkription
des hopZ-Gens wird durch verschiedene &dul3ere Faktoren, wie dem pH-Wert beeinflusst
(Merrell et al. 2003). Das Oberflachenprotein OipA (Outer inflammatory protein A) wurde
als Adhesin in Magenkarzinomzelllinien nachgewiesen (Yamaoka et al. 2006). H. pylori-
Stdmme mit dem OberflAchenprotein OipA fihren zu einer deutlich h6heren Expression des
pro-inflammatorischen Chemokins IL-8 in infizierten Wirtszellen und haben ein erhohtes
Risiko fur die Entstehung gastroduodenaler Ulcera und dem Magenkarzinom (Yamaoka et
al. 2006). In vitro Versuche der Forschungsgruppe um Odenbreit haben die homologen
Proteine AlpA und AlpB (Adherence associated lipoprotein A/B) nachgewiesen und ihre
Rolle als Adharenzvermittler identifiziert. Nach Gabe eines Antiserums konnte sich H. pylori
nicht mehr an Gewebeschnitte von menschlichen Magenepithelzellen binden (Odenbreit et
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al. 1999). AuRerdem wurde die Anhaftungsfunktion des H. pylori durch Deletionen im alpA-
und alpB-Gen stark verringert (Odenbreit et al. 2002). Neben der Gruppe der
Oberflachenproteine existieren weitere Pathogenitatsfaktoren des H. pylori, wie das dupA
(Duodenal ulcer promoting gene) und das IceA (Induced by contact with epithelium A), auf
die nicht im Detail eingegangen werden kann (Shiota et al. 2013; Talebi Bezmin Abadi
2014). Im Folgenden werden zwei der bedeutendsten Virulenzfaktoren des H. pylori, das
CagA-Protein (Cytotoxin associated gene A) und das VacA-Protein (Vacuolating cytotoxin
A) beschrieben. Dabei ist das Verstandnis Uber sogenannte bakterielle Pathogenitatsinseln
und Sekretionssysteme fir die Existenz, Expression, Variabilitat und Pathogenitat des
CagA-Proteins essentiell.

1.5.1 Die cag-Pathogenitatsinsel (cag-PAl)

Eine Pathogenitatsinsel (PAI) ist eine chromosomale Region mit einer Grél3e von 10-200
kb, welche zumeist Gene enthdlt, die fur Virulenzfaktoren kodieren, die spezifisch bei
pathogenen Bakterienstammen vorkommen. Apathogene Bakterien oder verwandte
Spezies besitzen keine PAI. Die Identifizierung von Pathogenitatsinseln ist durch moderne
Gensequenzierungen mdoglich. Pathogenitatsinseln kodieren z.B. fir Proteine, die
spezialisierte Sekretionssysteme bilden, welche Effektormolekile in die Wirtszelle und
deren Umgebung beférdern kdnnen. Weltweit verfligen 50-70 % der H. pylori-Stamme uber
eine Pathogenitatsinsel in ihrem Genom, die als cag-PAIl bezeichnet wird. Dieses 40 kb
DNA-Segment enthalt das cagA-Gen, wonach die Pathogenitatsinsel benannt wurde
(Censini et al. 1996), sowie Gene fir ein Typ IV-Sekretionssystem (T4SS) und eine variable
Anzahl weiterer Gene (Kutter et al. 2008; Fischer 2011). Fur die Existenz der cag-PAl
ergeben sich geographische Unterschiede. Epidemiologische Studien zeigen, dass in
Ostasien, wo auch die Inzidenz fur das distale Magenkarzinom sehr hoch ist, die Pravalenz
cagA-Gen positiver H. pylori-Stamme fast 100 % betragt, wahrend in westlichen
Industrienationen nur 40-80 % aller Bakterienstamme das cagA-Gen und damit die cag-PAl
besitzen (Yamaoka 2010). Es wird vermutet, dass die cag-PAIl urspringlich durch
horizontalen Gentransfer in das H. pylori-Genom eingeschleust wurde (Censini et al. 1996;
Covacci et al. 1999; Hatakeyama 2009). Die schnelle Insertion von fremder DNA in H. pylori
hat zu einer enormen genetischen Variabilitdét in den Bakterienstdammen gefuhrt und
ermaoglichte gleichzeitig eine optimale Anpassung des H. pylori an die Magenmukosa des
Wirts (Suerbaum et al. 1998; Israel et al. 2001; Suerbaum und Josenhans 2007; Olbermann
et al. 2010). Je nach Existenz der cag-PAl ergeben sich Variationen bezuglich der Virulenz
der H. pylori-Stamme. Generell fuhrt eine Infektion mit einem cag-PAl/cagA-Gen positiven
Stamm (cagA+) im Vergleich zu cag-PAl/cagA-Gen negativen Stdmmen (cagA-) zu einer
verstarkten Entzindungsreaktion und ist mit einem schwereren Krankheitsgeschehen
vergesellschaftet. Experimente am Mongolischen-Gerbil-Modell haben gezeigt, dass eine



Einfihrung

Infektion mit H. pylori-Wildtypstammen zu dysplastischen Zellveranderungen und der
Entwicklung von Magenkarzinomen filhren, wahrend isogene Mutanten, die eine defekte
cag-PAl besalRen, keine dieser Gewebeveranderungen aufwiesen (Rieder et al. 2005;
Franco et al. 2008). Diese Erkenntnisse wurden von der Forschungsgruppe um Ohnishi im
Mausmodell bestatigt (Ohnishi et al. 2008) und liel3en die Schlussfolgerung zu, dass das
CagA-Protein ein Effektorprotein mit onkogenem Potential ist. Die Forschungsgruppe um
Hanada hat publiziert, dass Patienten, die mit einem cagA-Gen positiven H. pylori-Stamm
infiziert sind, aufgrund der héheren Anzahl an DNA-Doppelstrangbriichen sogar ein doppelt
so hohes Risiko fur die Entwicklung eines Magenkarzinoms aufweisen, als cagA-Gen
negative Patienten (Hanada et al. 2014). Neben dem Einfluss auf die Tumorgenese ist bei
der Infektion mit cag-PAl/cagA+-Stammen auch das Risiko fUr gastroduodenale Ulcera
erhoht (Nilsson et al. 2003).

1.5.2 Das Typ IV-Sekretionssystem (T4SS)

Zahlreiche Gramnegative Bakterien verfiigen tber Typ IV-Sekretionssysteme (T4SS),
welche als multimolekulare Konjugationssysteme den Im- und Export von DNA und/oder
Proteinen ermdglichen (Cascales und Christie 2003; Tegtmeyer et al. 2011). Neben dem
H. pylori wurden T4SS auch in Agrobakterien, Bordetella, Bartonella und Legionellen
identifiziert. Das T4SS jeder dieser bakteriellen Spezies ist einzigartig. Die Grundstruktur
jeder Sekretionseinheit besteht aus drei Proteinkomplexen. Das am besten charakterisierte
TASS ist das VirB- oder T-DNA-Transfersystem des Agrobakterium tumefaciens. Es setzt
sich aus 11 VirB-Proteinen und einem membranassoziierten Kopplungsprotein namens
VirD4 zusammen. Die VirB-Proteine 6-10 bilden den Transmembrankanal, der die
Stabilisierung und den Transport der Effektormolekile ermdglicht und den Transferpilus
verankert. Der Transferpilus besteht aus den VirB-Proteinen 2,3 und 5. Der dritte
Proteinkomplex fungiert als Energielieferant und setzt sich aus den NTPasen VirB4 und
VirB11 zusammen (Christie 1997; Tegtmeyer et al. 2011). Das T4SS des H. pylori besteht
analog zum Sekretionssystem des Agrobakterium tumefaciens aus 11 VirB-Homologen,
energieliefernden Komponenten und einem VirD4-&hnlichen Kopplungsprotein. Das Modell
des T4SS eines cag-PAl-positiven H. pylori-Stammes ist schematisch in Abbildung 1.3
illustriert (Kutter et al. 2008; Fischer 2011). Uber 20 Gene der cag-PAl kodieren fiir das
T4SS des H. pylori. Umfangreiche Studien mit isogenen Mutanten von H. pylori haben 15
essentielle Gene innerhalb der cag-PAl identifiziert, die Komponenten des T4SS kodieren,
die fur die Translokation von CagA-Protens zustandig sind (Tohidpour 2016). Dazu gehoéren
caga, cago, cagy, cagY, cagX, cagW, cagV, cagU, cagT, cagM, cagL, cagl, cagH, cagE
und cagC. Zuséatzlich wurden drei nicht essentielle Gene gefunden (cagN, cagG und cagD),
welche diese Mechanismen unterstitzen. AuRerdem existieren drei weitere Gene (cagf3,
cagF und cagZ), deren Proteinprodukte als Translokationsfaktoren fungieren. Das
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Translationsprodukt CagF bindet an den C-Terminus des CagA-Proteins und stabilisiert als
Chaperon dessen Struktur (Pattis et al. 2007). Es sind zusatzlich weitere Gene, wie z.B.
cagsS, cagQ und cagP bekannt, deren Funktion ihrer Proteinprodukte im T4SS noch nicht
abschlie3end geklart ist. Es wird vermutet, dass diese Gene flir Proteine kodieren, die
akzessorische Proteinkomponenten des T4SS darstellen (Fischer 2011). Der
Transmembrankomplex des H. pylori-T4SS besteht aus den 3 Hauptproteinen CagT, CagX
und CagY. CagT st ein groBes Lipoprotein, welches an den &uRReren
Membranproteinkomplex aus CagX, CagM und Cagd bindet (Fischer 2011). CagM und
Cagd besitzen beide am N-terminalen Ende Signalpeptide und sind mit der aufl3eren
bakteriellen Membran assoziiert. CagY interagiert unter Bindung an das CagX mit dem
CagT/CagX/CagM/Cagd-Komplex (Kutter et al. 2008). CagY kann als Ligand des T4SS
fungieren und an den Integrin-R1 Rezeptor binden, der an der Oberflache der Wirtszelle
lokalisiert ist (Jiménez-Soto et al. 2009). Vergleichende Analysen des T4SS von H. pylori
und dem Agrobacterium haben gezeigt, dass die zwei Proteine Cagy und CagV als Iytische
Transglykosilasen initial die Peptidoglykane der Wirtszellmembran auflésen und somit die
Lokalisation des T4SS ermdoglichen (Fischer 2011). Vor der Ausbildung des Transferpilus
des T4SS wird durch die Proteine CagW, CagU und CagH eine Membranpore in der inneren
Plasmamembran des H. pylori geformt (Kutter et al. 2008; Fischer 2011). An der
zytoplasmatischen Seite der inneren Membran sind die Proteine CagE und Caga lokalisiert,
die als ATPasen der Energiebereitstellung des T4SS dienen (Kutter et al. 2008). Die
Struktur des &dufReren Faltblattes des T4SS wird hauptsachlich durch ein akzessorisches
Protein namens CagC (Andrzejewska et al. 2006) und anderen Proteinen, wie CagY, CagT,
CagX und CagL gebildet (Rohde et al. 2003; Tanaka et al. 2003; Kwok et al. 2007). Das
CagL scheint dabei essentiell flr die Translokation des CagA-Proteins und die IL-8
Induktion zu sein, da Mutationen im zugehdrigen Gen zu einem Verlust dieser Fahigkeiten
fuhrten (Fischer et al. 2001). Nach der Formierung des gesamten Komplexes ist das T4SS
des H. pylori als spritzenartiger Apparat zur Sekretion des CagA-Proteins und léslicher
Komponenten der Peptidoglykane in das Zytosol der Wirtszelle fahig. Die Peptidoglykane
kénnen an das intrazellular lokalisierte Protein Nodl (Viala et al. 2004) binden und zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Nuclear factor kappa B) fiihren und die
Uberexpression von IL-8 (Atherton 2006) induzieren. Nicht nur die durch das T4SS des H.
pylori sezernierten Peptidoglykane, sondern auch das CagA-Protein selbst scheint die
Expression des Transkriptionsfaktors NF-kB und somit die anschlielende Freisetzung von
IL-8 in Epithelzellen zu stimulieren. Das CagA-Protein induziert in der Wirtszelle die
Translokation der NF-kB p65-Untereinheit in den Zellkern der Epithelzelle. Durch das
transaktivierende Potential dieser Untereinheit wird der IL-8 Promoter aktiviert und die
Expression und Freisetzung von IL-8 in das Magenlumen stimuliert (Brandt et al. 2005; Kim
et al. 2006). Die CagA-induzierte Aktivierung des NF-kB erfolgt Uber verschiedene
Signaltransduktionswege, u.a. Uber die Bindung des CagA-Proteins an das Adapterprotein
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Grb2 (Mimuro et al. 2002), der Proteinkinase C Delta (PKC-8) (Brandt et al. 2009) und der
Tyrosinrezeptorkinase c-Met (Oliveira et al. 2009). PKC-0 wird als einer der
Hauptsignalmediatoren der CagA-induzierten Pathogenese des H. pylori im Magenepithel
betrachtet (Brandt et al. 2009) und die Aktivierung der c-Met induziert die Expression einer
Vielzahl von Genen, die zur Freisetzung von Zytokinen (TNF, IL-1, IL-8, Chemokine),
Enzymen (COX-2, 5-LOX), Angiogenese-Faktoren und letztendlich zu einer
Magenschleimhautentziindung fihrt (Suzuki et al. 2015). Ein intaktes T4SS scheint
grundsatzlich die Besiedlung mit H. pylori zu férdern, denn in vivo Versuche im Mausmodell
haben gezeigt, dass eine Inaktivierung von Genen, die flr Proteinkomponenten des T4SS
kodieren, zu einer deutlich reduzierten Infektionsrate im Vergleich zu einer Kolonisation mit
dem H. pylori-Wildtyp fuhrte (Hilleringmann et al. 2006).
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Abbildung 1.3: Modell des Typ IV-Sekretionssystems (T4SS) eines cag-PAl positiven H. pylori-
Stammes. Das T4SS durchzieht die Innere (Inner Membrane) und AuRere (Outer Membrane)
Membran des Bakteriums und bildet eine funktionelle Einheit aus Proteinkomponenten, die fir die
Translokation der Effektormolekille essentiell sind. Der Transmembrankomplex, ein Transferpilus
und die energieliefernden Komponenten CagE und Caga sind dunkelgrau markiert. Sie bilden die 3
Hauptbestandteile des T4SS und setzen sich aus verschiedenen Proteinuntereinheiten zusammen.
Die Translokationsfaktoren sind rosa abgebildet. Uberlappend dargestellte Komponenten zeigen
Interaktionen zwischen den Untereinheiten des T4SS. Das Effektorprotein CagA wird Uber den
Translokationsapparat des T4SS sezerniert. Die Integrin-Rezeptoren a und B1 sind in der
Zytoplasmamembran (Cytoplasmic Membrane) der Wirtszelle lokalisiert und vermitteln die
Assoziation mit dem T4SS des H. pylori. Die Struktur des T4SS ist noch nicht abschliel3end geklart,
da die Funktion einiger Proteinkomponenten bisher nicht erschlossen wurde (aus Kutter et al. 2008;
Fischer 2011).

1.5.3 Das CagA-Protein des H. pylori und die Variationen der EPIYA-Motive

Das cagA-Gen kodiert fur ein 120-145 kDa groRRes Protein namens CagA (Cytotoxin-
associated gene A). Der C-Terminus des CagA-Proteins ist durch eine variable Region
charakterisiert und weist Ahnlichkeiten zu eukaryotischen Proteinsequenzen auf. Dadurch
wird das Protein nach Translokation in die Wirtszelle weder als fremd erkannt, noch
abgebaut. An der Plasmamembran der Wirtszelle wird sezerniertes CagA-Protein an den
Tyrosinresten der sogenannten EPIYA-Motive durch intrazellulare Src- und Abl-Kinasen
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phosphoryliert (Backert und Selbach 2005; Hayashi et al. 2013). Das EPIYA-Motiv am C-
terminalen Ende des CagA-Proteins besteht aus der sich wiederholenden
Aminosauresequenz Glutamin-Prolin-Isoleucin-Tyrosin-Alanin. Die EPIYA-Motive weisen
Unterschiede in der Anzahl der Wiederholungen und in den flankierenden repetitiven
Aminosauresequenzen auf. Hinsichtlich der geographischen Verteilung CagA-positiver H.
pylori-Stamme und der flankierenden Sequenzen der Aminosauren wurden vier Segmente
des EPIYA-Motivs identifiziert, welche als EPIYA-A,-B,-C und -D bezeichnet werden
(Abbildung 1.4; (Hatakeyama 2004; Backert und Tegtmeyer 2010). Die EPIYA-A- und -B-
Motive kommen bei allen cagA-Gen positiven Stammen vor, wahrend das C-Motiv
hauptsachlich in Stammen charakterisiert wurde, welche in der USA, Europa, Australien
und in einigen westasiatischen Landern wie Malaysia und Indien verbreitet sind. Diese H.
pylori-Stamme aus der westlichen Welt (Western CagA) kénnen zwischen 0 und 5 C-Motive
aufweisen, wobei ein singulares C-Motiv (EPIYA-ABC) am Haufigsten vorkommt (Sgouras
et al. 2009; Yadegar et al. 2015). H. pylori-Stdmme in China, Japan und Korea werden
durch CagA-Proteine mit EPIYA-Motiven vom A-B-D-Typ charakterisiert (East-Asian
CagA), wobei das D-Motiv bis zweifach vorliegen kann. Die Variationen der EPIYA-Motive
hinsichtlich regionaler Unterschiede sind in der Abbildung 1.5 illustriert. Die EPIYA-A- und
-B-Motive werden im Gegensatz zu C- und D-Motiven nur schwach phosphoryliert
(Hatakeyama 2004; Backert und Tegtmeyer 2010). Die Src- und Abl-Kinasen werden in
einer strukturierten Abfolge aktiviert. Zuerst phosphorylieren die Src-Kinasen die EPIYA-
C(D)-Motive. In der Post-Akut-Phase der bakteriellen Infektion phosphorylieren die Abl-
Kinasen jedes EPIYA-Motiv (Mueller et al. 2012). Das phosphorylierte CagA-Protein
interagiert anschlieRend mit einer Vielzahl von intrazellularen Proteinen, wie z.B. mit der
SHP-2-Tyrosinphosphatase (Higashi et al. 2002), der Tyrosinkinase Csk (Tsutsumi et al.
2003) und den Adapterproteinen Crk (Suzuki et al. 2005) und Grb2 (Selbach et al. 2009).
Diese Wechselwirkungen induzieren einerseits zahlreiche Signaltransduktionswege, die zu
Veranderungen der Zellpolaritat, Zellsekretion, Zellmotilitéat und der Zellproliferation fihren
und andererseits die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (Wroblewski et al. 2010;
Murata-Kamiya 2011). Beispielsweise fuhrt die Bindung der Tyrosinphosphatase an die
phosphorylierten EPIYA-C- und -D-Motive des CagA-Proteins zur Aktivierung der SHP-2-
Tyrosinphosphatase, wobei das EPIYA-D-Motiv eine hdhere Bindungsaffinitat zeigt
(Higashi et al. 2002). Die aktivierte SHP-2 ermdglicht die Dephosphorylierung und Inhibition
einer fokalen Adhasionskinase (FAK) (Tsutsumi et al. 2003). Die FAK beeinflusst
Zelladhasions- und Zellmigrationsprozesse. So fiuhrt eine verminderte Aktivitat u.a. zum
Umbau des Zytoskeletts. Diese zellulare Veranderung bewirkte in Zellinfektionsversuchen
mit CagA-Protein positiven H. pylori-Stdmmen eine Zellelongation und die Entwicklung
nadeldhnlicher Fortsétze, was als ,Hummingbird-Phanotyp“ bezeichnet wird (Tsutsumi et
al. 2006; Murata-Kamiya 2011). Auch das nicht-phosphorylierte CagA-Protein zeigt
zahlreiche Wechselwirkungen mit intrazellularen Komponenten, wie u.a. mit dem

13



Einfihrung

Zelladhasionsmolekul E-Cadherin, dem Cyclin-D1 und der Matrix-Metalloproteinase-1. Die
Interaktion von nicht-phosphoryliertem CagA-Protein mit E-Cadherin, welches tber a- und
B-Catenin mit dem Aktinzytoskelett interagiert, fuhrt zur Zerstérung der ,Adherence
Junctions® in polarisierten Epithelzellen. Dies wird durch die Inhibition der E-Cadherin/B-
Catenin Komplexbildung und die Anreicherung von B-Catenin im Zytoplasma und im
Zellkern hervorgerufen (Murata-Kamiya et al. 2007). Das kumulierte 3-Catenin im Zellkern
induziert durch die Bindung an Transkriptionsfaktoren, die in den Wnt-
Signaltransduktionsweg eingeschaltet sind, die Transkription von Genen, die bei der
Tumorgenese eine entscheidende Rolle spielen (Franco et al. 2005; Murata-Kamiya et al.
2007). Das CagA-Protein greift auch direkt in den Zellzyklus der Wirtszelle ein, indem es
die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Cyclin-D1 und der Matrix-
Metalloproteinase-1 stimuliert und so die Lebenszeit der infizierten Zellen verlangert (Chang
et al. 2006; Pillinger et al. 2007). Insgesamt scheint die Variabilitat innerhalb der EPIYA-
Motive des CagA-Proteins einen Einfluss auf das Pathogenitatspotential der H. pylori-
Stamme zu besitzen. Dieser Aspekt wird aktuell kontrovers diskutiert. Wéahrend
beispielsweise die Forschungsgruppe um Acosta keine Assoziation zwischen dem CagA-
Polymorphismus und der Pathogenitat des H. pylori nachgewiesen haben (Acosta et al.
2010), zeigten Untersuchungen von Ferreira 2012, dass mit Zunahme der Anzahl an
EPIYA-C-Motiven das Risiko fir gastrale Neoplasien steigt (Ferreira et al. 2012c). In vitro
Experimente an AGS-Zellen von Varizi et al. bestatigten diese Erkenntnisse und konnten
nachweisen, dass eine Infektion dieser Zellen mit CagA-Protein positiven H. pylori-
Stammen vom EPIYA-ABCCC-Typ im Gegensatz zum EPIYA-ABC-Typ die Transkription
einer Vielzahl von Genen induzierte, die bei der Tumorgenese des Magenkarzinoms eine
Schlusselrolle einnehmen. Des Weiteren konnte auch eine verstarkte Stimulation der IL-8-
Produktion und Modifikationen Crk-abhangiger Proteine, die bei der Apoptose der Zellen
eine Rolle spielen, nachgewiesen werden (Argent et al. 2008a; Vaziri et al. 2015). Die
Forschungsgruppe um Papadakos konnte ebenfalls feststellen, dass die Existenz von
terminalen EPIYA-Phosphorylierungsmotiven in H. pylori cagA-Gen positiven Stammen zur
IL-8-Sekretion beitragt, allerdings unabhéngig von der Anzahl ihrer Wiederholungen
(Papadakos et al. 2013). Das Ziel der Dissertation ist es den cagA-Genpolymorphismus
und die die Variationen der EPIYA-Motive zu identifizieren und ihren Einfluss auf die
Krankheitsentstehung naher zu beleuchten, um anschliel3end die Ergebnisse mit anderen
Forschungsarbeiten zu vergleichen und intensiv zu diskutieren.
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Abbildung 1.4: Darstellung der EPIYA-Motive des CagA-Proteins abhangig von der
geographischen Herkunft des H. pylori-Stammes. Weltweit wurden mit dem A-, B-, C-, und D-
Segment 4 Komponenten der EPIYA-Motive identifiziert. Western CagA-Proteine sind durch EPIYA-
Motive mit A-, -B- und -C-Segmenten charakterisiert. H. pylori-Stamme der East-Asian CagA-
Proteine beinhalten EPIYA-A-, -B- und -D-Motive, besitzen aber kein C-Segment am C-Terminus
ihres CagA-Proteins. Die EPIYA-Motive bezeichnen Phosphorylierungsstellen der Src- und Abl-
Tyrosinkinasen. AnschlieBend kann das phosphorylierte CagA-Protein mit einer Vielzahl von

Molekulen, interagieren und morphologischen Wirtszellverdnderungen induzieren (aus Murata-
Kamiya 2011).
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Abbildung 1.5: Die Variationen der EPIYA-Motive des CagA-Proteins von H. pylori. Insgesamt
wurden in klinischen H. pylori-Stdammen mehrfache EPIYA-Motive und Variationen innerhalb der
Segmente identifiziert. Neben der Bezeichnung der dargestellten H. pylori-Stamme ist die
Unterscheidung hinsichtlich der geographischen Herkunft aufgefuhrt. Auf der linken Seite sind die
Variationen der EPIYA-Motive in Western CagA-H. pylori-Stammen (A) illustriert, wahrend rechts die
East-Asian CagA-H. pylori-Stamme gezeigt werden (B) (aus Backert und Tegtmeyer 2010).
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1.5.5 Das Vakuolisierende Zytotoxin A (VacA)

Neben dem CagA-Protein ist das Vakuolisierende Zytotoxin A (VacA) ein weiterer
bedeutender Virulenzfaktor des H. pylori. Im Gegensatz zum cagA-Gen verfiigen alle H.
pylori-Staémme Uber ein vacA-Gen. Aufgrund der Transkriptionsregulation des Gens wird
das VacA-Protein aber nur in ca. 50 % aller Bakterienstamme exprimiert (Ahn und Lee
2015). Das vacA-Gen ist durch 4 variable Sequenzen charakterisiert. Die Signalpeptid-(s-)
(s1 und s2), die Mittel-(m-) (m1 und m2), die Intermediar-(i-) (ilund i2), und die
Deletionsregion (d1 und d2). Es wurde gezeigt, dass Variationen in der Struktur des vacA-
Gens die Art und Schwere der gastrointestinalen Erkrankung beeinflussen (Ahn und Lee
2015). Die strukturelle Unterscheidung des vacA-Gens in seiner Signalpeptid- (s1 und s2)
und seiner Mittelregion (m1 und m2) fuhrt zu Variationen in der vakuolisierenden Aktivitat
der unterschiedlichen H. pylori-Stamme (Atherton et al. 1995). In vitro Experimente haben
gezeigt, dass H. pylori-Stamme mit einem vacA s1m1l das hodchste zytotoxische Potential
besitzen, wahrend Stamme mit einem s2m2 keine zytotoxische Aktivitat aufweisen und H.
pylori-Stdémme mit einer vacA-Isoform s2m1l selten sind (Atherton et al. 1995; Winter et al.
2014). Der Genotyp sl korreliert dabei eng mit der Existenz der cag-PAl und mit einem
schwereren Krankheitsgeschehen (Yamaoka et al. 1999; Winter et al. 2014). In
Ubereinstimmung mit diesen Daten haben Forschungsgruppen herausgefunden, dass
Patienten in Afrika, Lateinamerika und im mittleren Osten mit H. pylori-Stammen mit einem
vacA-Gen der Isoform s1 oder m1 im Vergleich zu H. pylori-Stdmmen mit einem vacA-Gen
der Isoform s2 oder m2 ein erhéhtes Risiko fur die Entstehung eines Magenkarzinoms
und/oder gastroduodenale Ulcera haben (Sugimoto und Yamaoka 2009; Sugimoto et al.
2009; Pajavand et al. 2015). Kontrovers wird der Einfluss der Intermediarregion, die
zwischen der Signal- und Mittelregion des vacA-Gens lokalisiert ist (Rhead et al. 2007),
hinsichtlich der Entstehung gastrointestinaler Erkrankungen diskutiert. In Portugal und dem
Iran wurde gezeigt, dass Patienten mit vacA i1-Stdmmen nicht nur mit einer erhéhten Rate
an entzundlichen und dysplastischen Zellveranderungen, sondern auch mit neoplastischen
Zellveranderungen assoziiert sind (Ferreira et al. 2012b; Memon et al. 2014). Trotz diesen
Ergebnissen présentieren Studien von Patienten in Ost- und Sidostasien, dass keine
Korrelation zwischen der i-Region des vacA-Gens und dem Erkrankungsmuster besteht
(Yamaoka 2010). Auch eine Langzeitstudie tber 12,8 Jahren aus Spanien bestétigt diesen
nicht existierenden Zusammenhang der i-Region und der resultierenden Erkrankung
(Ferreira et al. 2012a). Die vierte und mdglicherweise krankheitsassoziierte Region ist die
Deletions-d-Region, die zwischen der i- und der m-Region lokalisiert ist. Mit der d1- (keine
Deletion) und der d2-Region (eine 69- zu 81 bp Deletion) wurden zwei Subtypen
identifiziert. Auch die Bedeutung der d-Region ist aktuell noch umstritten (Rhead et al. 2007;
Ogiwara et al. 2009). Das vacA-Gen kodiert fur ein 140 kDa Protoxin, welches
posttranslational durch Proteolyse in eine Signalsequenz, ein 88 kDa Zytotoxin und eine C-
terminale R-Domane gespalten wird (Abbildung 1.6; Gonzalez-Rivera et al. 2010). Das reife
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88 kDa Zytotoxin wird anschlieBend mit Hilfe der 33 kDa C-terminalen 3-Domane als
I6sliches Protein durch einen Autotransportmechanismus Uber die aul3ere Zellmembran
des H. pylori in den Extrazellularraum exportiert (Dautin und Bernstein 2007). Das
sezernierte Zytotoxin setzt sich aus den beiden Untereinheiten p33 (33 kDa) und p55 (55
kDa) zusammen. Die Aminosauresequenzen dieser Bereiche beeinflussen die
Bindungskapazitat des VacA zur Wirtszelle. Durch Kontakt mit der Magensaure wird das
exportierte Zytotoxin pH-abhéngig in Monomere dissoziiert und aktiviert. Dies ermdglicht
die Interaktion mit der Plasmamembran der Wirtszelle (Cover et al. 1997; Gonzalez-Rivera
et al. 2010). In der Abbildung 1.7 ist der Mechanismus der Vakuolisierung graphisch
dargestellt. Formationsveranderungen im Rahmen einer Oligomerisierung bei Kontakt mit
der Zytoplasmamembran fiihren zur Ausbildung von anionenselektiven VacA-Poren in der
Epithelzellmembran der gastralen Zellen (Cover und Blanke 2005). Diese VacA-Poren
werden anschlieRend endozytiert und in Vakuolen mit saurem pH kompartimentiert (Cover
und Blanke 2005). Dazu fungieren die VacA-Poren als Chloridkanale und stimulieren Uber
die Aktivierung der endosomalen V-ATPase den Protoneneinstrom. Es entsteht ein
intraluminaler Protonengradient, welcher durch Osmose die Akkumulation von Ammoniak
und Wasser in die Vakuolen ermdoglicht. Die osmotische Schwellung der Kompartimente
miindet letztendlich in einer Vakuolisierung der gesamten Zelle und damit zur epithelialen
Nekrose und Nahrstoffemission aus den zerstdrten Zellen. Die freigesetzten Nahrstoffe
nitzen dem H. pylori als Substrat (Szabo et al. 1999; Cover und Blanke 2005). Das VacA-
Protein ist neben der Vakuolisierung auch fir die Induktion anderer zellularer Mechanismen
verantwortlich. Durch die Bindung an spezifische Zellmembranrezeptoren kann eine
Entzindungsreaktion in der Wirtszelle ausgeldst werden (Cover und Blanke 2005). In vitro
Experimente haben auRerdem gezeigt, dass das VacA-Protein ein starker Inhibitor der T-
Zellaktivierung ist (Gebert et al. 2003). AuBerdem ist das Zytotoxin zur
Permeabilitatserh6hung der Wirtszellmembran fahig (Szabo et al. 1999) und reguliert Uber
die Reduktion des mitrochondrialen Transmembranpotentials (Domanska et al. 2010) und
Uber die Aktivierung proapoptotischer Proteine der Bcl-2 Familie (Bak- und Bax-Protein) die
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien und fiihrt so zum Untergang der Wirtszelle
(Yamaoka 2010; Jain et al. 2011).
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Abbildung 1.6: Darstellung der strukturellen Verdnderungen des VacA-Proteins auf seinem
Weg vom Protoxin zum reifen Zytotoxin. Nach Abspaltung der N-Terminal lokalisierten
Signalsequenz entsteht aus dem 140 kDa Protoxin ein 88 kDa grof3es Zytotoxin, welches mit Hilfe
eines Autotransportmechanismus in den Extrazellularraum sezerniert wird. Die Sekretion und
proteolytische Prozessierung des VacA-Proteins sind charakteristische Eigenschaften der
Autotransportproteine Gramnegativer Bakterien. Sie besitzen die Fahigkeit ohne Hilfe anderer
Proteine ihre Sekretion eigenstandig zu vermitteln. Dazu besitzt das VacA-Protein eine 33 kDa (-
Fass-Domane, die sich in die duRere Membran des H. pylori integrieren kann und einen Kanal formt,
durch den das reife Zytotoxin in den Extrazellularraum transloziert wird (Cover und Blanke 2005).

O VacA
4
@

Stomach lumen — Efﬁ <_¥
Oligomerization

l and membrane
Endocytic entry
of VacA into cell
H+ (V-ATPase)

interaction
CI~ channel activity / i
(VacA) \@/):)4—%

Vacuole swelhng

%@\

//W

Abbildung 1.7: lllustration der zelluldaren Vakuolisierung. Schematisches Modell der Fahigkeit
der zellularen Vakuolisierung durch das VacA-Protein. Nach Interaktion des Zytotoxins mit der
Wirtszelloberflache wird das Protein internalisiert und ist zur Ausbildung anionenselektiver VacA-
Poren in der endosomalen Membran beféahigt, welche als Chloridkanéle fungieren und tber die
Aktivierung der endosomalen V-ATPase den Einstrom von Protonen gewéhrleisten. Der
intraluminale Protonengradient ermdglicht durch Osmose die Akkumulation von Ammoniak und
Wasser in die Vakuolen. Dadurch kommt es zur Schwellung der Kompartimente und Vakuolisierung
der Wirtszelle (Cover und Blanke 2005).

H. pylori
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1.5.6 Interaktionen zwischen dem VacA- und CagA-Protein

Das CagA-Protein scheint schon in die Frilhphase der Tumorgenese des Magenkarzinoms
einzuwirken, denn das Protein lasst sich im Karzinomgewebe nicht mehr nachweisen
(Yamazaki et al. 2003). Es wurde gezeigt, dass sezerniertes CagA-Protein im Rahmen
einer Infektion mit H. pylori-Stammen der VacA-Isoform m1 durch Autophagie abgebaut
wird (Tsugawa et al. 2012). Diese VacA-Isoform interagiert mit dem Zelloberflachenrezeptor
LRP1 (Low-density lipoprotein receptor-related protein-1), was zu einem Verlust an
reduziertem Glutathion (GSH) und zu einer erhohten Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) in der Zelle flihrt. Dadurch kommt es zum Abbau des Akt-Kinase
abhéngigen Tumorsuppressors p53 und zur Induktion der Autophagie von CagA (Tsugawa
et al. 2012). Interessanterweise werden autophagische Prozesse nicht in Zellen identifiziert,
die eine bestimmte Variante des CD44-Adhasionsmolekul exprimieren (Tsugawa et al.
2012). Diese Zellen zeichnen sich aufgrund der Aktivierung von xCT, einem Glutamat-
Cystein-Transporter (Ishimoto et al. 2011), durch eine erhdhte intrazelluldare Konzentration
von GSH aus. Sie bilden wenig ROS und induzieren deshalb keine Autophagie des CagA-
Proteins bei VacA-Bindung. CD44 ist ein Zelloberflachenmarker, der mit epithelialen
Tumorstammzellen assoziiert ist. Das CagA-Protein kann in dieser Variation von CD44
exprimierenden Zellen bei Magenkarzinompatienten nicht nachgewiesen werden (Tsugawa
et al. 2012). Paradoxerweise fuhren Gewebeveranderungen wahrend der H. pylori
induzierten Tumorgenese, wie die Entwicklung einer Intestinalen Metaplasie, zu niedrigeren
Besiedlungsraten im Magen. Allerdings wurde im Mausmodell gezeigt, dass das Bakterium
mit Magenvorlauferzellen interagiert (Oh et al. 2005). Die Fahigkeit des H. pylori, diese
Vorlauferzellen zu besiedeln, der Verbleib des CagA-Proteins in diesen Zellen aufgrund der
Aktivierung von XCT und die beeintrachtigte Autophagie, durch die es zu einem verringerten
Abbau des CagA-Proteins kommt, kdnnte eine Schliisselfunktion in der H. pylori-Besiedlung
und der Tumorentstehung durch das CagA-Protein darstellen. Tan et al. stellten fest, dass
das CagA-Protein im polarisierten Zellkulturmodell eine erhdhte basolaterale Aufnahme von
Transferrin und die Transzytose von Transferrin férdert, wahrend das VacA-Protein zu einer
Lokalisationsveranderung des Transferrinrezeptors fiuihrt, welches die Eisenaufnahme
durch das Bakterium erleichtert (Tan et al. 2011). In CagA-mutierten H. pylori-Stammen
erfordert die Besiedlung an der apikalen Zelloberflache eine Eisenergdnzung, wahrend dies
keine Voraussetzung bei Wildtyp-Bakterien ist. Dies deutet darauf hin, dass die verénderte
Zellpolaritat durch die CagA- und VacA-Proteine dem Bakterium einen Ernahrungsnutzen
verleiht. Im Einklang mit dieser Hypothese wird das CagA-Protein fir eine effiziente
Besiedlung des Bakteriums in Mongolischen Gerbils unter eisenlimitierten Bedingungen
bendtigt (Tan et al. 2011). Beide Proteine scheinen eng zusammen zu arbeiten, um eine
effiziente Besiedlung in der eisenlimitierten Umgebung des Magens zu gewahrleisten und
um pathologische Fahigkeiten des CagA-Proteins zu vermitteln (Salama et al. 2013). Es
konnten auch antagonistische Wechselwirkungen zwischen dem CagA- und dem VacA-
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Protein identifiziert werden (Argent et al. 2008b). Beispielsweise fuhrt das CagA-Protein
durch Aktivierung von Signaltransduktionsprozessen und Proteinen, wie dem
antiapoptotischen Protein MCL1 (Myeloid cell leukemia 1) zu einer Hemmung der Apoptose
durch VacA (Backert und Tegtmeyer 2010).

1.6 Die Immunantwort bei einer Infektion mit CagA-positiven H.
pylori-Stdammen

Neben der Untersuchung des Pathogenitatspotentials des CagA-Proteins durch
Wechselwirkungen mit anderen Virulenzfaktoren und Komponenten der Wirtszelle ist auch
die Immunantwort des Wirts hinsichtlich der Produktion CagA-spezifischer Antikérper vom
IgG-Typ in den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Schon im Jahr 1988
spielte die Immunantwort zur Identifikation des CagA-Proteins eine Schlisselrolle, als es
der Arbeitsgruppe um Apel mittels eines Immunoblotverfahrens gelang, das damals
unbekannte Protein indirekt in Patienten mit einer H. pylori-Infektion (urspriinglich
Campylobacter pyloridis) nachzuweisen (Apel et al. 1988). Heute wird die Bestimmung der
CagA-Antikdrperkonzentration im Serum als diagnostischer Marker angesehen, da die im
Wirt induzierte Immunantwort mit der Krankheitsschwere zu korrelieren scheint (Bhat et al.
2005). Die Infektion mit CagA-positiven H. pylori-Stammen mit einem positiven Anti-CagA-
IgG-Status in der Serologie ist mit einem erhdhten Risiko fir die Entwicklung des
gastroduodenalen Ulkusleiden und der Entstehung des nicht kardialen Adenokarzinoms
des Magens assoziiert (Blaser et al. 1995; Cover et al. 1995). Auch eine Metaanalyse von
insgesamt 16 Studien fuhrte zu der Erkenntnis, dass eine Seropositivitat fir IgG-Antikbrper
gegen das CagA-Protein mit einem 2,87-fach erhéhtem Risiko fiir die Entstehung des
Magenkarzinoms einhergeht (Huang et al. 2003). Der Zusammenhang zwischen der
erhdhten Pathogenitét bei positivem Antikdrperstatus scheint einerseits mit einer erhdhten
H. pylori-Dichte im Magen, andererseits mit einer erhéhten IL-8-Expression und Infiltration
neutrophiler Granulozyten zusammenzuhéngen (Ando et al. 2000). Die Bestimmung des
Anti-CagA-lgG-Status ist aufgrund dieser Erkenntnisse bei Hochrisikopatienten fir das
Adenokarzinom des Magens vorteilhaft. Allerdings konnte in einigen Studien eine
Diskrepanz zwischen cagA-Gen positiven H. pylori-Stammen und der Immunantwort des
Wirts gegenuber dem CagA-Protein des H. pylori gezeigt werden. Die Ursache fir eine
hohe Pravalenz cagA-Gen positiver Bakterien und dem geringen Anti-CagA-1gG-Status im
Blut des H. pylori-Infizierten ist noch nicht abschlieRend geklart. Es existieren nur wenige
Studien, die eine Erklarung fir dieses Phanomen bieten (Figueiredo et al. 2001; Rhead et
al. 2007; Basso et al. 2008). Das Ziel ist es, deshalb mogliche Faktoren zu identifizieren,
die die Immunantwort gegeniiber H. pylori und dem CagA-Protein beeinflussen.
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1.7 Aufgabenstellung

Auf der Basis der dargestellten Literaturergebnisse und Befunde, welche die Komplexitat
der bakteriellen Pathogenitatsfaktoren des H. pylori widerspiegeln und deren Rolle zu
verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen erfassen, soll zum einen der cagA-
Genpolymorphismus und die EPIYA-Motive des CagA-Proteins untersucht, deren
Assoziation zu Erkrankungen analysiert und die Ergebnisse mit anderern
Forschungsarbeiten verglichen und diskutiert werden. Zum anderen soll die
Arbeitshypothese Uberprift werden, dass die CagA-Antikdrperkonzentration im
Patientenserum ein diagnostischer Marker ist und die CagA-Seropositivitdt mit einem
erhdhten Krankheitsrisiko assoziiert ist. AbschlieBend soll analysiert werden, ob andere
Virulenzfaktoren, wie der vacA-Genpolymorphismus bzw. das VacA-Protein die
Immunantwort des Patienten auf eine H. pylori-Infektion und die Krankheitsschwere
beeinflussen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen war die Bearbeitung folgender Teilaufgaben
vorgesehen:

- Extraktion bakterieller DNA des H. pylori aus mikrobiologischen Isolaten von
Patienten mit  verschiedenen  gastrointestinalen Erkrankungen und
Charakterisierung des cagA-Gens hinsichtlich Variationen in den EPIYA-Motiven
mittels Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung

- Untersuchung der H. pylori- und CagA-Antikbrperkonzentrationen im
Patientenserum mittels ELISA und Analyse einer mdglichen Assoziation bzw.
Korrelation zum histopathologischen Befund der Patientenbiopsien

- Analyse des vacA-Genpolymorphismus und Identifikation einer Assoziation

zwischen dem Pathogenitatspotential des Bakteriums und der Immunantwort des
Patienten
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Im Rahmen der HELDIVPAT- Studie erfolgte die Untersuchung von H. pylori hinsichtlich
seiner Rolle in der Pathogenese, der Antibiotikaresistenz und der Umgehung naturlicher
und impfstoffinduzierter Inmunreaktionen. Diese Studie wurde vom Bundesministerium far
Bildung und Forschung im Rahmen des ERA-NET PathoGenoMics Projekts gefordert. Das
Studienprotokoll wurde gemaR der ,Deklaration von Helsinki - Ethische Grundséatze fur die
Medizinische Forschung am Menschen* erstellt und von der Ethikkommission der Otto-von-
Guericke Universitat Magdeburg genehmigt (Studiennummer 80/11). Zwischen Juli 2011
und April 2014 wurden 413 Patienten in das Studienkollektiv aufgenommen. Es nahmen
141 Manner und 236 Frauen mit einem Durchschnittsalter von 56,1 Jahren + 15,8 Jahren
teil. Eingeschlossen wurden Patienten mit verschiedenen H. pylori assoziierten
Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes. Nach einer ausfuhrlichen Aufklarung in Bezug
auf die Durchfihrung und Komplikationen, sowie Unterzeichnung einer schriftlichen
Einwilligungserklarung, erhielt jeder Patient eine Blutenthahme und eine Gastroskopie mit
Biopsieentnahme an der Klinik flr Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der
Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg. Von der Studie ausgeschlossen wurden
Patienten mit einem instabilen Krankheitszustand, wie einer akuten Blutung und Patienten
mit einer immunsuppressiven oder antibiotischen Therapie in den letzten 2 Wochen vor
Beginn der Studie. Auch Patienten mit Voroperationen im Bereich des Magens, einer
Antikoagulationstherapie und Patienten, bei denen eine Krebserkrankung aufRerhalb des
Gastrointestinaltraktes bekannt war (z.B. Mammakarzinom), wurden von der Studie

ausgeschlossen.

2.2 Biopsie Protokoll und histopathologische Beurteilung

Bei der Gastroskopie wurden den Patienten je sechzehn Magenschleimhautbiopsien (je 2-
3 mm) von unterschiedlichen Lokalisationen innerhalb des Magens entnommen. Es wurden
Proben aus dem Magenantrum (A), dem Magenkorpus (C) und der Incisura angularis (1)
isoliert. Zwei Biopsien (1xA/1xC) dienten dem indirekten Nachweis des H. pylori mittels
Helicobacter -Urease Test (CLOtest, Kimberly Clark, USA). Zwei Proben (1xA/1xC) wurden

zur mikrobiologischen Anzucht des Bakteriums am Institut fur Medizinische Mikrobiologie
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und Krankenhaushygiene der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg verwendet.
Weitere sechs Proben (3xA/3xC) wurden fir molekulargenetische Untersuchungen im
Labor der Gastroenterologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg entnommen.
Patienten mit dem Verdacht auf ein Magenkarzinom erhielten zusatzlich vier Biopsien vom
Tumor und aus der Tumorumgebung. Die Proben wurden in flissigem Stickstoff tiefgefroren
und bis zur Verwendung bei -80 °C eingelagert. Zur histologischen Beurteilung wurden 6
Biopsien (2xA/2xC/2xl) verwendet. Das Magenschleimhautgewebe wurde in Formalin
fixiert. Im Institut fir Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg erfolgte die
Anfertigung von Gewebeschnitten und die Farbung mit Hamatoxylin, Eosin und PAS, sowie
der Nachweis des H. pylori mit der modifizierten Giemsa Farbung. Die Sydney Klassifikation
diente zur Bestimmung der Gastritisform (Dixon et al. 1996). In die Beurteilung flossen
dabei die Atiologie, die Topografie und die Entziindungsmorphologie, wie Schweregrad,
Aktivitat, Atrophie und intestinale Metaplasie ein. Bei Patienten mit der Diagnhose eines
Magenkarzinoms erfolgte die Klassifikation des Wachstumsverhaltens nach Laurén in drei

Typen (Intestinaler Typ, Diffuser Typ und Mischtyp).

2.3 Diagnostik und Anzucht von H. pylori

Die Identifikation des H. pylori erfolgte mittels Helicobacter -Urease Test (CLOtest, Kimberly
Clark, USA), Histologie, Mikrobiologie und Serologie. Ein Patient galt als H. pylori infiziert,
wenn eines der Verfahren positiv ausfiel. H. pylori negative Patienten mussten in allen
Nachweismethoden negative Befunde aufweisen. Diese Patienten wurden als
Kontrollgruppe in die Studie einbezogen. Zum mikrobiologischen Nachweis des Bakteriums
wurden die Biopsien zunachst in 1,0 ml 0,9 %ige isotonische Natriumchlorid Losung (Berlin-
Chemie AG, Berlin, Deutschland) dberfihrt und in das Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg
gebracht. Dort erfolgte die Anzucht von H. pylori auf 37 °C vorgewarmten Blutagarplatten
(Biomerieux, Marcy |' Etoile, Frankreich). Als Nahrmedium diente eine Columbia-Agar-
Basis, mit oder ohne Zusatz von Antibiotika (Vancomycin (10 mg/ml); Nystatin (1 mg/ml);
Trimethoprim (5 mg/ml), die aul3erdem 10 % menschliche Erythrozyten und 10 %
Pferdeserum als native EiweiRquelle enthielt (Megraud et al. 2007, Wueppenhorts et al.
2009). Die Agarplatten wurden in Anaerobiertopfen (Oxoid, Wesel, Deutschland) unter
mikroaerophilen Bedingungen (5 % 02, 10 % CO2, 85 % N2) mittels CampyGen Gaspacks
(Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bei 37 °C im Brutschrank (Thermo, Hereaus,
Hanau, Deutschland) inkubiert. Die Untersuchung der Platten auf eine bakterielle
Besiedlung mit H. pylori erfolgte alle 2-3 Tage bis zu 10 Tage lang. Der Keim wurde anhand

seiner typischen Morphologie, der grau - weil3lich, runden leicht erhabenen Gramnegativen
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Kolonien mit leichter Hamolyse, sowie mittels Urease-, Oxidase- und Katalase-Tests
identifiziert. Positive Kulturen wurden in 0,9 vol% isotonischer Natriumchloridldsung

suspendiert und nach Zentrifugation als Zellpellets bei -30 °C eingefroren.

Material: Biopsien (1xA/1xC), Natriumchloridldsung (0,9 vol%, Berlin-Chemie AG, Berlin,
Deutschland); Blutagarplatten (Biomerieux, Marcy I* Etoile, Frankreich); Anaerobiertopfe
(Oxoid, Wesel, Deutschland); CampyGen Gaspacks (Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland)

2.4 ELISA zur Quantifizierung H. pylori spezifischer Antikdrper

Den Patienten wurden je ein Serum-, ein Citrat- und ein EDTA-Blutréhrchen abgenommen.
Im Patientenblut erfolgte die serologische Bestimmung von H. pylori spezifischen
Antikdrpern mittels ELISA. Der ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ist eine
antikdrperbasierte Methode, dessen Prinzip auf eine enzymatische Farbreaktion beruht. Er
diente zum indirekten Nachweis von H. pylori. Der serologische Nachweis des Bakteriums
erfolgte mit dem H. pylori-lgG ELISA (Biohit, Helsinki, Finnland) und dem CagA-lgG ELISA
Kit (Genesis Diagnostics, Cambridgeshire, GroR3britannien). Beide Methoden wurden nach
der Herstellerempfehlung durchgefihrt und &hneln sich im Ablauf. Beispielhaft wird hier der
H. pylori-lgG ELISA beschrieben. Das Verfahren orientiert sich an der Technik der Enzym-
Immunoproben mit teilweise gereinigtem H. pylori Antigen. Dieses wurde auf einem
Mikrotiter fixiert und durch Zugabe eines mit HRP (Meerrettichperoxidase) markiertem
Antikorper bestimmt (Biohit Oyj, H. pylori IgG, Instructions for use, Helsinki, Finnland). Fur
den H. pylori-lgG ELISA (Biohit, Helsinki, Finnland) wurden folgende Reagenzien je Probe
verwendet: 6x350 pl Waschpufferkonzentrat; 100 pl Verdinnungspuffer; 100 pl Kalibrator;
100 pl Negativkontrolle; 100 pl Positivkontrolle; 100 upl Konjugatlésung; 100 pl
Substratlésung und 100 pl Stoppldésung. Zur Vorbereitung wurden die Mikrotiterplatten und
alle Reagenzien auf Raumtemperatur (23 °C) gebracht und das Waschpufferkonzentrat 1
zu 10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Das nach der Gerinnung abgesonderte
Patientenserum wurde im Verhaltnis 1 zu 200 mit dem Verdinnungspuffer verdinnt und
danach gemischt. Je 100 pl aus dem Verdinnungspuffer, dem Kalibrator, der
Negativkontrolle, der Positivkontrolle und den verdinnten Proben wurden jeweils als
Doppelbestimmung einzeln in die Mikrotiterplatten pipettiert. An der Polystyroloberflache
dieser Platte befand sich gereinigtes H. pylori Antigen, welches die H. pylori Antikérper aus
der Probe binden konnte. Nach Abdecken der Platte mit Abdeckfolie erfolgte die Inkubation
fur 30 min bei 37 °C. Im darauffolgenden Arbeitsschritt wurden die Streifen mit 3x350 pl

verdiinnter Waschlésung gereinigt. Anschlie@end wurden 100 pl der gemischten
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Verdinnung (1 zu 100) der Konjugatldsung mit einer 8-Kanalpipette in die Vertiefungen
gegeben, die Platte erneut abgedeckt und 30 min bei 37 °C inkubiert. In dieser Zeit konnte
das HRP-markierte monoklonale nicht-menschliche 1gG die H. pylori Antikdrper aus der
Probe binden. Der nachfolgende Arbeitsschritt beinhaltete die erneute Reinigung mit
verdinnter Waschlosung (3x350 pul). Zur Substratlésung wurden 100 pl dieses Reagenz
(TMB-Substrat) mit einer 8-Kanalpipette in alle geleerten Vertiefungen gegeben und der
Ansatz 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieses Arbeitsschrittes wurde die
Platte vor Licht geschutzt. Das Substrat konnte nun durch das Enzym oxidiert werden, was
zu einem blauen Farbumschlag fiihrte. Zur Beendigung der Enzymreaktion wurden 100 pl
Stopplésung in die Vertiefungen pipettiert und anschlieRend die Absorption bei 450 nm
gemessen. Die Bestatigung der korrekten Testdurchfihrung wurde durch den
Absorptionswert des Kalibrators angezeigt. Dieser Wert sollte >1000 U/ml betragen. Der

Mittlere Absorptionswert konnte mit folgender Formel bestimmt werden:

X (AProbe) — X (ABlank) x 100 = Probe U/ml (Enzym-Immunoeinheiten)
X (AKalibrator) — X (ABlank)

Serumproben, die einen Wert groRer als 30 U/ml aufwiesen und deren Proben sich gelb
farbten wurden als Anti-H. pylori-lgG positiv klassifiziert. Bei dem CagA-1gG ELISA Kit
(Genesis Diagnostics, Cambridgeshire, GroRRbritannien) galten Patienten mit einem Wert
>6,25 U/ml als Anti-CagA-IgG positiv.

Material: Patientenblut aus Serumrdhrchen; H. pylori-lgG ELISA (Biohit, Helsinki, Finland):
Waschpufferkonzentrat (120 ml 10-fach konzentrierter Phosphatpufferlésung mit Tween 20
und 0,1 % ProClin als Konservierungsmittel), Verdiinnungspuffer (100 ml Phosphatpuffer
mit Blockierungsprotein, Tween 20, 0,1 % ProClin300 als Konservierungsmittel und rotem
Farbstoff), Kalibrator (enthalt 1,5 ml menschlichen serumbasierten H. pylori-lgG Kalibrator
mit 0,1 % Proclin300 als Konservierungsmittel), Negativkontrolle (enthalt 1,5 ml
menschliche serumbasierte H. pylori-lgG Negativkontrolle mit 0,1 % Proclin300 als
Konservierungsmittel), Positivkontrolle (enthélt 1,5 ml menschliche serumbasierte H. pylori
IgG Positivkontrolle mit 0,1 % Proclin300 als Konservierungsmittel), Konjugatlésung (0,2 ml
Meerrettichperoxidase, (HRP)-gekoppelte monoklonales nicht menschliches 1gG in
Stabilisierungspuffer mit 0,02 % Methylisothiazolon, 0,02 % Bromonitrodioxan und 0,002 %
aktive Isothiazolone als Konservierungsmittel), Substratlosung (15 ml Tetramethylbenzidin
in wassriger Losung), 100 ul Stopplésung (15 ml 0,1 mol/l Schwefelsdure); CagA IgG
ELISA Kit (Genesis Diagnostics, Cambridgeshire, Grol3britannien)
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2.5 DNA Isolation aus H. pylori

Die DNA Extraktion aus H. pylori erfolgte mit dem DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Fir eine Extraktion wurden ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen, ein ,Spin
Column® und drei ,Collection Tubes“ verwendet. Die Probe wurde zunachst auf
Zimmertemperatur (23 °C) aufgetaut, unter Zugabe von 180 pl Buffer ATL resuspendiert
und anschlieBend mit 20 pl Proteinase K zur Proteolyse versetzt und fir ca. 15 Sekunden
mittels Vortexer (RS-V110, Phoenix Instrument, Garbsen, Deutschland) vermischt. Danach
wurde die Probe bei 56 °C fur 60 min in einem Thermomixer (Eppendorf Thermomixer
Compact, Wilke & Witzel, Hamburg, Deutschland) tberfiihrt und gemischt. Nach Zugabe
von 200 pl Buffer AL und erneuter Mischung wurde das Zelllysat 10 min bei 70 °C im
Thermomixer inkubiert, danach mit 200 pl 100 % Ethanol aufgefiillt, 15 Sekunden gemischt
und der gesamte Inhalt in ein “Spin Column” gegeben. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugation (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland) des Lysates (1 min, 8000
xg). Das ,.Spin Column® wurde in ein neues Collection Tube Uberflhrt und der Durchfluss
entfernt. Nach Zugabe von 500 ul Waschpuffer AW1 und Zentrifugation (1 min, 8 000 xg)
wurde dieser Arbeitsschritt mit 500 pl Puffer AW2 aus dem DNA Mini Kit wiederholt. Diese
Mixtur wurde ebenfalls zentrifugiert (3 min, 13000 xg), in ein neues Collection Tube
gegeben und die Probe 1 min bei 13 000 xg zentrifugiert. Das ,,Spin Column® wurde mit 100
pl Puffer AE in ein 1,5 ml R6hrchen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 min erfolgte
die Zentrifugation der Probe (1 min, bei 8000 xg). Dieser letzte Arbeitsschritt wurde
wiederholt und die extrahierte DNA portioniert. Das Eppendorf-Réhrchen wurde
anschlieend mit Datum, Isolatnummer und dem Schriftzug ,DNA - Helicobacter pylori“

versehen und bei -30 °C eingelagert.

Material: DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), Ethanol (96-100 %)

2.6 Qualitative PCR zur Amplifikation H. pylori-spezifischer
Gene

Die Polymerasekettenreaktion als enzymabhangiges Verfahren ermdéglichte die
Amplifikation von DNA. Es wurde ein Mastermix aus den folgenden Reagenzien hergestellt:
15 pl HotStar Tag Plus DNA-Polymerase Mix (enthalt Tag-Polymerase und dNTP-Mix); 9,6
pI RNAse-freies Wasser bzw. fur die EPIYA-Motive 11,6 pl RNAse-freies Wasser; 0,2 pl
Forward Primer (50 uM) und 0,2 pl Reverse Primer (50 uM). Wie in Tabelle 2.1 illustriert,
wurden insgesamt 5 Primer- Sets verwendet: cagA (Peek, JR et al. 1995), EPIYA (Yamaoka
et al. 1998), vacA s, vacA m (Ryberg et al. 2008) und glmM (Shahamat et al. 2004). 25 ul
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des Mastermix wurden zusammen mit 5 pl DNA bzw. 5 pl RNAse-freiem Wasser fir die
Negativkontrolle in jede Vertiefung gegeben. Fir die Polymerasekettenreaktion wurden die
Proben (30 pl) in den Thermocycler transferiert (Biometra, Goéttingen, Deutschland). Dort
fanden folgende Reaktionen statt: Zunachst erfolgte die Denaturierung (15 min). Dabei
wurde die doppelstrangige DNA auf 95 °C erhitzt, somit die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Strangen gel6st und die Tag-Polymerase im Gemisch aktiviert. Danach folgte
die Primerhybridisierung durch Abkihlung des Versuchsansatzes auf die spezifische
Annealingtemperatur des jeweiligen Primers (30 Sekunden). In der Elongation
synthetisierte die DNA-Polymerase vom Primer aus in 5°-3"-Richtung den komplementéaren
Strang (1 min bei 72 °C). Um die neu synthetisierten Ketten zu schmelzen und die erneute
Anlagerung der Primer zu ermdglichen, erfolgte die Denaturierung bei 95 °C (30 Sekunden).
Dieser Vorgang wurde 40 Zyklen wiederholt. Den Abschluss bildete eine langere
Elongationsphase bei 72 °C. Nach Vollendung der PCR wurden die Reaktionsansatze auf
4 °C gekdhlt.

Material: HotStar Taq Plus DNA-Polymerase Mix (Qiagen, Hilden, Deutschland), RNAse-
freies Wasser, Primerpaare (cagA, vacA s/m, gimM, EPIYA)

Tabelle 2.1: Auflistung der Primer fir die qualitative PCR. Fir die Analyse der Gene cagA, vacA
s/m, glmM und die EPIYA-Motive des cagA- Gens des H. pylori wurden 5 Primerpaare aus der
Literatur verwendet: cagA (Peek, JR et al. 1995), EPIYA (Yamaoka et al. 1998), vacA s, vacA m
(Ryberg et al. 2008) und gimM (Shahamat et al. 2004). Neben der Primersequenz sind die
zugehdrige Annealing Temperatur und die Basenlénge der einzelnen Subtypen aufgefihrt.

Gen Richtung | Primersequenz (52 3") égrr:]%?al:g?ur Z)rg)dukt
cagA F GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG 56 °C 349
R CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA
vacA s F ATGGAAATACAACAAACACAC 56 °C sl: 259
R CTGCTTGAATGCGCCAAAC s2: 286
vacAm | F CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 56 °C m1: 570
R GCGTCTAATAATTCCAAGG m2: 645
glmM F AGGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 56 °C 293
R AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC
EPIYA F ACCCTAGTCGGTAATGGGTTA 50 °C AB 500
R GTAATTGTCTAGTTTCGC ABC 600
ABCC 700
ABCCC 800
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2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente zur Kontrolle der PCR Produkte. Die DNA Fragmente
wiesen eine spezifische Basenpaarlange (bp) auf. Zur Identifikation der Fragmente wurde
ein DNA-Langenstandard mitgefuhrt. Zur Herstellung des Gels wurde 1,3 %ige (1,3 @)
Agarose NEEO Ultra-Qualitat in 100 ml 1XTBE Puffer geldst und fir 2 min in der Mikrowelle
erhitzt. Nach Zugabe von 0,54 ul Ethidiumbromid wurde das flussige Gel blasenfrei in den
Geltrager gegeben, der vorher mit zwei 20-Well-Kammen bestlckt wurde. Das Gel hértete
20 bis 30 min aus. Bevor die PCR-Proben in die Geltaschen uberfihrt werden konnten,
wurde zu jeder Probe 10 pl LB-Puffer zugegeben. Fur den Nachweis von cagA, vacA s/m
und glmM wurden 10 pl des Gemisches bzw. fir das EPIYA Motiv 15 pl in je eine Geltasche
pipettiert. Zur Bestimmung der Basenlange wurde 5 pl des Molekulargewichtsmarkers
(HyperLadder 1V, Bioline, Luckenwalde, Deutschland) an den Seiten mitgefthrt. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer Gleichspannung von 95 V fiir 90 min fur die Gene cagA,
vacA s/m und glmM und 130 V fir 120 min fur die EPIYA-Motive des cagA-Gens. Die PCR
Produkte wurden mit UV-Licht (Herolab, Wiesloch, Deutschland) Uberprift und
photographisch dokumentiert.

Material: Agarose NEEO Ultra-Qualitat (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 1xTBE-
Puffer: 20 ml 50 xTBE-Puffer auf 1 | Aqua dest, (1XTBE-Puffer [10,8 g (89 mM) TRIS; 0,7 g
(2 mMNa2EDTA (ph 8,0); 55 g (89 mM) Borat; mit Aqua dest. auf 1 | aufgeflillt),
Ethidiumbromid 1 % (10 mg/ml), LB-Puffer (1,5 ml 10xTBE + 5 ml Glycerol (Roth, Karlsruhe)
mit Bromphenolblau (Merck, Darmstadt) und 8,5 ml Aqua dest.), Molekulargewichtsmarker
(Hyperladder IV, Bioline, Luckenwalde, Deutschland)

2.8 Aufreinigung der PCR Produkte

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurden die PCR Produkte mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt. Dieser Schritt entfernte die
wahrend der PCR bendtigten Oligonukleotide, dNTPs, Salze, Polymerase und Puffer und
war Voraussetzung fur eine effiziente Restriktion und Ligation der PCR-Produkte. Je Probe
wurde ein ,QIAquick column® und ein 1,5 ml Eppendorf-R6hrchen bendtigt. Der erste
Arbeitsschritt bestand aus der Zugabe von 75 pl Puffer PB zu 15 pl PCR-Produkt. Dieses
Gemisch wurde in das ,,QlAquick Column® Gberfihrt und zur Fixierung der DNA zentrifugiert
(Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland, 1 min, 13 000 xg). Der Durchfluss wurde
entfernt, 750 pl Waschpuffer PE zugefuhrt und nochmals zentrifugiert (1 min, 13 000 xg).

Nachdem der Durchfluss wiederholt verworfen wurde, erfolgte eine Trockenzentrifugation
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(2 min, 13 000 xg). Das ,,QlAquick Column® wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Rdhrchen
platziert, 30 pl Puffer EB zur Elution der DNA hinzugefigt und 1 min bei 13 000 xg

zentrifugiert.

Material: QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen

2.9 Klonierung

Die Klonierung diente der Vervielfaltigung einzelner DNA Fragmente im H. pylori-Isolat.
Dazu wurden die aufbereiteten Genfragmente in einen Klonierungsvektor eingefiigt und das
rekombinante DNA-Molekil in Bakterienzellen (E. coli) transformiert. In diesen Wirtszellen
konnten sich die DNA Molekile vermehren. Nach einer Inkubationszeit entstanden durch
Mitosen Bakterienkolonien, die aus Zellen mit identischem genetischem Inhalt bestanden
und als Klone bezeichnet wurden. Die Arbeitsschritte der Klonierung werden in den

folgenden Abschnitten detailliert beschrieben.
2.9.1 Vorbereitung der Nahrbéden

Die Agarplatten wurden frisch hergestellt, um ein optimales Wachstum der Klone zu
gewahrleisten. Dazu wurden folgende Reagenzien bendtigt: 1 pl Ampicillin (100 mg/ml A.d.)
/ml Agar; 0,4 ul IPTG (1 M in A.d.) /ml Agar und 0,8 pl X-3-Gal (20 mg/ml DMSO) /ml Agar.
Je PCR Produkt wurden drei Agarplatten vorbereitet. Dazu wurde 35 g LB-Agar (Lennox
Agar, Sigma, Hannover, Deutschland) in 1 | destilliertes Wasser gegeben und gemischt.
Anschlieend wurde das Medium autoklaviert und nach dem Abkuhlen bei 4 °C gelagert.
Der vorgekochte Agar wurde zunéchst 15 min bei 400 Watt in der Mikrowelle erwarmt.
Danach erfolgte die Abklhlung des Gels auf 55 °C und die Zufihrung der Reagenzien. Das
Agargemisch wurde geschwenkt und die Masse in Petrischalen (Schale 94/16 L.MG.ON.
Steril, Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland) gegossen, bis der gesamte Boden
bedeckt war. Danach kihlten die Agarplatten 30 min ab. Als Orientierungshilfe wurde der
Deckel der Petrischale zur Hélfte aufgesetzt und so lange gewartet, bis dieser nicht mehr
beschlagen war. Die Agarplatten wurden bis zur Weiterverwendung bei 4 °C mit dem

Deckel nach unten gelagert (Haltbarkeit maximal 14 Tage).

Material: LB-Agar (Lennox Agar, Sigma, Hannover, Deutschland), Ampicillin (Roth,
Karlsruhe, Deutschland), IPTG (Roth, Karlsruhe, Deutschland); X- R-Gal (Roth, Karlsruhe,
Deutschland), Petrischalen (Schale 94/16 L.MG.ON. Steril, Greiner Bio-one,
Frickenhausen, Deutschland)
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2.9.2 Ligation

Die Ligation diente der Einfiihrung der in den PCR-Produkten enthaltenen DNA- Fragmente
in einen Klonierungsvektor. Die zur Amplifikation (PCR) verwendete Tag-Polymerase
verfigte Uber eine terminale Transferase-Aktivitat, wodurch am 3'-Ende der PCR-
Fragmente Adenin angehangt wurde. Diese Adenin-Uberhdnge konnten direkt an den
Uracil-Uberhangen des linearisierten Vektors p-Dive binden. Die Herstellung des
Ligationsansatzes erfolgte mit dem QIAGEN PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Folgende Reagenzien wurden verwendet: QIAGEN PCR Cloning Kit: 1 pl p-
Drive Vektor und 5 pl 2-fach Ligation Master Mix. Die Bestandteile wurden mit 4 pl des
gereinigten PCR-Produktes zu insgesamt 10 pl vermischt und der gesamte
Reaktionsansatz zwei Stunden bei 10 °C im Eppendorf Thermomixer Compact (Wilke &
Witzel, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Danach wurde der Ansatz fir 10 min in ein 65 °C
Wasserbad gegeben. Dies fuhrte zur Aktivierung der Ligase, welche das PCR-Produkt mit
dem Klonierungsvektor vereinte. Die Proben wurden anschliel3end auf Eis gelagert.

Material: QIAGEN PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

2.9.3 Transformation und Vermehrung positiver Klone

Der nachfolgende Arbeitsschritt der Klonierung beinhaltete die Transformation, bei der die
Ligationsprodukte in Bakterienzellen eingeschleust wurden. In diesen Wirtszellen wurden
die DNA-Molekile vervielfaltigt. Durch Zellteilung entstanden Bakterienkolonien (Klone) mit
identischem genetischem Material. Der Transformationsansatz setzte sich aus den
folgenden Komponenten zusammen: 25 pl E. coli (RapidTrans™ TAM1 Competent E. coli
von Active Motif, La Hulpe, Belgien) und 1,5 pl Ligationsansatz. Die Probe wurde 25 min
auf Eis inkubiert. Nach einer Inkubation im Wasserbad (30 Sekunden bei 42 °C) wurde der
Ansatz 2 min auf Eis gestellt, um die Aufnahme des Plasmids zu ermdglichen. Unter der
Sterilbank (HERAsafe KS Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland) wurden
anschlie3end 350 pl Transformationsmedium dazu pipettiert (Soc-Medium, zunéchst im 37
°C Wasserbad erwarmt und dann auf Raumtemperatur abgekuhlt) und der gesamte Ansatz
eine Stunde und 15 min bei 37 °C und 500 g im Eppendorf Thermomixer Compact (Wilke
& Witzel, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Zur Vorbereitung der Beimpfung wurden die
Agarplatten aus dem Kihlschrank genommen und mit Probennummer und Datum
beschriftet. Ein Drigalskispatel wurde mit 96 %igem Ethanol abgeflammt. Zunachst erfolgte
die Beimpfung von zwei Agarplatten je Probe mit dem Transformationsansatz. Auf die eine
Platte wurden 50 pl verteilt, auf die zweite Platte 200 pl. Daftir wurde der Ansatz in die Mitte

der Platte pipettiert und von dort aus mit einem Drigalskispatel in kreisformigen
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Bewegungen auf der gesamten Platte verteilt. Uber Nacht wurden die Agarplatten bei 37
°C im Bakterienschrank (Heraeus, Langenselbold, Deutschland) bebritet. Am néchsten
Morgen wurden die Nahrmediumplatten zunéchst bei 4 °C in den Kuhlschrank gestellt, um
eine besserer Farbentwicklung zu ermdglichen. Danach konnte das Bakterienwachstum auf
den beimpften Platten kontrolliert werden. Zum ,Picken” der Klone wurden diese mit einer
10 pl Pipettenspitze von der Agarplatte entnommen und eine unbeimpfte Agarplatte mit der
Pipettenspitze berthrt. Die Spitze wurde in dem 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen abgespilt,
welches 100 pl steriles Wasser enthielt. Fur die Schittelkultur wurde je Klon ein 15 ml
Falcon-Réhrchen beschriftet und mit 10 ml LB-Medium und 2 pl Ampicillin/ml Medium
bestiickt. Zusétzlich erfolgte die Uberfiihrung von 10 pl Flissigkeit aus dem 1,5 ml
Eppendorf-Réhrchen in das Falcon-Réhrchen. Nach Fixierung des Deckels mit Leukosilk S
(BSN medical GmbH, Hannover, Deutschland) wurden die Proben in einem
Styroporstander in den Bakterienschittler (Heidolph Unimax 1010, Schwabach,
Deutschland) gestellt und die Bakterienkulturen bei 25 °C und 300 xg Uber Nacht inkubiert.
Am nachsten Tag wurde die Schuittelkultur entnommen und 10 min bei 3 000 xg zentrifugiert
(Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland). AnschlieBend wurde der Uberstand fir die
spatere Autoklavierung in eine Flasche Uberfiihrt und die Bakterien bei -30 °C eingefroren.

Material: 25 pl E. coli (RapidTrans™ TAM1 Competent E. coli von Active Motif, La Hulpe,
Belgien), Soc-Medium, Drigalskispatel, 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen, steriles Wasser, LB-
Medium, Ampicillin, Falcon-Réhrchen, Leukosilkk S (BSN medical GmbH, Hannover,
Deutschland)

2.9.4 Plasmid Pré&paration

Die Plasmid-Isolation ist eine molekularbiologische Methode zur Rickgewinnung der
amplifizierten Vektoren aus den positiven Klonen und Aufarbeitung der Plasmid-DNA. Die
Plasmid Préparation erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Fir jede Probe wurde ein ,QlAprep Spin Column® und zwei 1,5 ml Eppendorf-
Rohrchen verwendet. Zur Resuspension wurde das Bakterienpellet im Falcon-Rohrchen
zunachst mit 500 pl Puffer P1 versetzt und 250 pl dieses Produktes in ein 1,5 ml Eppendort-
Rohrchen Uberfuhrt. Die folgenden zwei Prozeduren beinhalteten die Zugabe von 250 pl
Puffer P2 und anschlieend 350 pl Puffer N3. Nach jedem Arbeitsschritt wurde das
Eppendorf-R6hrchen 6x Gber Kopf gekippt, um eine gleichméafige Mischung zu erzielen.
Dabei durfte eine Zeitspanne von maximal 5 min fur alle Proben nicht Gberschritten werden.
Die Proben wurde anschlieend 10 min bei 13 000 xg zentrifugiert (Biofuge fresco,
Heraeus, Hanau, Deutschland), der Uberstand in das ,QlAprep Spin Column* Uberfiihrt,

erneut zentrifugiert (1 min, 13 000 xg), der Durchfluss entfernt und 500 pl Puffer PB dazu
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pipettiert. Nach wiederholter Zentrifugation (1 min, 13 000 xg) und Entfernung des
Durchflusses erfolgte die Zugabe von 750 pl Puffer PE. Anschlieend wurde erneut
zentrifugiert (1 min, 13 000 xg), der Durchfluss entfernt und trocken zentrifugiert (1 min, 13
000 xg). Das ,QlAprep Spin Column® wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen gegeben
und mit 50 pl Puffer EB versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurde zentrifugiert
(1 min, 13 000 xg). Der Uberschuss konnte entfernt werden und die Plasmid-DNA bei -30

°C gelagert werden.

Material: QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), 1,5 ml Eppendorf-

Rohrchen, Falcon-Réhrchen

2.9.5 Qualitative PCR/Agarosegelelektrophorese

Die Plasmid-DNA wurde mittels einer qualitativen PCR amplifiziert. Der Versuchsablauf
entsprach dabei dem in Gliederungspunkt 2.6 beschriebenen. Zur Vervielfaltigung wurden
die EPIYA-Primer verwendet (Tabelle 2.1). Anschlie3end erfolgte der Nachweis der PCR
Produkte und die Identifikation der Lange der DNA-Fragmente in der Agarosegel-
elektrophorese.

2.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung zur Analyse der Nukleotidabfolge der klonierten DNA fand in der
Abteilung der Molekulargenetik im Medizinischen Versorgungszentrum fiir Labormedizin,
Mikrobiologie, Hygiene und Humangenetik Prof. Schenk/Dr. Ansorge & Kollegen statt. Um
mdglichst das gesamte Genfragment zu sequenzieren erfolgte die Analyse der Klone
sowohl in 5°-37, als auch in 3°-5"Richtung. Fir jeden Klon entstanden Chromatogramme,
die eine spezifische Basenabfolge aufwiesen. Anschlie3end wurden die Chromatogramme
mit dem Computerprogramm Chromas LITE Version 2.1.1 bearbeitet. Nach Vereinigung
der ,Forward- und Reversesequenzen® wurden die EPIYA-Sequenzen der einzelnen Klone
eines H. pylori-Isolates unter Anwendung des CLC-Sequence-Viewer Version 6.8.1 mit
katalogisierten H. pylori-Stammen aus der Gendatenbank NCBI verglichen und
ausgewertet. Mit dem Programm Clustal Omega (www.ebi.ac.uk./Tools/msa/clustalo/)
konnten die Nukleotidsequenzen der einzelnen Klone eines zugehdrigen Isolates
gegenlbergestellt werden und Abweichungen in den Basenabfolgen der EPIYA-Motive
identifiziert werden. Das Proteinsequenz-Alignement wurde ebenfalls mit Hilfe des
Programmes SIC-Sequence-Viewer Version 6 bzw. des ClustalOmega Programmes

ausgewertet (http://www.ebi.ac.uk./Tools/msa/slustalo/).
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2.11 Computergestitzte Analysen

Die Auswertung der Sequenzanalysen erfolgte mit Hilfe folgender Computerprogramme
und Datenbanken:

- Chromas LITE Version 2.1.1 (Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Austalia)

- CLC-Sequence-Viewer Version 6.8.1 (CLC bio A/S, A Qiagen Company, USA)
- http://'www.ebi.ac.uk./Tools/msa/slustalo/

- http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

2.12 Statistische Analyse

Alle Versuche wurden mit Negativkontrollen durchgefiihrt. Bei Auftreten von unschlissigen
Ergebnissen, wie z.B. Schlierbanden in der Gelelektrophorese beim Nachweis der PCR
Produkte, wurde der Versuchsaufbau wiederholt, bis Bandenmuster sichtbar wurden, die
eindeutig einer definierten Basenlange zuzuordnen waren. Der gesamte Datensatz wurde
in einer ,Microsoft Excel“-Tabelle dokumentiert. Fir die statistische Analyse wurden die
Daten in SPSS importiert und aufbereitet. Es wurde die IBM SPSS Statistics Version 22
(International Business Machines Corporation, USA) verwendet. Zunachst wurde ein
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest durchgefiihrt, um bei den metrischen Daten
zwischen normalverteilten und nicht-normalverteilten Daten zu differenzieren. Bei unter 30
Datensatzen wurde der Shapiro-Wilkonson-Test angewendet. Das Alter war normalverteilt
und die CagA-Serologie war logarithmisch normalverteilt. Bei diesen Daten wurden
parametrische Tests, wie z.B. eine ANOVA mit Post-hoc-Test (speziell T-Test) angewandt.
Bei nicht metrischen und nicht normalverteilten Daten wurden nichtparametrische Tests
durchgefuhrt. Dazu gehorten der Pearson-Chi-Quadrat und der Exakte-Fisher-Test. Die
Korrelationsanalyse zwischen der H. pylori Serologie und der CagA-Serologie erfolgte mit
dem Spearman-Rho-Test. Beim Vergleich des EPIYA-Status im Antrum und Korpus des
Magens wurde der Vorzeichentest wegen verbundenen Stichproben angewendet.
Insgesamt wurde fir alle Daten ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

Der experimentelle Teil meiner Arbeit bestand im Wesentlichen aus Untersuchungen des
CagA-Proteins, insbesondere der Analyse der EPIYA-Motive des CagA-Proteins im Kontext
mit anderen Virulenzfaktoren des H. pylori, wie dem VacA. Dazu isolierte ich aus 99 H.
pylori-Isolaten bakterielle DNA und analysierte das cagA-Gen, die EPIYA-Motive des cagA-
Gens und das vacA-Gen mittels qualitativer Polymerasekettenreaktion und anschliel3ender
Gelelektrophorese. Zur Verifizierung des EPIYA-Status erfolgte von 10 Patienten nach
Klonierung eine Sequenzanalyse. Die Sequenzdaten verglich ich mit Hilfe von
Referenzsequenzen aus der Gendatenbank NCBI und identifizierte jeweilige Modifikationen
des CagA-Proteins. Des Weiteren untersuchte ich die Immunantwort des Wirtsorganismus
nach der Infektion mit H. pylori. Dazu analysierte ich im Patientenblut mittels ELISA H.
pylori-lgG Antikoérper und Immunglobuline gegen den Virulenzfaktor CagA (siehe Material
und Methoden).

3.1 Histopathologische Beurteilung des Biopsiebefundes in
Abhangigkeit zur CagA-Serologie

Bei 99 Patienten gelang die Anzucht der H. pylori-Stamme aus den Magenbiopsien. Das
CagA-Protein gilt als einer der bedeutendsten Virulenzfaktoren des H. pylori und induziert
durch Stimulation der Freisetzung von Zytokinen (IL-8) und anderen Mediatoren die
Entzindung der Magenschleimhaut und beeinflusst die Immunantwort des
Wirtsorganismus (Brandt et al. 2005). Das Protein kann die Bildung von Antikdrpern vom
IgG-Typ induzieren, die im Blut mittels ELISA nachweisbar sind (Wex et al. 2011). Wie in
Tabelle 3.1 illustriert, wiesen 30 Patienten (30,3 %) eine positive Anti-CagA-IgG-Serologie
im Blut auf. Zunachst wurde analysiert, ob Unterschiede im Histologiebefund zwischen Anti-
CagA-IgG positiven und negativen Patienten vorlagen. Die histopathologische Beurteilung
des Gastritistypes erfolgte anhand der Sydney Klassifikation. Der Schweregrad wurde nach
Aktivitat, Chronizitdt und Atrophie charakterisiert (Dixon et al. 1996). Wie in Tabelle 3.1
dokumentiert, lie3en sich funf Krankheitsgruppen abgrenzen. Bei zwei Patienten konnte
anhand der Kriterien Chronizitat < 1, keine Aktivitat und keine Atrophie histologisch eine
normale Mukosa (N) identifiziert werden. 44 Patienten ohne Aktivitat, Atrophie und
intestinale Metaplasie, jedoch mit einem Chronizitatsindex > 1, wurden zu der Gruppe
chronische Gastritis ohne Atrophie und ohne intestinale Metaplasie (CG)

zusammengefasst. 41 Patienten zeigten Merkmale von Atrophie mit oder ohne intestinale
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Metaplasie und wurden der Gruppe chronisch atrophische Gastritis + intestinale Metaplasie
(CAG £+ IM) zugeordnet. Bei 6 Patienten wurde histologisch die Diagnose eines
Magenkarzinoms (MaCa) gestellt. Die flnfte Krankheitsgruppe mit insgesamt 6 Patienten
beinhaltete solche mit einer gastroduodenalen Ulkuskrankheit, sowie einen Patienten mit
einem MALT-Lymphom und einen Patienten mit einem Neuroendokrinen Tumor
(PUD/MALT-L./NET). Bei der Bestimmung der Anti-CagA-Immunglobuline zeigten sich im
Exakten Fisher-Test signifikante Unterschiede in den Krankheitsgruppen (p = 0,025). Die
Gruppe der Anti-CagA-IgG positiven Patienten enthielt signifikant mehr Patienten mit einer
chronisch atrophischen Gastritis + intestinale Metaplasie (p = 0,017) und mit einem
Magenkarzinom (p = 0,024), als solche mit einer chronischen Gastritis (CG) ohne Atrophie
und intestinale Metaplasie. Zu der Anti-CagA-IgG negativen Kohorte zahlten mehr
Patienten mit chronischer Gastritis ohne Atrophie und intestinale Metaplasie (CG), sowie
Patienten mit einer gastroduodenalen Ulkuskrankheit (PUD/MALT-L./NET). Im Blut der
zwei Patienten mit histologisch gesicherter unaufféalliger Mukosa (N) waren ebenfalls keine

Anti-CagA-Immunglobuline nachweisbar (Abbildung 3.1).

Tabelle 3.1: Analyse der H. pylori-CagA-Serologie in Magenbiopsien. Das Studienkollektiv
beinhaltete 99 Patienten. Die Tabelle gibt die Verteilung der CagA-Serologie in Bezug zur
histologischen Beurteilung der Magenbiopsien wieder. Insgesamt wurden 5 Krankheitsgruppen
unterschieden. Die grof3te Gruppe (chronische Gastritis ohne Atrophie und ohne intestinale
Metaplasie) beinhaltete 44 Patienten (44,4 %). Insgesamt wiesen 30 Patienten (30,3 %) eine positive
Anti-CagA-lgG-Serologie im Blut auf. In den einzelnen Krankheitsgruppen ergaben sich hinsichtlich
der Antikérperproduktion gegen das CagA-Protein signifikante Unterschiede (p = 0,025).

H. pylori + H. pylori +
Anti-CagA- | Anti-CagA- | Gesamtzahl
IgG - (%) IgG + (%)

Histopathologie

normale Mukosa (N) 2 (100) 0 2

chronische Gastritis ohne Atrophie und ohne

intestinale Metaplasie (CG) 36 (81.8) 8(18.2) a4
chronisch atrophische Gastritis

+ intestinale Metaplasie (CAG/ + IM) 24 (58,5) 17(41.5) 4l
gastroduodenale Ulkuskrankheit oder MALT-

Lymphom oder Neuroendokriner Tumor 5(83,3) 1(16,7) 6
(PUD/MALT-L./NET)

Magenkarzinom (MaCa) 2 (33,3) 4 (66,7) 6
Gesamtzahl 69 (69,7) 30 (30,3) 99
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Abbildung 3.1: Graphische Darstellung der Krankheitsgruppen im Zusammenhang zur CagA-
Serologie. (A) Abgebildet ist die prozentuale Verteilung des CagA-lgG-Status innerhalb von vier
Krankheitsmanifestationen. Die roten Balken reprasentieren den Anteil der Patienten mit einer
positiven Anti-CagA-IgG Konzentration, wahrend die blauen Balken die Patienten ohne Antikérper
gegen CagA dokumentieren. (B) Der Anteil an Patienten mit einer chronisch atrophischen
Gastritis + intestinale Metaplasie (CAG/ £IM) ist signifikant hoher in der Anti-CagA-1gG positiven
Gruppe, als die Anzahl an Patienten mit einer chronischen Gastritis ohne Atrophie und intestinale
Metaplasie (CG) (p = 0,017). (C) Der gleiche Sachverhalt ergibt sich bei Patienten mit einem
Magenkarzinom (MaCa) im Vergleich zur Kohorte der chronischen Gastritis (CG) (p = 0,024).
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3.2 Identifikation des cagA-Gen bei Patienten mit oder ohne
Anti-CagA-lgG

Das cagA-Gen ist am 3'- Ende der cag-PAI lokalisiert und kodiert fir das CagA-Protein,
welches anschliel3end mit Hilfe des T4SS in die Wirtszelle eingeschleust wird (Hatakeyama
2004). Wir untersuchten zunachst, wie viele H. pylori-Stdmme der 99 Patienten Trager des
cagA-Gens waren. Dazu wurden die Antrum- und Korpusbiopsien analysiert. Das Gen
wurde mit spezifischen cagA-Primern identifiziert und mittels einer Polymerase-
kettenreaktion amplifiziert. Um die PCR Produkte nachzuweisen, wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Die DNA Fragmente wiesen eine spezifische
Basenpaarlange (bp) auf, welche im Vergleich zum mitgefihrten DNA-Langenstandard
identifiziert wurde. Wie in der Abbildung 3.2 exemplarisch dargestellt, ergab sich fir das
cagA-Gen in der Gelelektrophorese unter UV-Licht eine sichtbare Bande bei 349 bp. Das
glmM-Gen, welches jeder H. pylori-Stamm besitzt (Sozzi et al. 2005) und eine spezifische
Bande bei 293 bp aufweist, fungierte als Referenzgen. Wie in Tabelle 3.2 illustriert, waren
insgesamt 93 Patienten (93,9 %) cagA-Gen positiv. Bei 6 Patienten (6,1 %) war kein Gen
nachweisbar. 6 Patienten zeigten in den Biopsien aus Antrum und Korpus des Magens
einen abweichenden cagA-Gen Status, d.h. nur in einer der beiden Proben wurde das
cagA-Gen nachgewiesen. In diesen Fallen wurde der Patient der cagA-Gen positiven
Gruppe zugeordnet.

Die Immunreaktion auf CagA héangt sowohl von der Charakteristik des H. pylori-Stammes
als auch von anderen Virulenzfaktoren des Bakteriums ab. Wie erwartet und in Tabelle 3.2
abgebildet, hatten alle 6 Patienten ohne nachweisbare Antikbrper gegen CagA einen cagA-
Gen negativen Stamm. Bei allen Patienten mit positiver CagA-Serologie war auch das
cagA-Gen nachweisbar. Neben Antikdrpern gegen das CagA-Protein lassen sich auch Anti-
H. pylori-lgG nach einer Infektion mit dem Keim nachweisen. Der Anti-H. pylori -IgG Status
wurde mittels ELISA (Biohit, Helsinki, Finnland) bestimmt und mit dem CagA-lgG Status
verglichen. Der ,cut off“Wert lag bei >30 U/ml. Die Tabelle 3.3 verdeutlicht, dass sowohl
Patienten mit, als auch ohne Anti-CagA-lgG meistens Uber eine positive Immunantwort
gegen H. pylori verfigen (93 Patienten). 64 Patienten (92,8 %) der Gruppe Anti-CagA-1gG-
und 29 Patienten (6,7 %) der Gruppe Anti-CagA-IgG+ waren auch Anti-H. pylori-lgG positiv.
Die Korrelationsanalyse zwischen der H. pylori-IgG und der Anti-CagA-lgG Konzentration
zeigte keine Korrelation (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.2: Agarosegelelektrophorese nach Polymerasekettenreaktion zur Identifikation
des cagA-Gen. Exemplarisch ist in das Bandenmuster des cagA- und glmM-Gen im Gel von 17 H.
pylori-Isolaten aus Antrum (A) und Korpus (C) abgebildet (Isolat 180 C1 - 129 Al). An den Seiten ist
der mitgefuhrte Langenstandard mit den entsprechenden Banden von 100 — 1000 bp zu sehen. Das
DNA Fragment des cagA-Gens weist eine spezifische Basenpaarlange von 349 bp auf (roter Pfeil).
Die Isolate Nr. 121C1, 122A1, 125A1, 128A1 und 128C1 sind cagA-Gen positiv aufgrund einer
sichtbaren Bande mit 349 bp. Die anderen hier dargestellten Isolate sind cagA-Gen negativ.

Tabelle 3.2: Analyse des cagA-Gen bei Patienten mit und ohne Anti-CagA-1gG. (A) Die Anzahl
der Patienten, deren H. pylori-Stdmme ein cagA-Gen aufwiesen, lag bei 93 (93,9 %). Alle 6 cagA-
Gen negativen Patienten hatten eine negative CagA-Serologie. *6 Patienten mit verschiedenen
cagA+/cagA- im Korpus und Antrum wurden der cagA-Gen positiven Gruppe zugeordnet.

H. pylori + H. pylori +
Anti-CagA-IgG - | Anti-CagA-IgG + | Gesamtzahl

(%) (%0)
cagA-Gen* + 63 (67,7) 30 (32,3) 93
cagA-Gen* - 6 (100) 0 6
Gesamtzahl 69 (69,7) 30 (30,3) 99

Tabelle 3.3: Vergleich der CagA- und H. pylori-Serologie. Tabellarisch ist der Antikdrperstatus
gegen H. pylori und das CagA-Protein der 99 Patienten illustriert. 93 Patienten waren insgesamt
Anti-H. pylori-lgG positiv. Bei 64 Patienten wurden zusatzlich Antikdrper gegen das CagA-Protein
nachgewiesen. 6 Patienten waren Anti-H. pylori-IgG negativ und nur bei einem Patienten aus dieser
Gruppe wurden Antikdrper gegen das CagA-Protein identifiziert.

H. pylori + H. pylori +
Anti-CagA-IgG - | Anti-CagA-IgG + | Gesamtzahl

(%0) (%)
Anti-H. pylori-IgG + (>30 U/ml) 64 (92,8) 29 (6,7) 93
Anti-H. pylori-lgG - (<30 U/ml) 5(83,3) 1(16,7) 6
Gesamtzahl 69 (69,7) 30 (30,3) 99
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Abbildung 3.3: Korrelationsanalyse zwischen Anti-CagA-IgG und Anti-H. pylori-lgG. Das
Diagramm zeigt die Wechselbeziehung zwischen der CagA- und H. pylori-Serologie. Auf der X-
Achse ist die Anti-CagA-1gG Konzentration in U/ml graphisch dargestellt. Auf der Y-Achse ist die
Anti-H. pylori-IgG Konzentration in U/ml dokumentiert. Unter Anwendung des nicht parametrischen
Spearman Tests ergibt sich kein signifikanter Wert. Da der Korrelationskoeffizient mit 0,07 nahe Null
liegt, besteht mit hoher Wahrscheinlichkeit kein linearer Zusammenhang zwischen den betrachteten
Merkmalen.

3.3 Nachweis der vacA-Varianten im Kontext mit der CagA-
Serologie

Neben dem CagA- ist das VacA-Protein ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor des H. pylori
(Backert und Tegtmeyer 2010). Die folgende Untersuchung galt der Analyse des vacA-
Gens im Studienkollektiv. Fir dieses Gen ist ein Polymorphismus mit der Existenz der drei
Subtypen vacA siml, s1m2 und s2m2 bekannt. Zur Identifikation wurde eine qualitative
Polymerasekettenreaktion mit spezifischen vacA s/m-Primern durchgefiihrt und das
amplifizierte Produkt in der Agarosegelelektrophorese nachgewiesen. 42 Patienten (42,4
%) hatten den Subtyp vacA s1/ml. Die zweithaufigste Isoform war vacA s2/m2. In der
Tabelle 3.4 sind die vacA-Varianten mit den zugehorigen Patienten angegeben. Insgesamt
unterscheiden sich die vacA-Subtypen in ihrer entziindlichen Aktivitat. Der vacA siml
Subtyp vermittelt die starkste Toxizitat innerhalb der drei Varianten. Aus der Literatur ist
bereits bekannt, dass der vacA-Polymorphismus und die CagA-Serologie in einem
Zusammenhang stehen (Figueiredo et al. 2001). Wie in Tabelle 3.4 gezeigt, hatten alle H.
pylori-Stamme von Patienten mit einer positiven CagA Immunantwort einen vacA s1-Subtyp
(mit m1: 54,8 % und m2: 30,4 %). Keiner der Patienten mit einem vacA-Status s2m2 war
CagA-seropositiv. Bezuglich der Anti-CagA-IgG Konzentrationen fielen in den vacA-
Gruppen charakteristische Unterschiede auf. Die Anti-CagA-IgG Konzentration war im
Gegensatz zu Patienten mit dem Subtyp vacA s2m2 (0 %) héher bei Patienten mit H. pylori-
Stdmmen vom Subtyp vacA s1ml (50 %) und vacA s1m2 (36,8 %). Dies lasst einen Einfluss

39



Ergebnisse

des vacA als H. pylori assoziierten Virulenzfaktor auf die Immunreaktion des Infizierten
vermuten (Abbildung 3.4).

Tabelle 3.4: Der vacA-Polymorphismus unter Berucksichtigung der CagA-Serologie. In der
Tabelle ist der vacA-Polymorphismus illustriert. Die Einteilung der Patienten erfolgt in s/m Subtypen
Die Auswertung des vacA-Polymorphismus zeigt, dass bei allen Patienten mit einer positiven CagA-
Serologie ein vacA s1-Subtyp (mit m1: 54,8 % und m2: 30,4 %) vorlag. Die H. pylori-Stamme mit
dem Subtyp s2mz2 fiihrten nicht zu einer Bildung von CagA-Antikdrpern im Blut der Patienten. *6
Patienten mit verschiedenen vacA-Stammen im Korpus und Antrum wurden der Gruppe mit dem
hdchsten Pathogenitatspotential zugeordnet.

H. pylori + H. pylori + Gesamtzahl
Anti-CagA-1gG - (%) | Anti-CagA-lgG + (%)
n =69 (69,7) n =30 (30,3) n =299
vacA-Varianten*
sl 35 (53,8) 30 (46,2) 65
s2 34 (100) 0 34
ml 19 (45,2) 23 (54,8) 42
m2 50 (87,7) 7 (12,3) 57
slml 19 (45,2) 23 (54,8) 42
slm2 16 (69,6) 7 (30,4) 23
s2m2 34 (100) 0 34
100
% vacA siml vacA s1m?2 vacA s2m2
<=
g Es0
Q=2
c ’ I
< [T L L Y ¥ P —
HAYNOOQOYUOHYEQ TN IR IS IZ3I9INELRS D

Patientenzahl

Abbildung 3.4: Anti-CagA-IgG Konzentration der vacA-Varianten. Das Diagramm stellt die drei
vacA-Subtypen mit dem zugehdrigen Patientenkollektiv dar (X-Achse). In absteigender Reihenfolge
sind die gemessenen Anti-CagA-IgG Konzentrationen in U/ml (Y-Achse) aufgefuhrt. Bei einer
Antikdrperkonzentration von >6.25 U/ml im Blut galt der Patient als serologisch positiv fir CagA-
Antikorper. Die graue Linie gibt den Grenzwert von 6,25 U/ml an. Die Anti-CagA-lgG Konzentrationen
weisen deutliche Unterschiede in den drei Gruppen auf. Wéhrend alle 34 Patienten mit einem vacA
s2m2-Status Anti-CagA-lgG negativ waren, konnte bei den anderen beiden Gruppen ein hoher Anteil
an Patienten mit einer positiven Anti-CagA-IgG Konzentration identifiziert werden.
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3.4 Die Variabilitat des CagA-Proteins in H. pylori-Stdmmen

Die Virulenz des H. pylori scheint nicht nur von der Prasenz des CagA-Proteins
abzuhéngen, sondern auch von der Zusammensetzung der EPIYA-Motive des CagA-
Proteins. Diese sich wiederholende Aminosauresequenzen (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), welche
am C-Terminus jedes CagA-Proteins lokalisiert sind, variieren und haben ein
unterschiedliches Pathogenitatspotential. Mit den AB-, ABC-, ABCC- und ABCCC- Motiven
sind 4 Isoformen beschrieben, wobei auch andere Subtypen existieren (Hatakeyama 2004;
Backert und Tegtmeyer 2010) (siehe Einfuhrung). Die folgenden Analysen beschéftigen
sich mit der Untersuchung der EPIYA-Motive in den H. pylori-Stammen unseres
Patientenkollektives, um Ruckschlisse hinsichtlich des Einflusses des EPIYA-Status auf
die Pathogenitat des Bakteriums und die Reaktion im Wirtsorganismus zu ziehen.

3.4.1 Analyse der EPIYA-Motive des CagA-Proteins

Zunachst wurden die EPIYA-Motive des CagA-Proteins der H. pylori-Stamme aller 99
Patienten bestimmt. Fir jedes Motiv ist eine Gensequenz mit einer charakteristischen
Fragmentl&nge im cagA-Gen bekannt (siehe Material und Methoden). Die Ermittlung der
Gensequenzen erfolgte unter Verwendung spezifischer Primerpaare mit einer qualitativen
Polymerasekettenreaktion und anschlieRender Agarosegelelektrophorese zur Identifikation
der Genfragmente. Die Abbildung 3.5 zeigt, dass sich in allen 93 cagA-Gen positiven
Stammen EPIYA-Motive nachweisen lie3en. Bei 45 Patienten dieser Gruppe konnte im Gel
ein einziges Fragment charakterisiert werden, welches eindeutig einem spezifischen
EPIYA-Motiv zuzuordnen war. Bei diesen singularen EPIYA-Motiven handelte es sich
entweder um das AB-, ABC-, ABCC- oder ABCCC-Motiv. Wie in Tabelle 3.5 illustriert, war
mit 33 Nachweisen das ABC-Motiv mit Abstand die haufigste Isoform, wahrend z.B. das
ABCCC-Motiv nur bei zwei Patienten vorlag. In 48 cagA-Gen positiven Proben wurden in
der Agarosegelelektrophorese Mehrfachbanden nachgewiesen, was auf eine Misch-
infektion hinwies (Abbildung 3.5). Die Patienten schienen also mit mehr als nur einem H.
pylori-Stamm infiziert zu sein, die sich in der Zusammensetzung der PAI, insbesondere der
EPIYA-Motive des cagA-Gens unterschieden. Auch die 6 cagA-Gen negativen Proben
wurden als Kontrollgruppe auf EPIYA-Motive untersucht. Da bei diesen Proben das cagA-
Gen nicht nachweisbar war, hatte auch das entsprechende EPIYA-Motiv fehlen missen. 5
cagA-Gen negative Proben wiesen, wie vermutet, keine EPIYA-Motive auf.
Interessanterweise zeigte die cagA-Gen negative Probe mit der Isolathummer 365 ein
ABCCC-Motiv. Nach mehrfacher Wiederholung der Bestimmung des cagA-Gens liel3 sich
trotzdem keine Bande bei 349 bp nachweisen. Wir vermuteten deshalb eine Mutation im
Bereich der Bindungsstelle des cagA-Primers. AnschlieBend interessierte uns, ob die
Variabilitat der EPIYA-Motive mit der Bildung von CagA-Immunglobulinen im Patientenblut
zusammenhing. In der CagA-Serologie ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 3.5: Die Variabilitat der EPIYA-Motive im Hinblick auf den Anti-CagA-lgG-Status. Bei
94 Patienten wurden EPIYA-Motive in H. pylori-Stdmmen nachgewiesen. Bei den singularen EPIYA-
Motiven ergeben sich 4 Isoformen, wobei das ABC Motiv am haufigsten identifiziert wurde. 48
Patienten zeigen Mischinfektionen mit mehreren H. pylori-Stammen. In Bezug auf die CagA-
Serologie fanden sich in Bezug auf die Variabilitdt der EPIYA-Motive in beiden Gruppen keine
signifikanten Unterschiede.

H. pylori + H. pylori +

Anti-CagA-lgG — (%) | Anti-CagA-lgG + (o6) | CeSamtzahl
EPIYA-Motive*
negativ 5 (100) 0 5
AB 2 (50) 2 (50) 4
ABC 21 (63,6) 12 (36,4) 33
ABCC 6 (85,7) 1(14,3) 7
ABCCC 1 (50) 1 (50) 2
Mischinfektion 34 (70,8) 14 (29,2) 48
Gesamtzahl 69 (69,7) 30 (30,3) 99
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(A)
45 Singulare EPIYA-
Motive
93 cagA +
48 Mischinfektionen
99 Patienten |
veenns] L Singuléres EPIYA-
6 cagA - Motiv
(B) ©
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700 bp
600 bp
OAB 500 bp
EABC
mABCC
OABCCC

m Mischinfektion

Abbildung 3.5: Charakterisierung des EPIYA-Status und exemplarische Darstellung des
Bandenmusters im Gel. (A) Abgebildet ist die Verteilung der EPIYA-Motive. Bei 46 Patienten (49
%) liel3 sich ein singulares EPIYA-Motiv nachweisen, wobei einer der Patienten im Vorfeld als cagA-
Gen negativ charakterisiert wurde. 48 Patienten (51 %) zeigten Mehrfachbanden im Gel, was auf
eine Mischinfektion mit mehreren H. pylori-Stdmmen hinweist. (B) Im Kreisdiagramm ist die
Verteilung der EPIYA-Motive in Prozentwerten angegeben. Insgesamt liegt der Anteil an
Mischinfektionen und singuléren EPIYA-Motiven ungefahr bei 50 %. Das ABC Motiv ist das haufigste
EPIYA-Motiv und findet sich bei 33 Patienten (35 %). (C) Exemplarisch sind die charakteristischen
Bandenmuster mit spezifischen Fragmentlangen im Gel nach Amplifikation in der PCR und
Agarosegelelektrophorese dargestellt. An den Seiten ist der Langenstandard aufgefiihrt. Die ersten
beiden Banden weisen eine Fragmentlange von 600 bp auf und entsprechen so einem H. pylori-
Stamm mit einem EPIYA-ABC Motiv. Es schlie3en sich 4 Isolate mit Mehrfachbanden (2-3 Banden)
an, die vermutlich Mischinfektionen im cagA-Gen repréasentieren.

3.4.2 Klonierung und Sequenzanalyse

Um zu uberprifen, ob die 48 Patienten tatsachlich mit mehreren H. pylori-Stammen infiziert
waren, wurden 10 Patienten, deren Isolate entsprechende Mehrfachbanden in der PCR-
Analyse aufwiesen, ausgewahlt und kloniert. Die Anzahl der Banden variierte je H. pylori-
Isolat und wies auf die Existenz mehrerer EPIYA-Motive hin. Jedes H. pylori-Isolat wurde
so haufig kloniert, bis mindestens ein Klon mit einem DNA-Fragment jeder Bandenldnge
vorlag. Die Anzahl der Klone lag zwischen 2 und 7 je H. pylori-Isolat. Anschliel3end erfolgte
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die Sequenzierung der Klone. Die Sequenzanalysen der Klone der 10 H. pylori-Isolate und
Referenzstamme sind tabellarisch in ausfuhrlicher Form im Anhang aufgefiihrt (Tabelle
11.1 im Anhang). Insgesamt konnte die Existenz mehrerer EPIYA-Motive innerhalb eines
H. pylori-Isolates bestatigt werden, da die Klone mit unterschiedlich langen DNA-
Fragmenten eines identischen Isolates verschiedene EPIYA-Motive aufwiesen. Dies
erklarte auch die multiplen Banden im Gel. Bis zu 3 unterschiedliche EPIYA-Motive konnten
je Isolat identifiziert werden. Interessanterweise ergaben sich bei der Sequenzanalyse der
Isolate einige Basenabweichungen in den EPIYA-Motiven, die im Protein zu weiteren
Variationen der Aminosauresequenzen am C-Terminus fuhrten, wie ein AC-, ein ACCC-,
ein ABABC- und ein ABABABC-Muster. Die 10 Isolate und Klone mit den zugehdrigen
EPIYA-Motiven sind in der Tabelle 3.6 illustriert. Die Abweichungen in den Gensequenzen
der Klone mit DNA-Fragmenten spezifischer Lange der H. pylori-Isolate sind in der Tabelle
3.7 illustriert. Die Abbildung 3.6 erfasst die Varianten der Gen- und Proteinsequenzen der
EPIYA-Motive aller 10 Isolate. Exemplarisch ist die Gen- und Proteinsequenz der EPIYA-
Motive der Klone des H. pylori Isolat 47C1 in Abbildung 3.7 dargestellt. Als Kontrolle wurden
fur dieses Isolat die H. pylori-Stamme DAK165 (HM362765.1) und PZ5086 (FJ542241.1)
aus der Gendatenbank NCBI ausgewahlt.

Tabelle 3.6: EPIYA-Status der 10 H. pylori-Isolate. In der Tabelle sind die Ergebnisse der
Sequenzanalyse der H. pylori-Isolate aufgefiihrt. Die Anzahl der Klone je Isolat variiert. Die 3 Spalten
geben die Menge der EPIYA-Motive in den Isolaten an. Entweder konnten ein, zwei oder drei EPIYA-
Motive nachgewiesen werden. Das Isolat 50C1 zeigte in beiden Klonen ein identisches EPIYA-ABC
Motiv und wurde deshalb der Gruppe der singularen EPIYA-Motive zugeordnet. Das Isolat 216C
wies fiir das Fragment 550 bp zwei Klone auf. Hier ergab sich ein EPIYA-AC Motiv. Ein weiterer Klon
mit einer Fragmentgréfie von 650 bp konnte aus technischen Griinden nicht sequenziert werden,
weshalb nur ein EPIYA-Motiv fur das Isolat identifiziert wurde. Die Isolate 74C1 und 63C1 hatten mit
einem ABABC und ABABABC Motiv ein abweichendes EPIYA-Muster, das bisher nicht beschrieben
wurde.

Singuléares

EPIYA-Motiv 2 EPIYA-Motive 3 EPIYA-Motive

50C1 (2 Klone) ABC | 47C1 (2 Klone) ABC, ABCC 54C1 (7 Klone) ABC, ACCC,

ABCC
63C1 (6 Klone) ABC, ABABC,
216C (2 Klone) AC 49A1 (3 klone) ABC, ABCC ABABABC
266C (5 Klone) ABC, ABCC,
95C1 (6 Klone) ABC, ABCC ABGCC

99C3 (3 Klone) ABCC, ABCCC

74C1 (3 Klone) ABC, ABABC
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Tabelle 3.7: Variationen der EPIYA-A-, -B- und -C-Motive. Die Tabelle stellt die Abweichung der
Gensequenzen der EPIYA-A-, -B- und -C-Motive dar. Die in der Literatur beschriebenen

Gensequenzen sind mit einem A0, BO und CO gekennzeichnet. Fiir das EPIYA-A-Motiv ergaben sich
3 Abweichungen in den Nukleotiden (A1, A2 und A3). Firr das EPIYA-B-Motiv wurden 4 (B1, B2, B3
und B4) und fir das C-Motiv 3 Abweichungen (C1, C2, C3) identifiziert (mittlere Spalte). In der

rechten Spalte der Tabelle sind die H. pylori-Isolate hinsichtlich der Gensequenz im EPIYA-Motiv
illustriert. Einige Klone des gleichen H. pylori-lsolates zeigten Abweichungen

Nukleotidsequenz. Dazu zahlten die Isolate 54C1, 63C1, 74C1 und 266C. Bei diesen H. pylori-
Isolaten sind die zugehérigen Klone in Klammern aufgefiihrt.

EPIYA-Motiv Gensequenz H. pylori-Isolathnummer
EPIYA-A A0 47C1
Al 49A1; 50C1; 54C1 (Klon 1, 15); 74C1 (Klon 2, 3);
95C1; 99C3; 216C; 266C (Klon 11, 12, 22, 23)
A2 63C1; 74C1 (Klon 19); 266 (Klon 9)
A3 54C1 (Klon 13, 14, 16, 17, 18)
EPIYA-B BO 47C1; 49A1; 50C1; 54C1 (Klon 1, 15); 74C1 (Klon
2); 95C1; 99C3; 266 (Klon 9)
B1 63C1 (Klon 32, 34, 36, 39, 40); 74C1 (Klon 19)
B2 63C1 (Klon 32, 34, 36, 39, 40); 74C1 (Klon 19); 266
(Klon 11, 12, 22, 23)
B3 54C1 (Klon 13, 14, 16, 17, 18)
B4 74C1 (Klon 3)
EPIYA-C Cco 47C1; 54C1 (Klon 13, 14, 16, 17, 18); 63C1; 74C1
(Klon 2, 3); 95C1; 99C3; 216C; 266C
C1 49A1
c2 50C1; 54C1 (Klon 1, 15)
C3 74C1 (Klon 19)
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10 H. pylori-Isolate

= B
Eam
O

e

EPIYA-A
Proteinsequenz: E P 1Y A K V. N K K K T G
Gensequenz: AO GAA CCC ATT TAT GCT AAA GTT AAT AAA AAG AAA ACA GGA CAA
Proteinsequenz: E P Y A K V N K K K A G Q
Gensequenz: Al GAA CCC ATT TAT GCT AAA GTT AAT AAA AAG AAA GCA GGG CAA
A2 GAA CCC ATT TAT GCT AAA GTT AAT AAA AAG AAA GCA GGA CAA
Proteinsequenz: E P Y A Q V. N K K K T G
Gensequenz: A3 GAA CCC ATT TAT GCT CAG GTT AAT AAA AAG AAA ACA GGA CAA

EPIYA-B

Proteinsequenz:
Gensequenz: BO
B1
B2

Proteinsequenz:
Gensequenz: B3

E_P I _Y A Q V
GAA CCC ATT TAC GCT CAA GTT
GAA CCC ATT TAT GCT CAA GTT
GAA CCC ATT TAT GCT CAA GTT

E P | Y T Q \%
GAA CCC ATT TAT ACT CAA GTT

A K K \%
GCT AAA AAG GTA
GCT AAA AAG GTG
GCT AAA AAG GTA

A K N G
GCT AAA AAT GGA

Proteinsequenz: E P | Y T Q vV A K K \%
Gensequenz: B4 GAA CCC ATT TAT ACT CAA GTT GCT AAA AAG GTA

EPIYA-C

Proteinsequenz: E P 1 Y A T | D D L G
Gensequenz: CO GAA CCC ATT TAT GCT ACG ATT GAT GAT CTC GGC
C1 GAA CCC ATT TAT GCT ACG ATT GAT GAT CTC GGT

Proteinsequenz: E P | Y A T | D D L S
Gensequenz: C2 GAA CCC ATT TAC GCT ACG ATT GAT GAT CTC AGT

Proteinsequenz: E P 1 Y A T | D D L
Gensequenz: C3 GAA CCC ATT TAT GCT ACG ATT GAT GAT CT-

-G

Abbildung 3.6: Analyse der Gen- und Proteinsequenzen von 10 H. pylori-lsolaten mit
Mehrfachbanden in der Agarosegelelektrophorese. Schematisch sind die Variationen der Gen-
und Proteinsequenzen der EPIYA-A-, -B- und -C-Motive der 10 H. pylori-Isolate dargestellt. Die
Abweichungen der Gensequenzen von der Literatur werden fir das EPIYA-A-Motiv mit A1, A2 und
A3, fir das EPIYA-B-Motiv mit B1, B2, B3 und B4 und fir das C-Motiv mit C1, C2, C3 beziffert. In
roten Buchstaben sind die Basenabweichungen in den Gensequenzen der 10 H. pylori-Isolate
dokumentiert. Teilweise fuhrten diese Unterschiede in den Basen bei der Translation auch zu
Veranderungen der Aminoséauresequenz der EPIYA-Motive, welche jeweils oberhalb der
Gensequenz abgebildet sind. Die jeweils abweichende Aminoséure ist rot markiert. Einige
Nukleotidabweichungen im Basentriplett fuhrten nach Translation nicht zu einer Veranderung der
Aminosauren, wie exemplarisch bei der Gensequenz Al und A2.
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H. pylori-lsolat 47C1

(1) Gensequenz:

1/ ACAATGGTCTCAAAAACGGCAAGGATAAAGGACCTGAAGAACCCATTTATGCTAAAGTT
2/ ACAATGGTCTCAAAAACGGCAAGGATAAAGGACCTGAAGAACCCATTTATGCTAAAGTT
HM362765.1 ATAATGGTCTCAAAAACGGCAAGGATAAAGGACCTGAAGAACCCATTTATGCTCAGGTT
FJ542241.1 ATAATGGTCTCAAAAACGGCAAGGATAAAGGACCTGAAGAACCCATTTATGCTCAAGTT
1/ AATAAAAAGAAAACAGGACAAGTAGCTAGCCCTGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGC
2/ AATAAAAAGAAAACAGGACAAGTAGCTAGCCCTGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGC
HM362765.1 AATAAAAAGAAAACAGGACAAGTAGCTAGCCCTGAAGAACCCATTTATGCTCAAGTTGC
FJ542241.1 AATAAAAAGAAAACAGGACAAGTAGCTAGCCCTGAAGAACCCATTTATACTCAAGTTGC
1/ TAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGGGTGGTG
2/ TAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGGGTGGTG
HM362765.1 TAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGGGTGGTG
FJ542241.1 TAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGGGTGGTG
1/ TAGGGCAAG---CGGGCTTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAG
2/ TAGGGCAAG---CGGGCTTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAG
HM362765.1 TAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAG
FJ542241.1 TAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAG
1/ GTAGGGGCGATCAGTTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGAC
2/ GTAGGGGCGATCAGTTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGAC
HM362765.1 GTAGGGGCGATCAGTTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGAC
FJ542241.1 GTAGGGGCGATCAGTTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACAATTGATGATCTCGGCGGAC
1/ CTTTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCGATCAGTT
2/ CTTTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGC-----——~—
HM362765.1 CTTTCCCTTTGAAAAAGCATGCTAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCGATCAGTT
FJ542241.1 CTTTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGG
1/ AGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAG
7
HM362765.1 AGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAG
FJ542241.1 GAGC-———=——————m

(2) Proteinsequenz:

1/ TLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNN-NNGLKNGKDKGPEEPIYAKV
2/ TLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNN-NNGLKNGKDKGPEEPIYAKV
HM362765.1 TLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNNNNNGLKNGKDKGPEEPIYAQV
FJ542241.1 TLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNN-NNGLKNGKDKGPEEPIYAQV
1/ NKKKTGQVASPEEPIYAQVAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQA-GFPLKRHDKVDDL
2/ NKKKTGQVASPEEPIYAQVAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQA-GFPLKRHDKVDDL
HM362765.1 NKKKTGQVASPEEPIYTQVAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQAAGFPLKRH---—-—
FJ542241.1 NKKKTGQVASPEEPIYAQVAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQAAGFPLKKHDKVEDL
1/ SKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPF
2/ SKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGLSREQELTQKIDNLNQAVS
HM362765.1  ———-——-——mmmmmmmmmm oo DKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPF
FJ542241.1 SKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPF

Abbildung 3.7.: Gen- und Proteinsequenz von H. pylori-Isolat 47C1. Exemplarisch sind die Gen-
(1) und Proteinsequenzen (2) der zwei Klone von H. pylori-Isolat 47C1 abgebildet. HM362765.1 und
FJ542241.1 bezeichnen die Schlisselnummern fir H. pylori-Stamme aus der Gendatenbank NCBI.
Es wurden zwei verschiedene EPIYA-Motive identifiziert, ein ABC- und ein ABCC-Motiv mit geringen
Abweichungen in den Nukleotiden bzw. Aminoséauren (rote Markierung).
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3.4.3 Demographische Datenanalyse

Die nachfolgende Analyse untersuchte die Verteilung der CagA-Varianten im Hinblick auf
Alter und Geschlecht der Patienten (Tabelle 3.8). Das Durchschnittsalter des
Studienkollektives lag bei 54,1 + 14,0 Jahren. Beziglich des Alters zeigten sich in der
ANOVA hinsichtlich des EPIYA-Status keine signifikanten Unterschiede. Es fiel allerdings
auf, dass der Altersgradient in den Gruppen cagA-Gen negativ, singulares EPIYA-Motiv
und Mischinfektionen zunahm. Patienten mit Mischinfektionen waren im Durchschnitt am
altesten (Mittelwert 56,1 + 15,7 Jahre). Die Patienten, die mit H. pylori-Stammen singularer
EPIYA-Motive infiziert waren, hatten einen Altersdurchschnitt von 52,7 + 12,3 Jahren
gegenlber Patienten mit cagA-Gen negativen Stdmmen, die 48,2 + 10,0 Jahre alt waren
(Abbildung 3.8). Auch hinsichtlich der CagA-Serologie zeigte sich ein zunehmender
Altersgradient in der Gruppe der Patienten mit einem singularen EPIYA-Motiv (51,9 + 11,8
Jahren) und denen mit einer Mischinfektion (58,7 + 17,6 Jahren) (Tabelle 3.8).

Von den 99 Patienten waren 72 (72,7 %) weiblich und 27 (27,3 %) Patienten ménnlich. Alle
6 cagA-Gen negativen Patienten waren Frauen. Mit insgesamt 66 Patienten waren ca. zwei
Drittel der 93 cagA-Gen positiven Patienten weiblich und 27 Patienten méannlich. Bei der
Untersuchung des EPIYA-Status ergab sich in der statistischen Analyse (Exakter Fisher-
Test) kein signifikanter Unterschied in der Geschlechterverteilung. Bei Frauen lag der Anteil
singularer EPIYA-Motive/Mischinfektion bei 52,2 % zu 47,8 %, wahrend bei Mannern der
analoge Anteil 40,7 % zu 59,3 % betrug. Auch in Bezug auf den CagA-1gG Status zeigten
Frauen und Méanner ein &hnliches Verteilungsmuster.

Tabelle 3.8: Analyse der Verteilung von Alter und Geschlecht. Tabellarisch sind die
demographischen Daten Alter und Geschlecht in der Gesamtpopulation des Studienkollektives und
angesichts des Anti-CagA-1gG Status abgebildet. Fur beide Aspekte ergeben sich keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf den EPIYA- und Anti-CagA-lgG Status. Beim Vergleich des Alters zeigt
sich ein zunehmender Altersgradient bei komplexeren EPIYA-Motiven. In Bezug auf das Geschlecht
ergeben sich bei der Analyse der CagA-Immunglobuline im Patientenblut in den drei
Patientengruppen cagA-Gen negativ, singulares EPIYA-Motiv und Mischinfektion keine signifikanten
Unterschiede.

H. pylori + H. pylori +

Anti-CagA-IgF()By—o (%) Anti-CagA-IgF()Syf (%) Gesamtzan|
Alter (Mittelwert + SD) 53,7 + 13,7 55,1+ 15,0 541+ 14,1
cagA-Gen - 48,2 + 10,0 - 48,2 +10,0
Singulares EPIYA-Motiv 53,1+ 12,7 519+1138 52,7+12,3
Mischinfektion 54,8 +14,9 58,7+ 17,6 56,2 +£ 15,7
Geschlecht
Mannlich 18 (66,7) 9 (33,3) 27
Weiblich 51 (70,8) 21 (29,2) 72
Gesamtzahl 69 (69,7) 30 (30,3) 99
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56,1

= 52,7 < 3
S o4 48,2 Prm—

cagA-Gen - Singuléres EPIYA- Mischinfektion
Motiv

EPIYA-Status

Abbildung 3.8: Altersverteilung in Bezug zum EPIYA-Status. Hinsichtlich des EPIYA-Status
ergeben sich drei Gruppen, die auf der X-Achse abgebildet sind. Fir jede der drei Manifestationen
wurde der Altersdurchschnitt bestimmt und graphisch dargestellt. Die Mittelwerte des Alters sind in
jeder Gruppe aufgefiihrt (schwarze Markierung). Es ergibt sich ein Anstieg des Altersgradienten im
Hinblick auf einen komplexeren EPIYA-Status. Die Patienten mit einer Mischinfektion sind im
Durchschnitt am altesten.

3.4.4 Variabilitat des EPIYA-Status in den Biopsien aus Korpus und Antrum bei
individuellen Patienten

Die Entnahme der Biopsien erfolgte aus unterschiedlichen Regionen des Magens (siehe
Material und Methoden). Nach Erfassung aller Biopsien aus dem Antrum und Korpus
ergaben sich fir die 99 Patienten insgesamt 175 H. pylori-Isolate. Bei 25 Patienten konnte
nur eine Biopsie, entweder aus Antrum oder Korpus ausgewertet werden. Bei 74 Patienten
lag mindestens eine Probe aus beiden Lokalisationen vor. Im Folgenden untersuchten wir,
ob der EPIYA-Status der H. pylori-Stamme eines Patienten in den Biopsien aus beiden
Lokalisationen identisch war, oder ob Unterschiede in den Proben vorlagen. Der zweiseitig
betrachtete Vorzeichentest zur Untersuchung verbundener Stichproben ergab, dass der
EPIYA-Status der H. pylori-lsolate aus Korpus- und Antrumbiopsien nicht immer
Ubereinstimmte. Insgesamt identifizierten wir bei 16 Patienten einen abweichenden EPIYA-
Status in den Korpus- und Antrumbiopsien. Diese Analyse war nicht signifikant. Die
Patienten mit unterschiedlichen EPIYA-Motiven in den Biopsien wurden in der
Gesamtuntersuchung zu der Gruppe der Mischinfektionen gezahlt. In Abbildung 3.9 sind
die identifizierten EPIYA-Motive in den Korpus- und Antrumbiopsien illustriert. Bei dem
Vergleich der Biopsien hinsichtlich des EPIYA-Status betrug der Anteil an Mischinfektionen
42 % (36 Isolate) und der Anteil an singularen EPIYA-Motiven 58 % (49 Isolate), wobei der
Anteil an ABC Motiven am héchsten war. Im Antrum war der Anteil an Mischinfektionen mit
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39 % (30 Isolate) geringer und der Anteil an singularen EPIYA-Motiven lag bei 61 % (48

Isolate).
0,
Korpus 6% OAB Antrum 6%
42 % EABC 39 %
EABCC
OABCCC

46 %
® Mischinfektion

3%

8% 6 %

Abbildung 3.9: Grafische Darstellung des EPIYA-Status in den Biopsien aus Magenkorpus
und -antrum. In den beiden Tortendiagrammen sind singuldre EPIYA-Motive und der Anteil an
Mischinfektionen in Prozentwerten (%) illustriert. Die Verteilung der EPIYA-Varianten war zwischen
Antrum und Korpusbiopsien vergleichbar.

3.4.5 Analyse des EPIYA-Status im Hinblick auf den histopathologischen Befund
der Biopsien

Die anschlieBenden Uberlegungen beschéaftigten sich mit der Frage, ob der EPIYA-Status
eine Bedeutung fir die Manifestation gastrointestinaler Erkrankungen hat. Dazu wurde der
EPIYA-Status innerhalb der vier Krankheitsgruppen analysiert. Wie die Abbildung 3.10
veranschaulicht, ergaben sich bei dieser Analyse unter Anwendung des Exakten Fisher-
Tests keine signifikanten Unterschiede. Es ist in der Literatur beschrieben, dass mit Anzahl
der EPIYA-C Motive die Pathogenitat des H. pylori-Stammes steigt und es eine Korrelation
zwischen der Anzahl an C-Motiven und dem Risiko ein Magenkarzinom zu entwickeln gibt
(Ferreira et al. 2012c). Diese Hypothesen konnten flr unser Patientenkollektiv nicht eruiert
werden. Einerseits war die Anzahl an Patienten mit mehr als einem EPIYA-C Motiv zu
gering. Andererseits erschwerte die limitierte Menge an Magenkarzinompatienten im
Studienkollektiv eine adaquate Aussage. Deswegen erfolgte eine Analyse des EPIYA-
Status nur in den zwei Krankheitsmanifestationen ,chronische Gastritis ohne intestinale
Metaplasie und ohne Atrophiezeichen® (CG) und ,chronisch atrophische Gastritis mit oder
ohne intestinale Metaplasie (CAG + IM). Beim Vergleich der Patienten mit einer CG in den
Magenbiopsien (39 Patienten) und den Patienten mit einer CAG = intestinale Metaplasie
(40 Patienten) ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
EPIYA-Status (Chi-Quadrat-Test). Der Anteil an Mischinfektionen war bei der
Patientengruppe mit chronischer Gastritis (CG) geringfiigig, aber nicht signifikant hoher, als
bei den Patienten mit CAG + IM (Chi-Quadrat-Test).
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Abbildung 3.10: Verteilung der EPIYA-basierten Varianten bei Patienten mit verschiedenen
gastrointestinalen Erkrankungen. (A) Im Séaulendiagramm ist der Anteil der EPIYA-Motive in
prozentualer Verteilung innerhalb von vier verschiedenen Krankheitsgruppen aufgefihrt. Es ergeben
sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die EPIYA-Motive in den einzelnen Gruppen. Der
Anteil an Patienten mit H. pylori-Stdmmen, deren CagA-Protein mehr als ein EPIYA-C Motiv besitzt,
ist in unserem Patientenkollektiv zu gering. Die Hypothese hinsichtlich der erh6hten Pathogenitat mit
ansteigendem C Motiv konnte deshalb weder widerlegt noch belegt werden. (B) Zur Vereinfachung
der Analyse wurde der EPIYA-Status in zwei Gruppen untergliedert und nur die zwei
Krankheitsgruppen ,chronischen Gastritis ohne intestinale Metaplasie und ohne Atrophiezeichen®
(CG) und ,chronisch atrophische Gastritis mit oder ohne intestinale Metaplasie (CAG =+ IM)
untersucht. Der Anteil an Patienten mit H. pylori-Stammen mit singuléren EPIYA-Motiven lag bei der
CAG = intestinale Metaplasie bei 52,5 % gegenuber 43,6 %. Dieser Unterschied war allerdings nicht
signifikant.
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3.4.6 Zusammenhang zwischen EPIYA-Status und vacA-Polymorphismus

Da sich in den vorangegangenen Analysen herausgestellt hat, dass die CagA-lgG
Konzentration im Blut der Patienten durch den Polymorphismus des vacA-Gens signifikant
beeinflusst wird, interessierte uns nun die Bedeutung dessen auf den EPIYA-Status des
cagA-Gens. Folglich stellten wir bei allen Patienten die einzelnen vacA-Subtypen dem cagA
EPIYA-Status gegenlber und untersuchten einen moglichen Zusammenhang. Auch
Patienten mit H. pylori ohne nachweisbares cagA-Gen wurden eingeschlossen. Wie in
Abbildung 3.11 dokumentiert, wies der Hauptteil der 99 Patienten ein Bakterium mit einer
vacA slml-Isoform auf (43 %). Die wenigsten Patienten waren mit einem Keim infiziert, der
Uber die vacA-Isoform s1mz2 verfiigte (23 %). In der statistischen Analyse, unter Anwendung
des Exakten Fisher-Tests, stellte sich ein signifikanter Unterschied des EPIYA-Status in
Bezug auf die unterschiedlichen vacA-Isoformen dar (p = 0,029). Patienten mit einem H.
pylori der vacA-Isoform s1ml hatten am h&ufigsten ein singulares EPIYA-Motiv im cagA-
Gen. Der Anteil an Patienten mit Mischinfektionen war signifikant geringer. Kein Patient mit
einem Bakterium der Gruppe cagA-Gen negativ wies den vacA-Subtyp slml auf. Es ist
bekannt, dass der Subtyp vacA s1ml die starkste entziindliche Aktivitat innerhalb der drei
vacA-Varianten vermittelt. Aufgrund der Analysen lasst sich vermuten, dass Patienten mit
einem H. pylori-Stamm mit der vacA-Isoform s1ml und einem singuldren EPIYA-Motiv im
cagA-Gen das hochste Pathogenitatspotential besitzen. Gestiitzt wird diese Hypothese
durch die Tatsache, dass Patienten mit einem Bakterium der vacA-Isoform s2m2, welche
als Subtyp mit der geringsten entzindlichen Aktivitét gilt, den héchsten Anteil an cagA-Gen
negativen Patienten ausmachen. Auch der Anteil an Mischinfektionen ist in diesem Kollektiv
im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen (vacA s1ml und vacA s1m2) am hdchsten.
Dies konnte dafursprechen, dass im Laufe der Lebenszeit des H. pylori im Wirtsorganismus
verschiedene Faktoren zu genetischen Ver&nderungen im Keim fuhren, welche in einer
Entwicklung von Subpopulationen resultiert, die insgesamt ein geringeres
Pathogenitéatspotential besitzen und eine schwéachere Immunantwort im Infizierten
auslosen. Auch die Infektion eines Patienten mit mehreren H. pylori-Stammen konnte zu
einer Abschwéchung der Pathogenitat des einzelnen Stammes und der daraus
resultierenden Immunantwort fihren.
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Abbildung 3.11: Verteilung des vacA-Polymorphismus im Hinblick auf den EPIYA-Status. (A)
Das Kreisdiagramm reprasentiert die prozentuale Verteilung der vacA-Isoformen bei 99 Patienten.
(B) Im Saulendiagramm sind die H. pylori-Stdmme anhand der vacA-Subtypen in 3 Gruppen
gegliedert und die prozentuale Verteilung des EPIYA-Musters in jeder Gruppe illustriert. In der
statistischen Analyse ergaben sich signifikante Unterschiede des EPIYA-Status hinsichtlich der
verschiedenen vacA-Varianten (p = 0,029).
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4 Diskussion

Das Bakterium H. pylori infiziert ca. die Halfte der Weltbevdlkerung. Seit der Entdeckung
des Keims vor mehr als 3 Jahrzehnten wurden zahlreiche Erkenntnisse uber die Infektion
und ihre Schlusselrolle bei der Pathogenese der Gastritis, der gastroduodenalen
Ulkuskrankheit und der Tumorgenese im Gastrointestinaltrakt gewonnen. Wie bereits in der
EinfUhrung beschrieben, existiert ein Zusammenhang zwischen der klinischen Auspragung,
der Intensitat der Entziindung und den Pathogenitétsfaktoren (z.B. CagA, VacA) des H.
pylori. Trotzdem sind diese komplexen Interaktionen zwischen dem Bakterium und dem
Wirtsorganismus noch nicht abschlieBend geklart. Von besonderem Interesse ist hierbei
eine noch exaktere Charakterisierung der Virulenzfaktoren des H. pylori, um das
Pathogenitatspotential einzelner H. pylori-Stamme zu ermitteln und ihren Einfluss auf die
Krankheitsmanifestation und die Immunantwort des Wirts besser zu verstehen. Im
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen die Untersuchung des cagA-Gens und seines
Translationsproduktes, sowie die Assoziation zu dem Virulenzfaktor VacA. Da in friiheren
Studien eine Korrelation zwischen einigen Varianten der EPIYA-Motive des CagA-Proteins
und der Entstehung gastraler Neoplasien gezeigt werden konnte, entschlossen wir uns
diese Sequenzen in den H. pylori-Stammen unseres Patientenkollektivs zu untersuchen
und einen moglichen Pathogenitdtszusammenhang zu verifizieren (Ferreira et al. 2012c;
Vaziri et al. 2015). Des Weiteren zeigen epidemiologische Studien verschiedener Nationen
nicht nur einen allgemeinen Rickgang der H. pylori-Infektion in den letzten Jahren, sondern
auch den Aspekt einer Keim-spezifischen, individuellen Immunantwort des
Wirtsorganismus auf die Infektion mit H. pylori. Einige Forschungsergebnisse wiesen in der
Vergangenheit eine Diskrepanz zwischen der Existenz des cagA-Gens und dem Anti-CagA-
IgG-Status nach (Figueiredo et al. 2001; Rhead et al. 2007; Basso et al. 2008). Deshalb
fihrten wir nicht nur systematische Analysen von H. pylori und den Virulenzfaktoren CagA
und VacA durch, sondern untersuchten insbesondere die Antikérperproduktion gegen das
CagA-Protein im Blut unserer Patienten, um eine mdgliche Erklarung fur die fehlende Anti-
CagA-lgG-Seropositivitat zu finden. Des Weiteren beschaftigten sich unsere Auswertungen
nicht nur mit den histomorphologischen Verdnderungen innerhalb der Magenschleimhaut
unserer Patienten im Zusammenhang mit den EPIYA-Motiven des CagA-Proteins, sondern
auch mit einer maglichen Verknipfung des Erkrankungsgeschehen und dem Anti-CagA-
IgG-Status im Patientenserum.
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4.1  Abweichungen zwischen cagA-Gen positiven H. pylori-
Stdmmen und der CagA-Serologie

Die Datenlage hinsichtlich eines positiven Anti-CagA-lgG-Status zeigt regionale
Unterschiede. Bei H. pylori-Infizierten in Asien lasst sich in fast 100 % der H. pylori-Stamme
das cagA-Gen nachweisen und auch die Seropravalenz CagA-spezifische Antikorper im
Blut der infizierten Patienten ist sehr hoch. In européischen Landern ist dagegen nicht nur
die Pravalenz einer H. pylori-Infektion deutlich geringer, sondern auch der Anteil an cagA-
Gen positiven H. pylori-Stammen und die Anti-CagA-IgG-Konzentration im Patientenserum.
Studien der letzten Jahre zeigen eine Korrelation zwischen der Existenz des cagA-Gens im
H. pylori-Stamm und der positiven Immunantwort im Wirtsorganismus. Frilhere Analysen
an unserer Klinik konstatierten, dass nur 36-43 % der untersuchten Patienten einen
positiven CagA-IgG Antikorpertiter aufwiesen (Miehlke et al. 1998; Wex et al. 2011; Selgrad
et al. 2014b). Die Daten der aktuellen Studie zeigen mit 30,3 % der cagA-Gen positiven H.
pylori-Stamme eine ahnlich geringe Seropréavalenz fur Anti-CagA-IgG. Auch eine kirzlich
durchgefiihrte Studie von den Hollander et al, in der tber 4000 Kinder in den Niederlanden
hinsichtlich des Anti-CagA-lgG-Status untersucht wurden, zeigt eine ahnliche Pravalenz der
CagA-Serologie (32 %) und geht damit trotz des jlungeren Alters der untersuchten
Probanden mit unseren Analysen konform (den Hollander et al. 2015). Basierend auf der
Erkenntnis, dass die Infektion mit H. pylori schon im friihen Kindesalter erfolgt und der Anteil
an Anti-CagA-lgG-Seropositiven unseres Studienkollektivs mit einem Durchschnittsalter
von 55,1 Jahren (x 15,0 Jahren) mit den Seropravalenzen der untersuchten Kinder von den
Hollander et al. korreliert, lasst vermuten, dass die spezifische Immunantwort des Wirts sich
schon beim initialen Kontakt mit dem Keim manifestiert. Bei Persistenz des Bakteriums und
einer fehlenden Sekundarinfektion mit einem anderen H. pylori-Stamm scheint die erste
Konfrontation der Immunzellen mit dem CagA-Protein des Bakteriums den Immunstatus
wahrend des gesamten Lebens zu bestimmen.

Ob der Wirtsorganismus Uberhaupt eine Immunantwort auf die Infektion mit H. pylori
entwickelt, hangt von zahlreichen Faktoren ab. Genetische Pradispositionen des Wirts
scheinen dabei eine entscheidende Rolle zu spielen. Es konnten einige Wirtsfaktoren und
genetische Polymorphismen (z. B. HLA) identifiziert werden, die mit einer Anfalligkeit oder
Resistenz gegenuber H. pylori einhergehen (Gonzalez et al. 2002). Auch der TLR1 (Toll-
like-receptor 1) und das II-1 B sind mit der Seropravalenz von H. pylori assoziert und sollten
als potentielle Einflussfaktoren auf den IgG-Status in Betracht gezogen werden (EI-Omar
et al. 2000; Mayerle et al. 2013). Zusatzlich zu den genetischen Wirtsfaktoren ist auch der
Mechanismus der Immunreaktion selbst ein Ansatzpunkt, der hinterfragt werden sollte, um
das Fehlen einer Immunantwort auf das CagA-Protein bei Patienten, die mit einem H. pylori-
Stamm mit einem nachweisbaren cagA-Gen infiziert sind, zu erklaren. Experimente mit H.
pylori-Impfstoffen aus rekombinanten CagA-, VacA- und NAP-Antigenen (Neutrophil-
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activating protein) zeigen, dass die Immunantwort gegentber dem CagA-Protein ein
komplexer und vulnerabler Mechanismus ist. In einer Phase-1-Studie an Gesunden mit
diesen Impfstoffen, fuhrte die intramuskuldre Injektion des Impfstoffes immer zu einer
starken systemischen Immunreaktion in allen Probanden, registriert am positiven Anti-
CagA-lgG-Status im Patientenblut (Malfertheiner et al. 2008). Im Grunde genommen
miindet also jeder Kontakt von kérpereigenen Entziindungszellen mit dem intakten CagA-
Protein und anschliel3ender Antigenprasentation zu einer Antikérperproduktion durch B-
Lymphozyten. Fir eine ungenligende CagA-Antigenprasentation gegeniuber den
Immunzellen des Wirts, die letztendlich nicht oder nur in geringem Malf3e zu einer
Produktion CagA-spezifischer Antikorper fuhrt, konnen zahlreiche Prozesse im Rahmen der
Besiedlung des Magens durch H. pylori verantwortlich sein (Salama et al. 2013). Eine
Schlusselrolle spielen Modifikationen auf Gen- und Proteinebene des H. pylori. Mutationen
im cagA-Gen und eine fehlerhafte Expression des CagA-Proteins modulieren die
Krankheitsmanifestation und Immunantwort des Wirtsorganismus (Sozzi et al. 2005). Auch
Einflisse in unmittelbarer Umgebung des H. pylori, wie der pH-Wert verdndern die
Expression des CagA-Proteins (Karita et al. 1996). Des Weiteren kénnen auch Deletionen
innerhalb anderer Gene der cag-PAl, welche unter anderem fiir Komponenten des T4SS
kodieren und so fur den Sekretionsmechanismus des CagA-Proteins durch das T4SS in die
Wirtszelle essentiell sind, zu einer fehlenden Immunantwort des Wirts beitragen (Sozzi et
al. 2005). Eine cag-PAl-Heterogenitat im Genom verschiedener H. pylori-Stamme konnte
von Sozzi et al. identifiziert und deren Einfluss auf den klinischen Phénotyp und die
Immunantwort der H. pylori-Infizierten belegt werden. Die Forschungsgruppe analysierte
dazu zusatzlich zum cagA-Gen auch andere cag-Gene als Bestandteile der cag-PAl, wie
cagE und virB11 und charakterisierte Gendeletionen, die mit einem Funktionsverlust der
cag-PAl und deren Translationsprodukten einhergehen und so auch eine mdgliche
Erklarung fur eine fehlende Produktion CagA-spezifischer Antikdrper bieten (Sozzi et al.
2005). Im Allgemeinen geht man davon aus, dass Patienten mit H. pylori-Stammen, die
kein cagA-Gen besitzen auch keine CagA-spezifischen Antikdrper produzieren. Unsere
Analysen bestatigen diese Vermutung, denn wir identifizierten bei den 6 Patienten unseres
Studienkollektivs, die kein cagA-Gen in der PCR ihrer H. pylori-Stdmme aufwiesen, eine
negative CagA-Serologie. Im Gegensatz dazu zeigten Sozurri et al. in ihrem
Patientenkollektiv einen positiven Anti-CagA-lgG-Status trotz negativem cagA-Gen, was
darauf schlie3en lasst, dass die Funktionalitat aller Gene der cag-PAl eine entscheidende
Bedeutung bei der Reaktion des Wirts auf die H. pylori-Infektion beizumessen ist (Sozzi et
al. 2005).
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4.2 Der cagA-Status und Validierung des Nachweisverfahrens
CagA-spezifischer Antikorper

In unseren Analysen wiesen 6 Patienten einen abweichenden cagA-Status in den Biopsien
aus dem Antrum und Korpus des Magens auf. Dieses Phanomen wurde schon in anderen
Studien nachgewiesen und kénnte der Beweis fur die Koexistenz von H. pylori-Stammen in
einer Person und somit die Kolonisation cagA-Gen positiver und cagA-Gen negativer H.
pylori-Stamme in der Magenschleimhaut eines Patienten sein (Figura et al. 1998; Enroth et
al. 1999). Es wird auch diskutiert, dass sich Patienten primar mit einem singularen H. pylori-
Stamm infizieren und bei Persistenz des Keims im Magen durch Genmutationen und
Rekombinationen verschiedene Koloniesubtypen mit unterschiedlichen cagA-Genotypen
entwickeln (Kersulyte et al. 1999; Kraft et al. 2006). Sozzi et al. haben herausgefunden,
dass bei Patienten, die mit genetisch homogenen H. pylori-Stammen infiziert sind, die
CagA-Serologie ein verlasslicher Marker ist (Sozzi et al. 2005). Da in unserem
Patientenkollektiv nur ein Drittel der cagA-Gen Positiven einen positiven Anti-CagA-1gG-
Status aufwiesen, ist es moglich, dass in unseren Patienten mehrere H. pylori-Stamme
koexistierten oder rekombinante H. pylori-Stamme vorlagen, die die Immunantwort
beeinflusst haben und so urséachlich fur die diskrepanten Ergebnisse zwischen dem cagA-
Genotyp und der CagA-Serologie waren. Insgesamt sind detaillierte genetische Analysen
verschiedener Kolonien eines Patienten erforderlich, um das Pathogenitatspotential cagA-
Gen positiver H. pylori-Stamme besser zu erklaren.

Auch das Testverfahren zum Nachweis spezifischer CagA-Antikérper im Serum der H.
pylori-Infizierten sollte ebenfalls als potentieller Faktor fiir den geringen Anteil Anti-CagA-
IgG positiver Patienten hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitdt hinterfragt werden. In der
Vergangenheit konnte die Abhangigkeit des Antikdrperstatus H. pylori-infizierter Patienten
vom Nachweisverfahren gezeigt werden (Figueiredo et al. 2001). Das flir unsere Analysen
verwendete ELISA-Verfahren weist eine hohe Sensitivitat in Bezug auf die Identifikation
einer H. pylori-Infektion in unserer Region auf und wurde schon in der Vergangenheit in
Studien an unserem Institut erfolgreich erprobt (Wex et al. 2011; Selgrad et al. 2014b). Da
alle Patienten mit einer positiven CagA-Serologie im ELISA auch das cagA-Gen in der PCR
aufwiesen, ist auch eine hohe Spezifititt des Verfahrens anzunehmen. Bei der
Untersuchung der Antikdrper gegen H. pylori wiesen 93,9 % einen positiven Anti-H- pylori-
Status auf und die Korrelationsanalyse zwischen dem Anti-H. pylori-IgG- und dem Anti-
CagA-lgG-Status zeigte keinen Zusammenhang beider Parameter. Dies lasst darauf
schliel3en, dass die Produktion CagA-spezifischer Antikdrper unabhangig von der Anti-H.
pylori-lgG-Produktion stattfindet und vor allem die im vorherigen Abschnitt beschriebenen
Faktoren den Anti-CagA-lgG-Status beeinflussen.
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4.3 Die Assoziation zwischen CagA-spezifischen Antikérpern
und dem Erkrankungsmuster im Wirt

Zahlreiche Analysen zeigen, dass die Anti-CagA-lgG-Positivitat mit der Krankheitsaktivitat
im Wirtsorganismus korreliert. In unserem Studienkollektiv ist ebenfalls eine Assoziation
des Anti-CagA-lgG-Status mit den histomorphologischen Verénderungen in der
Magenschleimhaut erkennbar. In den Untersuchungen wiesen signifikant mehr Patienten
mit einem positiven Anti-CagA-lgG-Status eine chronische Gastritis mit Merkmalen von
Atrophie und intestinaler Metaplasie im Biopsiebefund auf, wahrend Patienten mit
negativem CagA-Antikorperstatus in den Magenschleimhautproben keine Auffalligkeiten
der Mukosa bzw. Charakteristika einer chronischen Gastritis ohne praneoplastische
Veranderungen zeigten. Frihere Studien wiesen ein erhdhtes Risiko fir die
gastroduodenale Ulkuskrankheit und dem Auftreten des Magenkarzinoms bei Anti-CagA-
IgG-Positivitat nach (Blaser et al. 1995; Cover et al. 1995; Huang et al. 2003), was unsere
Analysen, mdglicherweise aufgrund der geringen Anzahl an Patienten mit einer
erfolgreichen H. pylori-Kultivierung in diesen beiden Krankheitsgruppen weder bestétigen,
noch wiederlegen. Deshalb hat in unserer Studie der Anti-CagA-IgG-Status in Bezug auf
die Vorhersage des gastroduodenalen Ulkusleiden und des Magenkarzioms nur eine
begrenzte Aussagekraft.

4.4 Die Modulation der systemischen H. pylori-CagA Immun-
antwort durch bakterielle vacA-Varianten

Eine hohe Evidenz zeigt der vacA-Polymorphismus beziglich gastrointestinaler
Erkrankungen (Basso et al. 2008). Vor allem die vacA-Genotypen s1/m1 und s1/m2 sind
mit der gastroduodenalen Ulkuskrankheit und insbesondere die s1/ml-Variante mit dem
Magenkarzinom assoziiert (Atherton et al. 1995). Auch die i-Region des vacA-Gens scheint
das Pathogenitatspotential des H. pylori zu beeinflussen (Rhead et al. 2007; Basso et al.
2008). Der Vergleich der vacA-Genotypen von verschiedenen H. pylori-Stdmmen in Bezug
auf die Immunantwort des Wirts zeigte in der Vergangenheit eine Assoziation zwischen
dem vacA s1-Genotyp und der Produktion CagA-spezifischer Antikorper im Serum der
Infizierten und geht mit der Behauptung einher, dass cagA-Gen positive H. pylori-Stamme
haufiger einen vacA s1-Subtyp aufweisen (Figueiredo et al. 2001). Systematische Analysen
der vacA-Varianten hinsichtlich des Anti-CagA-lgG-Status zeigen in unserem
Studienkollektiv ebenfalls eine starke Abhangigkeit der CagA-Antikdrperseropositivitat vom
vacA sl-Genotyp bzw. dem vacA slml-Polymorphismus. Da der Anti-CagA-lIgG-Status
auch in unseren Analysen mit einer héheren Krankheitsaktivitat assoziiert zu sein scheint
und ein Zusammenhang zwischen der Produktion CagA-spezifischer Antikérper und dem
vacA slml-Subtyp besteht, lasst darauf schlieRen, dass der siml1-Polymorphismus die
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hdchste entziindliche Aktivitat aufweist. Des Weiteren zeigen alle Patienten mit H. pylori-
Stammen mit dem vacA s2m2-Subtyp einen negativen CagA-Antikdrperstatus, was
ebenfalls den Einfluss des VacA-Polymorphismus in Bezug auf die Immunantwort des
Wirtsorganismus belegt und die Hypothese, dass diese vacA-Variante ein geringes
entzundliches Potential besitzt bestatigt. Auch die Antikdrperkonzentrationen gegen das
CagA-Protein zeigen ein charakteristisches Profil. Die hochsten Konzentrationen fanden
sich bei Patienten mit H. pylori-Stammen der vacA slml-Variante, gefolgt von
Bakterienstammen der vacA slm2-Isoform. Unterhalb des cut off-Wertes lagen die
Konzentrationen CagA-spezifischer Antikérper von Patienten mit Keimen mit dem vacA
s2m2-Subtyp. Dies lasst ebenfalls vermuten, dass die Immunantwort auf das CagA-Protein
durch den vacA-Genotyp und dem entziindlichen Effekt des jeweiligen VacA-Proteins auf
die Magenschleimhaut des Infizierten getriggert sein kénnte. Im Grunde genommen scheint
das Zusammenspiel der Entziindungsreaktion, der Zelltoxizitat und der Apoptose durch das
VacA-Protein die Interaktion des CagA-Proteins mit dem Immunsystem und so die
Immunantwort zu bestimmen. Die Interaktionen zwischen dem CagA- und VacA-Protein
sind allerdings komplex. Beide Proteine kdnnen sich gegenseitig regulieren oder
antagonisieren und die Wechselwirkung zwischen der Wirtszelle und dem Bakterium
beeinflussen (Backert und Tegtmeyer 2010; Salama et al. 2013). Die beste Mdglichkeit, um
zuklnftig die Interaktionen zwischen dem CagA- und VacA-Protein besser zu verstehen,
scheint die Untersuchung der Wechselbeziehungen beider Proteine im Tiermodell, bei der
auch gleichzeitig die systemischen und lokalen Immunantworten des infizierten
Organismus beobachtet werden kénnen.

45 Die hohe Pravalenz an Mischinfektionen und Diskussion
maoglicher Ursachen

Wie fur H. pylori-Infizierte aus Mitteleuropa vermutet, weisen alle cagA-Gen positiven H.
pylori-Stamme unseres Patientenkollektivs einen dominierenden westlichen Typ (Western
CagA) hinsichtlich der EPIYA-Motive des CagA-Proteins und eine variable Anzahl der C-
Segmente am C-Terminus des CagA-Proteins auf. Das singulare ABC-Motiv ist in unseren
Bakterienstammen die haufigste Variante. Dieses Ergebnis korreliert mit den Auswertungen
anderer Studien (Sgouras et al. 2009; Yadegar et al. 2015). Interessanterweise finden sich
bei 51% der Proben mehrere EPIYA-Motive in einem H. pylori-Isolat. Dieser Aspekt ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass Individuen entweder durch mehrere oder durch einen
singularen H. pylori-Stamm infiziert sein kdnnen und die primére Besiedlung mit einem
einzigen Bakterienstamm Uber die Zeit durch Mutationen und genetische Rekombinationen
zur Entstehung von multiplen H. pylori-Subpopulationen fuhrt (Matteo et al. 2007; Reyes-
Leon et al. 2007, Olbermann et al. 2010, 2010). Beide Hypothesen sind mdgliche
Erklarungen fur die nachgewiesenen Mischinfektionen in unseren Analysen. Der Beweis
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der ersten Hypothese, dass mehrere H. pylori-Stamme den Magen gleichzeitig besiedeln,
wird durch die Tatsache erschwert, dass diese an unterschiedlichen Bereichen der
gastralen Mukosa lokalisiert sein konnten und so mdglicherweise bei der Biopsieentnahme
gar nicht alle Stamme erfasst werden (Wang et al. 1998). Unsere Auswertungen lassen
allerdings die Existenz von multiplen Stammen vermuten, da beim Vergleich der H. pylori-
Isolate eines Patienten aus Antrum und Korpus des Magens, einige Proben einen
abweichenden cagA- und EPIYA-Status aufweisen. Die zweite Hypothese hinsichtlich
genetischer Modifikationen eines singularen H. pylori-Stammes durch Mutationen und
Rekombinationen im Genom des Keims wahrend der chronischen Infektion der
Magenmukosa durch den Mikroorganismus konnte im Vorfeld in einigen Studien bestatigt
werden (Kersulyte et al. 1999; Kraft et al. 2006; Suerbaum und Josenhans 2007). Diese
Mutationen und Rekombinationen im H. pylori-Genom gelten als verantwortlich fur die
Entwicklung einer enormen Stammvielfalt. Als Ursache flr die genetischen Veranderungen
eines singuldren H. pylori-Stammes konnte die Anpassung des Bakteriums an einen
Stressor, wie z. B. an eine ineffektive antimikrobielle Therapie diskutiert werden. Eine
fehlerhafte Eradikationstherapie oder subinhibitorische Konzentrationen der verwendeten
Antibiotika kénnen so durch Genmodifikationen die Entwicklung von resistenten Stammen
induzieren (Bjorkholm et al. 2001; Wueppenhorst et al. 2009). Secka et al. haben
herausgefunden, dass die Anzahl an Mischinfektionen im Erwachsenenalter zunimmt und
Kinder mit H. pylori-Stammen infiziert sind, welche im Verlauf des Lebens unter dem
Selektionsdruck aufgrund genetischer Wirts- und bakterieller Faktoren verschiedene H.
pylori-Genotypen generieren, die dann im Erwachsenenalter pradominieren (Secka et al.
2011b). Die Ergebnisse hinsichtlich eines steigenden Altersgradienten in Bezug auf
Mischinfektionen Kkorrelieren mit unseren Analysen, wobei auch der Anteil CagA-
spezifischer Antikorper bei den Mischinfektionen mit héherem Alter zunimmt.

Insgesamt ist die Pravalenz der Mischinfektionen in unserem Studienkollektiv fiir unsere
Region mit 51 % unerwartet hoch. Die Pravalenzen variieren je nach geographischer
Herkunft weltweit zwischen 5-68 %. Bisherige Studien zeigten deutliche Unterschiede
zwischen Industrienationen mit Pravalenzen < 10 % und Entwicklungslandern, in denen ein
Anteil an Mischinfektionen von > 50 % nachgewiesen wurde (Boyanova et al. 2009; Kim et
al. 2009; Secka et al. 2011a). Allerdings scheinen neben der geographischen Herkunft der
H. pylori-Infizierten auch das zu untersuchende Material und die Methodik zur Bestimmung
der H. pylori-Stamme fiir die unterschiedlichen Préavalenzen verantwortlich zu sein (Secka
et al. 2011a; Karlsson et al. 2012). Karlsson et al. haben die Bestimmung des EPIYA-Status
aus der Biopsie und aus der Zellkultur verglichen und in 20 % der Proben Unterschiede
hinsichtlich der Existenz singularer EPIYA-C-Motive und Mischinfektionen festgestellt. Die
Forschungsgruppe argumentierte, dass die Anpassung individueller H. pylori-Stdmme an
die unterschiedlichen Umweltbedingungen (ber die Zeit (Biopsie vs. Zellkultur) fur die
beobachteten Diskrepanzen verantwortlich ist. Die Forschungsgruppe um Kim et al. zeigte
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ebenfalls abweichende Ergebnisse der cagA-Genotypen der H. pylori-DNA aus der
Zellkultur und den Biopsien in 16 % der Proben (Kim et al. 2009). Auch in anderen Studien
wurde diskutiert, ob die PCR-basierte Genotypisierung direkt aus den Biopsien die
Pravalenz von H. pylori-Virulenzgenen unterschatzt (Park et al. 2003; Secka et al. 2011b).
Als Ursache flr die Unterschiede werden hohe Konzentrationen zellularer genomischer
DNA, die als Amplifikationsinhibitoren fungieren und die Existenz von PCR-Inhibitoren oder
potenten Nukleasen in den Magenbiopsien vermutet (Park et al. 2003). Diese Faktoren sind
im Rahmen der Bestimmung des EPIYA-Status in unserem Studienkollektiv weniger von
Bedeutung, da wir ausschlieBlich Zellkulturen mit aufgereinigter H. pylori-DNA
untersuchten. Aber auch unsere Methodik sollte kritisch hinterfragt werden, da
beispielsweise das Auftreten von Schlierbanden in der qualitativen PCR uneindeutige
Ergebnisse lieferte. Deshalb argumentierten wir, dass die Klonierung der cagA-Gen-
Amplifikationsprodukte und die anschlieBenden Sequenzierungsanalysen fir die exakte
Identifikation des EPIYA-Status bedeutsam sind. Unsere Sequenzierungsanalysen
betatigten die Existenz von Mischinfektionen, denn die Klone, welche einem singularen H.
pylori-Isolat entstammten, zeigten einen Genpolymorphismus am C-Terminus des cagA-
Virulenzgens. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass auch in unserem Studienkollektiv
multiple H. pylori-Stamme bzw. H. pylori-Subpopulationen einen Patientenmagen
besiedeln. Im Gegensatz dazu haben Miehlke et al. 1999 demonstriert, dass Patienten mit
einem Magenkarzinom von einem einzigen pradominanten H. pylori-Stamm besiedelt
werden (Miehlke et al. 1999). Diese Unterschiede scheinen durch den erhdéhten Konsum
an Antibiotika in den letzten Jahren erklarbar, weshalb vermutlich hochvirulente H. pylori-
Stamme mit einer erhdhten genetischen Variabilitéat entstanden sind, die auch mit einem
erhdhten gastralen Pathogenitatspotential assoziiert sind. Diese genetische Variabilitat des
Mikroorganismus zur Anpassung an den Wirtsorganismus tragt auch zur Vermeidung einer
Keim-spezifischen Immunantwort durch den infizierten Wirt bei und scheint damit auch eine
mdgliche Erklarung fur die geringe Pravalenz CagA-spezifischer Antikorper zu sein. Diese
Tatsache begunstigt einerseits das Uberleben des Keims und andererseits die Entstehung
schwerwiegender Komplikationen der H. pylori-Infektion, wie dem Magenkarzinom.

4.6 Die Variation der EPIYA-Motive des H. pylori bei Patienten
mit verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen

Die Existenz des cagA-Gens des H. pylori beeinflusst die Virulenz des Mikroorganismus
und ist mit einem héheren Risiko fur die Entwicklung praneoplastischer Ver&dnderungen und
dem Magenkarzinom verbunden (Parsonnet et al. 1997; Wroblewski et al. 2010). Dabei
haben sich in den letzten 15 Jahren zahlreiche Studien mit dem cagA-Genpolymorphismus
und dem CagA-Protein auseinandergesetzt und diskutiert, ob Varianten in den EPIYA-
Motiven dieses Proteins die Pathogenitat des H. pylori-Stammes beeinflussen und sich der
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EPIYA-Status des Bakteriums auf die Krankheitsschwere des infizierten Pateinten auswirkt.
Insgesamt wird dieser Aspekt sehr kontrovers diskutiert und es existiert bis heute keine
eindeutige Meinung hinsichtlich des Zusammenhangs des EPIYA-Status des H. pylori und
dem histopathologischen Befund des Infizierten. Die Abbildung 4.1 veranschaulicht das
gesamte Spektrum an bisher durchgefiihrten Forschungsarbeiten zu diesem Themengebiet
weltweit und zeigt die Anzahl an Studien in den einzelnen Landern und deren Ergebnisse
hinsichtlich einer moglichen oder keiner Assoziation zwischen der Variabilitdt der EPIYA-
Motive des CagA-Proteins und dem Erkrankungsmuster im Wirtsorganismus. In der Tabelle
4.1. sind die Studien nach dem Jahr der Verdffentlichung, dem Ursprungsland, der
Forschungsgruppe und den assoziierten Erkrankungen aufgefuhrt. Ca. zwei Drittel der
Arbeiten haben sowohl in klinischen Studien, als auch in Experimenten am Tiermodell einen
positiven Zusammenhang aufgedeckt. Es wurde herausgefunden, dass mit steigender
Anzahl der EPIYA-C-Motive der Phosphorylierungsgrad des CagA-Proteins zunimmt und
bei der Existenz von repetitiven C-Segmenten (EPIYA-ABCC; -ABCCC) die Virulenz des
Proteins und das Risiko fur die Entstehung der atrophischen Gastritis, der intestinalen
Metaplasie und dem Magenkarzinom erhoht ist (siehe Tabelle 4.1). Studien aus Asien, in
denen H. pylori-Stamme mit einem ABD-Motiv (East-Asian CagA) verbreitet sind, haben
auch fir diesen Typ eine Assoziation zum Magenkarzinom identifiziert (Yamaoka et al.
1998; Azuma et al. 2002; Jones et al. 2009). Die Ursache scheint sowohl bei Tragern des
EPIYA-D-Motivs, als auch multipler C-Motive das hohe Phosphorylierungspotential dieser
Motive zu sein, was mit einer erhdéhten Aktivierung der SHP-2-Tyrosinphosphatase durch
das CagA-Protein einhergeht und so vermehrt Zellveranderungen induziert werden, die
Malignitatscharakter besitzen (Higashi et al. 2002). Des Weiteren werden cagA-Gen
positive H. pylori-Stamme haufig bei Infizierten mit einer gastroduodenalen Ulkuskrankheit
im histopathologischen Befund isoliert (Panayotopoulou et al. 2010; Beltran-Anaya et al.
2014; Vianna et al. 2015). Dies scheint im ersten Moment etwas irrefihrend, da im
Allgemeinen gilt, dass Patienten mit einem Duodenalulkus vor der Entwicklung eines
Magenkarzinoms geschutzt sind (Uemura 2003). Die Studie um Batista et al. hat auch
bestatigt, dass Patienten mit einer hohen Anzahl an EPIYA-C-Motiven zwar ein héheres
Risiko fir die Entwicklung eines Magenkarzinoms ausweisen aber nicht fiir das Ulkusleiden
(Batista et al. 2011). Insgesamt zeigen sich fur diesen Aspekt diskrepante Ergebnisse. Im
Gegensatz zu allen anderen europaweiten Studien haben unsere Analysen keine
Assoziation zwischen dem EPIYA-Status und dem histopathologischen Befund der H.
pylori-Infizierten ergeben. Eine mogliche Ursache kdnnte die geringe Anzahl an Proben mit
mehr als einem EPIYA-C-Segment darstellen. AuRerdem begrenzt auch die geringe Zahl
an Patienten mit einem Ulkusleiden bzw. einem Magenkarzinom und die geringe Pravalenz
an singularen EPIYA-Motiven (49 % der Proben) die Aussage hinsichtlich des
Pathogenitatspotentials des EPIYA-Status in unserem Studienkollektiv. Aber auch
geographische Einflisse, genetische Wirts- und Umweltfaktoren, welche in unseren
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Analysen nicht untersucht wurden, sollten als Einflussfaktoren in Betracht gezogen werden.
Bei der Sequenzierungsanalyse charakterisierten wir in unserer Region H. pylori-Stamme
mit ABABC und ABABABC-Motiven am C-Terminus des CagA-Proteins und identifizierten
fur das B-Motiv eine A/T-Abweichung in der Aminosauresequenz. Dieser Polymorphismus
ist von Zhang et al. 2015 in Experimenten an AGS-Zellen untersucht worden, die mit H.
pylori-Stammen, welche ein EPIYT-B-Motiv aufwiesen infiziert wurden. Dabei stellte sich
heraus, dass diese Abweichung in der Aminosauresequenz des B-Motivs die Aktivitat des
CagA-Proteins beeinflusst und mit einer erhohten Freisetzung von IL-8 und dem
~-Hummingbird Phanotyps* einhergeht und Signalwege induziert, die die Karzinogenese
foérdern (Zhang et al. 2015b). Letztendlich haben auch unserer Analysen gezeigt, dass der
Polymorphismus des cagA-Gens und seines Translationsprodukts sehr komplex ist und die
Auswirkungen auf den Wirtsorganismus nicht abschlieBend geklart sind, weshalb dessen
Untersuchung auch zukiinftig einen hohen Stellenwert in der H. pylori-Forschung darstellen,

sollte.
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Abbildung 4.1: Darstellung der verdffentlichten Studien zur Charakterisierung des EPIYA-
Status des H. pylori und eines méglichen Pathogenitatszusammenhangs im Wirt. Auf der
Weltkarte sind alle Lander aufgefihrt, in denen Studien zur Variabilitat der EPIYA-Motive des CagA-
Proteins durchgefiihrt wurden. Dabei wurde in 33 Studien untersucht, ob die Anzahl an EPIYA-C-
Motiven bzw. die Existenz des ABD-Motivs das Pathogenitatspotential des CagA-Proteins
beeinflusst und Auswirkungen auf das Erkrankungsmuster des Patienten besitzt. Unter den Flaggen
der Lander ist die Zahl der Studien und in Klammern das Ergebnis (+/-) aufgefuhrt.
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Tabelle 4.1: Strukturierte lllustration der Studien von 1998-2016 hinsichtlich der Fragestellung
einer Assoziation des EPIYA-Status mit der gastrointestinalen Erkrankung des H. pylori-
Infizierten. Die erste Spalte zeigt den Verdéffentlichungszeitpunkt. In der zweiten und dritten Spalte
der Tabelle sind die Studien anhand der Forschungsgruppe, dem Land (griin) und hinsichtlich des

histopathologischen Befundes (rot) dargestellt.

Jahr + —
1998 | ¢ (Yamaoka et al. 1998); Japan; MaCa
2002 | ¢ (Azuma et al. 2002); Japan; CAG, MaCa
2008 | e (Basso et al. 2008); Italien; MaCa
2009 | e (Jones et al. 2009); Siuidkorea; MaCa
2010 | e (Salih et al. 2010); Turkei; PUD (Acosta et al. 2010); Kolumbien
¢ (Quiroga et al. 2010); Kolumbien; MaCa (Shokrzadeh et al. 2010); Iran
e (La Sicinschi et al. 2010); Kolumbien; IM, D
e (Panayotopoulou et al. 2010); Griechenland;
PUD
2011 e (Batista et al. 2011); Italien; MaCa
2012 | e (Ferreira et al. 2012c); Portugal, MaCa (Le Torres et al. 2012); Kuba
e (Karlsson et al. 2012); Schweden; CAG (Chattopadhyay et al. 2012);
e (Queiroz et al. 2012); Brasilien; MaCa Indien
(Breurec et al. 2012); Senegal
2013 | e (Kalaf et al. 2013); Irak, GU (Ogorodnik und Raffaniello 2013,
e (Chen et al. 2013); Iran; MaCa 2013); USA
e (Vaziri et al. 2013); Iran; MaCa o (Kita et al. 2013); Japan
o (Fajardo et al. 2013); Kolumbien
2014 | e« (Beltran-Anaya et al. 2014); Mexiko; PUD, e (Qadri et al. 2014); Indien
MaCa
2015 ¢ (Honarmand-Jahromy et al. 2015); Iran; GU e (Zhang et al. 2015a); China
¢ (Rocha et al. 2015); Brasilien; MaCa
¢ (Vianna et al. 2015); Brasilien; PUD
o (Ferreira et al. 2015); Brasilien; CG
¢ (Haddadi et al. 2015); Iran; GU, MaCa
o (Vaziri et al. 2015); Iran; IM, MaCa
2016 | ¢ (Junior et al. 2016); Polen; CG

4.7 Der Einfluss von Mischinfektionen und anderen
Virulenzfaktoren des H. pylori

Bei der Gegeniiberstellung der Patienten mit einer H. pylori-Infektion mit einem singularen
EPIYA-Motiv und einer Mischinfektion zeigen sich in den Krankheitsgruppen nur geringe
Unterschiede, so dass argumentiert werden kann, dass sich durch die Infektion mit
mehreren H. pylori-Stammen bzw. H. pylori-Subpopulationen in unserem Studienkollektiv
das Pathogenitatspotential nicht verandert. Im Gegensatz dazu hat die Forschungsgruppe
um Secka et al. festgestellt, dass bei einer Koexistenz von cagA-Gen positiven und
negativen H. pylori-Stdmmen innerhalb eines Patienten, diese signifikant weniger
Krankheitsmanifestationen aufweisen, als solche mit ausschliel3lich cagA-Gen positiven
oder cagA-Gen negativen H. pylori-Stammen. Als Ursache wird angenommen, dass H.
pylori-Mischinfektionen vor der Entwicklung gastroduodenaler Erkrankungen schiitzen
(Secka et al. 2011a). Die Existenz eines cagA-Gen negativen H. pylori-Stammes scheint
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das Pathogenitatspotential des virulenteren Stammes zu mildern und so dessen Einfluss
auf den Wirtsorganismus zu reduzieren. Eventuell besitzen cagA-Gen negative Stamme
Faktoren, die den Einfluss von Virulenzproteinen, wie dem CagA-Protein verringern und im
Rahmen einer Koexistenz dominieren. Allgemeiner argumentiert scheint eine erhdhte
Komplexitdt an Immunreaktionen wahrend einer chronischen H. pylori-Mischinfektion die
immunologische Wirkung des individuellen, virulenten Stammes zu verringern und damit
auch das Resultat an Pathologien im Wirtsgewebe. Diese Idee geht auch mit der Tatsache
einher, dass das Risiko flr die Entwicklung eines starkeren Krankheitsgeschehens héher
in Individuen zu sein scheint, welche nur mit einem singuléaren H. pylori-Stamm infiziert sind,
auch wenn dieser cagA-Gen negativ ist, als ein Individuum mit einer H. pylori-Mischinfektion
(Secka et al. 2011a). Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem vacA-
Polymorphismus und dem EPIYA-Status in unserem Studienkollektiv findet sich nicht nur
eine Assoziation zwischen beiden Virulenzfaktoren, sondern auch die Hypothese, dass H.
pylori-Mischinfektionen ein geringeres entziindliches Potential besitzen, als singulare H.
pylori-Stamme scheint bestatigt. Die Patienten mit einer Mischinfektion hinsichtlich des
EPIYA-Status weisen signifikant haufiger die weniger inflammatorische vacA-Variante
s2m2 auf, wahrend Individuen mit einem Single-EPIYA-Motiv signifikant haufiger die vacA-
Isoform s1m1l besitzen. Allerdings sollte bei unseren Analysen kritisch hinterfragt werden,
ob die Existenz eines Single-EPIYA-Motivs auch gleichzeitig bedeutet mit einem einzelnen
H. pylori-Stamm infiziert zu sein. Auch multiple Bakterienstamme kénnten Trager des
gleichen EPIYA-Motivs sein, werden aber in unseren Analysen nicht als Mischinfektion
erfasst. Um zu identifizieren, ob eine Mischinfektion oder eine Infektion mit einem
singularen H. pylori-Stamm vorliegt sind molekulare Fingerprint-Methoden zur Identifikation
identischer Genomstrukturen im Rahmen unserer Studie durchgefiihrt worden. Die Daten
konnten aber aufgrund von Verunreinigungen der Primer nicht ausgewertet werden und
sind deshalb nicht aufgefiihrt. Insgesamt sollten hinsichtlich der Erfassung des
Pathogenitétspotentials des Keims auch andere Faktoren in Betracht gezogen werden.
Dazu gehdrt nicht nur die Analyse des cagA-Genpolymorphismus, sondern auch die
Beurteilung der Funktionalitat andere Gene der cag-PAl und somit die Charakterisierung
weiterer Komponenten des T4SS, sowie der Bestimmung der CagA-Proteinexpression.
Denn auch wenn der H. pylori-Stamm cagA-Gen positiv ist, muss sein Translationsprodukt
nicht exprimiert und in die Wirtszelle eingeschleust werden. Auch die Untersuchung einer
madglichen posttranslationale Prozessierung des CagA-Proteins, welche ebenfalls die
Aktivitdit des Proteins veré&ndert, wére ein weiterer Forschungsansatz, denn bisher
existieren dazu nur wenige Studien (Chang et al. 2016). Auch andere Bestandteile der
analysierten Pathogenitatsfaktoren, wie beispielsweise die i- und d-Region des vacA-Gens
und die CM-Region (CagA multimerization region) des CagA-Proteins, sollten zukuinftig
noch eingehender untersucht werden, um die Virulenz der Faktoren eindeutig zu
identifizieren (Braga et al. 2014; Ogorodnik und Raffaniello 2013).
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5 Zusammenfassung

Unsere prospektive Studie war die erste in Mitteleuropa, die das cagA-Gen in Bezug auf
die Variabilitat der EPIYA-Motive untersucht hat und die Frage nach einer mdglichen
Assoziation des EPIYA-Status des CagA-Proteins zum histopathologischen Befund der
Patienten stellte. Wir konnten zeigen, dass alle eingeschlossenen Patienten mit einem
cagA-Gen positiven H. pylori-Stamm ein Western CagA-Protein aufwiesen. Unsere
Ergebnisse enthillten aufRerdem nicht nur eine enorme Variation der EPIYA-Motive
(EPIYA-AC, -ABABC), sondern deckten eine unerwartet hohe Anzahl an Mischinfektionen
auf, welche durch einen abweichenden cagA-Gen-Status und multiple EPIYA-Motive
innerhalb eines H. pylori-Isolats charakterisiert waren. Unsere Daten bestatigen damit die
breite genetische Variabilitat von H. pylori und beflrworten die Notwendigkeit des
Nachweises von Virulenzfaktoren des H. pylori, um die Schwere der Infektion mit dem Keim
besser einschatzen zu kénnen. Trotzdem sollten genetische Wirts- und Umweltfaktoren
ebenfalls eruiert werden, da auch diese die Pathogenese gastrointestinaler Erkrankungen
im Rahmen der H. pylori-Infektion beeinflussen. Als Ursache fir die genetische Variabilitat
vermuten wir die Existenz von multiplen H. pylori-Stammen in einer Biopsie bzw. H. pylori-
Subpopulationen in einem Patienten, die sich im Rahmen der chronischen Infektion durch
genetische Modifikationen an den Wirtsorganismus angepasst haben. Bei der
Untersuchung des EPIYA-Status und des moglichen Zusammenhangs zur
gastrointestinalen Erkrankung der Patienten konnten wir keine Assoziation feststellen.
Allerdings zeigten sich Assoziationen zwischen der Pathogenitat und dem cagA- und vacA-
Genpolymorphismus. Dabei stellen wir fest, dass signifikant mehr Patienten mit einem
singularen EPIYA-Motiv auch Trager des vacA slml-Subtyp mit dem héchsten
inflammatorischen Potential waren, wahrend Patienten mit Mischinfektionen haufiger die
weniger toxische vacA-lsoform s2m2 aufwiesen. Bei der Analyse CagA-spezifischer
Antikdrper im Serum der infizierten Patienten wies ein Drittel einen positiven Anti-CagA-
IgG-Status auf. Eine Assoziation zwischen der Immunantwort und dem EPIYA-Status
konnte nicht nachgewiesen werden. Wir konnten aber zeigen, dass die Produktion CagA-
spezifischer Antikbrper von anderen bakteriellen Virulenzfaktoren, wie dem vacA-
Polymorphismus abhéngt. Unsere Daten bestitigen die entscheidende Rolle von
bakteriellen und Wirts-abhangigen Faktoren, die gemeinsam die Interaktion mit dem
Bakterium H. pylori beeinflussen und die Immunantwort und das Erkrankungsmuster
modulieren. Insgesamt unterstiitzen unsere Daten die aktuelle Empfehlung zu
Forschungszwecken auf Anti-CagA-IgG zu testen, weil eine Seropositivitdt wahrscheinlich
mit dem Erkrankungsmuster assoziiert ist, was wiederum mit dem Subtyp des H. pylori
korreliert. Trotzdem kann eine klinische Entscheidung nicht nur vom cagA-Gen- und Anti-
CagA-lgG-Status getroffen werden (Fischbach et al. 2009).
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11 Anhang

Tabelle 11.1 Ausfuhrliche Darstellung der Sequenzanalysen der Klone der 10 H. pylori-Isolate und der zugeh6rigen Referenzstamme. In der Spalte
LEPIYA-Motiv* sind die Gensequenzen der EPIYA-A-, -B- und —C-Motive mit den jeweiligen Nukleotidabweichungen gezeigt. Die in der Literatur beschriebenen
Gensequenzen sind mit einem A0, BO und CO gekennzeichnet. Fir das EPIYA-A-Motiv ergaben sich 3 Abweichungen in den Nukleotiden (A1, A2 und A3).
Fur das EPIYA-B-Motiv wurden 4 (B1, B2, B3 und B4) und fir das C-Motiv 3 Abweichungen (C1, C2, C3) identifiziert. Die zugehérigen Aminosauresequenzen
der jeweiligen EPIYA-A-, -B-, und —C-Motive werden in der letzten Spalte aufgefiihrt. Hier zeigen sich einige Abweichungen, wie beispielsweise beim B-Motiv,

wodurch sich ein EPIYT-B-Motiv ergibt. Insgesamt wurde die Existenz mehrerer EPIYA-Motive innerhalb eines H. pylori-Isolates festgestellt.

H. Klon |Fragment | Referenzstamm [Schlisselnummer [EPIYA-Motiv Proteinsequenz
pylori (bp) Gendatenbank
- NCBI EPIYA-A EPIYA-B EPIYA-C
Isolat
1 CR7 AF289437.1 A1BOC2 EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLS
600
15 HP 89 AM292582.1
17 650 RIGLD-HC119 JX428769.1 A3B3CO EPIYAQVNKKKAGQ EPIYTQVAKNG EPIYATIDDLG
54C1 |18 700 646c10 EF552424.1 A3C0CO0CO0 EPIYAQVNKKKAGQ - EPIYATIDDLG (3x)
13 750 India99 AF222809.1 A3B3C0CO EPIYAQVNKKKAGQ EPIYTQVAKNG EPIYATIDDLG (2x)
14
16
2 650 PD4086K EF450136.1 A1BOCO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG
74C1 |3 RIGLD-HC93 JX428767.1 Al1B4CO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYTQVAKKV EPIYATIDDLG
19 > 1000 P310 DQ011620.1 A2B1A2B2C3 EPIYAKVNKKKAGQ (2x) EPIYAQVAKKY (2x) | EPIYATIDDL-
750 PZ5038 FJ542259.1 A1B0OCOCO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG (2x)
99C3 |2
20 850 C048/RU GQ845004.1 A1BOCOCOCO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG
(3%)
216C 6 550 IRQ8-17 JX164100.1 A1CO EPIYAKVNKKKAGQ - EPIYATIDDLG
7

89
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11 650 PZ5106 FJ542251.1 A1B2CO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG

12
266C |9 670 PZ5086 FJ542241.1 A2B0COCO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKYV EPIYATIDDLG (2x)

22 750 01-1086 JQ318034.1 A1B2CO0CO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG (2x)

23 850 RIGLD-OC149 JX428784.1 A1B2C0CO0CO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKYV EPIYATIDDLG (3x)

2 671 PZ5086 HM362765.1 AOBOCO EPIYAKVNKKKTGQ EPIYAQVAKKYV EPIYATIDDLG
47C1

c 1 733 DAK165 FJ542241.1 A0BOCOCO EPIYAKVNKKKTGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG (2x)

12 653 Arizona2 AB057075.1 A1BOC1 EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG
49A1 |16 A1B0OC1C1

11 755 PZ5038 FJ542259.1 EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG (2x)
50C1 22 611 CR7 AF289437.1 A1B0OC2 EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLS

28

33 674 P 310 DQ011620.1 A2B2CO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG

39 893 A2B1A2B2CO EPIYAKVNKKKAGQ (2x) | EPIYAQVAKKY (2x) | EPIYATIDDLG
63C1 |32 |>1000 A2B1A2B1A2B2C0 | EPIYAKVNKKKAGQ (3x) | EPIYAQVAKKY (3x) | EPIYATIDDLG

34

39

40

2 656 RIGLD-OC217 JX428778.1 A1BOCO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG

S5alt

3 758 RIGLD-HC139 JX428783.1 A1B0OCOCO EPIYAKVNKKKAGQ EPIYAQVAKKV EPIYATIDDLG (2x)
95C1

6

8

26alt

90
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