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4. Zusammenfassung 
 

Helicobacter pylori besiedelt den menschlichen Magen und kann Gastritis, 

Magengeschwüre und Magenkrebs verursachen. Für die unterschiedlichen 

klinischen Manifestationen sind sowohl genetische Faktoren des Bakteriums als auch 

des Wirts verantwortlich. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die bidirektionale Wechselwirkung von acht 

genetisch unterschiedlichen H. pylori-Stämmen, die aus Patienten mit verschiedenen 

klinischen Symptomen isoliert wurden, mit unterschiedlichen Zielzellen untersucht. 

Es erfolgte die Analyse der Genexpressionsprofile von ausgewählten H. pylori-

Pathogenitätsfaktoren während der Infektion von Magenepithelzellen (AGS) und 

polymorphkernigen Granulozyten (PMNs). Unter Verwendung der quantitativen 

Echtzeit-PCR, wurde die mRNA-Expression von cagA, ureA, napA, katA, vacAs1 und 

vacAs2 in einer Zeitspanne von 1 bis 6 Stunden bestimmt. Die Expressionsprofile der 

untersuchten Gene variieren von Stamm zu Stamm und werden während der 

Wechselwirkung mit AGS-Zellen überwiegend hoch reguliert oder bleiben 

unverändert. Im Vergleich dazu werden die Gene während der Interaktion mit PMNs 

überwiegend herunter reguliert. Folgende Hauptaussagen konnten während der 

Untersuchung beobachtet werden: (i) genetisch unterschiedliche H. pylori-Stämme 

zeigen unterschiedliche mRNA-Expressionsprofile, (ii) die Expressionsmuster sind 

stammspezifisch und zeitabhängig und (iii) die Regulation der Expressionsprofile ist 

wirtszellabhängig. 

Parallel erfolgte die Untersuchung von wirtszellspezifischen Erkennungsstrukturen 

(Toll-ähnliche Rezeptoren; TLRs) des angeborenen Immunsystems, die bestimmte 

bakterielle Komponenten erkennen können und somit zur Induktion von 

Immunantworten führen. Durch die Verwendung der quantitativen Echtzeit-PCR und 

Western Blot-Analyse wurde die mRNA-Expression und Proteinexpression von 

TLR2, TLR4, TLR5 und TLR9 durch AGS-Zellen und PMNs während der Infektion mit 

genetisch unterschiedlichen H. pylori Stämmen untersucht. Die mRNA-

Expressionprofile von TLR2, TLR4 und TLR9 zeigen eine simultane Expression bzw. 

Regulation in beiden Zelltypen. Die Hauptaussage dieser Untersuchung ist, dass 

TLR2 und TLR9 auf mRNA-Ebene während der Infektion mit H. pylori reguliert 

werden, während TLR4 nicht reguliert wird. Die Expression von TLR5 und TLR9 auf 

Protein-Ebene zeigt ebenfalls keine Regulation. 



Zusammenfassung 
 

 7 

Weitere Untersuchungen erfolgten an PMNs, die ein Bestandteil des angeborenen 

Immunsystems sind. Sie sind in der Lage aus der Blutbahn ins Gewebe zum Ort der 

Infektion zu infiltrieren und Mikroorganismen zu phagozytieren. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die Expression von PMN-spezifischen Oberfächenmolekülen, die bei 

der transendothelialen Migration eine Rolle spielen, untersucht. Wobei genetisch 

definierte H. pylori Mutanten es ermöglichen sollten, weitere detaillierte Aussagen 

der Pathogen-Wirtszellreaktion zu machen. Durch FACS-Analyse konnte eine 

erhöhte Expression des Integrins Mac-1 (CD11b/CD18) und des fMLP-Rezeptors, 

sowie eine Abnahme der Expression des L-Selektins CD62L und des 

Chemokinrezeptors CXCR2 während der Präinkubation mit verschiedenen H. pylori- 

Stämmen und der Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF beobachtet werden. 

Parallel wurde die Freisetzung von IL-8 und der Lipidmediatoren LTB4 und PGE2 

durch infizierte PMNs analysiert. Die Hauptaussage ist, das die Expression der PMN-

spezifischen Proteine und die Freisetzung von anderen Mediatoren H. pylori Stamm-

unabhängig und zumeist Stimulus-unabhängig ist. 
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5. Einleitung 
 

5.1 Pathogenese der Helicobacter pylori-Infektion 

 

5.1.1 Epidemiologie 

Helicobacter pylori ist ein Gram-negatives, spiralförmig gebogenes, mikroaerophiles, 

etwa 2-3 µm langes Bakterium, dass auf Grund seiner lophotrichen Begeißelung sehr 

beweglich ist. Das Bakterium kolonisiert die Magenmukosa und konnte 1983 aus 

Magenbiopsieproben isoliert werden (0$56+$//�81'�:$55(1������). H. pylori ist die 

Ursache einer der häufigsten Infektionskrankheiten des Menschen. Insgesamt sind 

etwa 50% der Weltbevölkerung mit dem Keim infiziert, wobei die 

Durchseuchungsrate in zahlreichen Entwicklungsländern sogar bis zu 90% betragen 

kann ()(/'0$1�(7�$/�������). Die H. pylori-Infektion erfolgt in der Regel während der 

Kindheit auf fäkal-oralem oder oral-oralem Wege (0,7&+(//�81'�0(*5$8'������). H. 

pylori kann ein Leben lang persistieren, wenn der Erreger nicht durch Antibiotika-

Kombinationstherapie eradiziert wird (0217(&8&&2� 81'� 5$3382/,�� ����). Die 

Infektion mit H. pylori hat die Entstehung einer chronischen Gastritis zur Folge, die 

jedoch in den meisten Fällen asymptomatisch verläuft. Allerdings entwickeln etwa 

10-15% der infizierten Patienten schwere Komplikationen wie Magen- und 

Zwölffingerdarmgeschwüre oder maligne Tumore des Magens (Adenokarzinom, 

MALT-Lymphom) �12085$�(7�$/���������3$56211(7�(7�$/���������:27+(563221�(7�$/���
�����. Aus diesem Grund wurde H. pylori durch die Weltgesundheitsorganisation 

WHO (,$5&�� ����) als Karzinogen der Klasse 1 eingestuft. Auf der anderen Seite 

spielt eine Kolonisierung mit H. pylori eine protektive Rolle z.B. bei der 

Refluxerkrankung, dem Rückfluss von Magensäure in die Speiseröhre 

(gastroesophageal reflux disease, GERD), und der Entwicklung des sogenannten 

Barrett Ösophagus bzw. dem Ösophaguskarzinom �%/$6(5�� ������� Hinzu kommen 

Befunde, die zeigen, das H. pylori-infizierte Kinder weniger Durchfallerkrankungen 

erleiden �527+(1%$&+(5� (7� $/��� ������� Für diese� unterschiedlichen klinischen 

Manifestationen sind vermutlich sowohl genetische Faktoren des Bakteriums als 

auch des Wirts verantwortlich.  
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5.1.2 Pathogenitätsfaktoren von H. pylori 

H. pylori besitzt mit 1,65 Millionen Basenpaaren ein relativ kleines Genom und ein 

Vergleich der H. pylori-Genomsequenzen konnte zeigen, das der Stamm 26695, 

theoretisch für 1590 Proteine und der Stamm J99 für 1495 Proteine kodiert (720%�(7�
$/��� ������ $/0�(7� $/��� ����). Durch zweidimensionale Gelelektrophorese konnten ca. 

1800 H. pylori-Proteine verifiziert werden �-81*%/87�(7�$/���������%80$11�(7�$/���������
%$&.(57� (7� $/��� �����. Trotz intensiver Forschungstätigkeit ist die Funktion für nur 

wenige dieser Proteine bekannt und in den letzten Jahren sind verschiedene 

bakterielle Faktoren beschrieben worden, die während der Wechselwirkung mit 

humanen Wirtszellen eine wichtige Rolle spielen �%/$6(5� 81'� %(5*�� ������
0217(&8&&2� 81'� 5$3382/,�� ������ 3((.� 81'� %/$6(5�� ������ (Tabelle 5.1)� Nach der 

oralen Aufnahme müssen die Bakterien für kurze Zeit im sauren Milieu des 

Magenlumens überleben, bevor sie das fast neutrale Milieu des epithelnahen 

Magenschleims erreichen. Hierfür ist die Urease, ein Enzym, das Harnstoff in 

Ammoniak und CO2 spalten kann, essenziell �&866$&� (7� $/��� �����. Die Bakterien 

verdanken ihre Beweglichkeit einem unipolaren Bündel von Geißeln, die sie durch 

Rotation vom Magenlumen bis zur Schleimhaut vordringen lassen (68(5%$80�(7�$/���
����). Dort kann sich H. pylori mit Hilfe verschiedener Adhäsionsmoleküle an die 

Epithelzellen anheften. Bisher konnten folgende Proteine AlpA, AlpB, BabA und 

SabA als Adhäsine identifiziert werden �,/9(5� (7� $/��� ������ 2'(1%5(,7� (7� $/��� ������
0$+'$9,�(7�$/���������2'(1%5(,7�(7�$/��������. Der durch Adhäsion vermittelte Kontakt 

zwischen Bakterien und Wirtszelle ist eine Vorraussetzung für weitere pathogene 

Prozesse. Denn es wird angenommen, dass adhärente Bakterien für den größten 

Teil der Schädigung des Magengewebes verantwortlich sind, während Bakterien, die 

sich frei in der Schleimhaut aufhalten, kaum Gewebeschäden hervorrufen �*858*(�
(7�$/���������,/9(5�(7�$/���������*(5+$5'�(7�$/���������%/$6(5�81'�%(5*�������.  
Weitere wichtige Pathogenitätsfaktoren von H. pylori sind das Protein NapA 

(neutrophil-activating protein), das die Adhäsion von polymorphkernigen Leukozyten 

(PMNs) an Epithelzellen bewirkt �6$7,1� (7� $/��� ������ und� die transendotheliale�
Migration von PMNs induziert �%5,66/(57�(7�$/��� �����, das Enzym Katalase (KatA), 

welches reaktive Sauerstoffverbindungen eliminiert �2'(1%5(,7�(7�$/���������/2(:(1�
(7� $/��� ����� und die Proteine Ice A1/A2, die Homologien zu 

Restriktionsendonukleasen aufweisen und deren Expression durch den Kontakt mit 

Epithelzellen induziert wird �3((.�(7�$/�������).  
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Tabelle 5.1: H. pylori-Pathogenitätsfaktoren 

Name Gen Funktion Referenzen 

Pathogenitätsfaktoren    

Urease ureA Neutralisation der 
Magensäure 
 

&866$&�(7�$/������� 

Flagellen flaA, flaB Beweglichkeit des 
Bakteriums 
 

68(5%$80�(7�$/������� 

Katalase katA schützt das Bakterium 
vor oxidativen 
Schäden 
 

2'(1%5(,7�(7�$/���������
/2(:(1�(7�$/������� 

Adhäsionsproteine babA, 
sabA, 
alpA, alpB 

Adhäsion des 
Bakteriums an 
Zielzellen 
 

,/9(5�(7�$/���������
2'(1%5(,7�(7�$/����������
0$+'$9,�(7�$/���������
2'(1%5(,7�(7�$/��������
 

IceA iceA1, 
iceA2 

Homolog der Nla III-
Restriktionsendonukle
ase 
 

3((.�(7�$/������� 

Neutrophil-aktivierendes 
Protein 

napA Aktivierung von PMNs 6$7,1�(7�$/��������
%5,66/(57�(7�$/������� 

    

Virulenzfaktoren    

Vakuolisierendes 
Zytotoxin 

vacA 
(vacAs1a; 
vacAs1b; 
vacAs2; 
vacAm1, 
vacAm2) 
 

Bildung von Vakuolen 7800858�(7�$/��������
*(%(57�(7�$/������� 

cag-Pathogenitätsinsel cag-PAI 31 Gene kodieren für 
T4SS 
 

2'(1%5(,7�(7�$/���������
67(,1�(7�$/���������
$6$+,�(7�$/���������
6(*$/�(7�$/���������
6(/%$&+�(7�$/��������
 

Zytotoxin-assoziertes 
Gen 

cagA Immundominantes 
Antigen 
(Teil von cag-PAI) 

&29$&&,�(7�$/��������
&29(5�(7�$/������� 

 

In den letzten Jahren sind verschiedene Gene von H. pylori identifiziert worden, die 

mit der Entstehung von Erkrankungen des Magen-Darmtraktes assoziiert sind. 

Zunächst wurde entdeckt, dass Patienten mit Magengeschwüren besonders häufig 

von H. pylori Stämmen infiziert sind, die ein etwa 130 kDa großes Protein 
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exprimieren �&29(5�(7� $/��� �����. Dieses Protein interagiert mit den Antikörpern im 

Blut infizierter Menschen und wurde daher als immunodominantes Antigen 

bezeichnet. H. pylori Stämme, die das immunodominante Antigen exprimieren, 

synthetisieren fast immer auch aktives vakuolisierendes Zytotoxin VacA. Daher 

wurde das Gen, welches das immunodominante Antigen kodiert, als Zytotoxin-

assoziiertes Gen A (cytotoxin-associated gene A, cagA) bezeichnet (&29$&&,�(7�$/���
������7800858�(7�$/�������).  
Genetische Untersuchungen konnten zeigen, dass das cagA-Gen Teil eines ca. 40 

kb großen Abschnittes auf dem Bakterienchromosom ist und das dieses DNA-

Segment ursprünglich von einem anderen Organismus stammt, welches durch 

horizontalen Gentransfer ins H. pylori-Genom gelangt ist �&(16,1,� (7� $/��� ������
&29$&&,�(7�$/��������. Dieser Abschnitt hat für die Virulenz von H. pylori eine wichtige 

Bedeutung und wird als cag- (cytotoxin-associated genes) Pathogenitätsinsel (PAI) 

bezeichnet. Diese cag-PAI kodiert für ein Typ IV-Sekretionssystem (T4SS), durch 

welches das Effektorprotein CagA in die Wirtszelle injiziert wird und zur 

Reorganisation des Zytoskeletts und zu Veränderungen der Zellmorphologie führt. In 

kultivierten Epithelzellen werden die morphologische Veränderung der Zellen als 

„Elongationsphänotyp“ bezeichnet. �2'(1%5(,7�(7�$/��� ������67(,1�(7�$/��� ������$6$+,�
(7�$/���������6(*$/�(7�$/���������6(/%$&+�(7�$/��������. Die Induktion dieses Phänotyps 

in Magenepithelzellen in vivo konnten bisher noch nicht beschrieben werden.  

 

 

5.1.3 Wechselwirkung von H. pylori mit Zielzellen 

Die Interaktion von H. pylori mit Magenepithelzellen und den Zellen des 

Immunsystems ist schematisch in der Abb. 5.1 dargestellt. Mit Hilfe der Flagellen und 

der Produktion von Urease gelangt H. pylori in die Magenschleimhaut. Dort 

synthetisiert H. pylori das vakuolisierende Zytotoxin VacA, welches zur Bildung von 

großen Vakuolen im Zytoplasma der Wirtszellen führt. Dieser Prozess hat die 

Induktion von Apoptose zur Folge �5(<5$7�(7� $/��� ������ *$/0,&+(�(7� $/��� ������und 

trägt somit zur Schädigung des Magenepithels bei. Einige Bakterien dringen bis zum 

Magenepithel vor und heften sich mit der Unterstützung verschiedener Adhäsine an 

die Epithelzellen an. Adhärente Bakterien, sind in der Lage das Protein CagA über 

das T4SS in die Epithelzellen zu injizieren, was zu vielfältigen Prozessen der Signal- 
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Abb. 5.1: Induktion von Entzündung und Gewebeschäden der Magenschleimhaut durch 
Infektion mit H. pylori.  
(1) Während der Infektion mit H. pylori befinden sich die Bakterien im Magenlumen. Da das H. pylori- 
Lipopolysaccharid die Blutgruppen-Antigene Lex und Ley enthält, kann H. pylori durch Antigen-Mimikry 
die Bildung von Autoantikörper gegen Lex und Ley durch Epithelzellen induzieren. (2) Anschließend 
kommt es zum Kontakt zwischen Bakterien und Epithelzellen, indem Typ I Stämme, die die cag-PAI 
enthalten, eine (5) Signaltransduktionskaskade, durch (6) Injektion von CagA in den Epithelzellen, 
induzieren. (8) Daraufhin sekretieren die Epithelzellen IL-8, welches chemotaktisch auf Zellen der 
angeborenen Immunantwort wirkt und zur (9) Infiltration von PMNs und Makrophagen führt. (3) Der 
Kontakt zum Epithel führt ebenfalls zur Freisetzung von H. pylori-Virulenzfaktoren, z.B. VacA, das für 
die Bildung großer Vakuolen in den Epithelzellen verantwortlich ist und somit die Apoptose (4) und 
Schädigung der Epithelzellen auslöst. In Folge dessen können weitere H. pylori-Antigene die 
Epithelschicht passieren und (10) Makrophagen aktivieren, die ihrerseits proinflammatorische 
Zytokine, wie IL-8, IL-6, IL-1 und IL-12 freisetzen.(11) Diese IL-12-Sekretion führt zur Polarisierung der 
Th1 CD4+ - Antwort und Th1-Zellen. H. pylori-Antigene können auch direkt eine spezifische Th1-
Antwort auslösen. (12) Die Th1-Zellen sind in der Lage proinflammatorische Zytokine, wie TNF-.�XQG�
IFN-�� IUHL]XVHW]HQ�� GLH� HLQH� (QW]ündung in der Lamina propria bewirken und zur Ausbildung einer 
Gastritis führen (abgewandelt nach 7(/)25'�(7�$/��������. 
 
 
transduktion führt. Adhärente H. pylori stimulieren die Epithelzellen zur Sekretion 

einer ganzen Reihe von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. 

Insbesondere ist eine verstärkte Expression der Chemokine Interleukin-8 (IL-8), 

GRO-.��5$17(6��0,3-�.�XQG�0,3-���EHVFKULHEHQ�ZRUGHQ� �<$0$2.$�(7�$/��� �����. 
Dabei spielt IL-8 als starkes Chemoattraktant und Aktivator von polymorphkernigen 

Neutrophilen (PMNs) eine entscheidende Rolle. Durch die Induktion der 

proinflammatorischen Zytokine und Chemokine durch H. pylori wandern PMNs und 

Makrophagen in die Magenmukosa. Diese Zellen sind in der Lage reaktive  
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Abb. 5.2: Struktur von VacA und CagA.  
(A) VacA-Polymorphismus. Das Gen vacA ist ein polymorphes Mosaik mit zwei möglichen 
Signalregionen, s1 und s2, und zwei möglichen Mittelregionen, m1 und m2. Das translatierte Protein 
ist ein Autotransporter mit N-und C-terminalen Funktionen während der bakteriellen Sekretion. Die s1-
Signalregion ist voll aktiv, während die s2-Region für ein Protein mit unterschiedlicher Signalpeptid-
Schnittstelle kodiert, woraus eine kurze N-terminalen Verlängerung resultiert, die die vakuolisierende 
Aktivität blockiert und die porenformende Aktivität abschwächt. Die Mittelregion kodiert für eine 
Zellbindungsstelle, während der m2-Typ in vitro an einige Zelllinien bindet und diese vakuolisiert. 
�%/$6(5� 81'� $7+(5721�� �����. (B) Diversität der Tyrosinphoshorylierungsstellen des CagA. Die 
Tyrosinphosphorylierung von CagA erfolgt durch Src-Kinase am EPIYA-Motiv. Es gibt vier 
verschiedene EPIYA-Stellen, bezeichnet als EPIYA-A, -B, -C und -D, basierend anhand der Sequenz 
um EPIYA-Motiv herum. Westliche H. pylori Stämme exprimieren CagA, die EPIY-A- und EPIYA-B-
Stellen enthalten, gefolgt von 1-3 Wiederholungen von EPIYA-C-Stellen. Ostasiatische Stämme 
exprimieren eine Form von CagA, in der die EPIYA-C-Stelle gegen eine EPIYA-D-Stelle ausgetauscht 
ist �+$7$.$<$0$��0��������. 
 

 

Sauerstoff- bzw. Stickstoffverbindungen zu bilden, welche das Magenepithel 

schädigen können �'$//(*5,�81'�27721(//2�������.  
 
H. pylori Stämme, welche die cag-PAI besitzen, werden als Typ I-Stämme 

bezeichnet, wohingegen den Typ II-Stämmen der entsprechende Abschnitt des 

Bakterienchromosoms fehlt. Mehrere Studien haben gezeigt, dass H. pylori Stämme, 

welche die cag-PAI besitzen, häufiger Erkrankungen wie Gastritis, Magengeschwüre 

und Magenkrebs auslösen, als Stämme, denen die Pathogenitätsinsel fehlt �%/$6(5�
(7�$/���������.8,3(56�(7�$/���������3((.�(7�$/���������,.(128(�(7�$/���������12085$�(7�$/���
�����. Darüber hinaus spielt die Modifikation der Tyrosinphosphorylierungsstelle des 

CagA-Proteins eine wichtige Rolle für die biologischen Aktivität von cagA-positiven 

H. pylori Stämmen. CagA besitzt Variationen an der SHP2-Bindungsstelle, die auf 

Sequenzunterschiede basieren und wonach es in zwei Haupttypen unterteilt wird: 

ostasiatisches CagA und westliches CagA (Abb.5.2B). Das ostasiatische CagA zeigt 

eine stärkere SHP2-Bindung und größere biologische Aktivität als westliches CagA, 

und so kommt es in ostasiatischen Ländern, wo eine endemische Zirkulation von H. 
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pylori Stämmen vorherrscht, die die biologisch aktivere Form von CagA besitzen, 

zum erhöhten Risiko des Auftretens von Magenkarzinomen �+$7$.$<$0$��0��������. 
Darüber hinaus unterscheiden sich Typ I- und Typ II-Stämme auch in einer Reihe 

anderer Gene, die außerhalb der Pathogenitätsinsel liegen. Es tragen Typ I-Stämme 

häufig das s1-Allel des vacA Gens, welches das aktive vakuolisierende Zytotoxin 

VacA kodiert �$7+(5721�(7�$/��������. Typ II-Stämme besitzen dagegen meist das s2-

Allel von vacA, dessen Genprodukt kaum zytotoxisch wirkt (Abb.5.2A). Somit sind H. 

pylori Stämme, die s1/m1 vacA-Allele aufweisen, stärker assoziiert mit schwereren 

Erkrankungen des Magens, als die mit s2/m2 vacA Stämme �0217(&8&&2� 81'�
5$3382/,�� ������ 3((.� 81'� %/$6(5�� �����. Außerdem exprimieren Typ I-Stämme 

häufiger die Adhäsine BabA und SabA und können daher besser an die Wirtszellen 

adhärieren als Typ II-Stämme �,/9(5�(7�$/���������0$+'$9,�(7�$/��������. 
 

Diese Beobachtungen haben zu der allgemeinen Vorstellung geführt, dass die 

klinische Manifestation einer H. pylori-Infektion entscheidend vom Typus des 

jeweiligen Stammes abhängt �%/$6(5� 81'� %(5*�� �����. Somit sind Typ I-Stämme 

pathogener, denn sie adhärieren direkt an ihre Wirtszellen und schädigen das 

Magengewebe durch Pathogenitätsfaktoren wie beispielsweise VacA. Im Gegensatz 

dazu, halten sich Typ II-Stämme eher in der Schleimschicht und nicht in direktem 

Kontakt zum Magenepithel auf und erzeugen nur in geringerem Maße Entzündungen 

und Gewebeschäden �*858*(�(7�$/��� ������ ,/9(5�(7�$/��� ������*(5+$5'�(7�$/��� ������
%/$6(5�81'�%(5*�������.  
 

 

5.2 Das angeborene Immunsystem 

 

5.2.1 Toll-ähnliche Rezeptoren (TLRs) 

Das menschliche Immunsystem eliminiert Krankheitserreger durch das 

Zusammenspiel der angeborenen und der adaptiven Immunantwort. Das 

angeborene Immunsystem ist phylogenetisch sehr alt und vermutlich in allen 

mehrzelligen Organismen vertreten, während das adaptive Immunsystem sich in der 

Evolution erst vor weniger als 500 Millionen Jahren entwickelt hat, und ausschließlich 

bei Vertebraten vorkommt. Beide Systeme nutzen unterschiedliche Mechanismen für 

die Infektabwehr �0('=+,729�81'�-$1(:$<�-5�������.  
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Die angeborenen Immunantworten richten sich, anders als die adaptiven 

Immunantworten, nicht spezifisch gegen ein bestimmtes Pathogen. Das 

angeborenen Immunsystem stützt sich neben phagozytierenden Zellen, auch auf 

Proteine, die konservierte mikrobielle Strukturen erkennen können. Diese Strukturen 

werden als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und Rezeptoren des 

angeborenen Immunsystems, die direkt mit den PAMPs interagieren, werden als 

pattern-recognition receptors (PRRs) bezeichnet �0('=+,729�81'�-$1(:$<�-5���������
Die Familie der Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) ist die bisher am besten 

charakterisierte Klasse von PRRs in Säugetieren.  

Das erste Mitglied der Toll-Rezeptor-Familie wurde in Drosophila identifiziert. Das 

Transmembranprotein Toll ist in Drosophila sowohl für die Ausbildung der 

dorsoventralen Polarität in Fliegenembryonen, aber auch an der Resistenz 

erwachsener Fliegen gegen Pilzinfektionen beteiligt. Das Toll-Gen besteht aus einer 

extrazellulären Domäne mit leuzinreichen Wiederholungen und einer 

zytoplasmatischen Region Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Domäne oder TIR-Domäne. 

�+$6+,0272�(7� $/��� ������ *$<�(7� $/��� ������und weist Homologien zu den TLRs der 

Säugetiere auf �0('+,729�(7�$/���������52&.�(7�$/��������.  
In Säugetierspezies konnten 10-15 TLRs identifiziert werden, die mit vielen 

unterschiedlichen PAMPs �7$.('$� (7� $/��� �����,� wie� z.B. Lipopolysaccharid (LPS; 

detektiert durch TLR4), bakteriellen Lipoproteinen (Erkennung durch TLR2), Flagellin 

(TLR5), unmethylierter CpG-DNA von Bakterien und Viren (TLR9) bzw. 

doppelsträngiger viraler RNA (detektiert durch TLR7) �+(,/�(7� $/��� ������ ',(%2/'�(7�
$/��� ������ /81'�(7�$/��� ������ interagieren können. Die TLR1, 2, 4, 5 und 6 scheinen 

hauptsächlich auf die Erkennung von Produkten bakteriellen Ursprungs spezialisiert 

zu sein, und sind in der Lage „fremd“ bzw. „nicht selbst“ von „seIbst“ zu 

unterscheiden. Im Vergleich dazu sind die TLR3, 7, 8 und 9 auf die Erkennung von 

Nukleinsäuren spezialisiert, die nicht nur mikrobiellen oder viralen Ursprungs sind, 

sondern auch im Wirt vorkommen. In diesem Fall wird die „Selbst“ und „Nicht-Selbst“-

Erkennung nicht nur durch die Struktur der Liganden, sondern auch durch ihre 

Zugänglichkeit zu den TLRs vermittelt. Diese TLRs sind in intrazellulären 

Kompartimenten lokalisiert �+(,/�(7�$/���������/((�(7�$/���������0$7680272�(7�$/�������� 
und erkennen Nukleinsäuren in der späten Phase der Endosomen-Lysosomen-

Kompartimente �',(%2/'�(7�$/���������/81'�(7�$/���������/81'�(7�$/��������. 
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Abb. 5.3: Aktivierung der TLR-Signalwege durch Erkennung der verschiedenen PAMPs.  
Die jeweiligen TLRs werden durch ihre Liganden aktiviert, die daraufhin an die Adapterproteine 
MyD88 (myeloid differentiation factor 88; TLR2, 5, 7, 8, 9); MAL/TIRAP ( MyD88-adaptor-like/TIR-
associated protein; TLR4); TRIF (Toll-receptor-associated activator of interferon; TLR3, 4) und TRAM 
(Toll-receptor-associated molecules; TLR4) binden, was zur Autophosphorylierung von IRAK (IL-1R-
associated kinase) und zur Anlagerung eines weiteren Adaptorproteins TRAF6 (TNFR-activated 
factor) führt. TRAF6 bindet und aktiviert wiederum die MAP-Kinase-Kinase TAK1 (TGF-�-activated 
kinase 1). Über mehrere Zwischenschritte führt die TAK1-Aktivierung zur Freisetzung von NF-�%��Über 
weitere MAP-Kinasen (ERK und JNK) aktiviert TAK1 außerdem die Mitglieder der AP-1 
Transkriptionsfaktorfamilie. Sie bewirken gemeinsam mit NF-�%, die Transkription von Genen, die an 
der Entzündungsantwort beteiligt sind (IL-6 und IL-8). Die TLR3, 4 benutzen einen MyD88-
unabhängigen Signalweg, der über IRF3 (IFN regulatory factor 3) und IFN-�� �,QWHUIHURQ-��� ]XU�
Transkription der Zielgene führt �abgewandelt nach�%(87/(5��%��������. 
 

 

Da die Nukleinsäure des Wirts zu diesen Kompartimenten nicht zugänglich ist, kann 

sie keine TLR-Antwort auslösen. Aber dennoch kann die Wirt-Nukleinsäure durch 

außergewöhnliche Bedingungen, wie z.B. unzureichende Beseitigung apoptotischer 
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Zellen, zur Aktivierung der TLRs führen, was eine Autoimmunantwort auslösen kann 

�/($'%(77(5�(7�$/��������� 
Ebenso wie die Mitglieder der Drosophila-Toll-Familie werden unterschiedliche TLRs 

in Menschen als Antwort auf verschiedene Liganden aktiviert (Abb.5.3). 

Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granulozyten und Epithelzellen besitzen 

TLRs auf ihrer Oberfläche und die Aktivierung dieser Rezeptoren stimuliert die 

Expression von Molekülen wie Zytokine, Lipid-Signalmediatoren z.B. Prostaglandine, 

die eine Entzündungsreaktion auslösen und dabei die adaptive Immunantwort 

induzieren �$/%(576�(7�$/��������.  
 

 

5.2.2 Die Rolle von polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) 

Neben Proteinen, die konservierte Merkmale von Krankheitserregern erkennen und 

schnell aktiviert werden können um Pathogene zu eliminieren, sind phagozytierende 

Zellen (professionelle Phagozyten) ein weiterer essentieller Bestandteil des 

angeborenen Immunsystems, denn sie tragen durch Phagozytose, zum Teil mit 

Antikörpern und Komplement, wesentlich zur Elimination von Mikroorganismen bei 

�-$1(:$<� -5�� 81'� 0('=+,729�� �����. Zu der Gruppe der Phagozyten zählen die 

Monozyten, Makrophagen und Granulozyten. Die Granulozyten sind kurzlebige 

Zellen, die im Knochenmark laufend neu ersetzt werden. Sie machen einen hohen 

Anteil der im Blut zirkulierenden Leukozyten (60-70%) aus und sind durch einen 

gelappten Kern und zahlreiche zytoplasmatische Granula gekennzeichnet. Aufgrund 

ihrer Anfärbbarkeit werden die sie in Neutrophile (PMNs), Eosinophile und Basophile 

unterteilt �.(//(5�������. Die PMNs sind dabei die wichtigsten Effektoren der akuten 

Entzündung und tragen durch Sekretion von Zytokinen auch zum afferenten 

Schenkel der Immunantwort bei �5,&(987,�� ������� PMNs, die annähernd 90% der 

Granulozyten bilden, zirkulieren im Blut und kommen nicht im normalem gesunden 

Gewebe vor. Sie sind kurzlebige Zellen, denn ihre Halbwertzeit beträgt während der 

Zirkulation im Blut etwa sieben Tage und während der Migration ins Gewebe beträgt 

ihre Lebensdauer 2-3 Tage �+$(1�������.  
Wenn ein Pathogen in ein Gewebe eindringt, ruft es fast immer eine 

Entzündungsreaktion hervor. Charakteristisch dafür sind Schmerzen, Rötung, Hitze 

und Schwellung am Ort der Infektion. Die Gesamtheit dieser Symptome werden 

durch Veränderungen in lokalen Blutgefäßen ausgelöst, die sich erweitern und für 
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Flüssigkeit und Proteine durchlässig werden. Dadurch schwillt das umliegende 

Gewebe und es sammeln sich Blutproteine (beispielsweise die Komponenten der 

Komplementkaskade) an, die bei der Immunverteidigung helfen. Gleichzeitig werden 

die Endothelzellen, die die Blutgefäße auskleiden, stimuliert Zelladhäsionsproteine 

zu exprimieren �$/%(576�(7�$/��� �����. Demzufolge können die Neutrophilen, infolge 

von Adhäsion (über CD11b/CD18 auf Neutrophilen und ICAM-1, ICAM-2 bzw. E-

Selektin auf Endothelzellen) und transendotheliale Migration entlang eines 

chemotaktischen Gradienten (z.B. IL-8) rasch und in großer Zahl ins entzündliche 

Gewebe gelangen �.(//(5�� 5��� �����. Dieser Prozess der Migration bzw. Infiltration 

von Leukozyten aus dem Blutgefäß ins Gewebe wird als Extravasation bezeichnet 

und dieser Vorgang ist in Abb.5.4 schematisch dargestellt. 

Im Gewebe angekommen besitzen Leukozyten vielfältige Zelloberflächenrezeptoren, 

wie den Mannose-Rezeptor, Komplementrezeptoren in aktivierten Zellen und den Fc-

Rezeptor, die es ihnen ermöglichen, Pathogene zu erkennen und zu phagozytieren 

�$//(1�(7�$/���������$//(1�(7�$/��������. Wenn an einen dieser Rezeptoren ein Ligand 

bindet, kommt es im Bereich der Pathogenanheftung zur Aktinpolymerisation. 

Danach schließt der Phagozyt seine Plasmamembran um den Erreger und nimmt ihn 

in ein großen membranbegrenzten Phagosom auf. Sobald das Pathogen 

phagozytiert wurde, kann er durch einen sauerstoffunabhängigen oder sauerstoff-

abhängigen Mechanismus zerstört werden. Während des sauerstoffunabhängigen 

Mechanismus wird der Erreger durch Freisetzung von Enzymen, wie Lysozyme, 

Hydrolasen und Defensinen eliminiert �:,7.2�6$56$7�(7�$/�������). Der Phagozyt ist in 

der Lage an der Phagosomenmembran einen NADPH-Oxidase Komplex zu bilden, 

der die Herstellung von mehreren hochtoxischen Sauerstoffverbindungen, wie 

Superoxid (O2
-), Hypochlorit (OCl-), Wasserstoffperoxid (H2O2), Hydroxylradikale 

(OHÜ�� XQG� 6WLFNVWRIIPRQR[LG� �12�� NDWDO\VLHUW�� GLH� DXI� 3DWKRJHQH� WR[LVFK� ZLUNHQ�
�5226� (7� $/��� �����. Während der Produktion dieser Substanzen steigt der 

Sauerstoffverbrauch der Zellen vorrübergehend an und deshalb wird dieser Prozess 

als sauerstoffabhängiger Mechanismus oder respiratorischer Burst bezeichnet �'(�
&+$7(/(7�(7�$/���������'(�/(2�(7�$/��������. 
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Abb. 5.4: Extravasation von PMNs aus dem Blutgefäß ins Gewebe.  
(1) Das initiale Festhalten von PMNs durch die Endothelzellen wird hauptsächlich durch die Interaktion 
von Selektinen mit ihren Liganden vermittelt. Dabei interagiert das L-Selektin, der Leukozyten, mit s-
Lex-Liganden, der Endothellzellen und vermittelt das Entlangrollen der PMNs auf den Endothelzellen 
�0&� (9(5�� ������� (2) Parallel unterstützt auch P-selectin glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) der 
Leukozyten das Entlangrollen der PMNs auf den Zellen, indem es mit dem P-Selektin/ E-Selektin der 
Endothelzellen in Wechselwirkung tritt �0&�(:(5�81'�&800,1*6������). (3 und 4) Der nächste Schritt 
der Leukozyten-Extravasation ist die Adhäsion der PMNs auf der Oberfläche der aktivierten 
Endothelzellen, durch die Interaktion der Leukozyten-Integrine LFA-1 (CD11a/CD18) und CR3 
(CD11b/CD18, auch Mac-1 genannt) mit Molekülen des Endothelgewebes: vascular cell adhesion 
molecule-1 (VCAM-1) und intercellular adhesion molecule-1 �,&$0���� �%$55(,52� (7� $/��� �����. Dabei 
verursachen IL-8 oder andere Chemokine eine Konformationsänderung von LFA-1 und CR3 auf den 
rollenden Leukozyten, was die Adhäsionskapazität erhöht und die PMNs festhält und das 
Entlangrollen stoppt. (5) Anschließend durchqueren die PMNs die Endothelzellschicht. In diesem 
Prozess sind LFA-1/Mac-1, sowie die Adhäsionsmoleküle PECAM oder CD31 involviert. Diese 
Moleküle werden sowohl von Leukozyten als auch von Endothelzellen exprimiert. Die Interaktion 
zwischen den Molekülen ermöglicht den Phagozyt sich zwischen den Endothelzellen durchzudrängen. 
(6) Das Eindringen durch die Basal Lamina ins Gewebe wird mit Hilfe von proteolytischen Enzymen 
ermöglicht (-$1(:$<� (7� $/., ����). (7) Im letzten Schritt bewegt sich der Phagozyt entlang eines 
Chemokingradienten zum Ort der akuten Entzündung (abgewandelt nach�08(//(5�(7��$/�������). 
 

(4) Adhäsion

L
e

u
k

o
zy

te
n

-

M
o

le
k

ü
l

E
n

d
o

th
e

lz
e

ll
en

(1) Einfangen/

    Festhalten

(2) Rollen (3) Aktivierung

L-Selektin

VLA-4

L-Selektin

PSGL-1
ESL-1

Chemokin-R

CXCR2-R
LFA-1

Mac-1
VLA-4

s-Lex

VCAM-1

   s-Lex

P-Selektin

E-Selektin

Chemokine

IL-8

ICAM-1

ICAM-2
VCAM-1

Basal Lamina

L
e

u
k

o
zy

te
n

-

M
o

le
k

ü
l

E
n

d
o

th
e

lz
e

ll
en

(5) Diapedesis (6) Durchquerung der

    Basal Lamina

(7) Migration

Basal Lamina

PECAM-1

CD99

PECAM-1

andere
Faktoren ?

Mac-1

�-1

PECAM-1

CD99

HSPG + ?

unbekannt

Fibrinogen

Fibronectin



Einleitung 
 

 20 

5.3 Zielstellung der Arbeit 

 

Detaillierte Kenntnisse zur Wechselwirkung von Mikroorganismen mit der 

gastrointestinalen Schleimhaut sollen es ermöglichen innovative Strategien zur 

Früherkennung, wie auch neue Therapieansätze zu entwickeln. Dabei stehen 

besonders die Untersuchungen über die Expression von bakteriellen Genen 

pathogener Mikroorganismen im Vordergrund, die während der Infektion des Wirtes 

reguliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die bidirektionale Interaktion 

zwischen H. pylori und dem humanen Organsystem untersucht werden.  

1.) Zielsetzung war zunächst die Genexpression und Modulation genetisch 

verschiedener H. pylori Stämmen, isoliert aus Patienten mit Gastritis, Ulkus 

oder Magenkarzinom, während der Interaktion mit humanen Zielzellen 

(Magenepithelzellen und PMNs) zu analysieren. Mit Hilfe der quantitativen 

Echtzeit-PCR sollte die mRNA-Expression von bekannten H. pylori-

Pathogenitätsfaktoren nach Kontakt mit den Zielzellen detektiert und 

quantifiziert werden.  

2.) Da H. pylori auf ungewöhnliche Weise mit den Komponenten des 

angeborenen Immunsystems interagiert, sollten im zweiten Teil der Arbeit 

anhand der Infektionsmodelle (AGS-Zellen und PMNs) die Expression von 

Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) auf Transkriptions-Ebene durch 

Verwendung der Echtzeit-PCR und auf Protein-Ebene anhand von Western 

Blot-Analysen untersucht werden.  

3.) PMNs sind Zellen des angeborenen Immunsystems. Sie spielen bei der 

Immunantwort eine wichtige Rolle, denn sie sind in der Lage Pathogene 

durch Phagozytose abzutöten. Im dritten Teil der Arbeit sollte die Expression 

von PMN-spezifischen Oberflächenmolekülen (Selektine, Adhäsionsproteine 

und Chemokin-Rezeptoren), die Freisetzung PMN-spezifischer Mediatoren, 

sowie die Regulation weiterer Faktoren, die eine Entzündungsreaktion 

induzieren, während der Wechselwirkung mit genetisch verschiedenen H. 

pylori Stämmen bzw. H. pylori Mutanten untersucht werden.  
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6. Material und Methoden 
 

6.1 Chemikalien, Antibiotika, Oligonukleotide und Enzyme 

 

Zur Herstellung von Nährmedien und Puffern wurde bidestilliertes Wasser aus einer 

Milli-Q-Anlage (Milli-Pore GmbH, Eschborn) verwendet. Für PCR-Ansätze, 

Verdünnung von Primern und Sonden wurde steriles Aqua ad iniectabila (Delta 

Select GmbH, Pfullingen) eingesetzt. 

Soweit nicht anders vermerkt, waren die verwendeten Chemikalien und Antibiotika 

von p.a.-Qualität und wurden von Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim), 

Roth (Karlsruhe) oder Fluka/ Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. 

Die Synthese von Oligonukleotiden und Sonden wurden von MWG Biotech 

(Ebersberg) durchgeführt. 

Von Qiagen (Hilden) wurde die Taq-Polymerase und von Amersham Biosciences 

(Buckinghamshire, England) wurde der Ribonuklease-Inhibitor verwendet. 

 

 

6.2 Mikroorganismen 

 

6.2.1 Herkunft der Helicobacter pylori-Stämme 

In unserem Institut wurden aus eingesendeten Bioptaten H. pylori isoliert und zur 

Bestimmung der Antibotika-Resistenz verarbeitet. Die daher stammenden 

Helicobacter pylori Stämme P284, P303, P1280, P1288, P1303 und P1321 sind 

klinische Isolate von Patienten mit H. pylori-assozierten Krankheiten. Die Stämme 

P1, P12, und G27 sind ebenfalls klinische Isolate, die bereits früher beschrieben 

wurden (6&+0,77�81'�+$$6, 1994; &(16,1, (7�$/., 1996; $/0�(7�$/., 1999). Darüber 

hinaus wurden für einige Experimente knockout-Mutanten von H. pylori (Tabelle 6.1) 

verwendet. Die Mutanten wurden nach dem Prinzip der Kassettenmutagenese durch 

Austausch des definierten DNA-Abschnitts gegen eine Kanamycin- oder 

Chloramphenicolkassette generiert. Die Mutante, der die gesamte Pathogenitätsinsel 

fehlt (¨FDJPAI), sowie die P12¨vacA- und P1¨alpA/B-Mutanten wurden von Dr. 

Rainer Haas (Max von Pettenkofer-Institut, München) zur Verfügung gestellt  
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Tabelle 6.1: Verwendete knockout H. pylori Stämme 

Stamm Gen* Resistenz 

P1¨FDJ$ HP0547 CamR 

P1¨YLU%� HP0544 CamR 

P1¨virB11 HP0525 CamR 

P1¨virD4 HP0524 CamR 

P1¨vacA HP0887 KmR 

P1¨QDS$ HP0243 CamR 

P1¨XUH$ HP0073 CamR 

P1¨NDW$ HP0875 CamR 

P1¨UO[� HP0996 CamR 

P1¨rlx2 HP1004 CamR 

P1¨helikase HP0548 CamR 

P1¨IOD$ HP0601 CamR 

P1¨alpA/B HP0512-13 KmR 

P12¨FDJPAI HP0520-48 KmR 

P12¨vacA HP0887 KmR 

P12¨JJW HP1118 CamR 

P12¨napA HP0243 KmR 

P12¨3N& HP0432 CamR 

G27¨babA HP1243 KmR 

G27¨VDE$ HP0725 CamR 

*TIGR Nomenklatur (720%�(7�$/�������) 
 

(6&+0,77�81'�+$$6, 1994; 2'(1%5(,7�(7�$/., 1999). Alle weiteren P1-, P12- und G27-

Mutanten wurden von Dr. Steffen Backert generiert. 

 

6.2.2 Herkunft der E. coli-Stämme 

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurden chemokompetente One Shot® TOP10-

Zellen vom TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.  
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6.3 Nährmedien zur Kultivierung von Bakterien 

 

6.3.1 Helicobacter-Platten 

Die Kultivierung von H. pylori erfolgte wurde auf Platten mit 36 g/l GC-Agar-Base 

(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England), 15 g/l Peptose Pepton (Difco/Becton 

Dickenson, Maryland, USA), 1% Vitaminmix, 10% Pferdeserum (Biochrom AG, 

Berlin), 0,1% Vancomycin, denen nach dem Autoklavieren in Abhängigkeit des 

Stammes 4-8 µg/ml Chloramphenicol oder 8-15 µg/ml Kanamycin zugegeben wurde. 

 

• Herstellung des Vitaminmix 

Es wurden 2 Lösungen getrennt hergestellt: 

Lösung 1 (500 ml in dd. H2O) 

Dextrose (D+Glucose) 100 g 

L-Glutamin 10 g  

L-Cystein 26 g 

Cocarboxylase 100 mg 

Fe(NO3)3 20 mg 

Thiamin-HCl (Vitamin B1) 3 mg 

p-Aminobenzoesäure 13 mg 

NAD 250 mg 

Vitamin B12 10 mg 

  

Lösung 2 (300 ml in dd. H2O +15 ml HCl) 

L-Cystine 1,1 g 

Adenine 1 g 

Guanin-Cl 30 mg 

L-Arginin 150 mg 

Uracil 0,5 g 

 

Beide Lösungen wurden komplett gelöst, vereinigt, auf 1000 ml aufgefüllt und 

sterilfiltriert.  
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6.3.2 Helicobacter-Flüssigmedium 

Zur Herstellung der Helicobacter-Flüssigkultur wurde steriles Brain Heart Infusion-

Medium (BHI-Medium; Becton Dickenson, Maryland, USA) mit 10% Fötalem 

Kälberserum (FCS; Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) oder Pferdeserum, 1% Vitaminmix 

und 0,1% Vancomycin versetzt. 

 

6.3.3 Selektive Luria Broth-Platten (LB-Platten) 

LB-Agar-Platten (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) wurden mit 32 g/l angesetzt, denen 

nach dem Autoklavieren 30 mg/l Kanamycin oder 100 mg/l Ampicillin, 120 mg/l IPTG 

(Roth, Karlsruhe) und 80 mg/l X-Gal (Roth, Karlsruhe) zugegeben wurde. 

 

6.3.4 Luria Broth-Medium (LB-Medium) 

Das flüssige LB-Medium (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) wurde mit 25 g/l hergestellt 

und nach dem Autoklavieren mit 30 mg/l Kanamycin oder 100 mg/l Ampicillin 

versetzt. 

 

 

6.4 Aktivatoren 

 

Die während der Arbeit verwendeten Aktivatoren zur Stimulation von 

polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) sind in der Tabelle 6.2 dargestellt. Die 

Stimuli wurden von Orpegen Pharma (Heidelberg) und Sigma (Steinheim) bezogen.  

 

Tabelle 6.2: Verwendete Aktivatoren 

Name Stammlösung Endkonzentration Funktion 

Phorbol12-myristat-

13-acetat (PMA) 

8,1 nM 0,162 nM Proteinkinase C-Ligand; 

starker Stimulus für den 

oxidativen Burst 

N-formyl-

MetLeuPhe (fMLP) 

5 nM 0,1 nM bakterielles chemo-

taktisches Peptid; 

schwacher Stimulus für 

den oxidativen Burst 

Natriumfluorid 

(NaF) 

1 µM 20 nM aktiviert niedrig-molekulare 

G-Proteine 
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6.5 Inhibitoren  

 

Im Rahmen der Dissertation verwendete Inhibitoren sind in der Tabelle 6.3 

dargestellt und wurden von den Firmen Calbiochem (Schwalbach) und Sigma 

(Steinheim) verwendet. 

 

Tabelle 6.3: Verwendete Inhibitoren 

Name  Stammlösung Endkonzentration Funktion 

Genistein 100 mM 100 µM Tyrosin-Proteinkinasen- 

Inhibitor 

MG-132 10 mM 30 µM NFKB-Inhibitor 

PD-98059 100 mM 50 µM MAPKinasen-Inhibitor 

SB-203580 10 mM 50 µM p38-Inhibitor 

SP-600125 25 mM 50 µM JNK-Inhibitor 

Vanadat 50mM 300µM Phosphatase-Inhibitor 

 

 

6.6   PCR-Oligonukleotide  

 

6.6.1 Oligonukleotide zur Typisierung von H. pylori 

16S rRNA-Gen (390 bp): forward 5‘-GGAGGATGAAGGTTTTAGGATTG-3‘ 

reverse 5‘-TCGTTTAGGGCGTGGACT-3‘ 

(52.%,�(7�$/�������  
ureA-Gen (160 bp):  forward 5‘-AAACGCAAAGAAAAAGGC -3‘ 

reverse 5‘-CCATCCATCACATCATCC -3‘ 

(52.%,�(7�$/�������  
katA-Gen (120 bp): forward 5‘-AGAGGTTTTGCGATGAAGT -3‘ 

reverse 5‘-CGTTTTTGAGTGTTGATGAA -3‘ 

(52.%,�(7�$/�������  
alpA-Gen (304 bp): forward 5‘-ACGCTTTCTCCCAATACC -3‘ 

reverse 5‘-AACACATTCCCCGCATTC- 3‘ 

(52.%,�(7�$/�������  
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cagA-Gen (183 bp): forward 5‘-TTGACCAACAACCACAAACCGAAG-3‘ 

reverse 5‘-CTTCCCTTAATTGCGAGATTCC -3‘ 

(9$1�'2251�(7�$/������� 
vacAs1/2-Gen (176/ 203 bp): forward 5’-ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ 

reverse 5’-CCTGARACCGTTCCTACAGC-3’ 

(9$1�'2251�(7�$/�������  
vacAm1/2-Gen (401/ 476 bp): forward 5’-CACAGCCACTTTCAATAACGA-3’ 

reverse 5’-CGTCAAAATAATTCCAAGGG-3’ 

(9$1�'2251�(7�$/�������  
iceA1-Gen (246 bp): forward 5‘-GTGTTTTTAACCAAAGTATC-3‘ 

reverse 5‘-CTATAGCCASTYTCTTTGCA-3‘ 

(9$1�'2251�(7�$/�������  
iceA2-Gen (229/ 334 bp): forward 5‘-GTTGGGTATATCACAATTTAT -3‘ 

reverse 5‘-TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT-3 

(9$1�'2251�(7�$/�������  
vacAs1/2-Gen (259/ 286 bp): forward 5‘-ATGGAAATACAACAAACACAC -3‘ 

reverse 5‘-CTGCTTGAATGCGCCAAA C -3‘ 

(6752%(/�(7�$/������) 
vacAs1 a-Gen (190 bp): forward 5‘-ATGGAAATACAACAAACACAC -3‘ 

reverse 5‘-GTCAGCATCACACCGCAAC-3‘ 

(6752%(/�(7�$/������)  
vacAs1 b-Gen (187 bp): forward 5‘-ATGGAAATACAACAAACACAC -3‘ 

reverse 5‘-AGCGCCATACCGCAAGAG-3‘ 

(6752%(/�(7�$/������)  
vacAm1-Gen (290 bp): forward 5‘-GGTCAAAATGCGGTCATGG-3‘ 

reverse 5‘-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3‘ 

(6752%(/�(7�$/������)  
vacAm2-Gen (352 bp): forward 5‘-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3‘ 

reverse 5‘-CATAACTAGCGCCTTGCAC-3‘ 

(6752%(/�(7�$/������)  
napA-Gen (370 bp): forward 5‘-TGCAAGCGGATGCGATCGTGTT-3‘ 

reverse 5‘-GCAACTTGGCCAATTGATCGTCCGC-3 

(/($.(<�(7�$/������� 



Material und Methoden 
 

 27 

Die dargestellten Primer wurden sowohl zur Typisierung des H. pylori-Genoms als 

auch zur Quantifizierung der H. pylori-Pathogenitätsfaktoren durch Echtzeit-PCR 

eingesetzt. 

 

6.6.2 Standard-Fingerprint-(RAPD)-PCR-Primer 

186 forward:  5’-GAGCGGCCAAAGGGAGCAGAC-3’ 

187 forward:  5’-CCGGATCCGTGATGCGGTGCG-3’ 

188 forward:  5’-GGTTGGGTGAGAATTGCACG-3’ 

�$.23<$1=�(7�$/���������
 

6.6.3 Oligonukleotide zur Amplifikation von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) 

TLR2 (65 bp): 

 

forward 5’-CCAGCAAATTACCTGTGTG-3’ 

reverse 5’-AGGCGGACATCCTGAACCT-3’ 

TLR4 (67 bp): 

 

forward 5’-GCAGTGAGGATGATGCCAGGAT-3’ 

reverse 5’-GCCATGGCTGGGATCAGAGT-3’ 

TLR9 (151 bp): 

 

forward 5’-GGACCTCTGGTACTGCTTCCA-3’ 

reverse 5’-AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT-3’ 

 

6.6.4 Oligonukleotide zur Amplifikation des Haushaltgens GAPDH 

GAPDH forward: 5'-TGAGAAGTATGACAACAGCC-3' 

GAPDH reverse: 5'-TGAGTCCTTCCACGATACC-3' 

(52.%,�(7�$/��������
 

6.6.5 CpG-DNA-Oligonukleotide 

Diese Oligonukleotide wurden synthetisiert durch TIB MOLBIOL (Berlin) in einer 

Phosphothioat-geschützten Form und wurden in einer Konzentration von jeweils 2µM 

zu den Ansätzen dazugegeben. 

 

Aktivierendes Oligonukleotid (CpG): 

5’-TsCsgsTsCsgsTsTsTsTsgsTsCsgsTsTsTsTsgsTsCsgsTsT 

Nicht-aktivierendes Oligonukleotid (GpC): 

5’-TsgsCsTsgsCsTsTsTsTsgsTsgsCsTsTsTsTsgsTsgsCsTsT 

�%$8(5�(7�$/���������
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6.7 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 

 
6.7.1 Kultivierung von Magenkarzinomzellen (AGS-Zellen) 

AGS-Zellen (ATCC CRL 1739; eine Zelllinie aus einem Adenokarzinom des 

menschlichen Magens) wurden mit RPMI-1640 Medium (Invitrogen, Karlsruhe), 10% 

FCS und 1% Antibiotik-Antimykotik-Lösung (Sigma, Steinheim) in einem CO2-

Inkubator (5% CO2/95% wassergesättigter Luftatmosphäre) kultiviert. Alle 2-3 Tage 

nach Erreichen einer Konfluenz von 70-90% wurden die Zellen passagiert und zu 

Infektionszwecken in neue Gewebekulturflaschen bzw. -schalen (Greiner, 

Frickenhausen) überführt.  

 

6.7.2 Isolierung von polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) 

PMNs sind kurzlebige Zellen und wurden deshalb frisch aus Heparin behandeltem 

Blut von freiwilligen Spendern isoliert. Die Separation der PMNs von anderen 

Blutzellen wurde mittels Polymorphprep™ (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norwegen) 

nach dem Prinzip der Gradientenzentrifugation durchgeführt. Dabei wurden 5 ml 

Polymorphprep™-Lösung mit 5 ml anti-koagglutiniertem Blut überschichtet und bei 

450-500 x g für 30-35 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation 

wurden zwei Leukozyten-enthaltene Banden sichtbar, wobei die obere Bande 

Monozyten und Lymphozyten und die untere Bande PMNs enthielt. Die untere Bande 

wurde isoliert, in DPBS (Cambrex Bioscience, Verviers, Belgien) gewaschen und 

anschließend in Kulturmedium überführt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte am 

Coulter Micro-Diff-II. PMNs wurden in Gewebekulturschalen mit RPMI-1640 Medium 

und 10% FCS bei 37°C und 5%CO2/95% wassergesättigter Luftatmosphäre für ca. 

60 min inkubiert. 

 

6.7.3 Transfektion eukaryotischer Zellen 

Das Prinzip der Transfektion beruht auf dem Transfer von Plasmid-DNA in 

eukaryotische Zellen, wobei ein Polykation verwendet wird, um polyanionische DNA 

zu komplexieren. Als Transfektionsreagenz wurde Gene-Jammer Transfection 

Reagent® (Stratagene, La Jolla, CA, USA) nach Anweisungen des Herstellers 

eingesetzt. Die Komplexe werden dem Kulturmedium zugegeben, adsorbieren an die 

Zelloberfläche, werden durch Phagozytose in die Zelle aufgenommen und im 

Endosomen eingeschlossen. Ist die Lebensdauer der aufgenommenen DNA nur auf 

wenige Tage beschränkt, spricht man von der transienten Transfektion. Drei Stunden 
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nach der Transfektion erfolgte die Zugabe von frischen Medium, und die Zellen 

wurden für weitere 24-72h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. 

 

 

6.8   Mikrobiologische Methoden 

 

6.8.1 Infektion von Zelllinien mit H. pylori 

H. pylori  wurde aus -70°C Glyzerinkulturen (BHI-Medium mit 20% Glyzerol) auf 

Helicobacter-Platten ausgestrichen und für 2 Tage bei 37°C im Anaerobiertopf 

(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) mit 5% O2-, 10% CO2-, und 85% N2-

Atmosphäre (Campygen, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) inkubiert. 

Anschließend wurden die H. pylori Stämme für weitere zwei Tage auf neue 

Helicobacter-Platten amplifiziert und unter gleichen Bedingungen kultiviert. 

Für die Infektion mit H. pylori wurden die Zellen in 6 well-Gewebekulturschalen mit 2 

ml Medium und 10% FCS eingesät und für 2 Tage bis zum Erreichen von 70-80% 

Konfluenz im CO2-Schrank inkubiert.  

H. pylori wurde mit sterilen Wattestäbchen (Raucotupf, Lohmann & Rauscher, 

Rengsdorf) von der Agarplatte geerntet und in 2 ml BHI-Medium resuspendiert. Die 

Konzentration der Bakterien wurde photometrisch über die optische Dichte der 

Suspension bei einer Wellenlänge von 550 nm bestimmt. Wenn nichts anderes 

angegeben wurden die Zellen mit einer MOI (multiplicity of infection) von 100 infiziert. 

Zu den uninfizierten Zellen wurde dasselbe Volumen DPBS ohne Bakterien gegeben. 

Nach der Inkubation im CO2-Inkubator für ca. 6h wurden die infizierten Zellen an 

einem Phasenkontrast-Mikroskop (Olympus, Japan) analysiert.  

 

6.8.2 Infektion von PMNs mit H. pylori 

Die Anzucht von H. pylori für die Infektion von PMNs erfolgte wie im Kapitel 6.8.1 

beschrieben. PMNs wurden vor der Infektion, wie in Kapitel 6.7.2 beschrieben, frisch 

isoliert und in Gewebekulturschalen mit RPMI-1640 und 10% FCS überführt. 

Innerhalb von 60 min im CO2-Inkubator konnten sich die Zellen adhärieren und 

wurden mit 100 Bakterien pro Zelle infiziert. Die Inkubationszeit der Infektion war 

abhängig von der anschließenden Analyse.  
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6.8.3 Lebendzellzahlbestimmung 

Zur Bestimmung der lebenden Mikroorganismen während der Infektion mit humanen 

Zellen wurde die Methode der Lebendzellzahlbestimmung eingesetzt. Dazu wurden 

die jeweiligen Zellen, wie in den Kapiteln 6.8.1 und 6.8.2 beschrieben, infiziert und 

inkubiert. Danach erfolgte das Anlegen von Verdünnungsreihen im Verhältnis 1:10 

(10-1), 1:100 (10-2), 1:1000 (10-3) und 1:10000 (10-4) in DPBS, welche auf 

Helicobacter-Platten ausgestrichen und für 3-4 Tage bei 37°C im Anaerobiertopf 

unter Campygen-Atmosphäre (5% O2, 10% Co2 und 85% N2) kultiviert wurden. Nach 

Beendigung der Inkubation erfolgte die Bestimmung der kolonienbildenden 

Einheiten/ml (cfu; colony forming units) der einzelnen Verdünnungsstufen. 

 

6.8.4 Mikroskopische Methoden 

Für die Phasenkonstrastmikroskopie wurden Zellen direkt in ihren jeweiligen 

Zellkulturgefäßen unter einem inversen Phasenkontrastmikroskop betrachtet und mit 

einer Digitalkamera fotografiert. 

 

 

6.9 Molekularbiologische Methoden 

 

6.9.1 DNA-Isolierung 

Für die Isolierung genomischer DNA, wurde H. pylori mit einem DPBS befeuchteten, 

sterilen Wattestäbchen von der Platte geerntet, in DPBS suspendiert und pelletiert. 

Anschließend erfolgte die Isolierung der DNA mit Hilfe des QIAamp™ DNA-Mini-Kits  

nach Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden). 

 

6.9.2 RNA-Isolierung 

Vor der Durchführung der RNA-Isolierung wurde die totale Menge an RNA, durch die 

direkte Zugabe von 2 Volumen RNAprotectBacteria™-Reagenz (Qiagen, Hilden) zum 

Infektionsansatz, stabilisiert. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur 

wurde die Suspension zentrifugiert. Die Bakterien wurden durch die Zugabe von 0,5 

ml TE-Puffer mit 20mg/ml Lysozym (Roche Diagnostics, Mannheim) aufgeschlossen 

und die RNA mit dem RNeasy™-Midi-Kit nach Angaben des Herstellers isoliert 

(Qiagen, Hilden). Verunreinigungen an DNA konnten durch DNaseI-Behandlung  

(Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) entfernt werden.  
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Die Überprüfung der Reinheit bzw. die Bestimmung der Konzentrationen von 

RNA/DNA erfolgte am BioPhotometer (Eppendorf). 

 

• TE-Puffer:10 mM Tris-HCl, pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8,0 

 

6.9.3 Agarose-Gelelektrophorese 

DNA wurde durch Elektrophorese in horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Zur 

Gelherstellung wurde Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) in 

Konzentrationen von 0,8-2% (w/v) in 0,5 x TBE-Puffer durch Erhitzen gelöst und mit 

0,1 µg/ ml Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe) versetzt. Nach Abkühlen auf ca. 60°C 

wurde die Lösung in entsprechende Gelkammern (BioRad, München) gegossen. Alle 

DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen von sechsfach 

konzentriertem Probenpuffer versetzt. Die Elekrophorese lief 60-120 min bei 

konstanter Spannung von 90-150 V. Zur Bestimmung von DNA-Fragmentgrößen 

wurde ein DNA Molecular Weight Marker XIV™ (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim) verwendet. Die DNA-Banden wurden durch Bestrahlung mit UV-Licht 

visualisiert. Die Dokumentation und Digitalisierung eines DNA-Gels wurde durch ein 

Komplettsystem (Lumi Imager F-1, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mittels 

Computergesteuerter CCD-Kamera und anschließender Auswertung durch spezielle 

Software ermöglicht.  

 

• TBE-Puffer: 44,5 mM Tris-Base; 44,5 mM Borsäure; 1mM EDTA, pH 8,0 

• 6 x Probenpuffer: 40% (w/ v) Saccharose, 0,25% (w/ v) Bromphenolblau 

 

6.9.4 Polymerase-Kettenreaktion (Standard-PCR) 

In dieser Arbeit wurde die PCR zur Genotypisierung unterschiedlicher H. pylori 

Stämme, zur Untersuchung von Genexpressionen nach Infektionsansätzen sowie zur 

Überprüfung von Plasmidkonstrukten nach der Klonierung verwendet. Die PCR-

Reaktionsansätze wurden wie in Tabelle 6.4 angegeben, pipettiert. 

Die PCR wurde mit Hilfe eines Alpha Unit™ Block -Systems (Biozym Technik GmbH, 

Hess. Oldendorf) durchgeführt. Üblicherweise wurde folgendes PCR-Programm 

verwendet: Erste Denaturierung bei 94°C für 5 min, 30-40 Zyklen mit Denaturierung 

bei 94°C für 1 min, Hybridisierung der Primer bei Temperaturen Tm -5 für 1 min und 
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Elongation bei 72°C für 1 min. Nach dem letzten Zyklus wurde ein zehnminütiger 

Polymerisationsschritt bei 72°C angeschlossen. 

 

Tabelle 6.4: Einzelne Komponenten einer PCR-Reaktion 

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration 

DNA-Matrize 2,5 µl 1pg -100ng 

Reaktionspuffer, 15 mM MgCl2 5 µl 1 x, 1,5 mM MgCl2 

MgCl2 (25 mM) 1 µl 0,5 mM 

dNTPs (5 mM) 4 µl 0,4 mM 

Primer forward (100 µM) 0,5 µl 1 µM 

Primer reverse (100 µM) 0,5 µl 1 µM 

Taq-Polymerase (100 U/µl) 0,25 µl 2,5 U 

Aqua dest. auf 50 µl auffüllen  

 

 

6.9.5 Fingerprint-(RAPD)-PCR 

Die Methode der RAPD (random amplified polymorphic DNA) fingerprinting PCR 

($.23<$1=� (7� $/��� ����) wurde eingesetzt, um die DNA-Sequenz-Diversität der 

verschiedenen klinischen H. pylori-Isolate zu detektieren. Für die RAPD-PCR wurden 

20 ng genomische DNA von H. pylori, 3mM MgCl2, 20 pmol Primer (186F, 187F, 

188F), 1U Taq DNA-Polymerase (Qiagen, Hilden) und 250 µM dNTP’s eingesetzt.  

Im PCR-Programm wurden folgende Parameter verwendet: 4 Zyklen [ 94°C, 5 min; 

40°C, 5 min und 72°C, 5 min], 30 Zyklen [ 94°C, 1 min; 55°C, 1 min und 72°C, 2 min] 

und 72°C für 10 min. Anschließend wurden Aliquots des PCR-Ansatzes auf ein 

1%iges Agarosegel aufgetragen und bei 75°V aufgetrennt. Als Größenstandard 

wurde der Gene Ruler™ 1kb DNA-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. 

 

6.9.6 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 

In dieser Arbeit wurde isolierte RNA aus Infektionsansätzen mit Hilfe der RT-PCR in 

cDNA umgeschrieben. Das Prinzip der RT-PCR beruht darauf, dass eine cDNA-

Erststrangsynthese mit RNA als Matrize durchgeführt wird und anschließend eine 

PCR erfolgt, in der die zuvor gebildete cDNA als Matrize dient. Zur cDNA-

Erststrangsynthese wurde das Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) RT-Kit 

(Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet. Wie in Tabelle 6.5 
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angegeben erfolgte die RT-PCR mit Hilfe eines Oligo (dt)12-18 Primers, der im Bereich 

des Poly (A)-Schwanzes am 3’-Ende der eukaryotischen mRNA hybridisierte, und 

aus der Gesamt-RNA alle mRNA-Moleküle in cDNA umschrieb. Genspezifische 

Primer wurden bei der bakteriellen RNA verwendet, um selektiv das gewünschte 

Transkript in cDNA zu erhalten. 

 

Tabelle 6.5: Einzusetzende Mengen der einzelnen Komponenten einer RT-PCR 

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration 

RNA-Matrize 20 µl 1 ng –5 µg 

Oligo (dt)12-18 Primer oder 
Genspezifischer Primer 
(0,5 µg) 
 

1 µl 25 µM 

1 µM 

dNTPs (5mM) 5 µl 1,25 mM 

5 x First strand Puffer 4 µl 1 x 

DTT (0,1 M) 5 µl 25 mM 

Ribonuklease-Inhibitor 
(170 U/µl) 
 

0,3 µl 2,6 U 

Reverse Transkriptase 
(200 U/µl) 
 

1 µl 10 U 

DEPC-H2O auf 20 µl auffüllen  

 

 

6.9.7 Quantitative Echtzeit-PCR 

Zur Untersuchung von mRNA-Expressionen in H. pylori bzw. in Wirtszellen wurde die 

quantitative Echtzeit-PCR eingesetzt. PCR-Produkte werden bei der Echtzeit-PCR 

durch Messung von Fluoreszenz nachgewiesen. Die Messung erfolgt dabei während 

jedes PCR-Zyklus eines Laufs, so dass Fluoreszenzanstiege, die sich parallel zum 

Anstieg der Menge der PCR-Produkte verhalten, detektiert werden können. Bei 

spezifischen Detektionssystemen z.B. dem in der Arbeit verwendeten TaqMan®-

Prinzip werden, zusätzlich zu den zwei Primern, Sonden verwendet, die nur an DNA-

Stücke mit komplementärer Basensequenz binden. Das 5’-Ende der Sonde ist mit 

einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff (6-Carboxyfluorescein, FAM) markiert, 

während das 3’-Ende einen Quencher-Farbstoff (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, 

TAMRA) trägt. Zwischen den beiden Farbstoffen entsteht ein Fluoreszenz-

Resonanz-Energietransfer (FRET), wobei eine Übertragung der Anregungszustände 
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von Elektronen zweier Fluorophore in hoher räumlicher Nähe stattfindet. Das Prinzip 

beruht darauf, dass die Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonden zunächst an den 

komplementären Zielstrang zwischen den Primerbindungsstellen binden. Bei der 

Synthese des zweiten Stranges während der Kettenverlängerungsphase der PCR 

wird die Hybridisierungssonde durch die 3’-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase 

in kleine Fragmente geschnitten, und diese Bruchstücke werden aus dem Zielstrang 

freigesetzt. Dadurch werden Reporter- und Quenchermolekül räumlich getrennt und 

die Unterdrückungsfunktion des „Quenchers“ aufgehoben. Die Zunahme der 

Fluoreszenz des Reportermoleküls wird gemessen. Entsprechend der Akkumulation 

der PCR-Produkte steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem PCR-Zyklus an. 

Die Veränderung der Fluoreszenz kann mit Hilfe des ABI PRISM 5700 Sequence 

Detection Systems™ detektiert und Online verfolgt werden.  

 

• Sonden-Design  

Die fluorogene Sonde beeinflusst in großem Maße den Erfolg der Echtzeit-PCR. 

Diese Sonde besteht aus einem Oligonukleotid-Fragment, mit einem Reporter-

Farbstoff am 5’-Ende und einem Quencher Farbstoff am 3’-Ende. Durch einen 

Phosphatrest am 3’-Ende wird die Verlängerung der Sonde verhindert. Die Sonde 

befindet sich zwischen den beiden Primern-Zielsequenzen. Das 5’-Ende der Sonde 

sollte relativ nah beim 3’-Ende des Primers liegen.  

 

Tabelle 6.6: Sequenzen der verwendeten Sonden 

Name der Sonde  Sequenz 

16S rRNA-Sonde: FAM-5‘-TCCGTGCCAGCAGCCGC-3‘-TAMRA 

ureA-Sonde: FAM-5‘-AAGCGAGAGCTGGTAAGAAAAGTGCGG-3‘-TAMRA 

katA-Sonde FAM-5‘-GCCTGTTTTCTTTATCCGTGATGCGAT-3’-TAMRA 

napA-Sonde FAM-5 -TTTATCCGAAGCGATCAAACTCACTCGTG-3‘-TAMRA 

cagA-Sonde: FAM-5‘-CGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCA -3‘-TAMRA 

vacAs1/2-Sonde: FAM-5‘-TGATCATTCCAGCCATTGTTGG-3‘-TAMRA 

TLR2-Sonde: FAM-5’-TCCATCCCATGTGCGTGGCC-3’-TAMRA 

TLR4-Sonde: FAM-5’-TGTCTGCCTCGCGCCTGGC-3’-TAMRA 

TLR9-Sonde: FAM-5’-ACGATGCCTTCGTGGTCTTCGACAAA-3’-TAMRA 
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Damit es zum Sondenschnitt durch die 5’-3’-Exonuklease-Aktivität der Taq DNA-

Polymerase kommen kann, muss die Sonde zuvor stabil an die Zielsequenz 

gebunden haben. Um dies zu erreichen, sollte der GC-Gehalt der Sonde etwa 50 % 

betragen. Bei der Sonde sollte es keine Komplementarität zu den beiden PCR-

Primern geben, um eine Primer-Dimer Bildung zu verhindern. Die Sonde enthält eine 

Länge von ca. 20-30 bp. Die optimale Länge der Sonde liegt zwischen 24-30 

Nukleotiden. Um diese Aspekte zu berücksichtigen wurde zum Sonden-Design die 

Primer Design Software Primer Express (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) 

verwendet. Die in der Arbeit verwendeten Sonden sind in der Tabelle 6.6 dargestellt. 

Bei der Echtzeit-PCR verwendete Primer sind im Kapitel 6.6.1 und 6.6.3 dargestellt. 

 

• Reaktionsansätze und Bedingungen der Echtzeit-PCR 

Zur Bestimmung der mRNA-Expression der Pathogenitätsfaktoren von H. pylori 

durch Real-time PCR wurde das QuantiTectProbe™ RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) 

verwendet. Dieses RT-PCR Kit enthält 2 x QuantiTectProbe RT-PCR Mastermix 

(HotStarTaq™DNA-Polymerase, QuantiTectProbe RT-Puffer, dNTPs (einschließlich 

dUTP), ROX, 8 mM MgCl2), QuantiTect RT-Mix (Omniscript™ Reverse 

Transkriptase, Sensiscript™Reverse Transkriptase) und RNase-freiem H2O. Durch 

die Verwendung dieser Komponenten erfolgte die Reverse Transkription von RNA in 

cDNA und anschließender PCR in einem Reaktionsgefäß. Die Reaktionsansätze und 

- bedingungen der Echtzeit-PCR werden in den Tabellen 6.7 und 6.8 erläutert. 

 

Tabelle 6.7: Reaktionsansätze mit QuantiTectProbe™ RT-PCR Kit 

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration 

2 x RT-PCR Mastermix 25 µl 1 x 

Primer forward (10 µM) 2 µl 0,4 µM 

Primer reverse (10 µM) 2 µl 0,4 µM 

TaqMan-Sonde (10 µM) 2 µl 0,4 µM 

RT-Mix 0,5 µl 0,5 µl/Reaktion 

RNA-Matrize  5 µl 1pg – 500ng/Reaktion 

RNase-freies H2O auf 50 µl auffüllen  

 

Die verwendete Annealing-Temperatur/Zyklenanzahl war abhängig von Primer und 

Sonde des zu amplifizierenden PCR-Produktes: so wurden 45 Zyklen für 16SrRNA, 
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katA, ureA und 50 Zyklen für napA, vacA, cagA verwendet, und 50°C Annealing für 

ureA, 55°C für katA und 60°C für 16SrRNA, napA, vacA, cagA eingesetzt. 

Zur Quantifizierung eukaryotischer mRNA wurde in dieser Arbeit die RNA 

unabhängig von der PCR, wie in Kapitel 6.9.6 beschrieben in cDNA umgewandelt. 

 

Tabelle 6.8: Amplifikationsbedingungen mit QuantiTectProbe™ RT-PCR Kit 

 Schritt  Zeit Temperatur Zyklenanzahl 

RT Reverse Transkription 30 min 50°C 1 

PCR Initiale Aktivierungsschritt 15 min 95°C 1 

 Denaturierung 15 s 94°C 45-50 

 Annealing/Extension 1 min 50-60 °C 45-50 

 

Zur Amplifikation von PCR-Produkten wurde ein TaqMan Universal PCR Master Mix® 

(Applied Biosytems/Roche, Branchburg, NJ, USA) verwendet. In der Tabelle 6.9 sind 

die Reaktionsansätze dargestellt. Die Reaktionsbedingungen für die Amplifikation 

von DNA waren: die initiale Aktivierung der Taq-Polymerase für 2 min bei 50°C, die 

initiale Denaturierung für 10 min bei 95°C und 45 Zyklen: Denaturierung für 15 s bei 

95°C und Annealing/Extension der Primer und Sonde für 1 min bei 60°C.  

 

Tabelle 6.9: Reaktionsansätze mit Universal-PCR Master Mix® 

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration 

2 x Universal-Mix 25 µl 1x 

Primer forward (10 µM) 2 µl 0,4 µM 

Primer reverse (10µM) 2 µl 0,4 µM 

TaqMan-Sonde (10µM) 2 µl 0,4 µM 

DNA-Matrize 5 µl 10-100 ng 

H2O auf 50 µl auffüllen  

 

 

• Verwendung von Matrizen-DNA als Standard 

In dieser Arbeit wurde parallel zur Ziel-DNA eine bekannte Template-DNA-Menge mit 

amplifiziert. Das Prinzip der Echtzeit-PCR beruht darauf, dass durch die 

unterschiedlich eingesetzten Matrizen-Mengen unterschiedliche Fluoreszenzsignale, 

demzufolge unterschiedliche CT-Werte entstehen. Trägt man den ermittelten CT-Wert 
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gegen den Logarithmus der anfangs eingesetzten DNA-Menge auf, erhält man eine 

Standardkurve, die es erlaubt, aus den CT-Werten der Versuchsansätze die jeweils 

ursprüngliche vorhandene DNA-Menge zu ermitteln. Als Matrizen wurden Plasmide 

eingesetzt, welche die Sequenz der Ziel-DNA enthielten und wo die Kopienzahlen 

bekannt waren. Die unterschiedlichen Mengen der Plasmide ließen sich durch 

Verdünnungen im Verhältnis von 1:10 in den Verdünnungsstufen 109-101 Kopien/µl 

herstellen. 

 

6.9.8 Klonierung von PCR-Produkten 

In dieser Arbeit wurden PCR-Produkte kloniert, um Referenz-DNA für die Echtzeit- 

PCR herzustellen. Die Klonierung wurde mit TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, 

Karlsruhe) durchgeführt. Statt einer Ligase wird hier ein mit Topoisomerase I 

„aktivierter“ TA-Vektor verwendet.  

Das zu klonierende PCR-Produkt wurde mit dem PCR Purification Kit® (Qiagen, 

Hilden) nach Anweisungen des Herstellers gereinigt. Eine typische TOPO® Cloning 

Reaktion enthielt 1 µl pCR® 4-TOPO-Vektor, 1 µl Salt Solution und 4 µl PCR-

Produkt. Der Ansatz wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Transformation 

erfolgte in chemisch kompetente TOP 10 E. coli-Zellen. Es wurden 2 µl 

Ligationsansatz zu den Zellen gegeben und 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen für 30 s bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen und danach für 

10 min auf Eis abgekühlt. Es erfolgte die Zugabe von 250 µl SOC-Medium zu den 

Top 10-Zellen und anschließender Inkubation für 1h bei 37°C und 200 U/min. Der 

komplette Ansatz wurde auf zwei LB-Agarplatten mit Ampizillin, IPTG und X-Gal 

ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Durch die Verwendung von 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-�-D-galactopyranosid (X-Gal) als 

�-Galaktosidasesubstrat und Isopropylthiogalaktosid (IPTG) als Induktor, erscheinen 

positive Klone weiß und negative Klone blau. Die weiß-gefärbten Klone wurden in je 

5 ml LB-Medium mit Ampicillin überführt und über Nacht bei 37°C und 200 U/min 

inkubiert. Anschließend erfolgte die Plasmidisolierung mit Hilfe des QIAspin Mini 

Prep™ Kit  nach Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden).  

 

6.9.9 Präparation des externen Standards für die Echtzeit-PCR  

Nach der Plasmidisolierung wurde die DNA-Konzentration bei 260 nm nach der 

Standardmethode bestimmt. Anschließend erfolgte die Berechnung der Kopienzahl 
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= Menge [Kopien/µl] 

des Plasmids nach folgender Formel nach Anweisungen der Firma Roche, 

Technisches Datenblatt Nr. LC 11/2000: 

 

 
6 x 1023 [Kopien/µl] x DNA-Konzentration [g/µl] 
                   Molekulargewicht [g/mol] 
 

Molekulargewicht = [Größe des Vektors in bp + Größe des PCR-Produktes in bp] x 660 Da/bp = x [da] 

1 mol = x [da] = x [g] 

1 mol = 6 x 1023 Moleküle (= Kopien) 

 

Die Plasmid-DNA konnte nun als Template-DNA in Verdünnungsstufen zusätzlich zur 

Ziel-DNA eingesetzt werden, um die absoluten mRNA-Kopienzahl des gemessenen 

Gens zu erhalten. 

 

 

6.10 Biochemische Methoden 

 
6.10.1 SDS-PAGE 

Die Extraktion der Proteine aus den Proben erfolgte durch die Zugabe von heißem 

1x konzentriertem SDS-Probenpuffer. 

Proteine wurden durch diskontinuierliche Natrium-Dodezyl-Sulfat (SDS) 

Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgrund ihres Molekulargewichtes 

während ihrer Wanderung durch die Gelmatrix in Richtung Anode getrennt. Dazu 

wurde das Mini-Protean Gelsystem von Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 

verwendet. Zunächst wurden 8-12%ige Trenngele gegossen und und nach der 

Polymerisation mit Sammelgel überschichtet. Die Zusammensetzung der Gele 

erfolgte wie beschrieben in 6$0%52&.�(7�$/��������� 
Die Gele wurden in der Gelkammer mit Gellaufpuffer versetzt. Vor dem Auftragen 

wurden die Proben für 5 min bei 95°C gekocht. Zur Bestimmung der Proteingröße 

wurde der Proteingrößenstandard Page RulerPrestained™ Protein-Leiter (MBI 

Fermentas, St.Leon-Roth) verwendet. 

Nach der Elektrophorese  wurden die Proteine entweder mit CBB-Färbelösung 

(Coomassie Brilliant Blue) gefärbt und anschließend zur Detektion von Proteinen mit 

Entfärbelösung entfärbt oder auf Polyvinylidendifluoridmembranen (PVDF; Roth, 

Karlsruhe) transferiert. 
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• SDS-Probenpuffer: 100mM Tris-HCl, pH 6,8; 5% DTT; 5% SDS; 0,2% 

Bromphenolblau; 20% Glyzerin 

• 1 x Gellaufpuffer: 3 g Tris-Base; 14,4 g Glyzin; 1 g SDS  

• CBB-Färbelösung: 50% Methanol; 10% Essigsäure; 0,05 % Serva-Blue R-250 

• Entfärbelösung: 5% Methanol; 12,5% Essigsäure 

 

6.10.2   Western Blot 

Der Transfer der durch SDS-PAGE getrennten Proteine auf die PVDF-Membran 

erfolgte durch die semi-dry Blot-Apparatur (Roth, Karlsruhe) unter Verwendung von 

Transferpuffer. Der Transfer erfolgte bei 200 mA für 2h bei Raumtemperatur. Die auf 

die Membran transferierten Proteine wurden mit spezifischen Antikörpern detektiert. 

Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurden die Membranen zunächst für 

eine Stunde in 3% Rinderserum-Albumin Fraktion V (Sigma, Steinheim) oder in 5% 

Milchpulver (Roth, Karlsruhe) in 1 x TBST geblockt. Anschließend wurden die 

Membranen für 1 bis 2h mit dem primären Antikörper in 1 x TBST inkubiert. Die dabei 

verwendeten monoklonalen und polyklonalen Antikörper sind in der Tabelle 6.10 

dargestellt. 

 

• Transferpuffer: 25 mM Tris-Base; 192 mM Glyzin; 0,1 % (v/ v) 10 %iger SDS-

Lösung; 20 % (v/ v) Methanol) 

• 1 x TBST: 140 mM NaCl; 25 mM Tris-Base, pH 7,4 

 

Nach Inkubation mit den Primärantikörpern wurde die Membran dreimal mit 1 x TBST 

für 10 min gewaschen und anschließend für 60 min mit dem jeweiligen 

Sekundärantikörper inkubiert. Die Meerrettich-Peroxidase gekoppelten anti-Maus  

beziehungsweise anti-Kaninchen-Immunglobulin Sekundärantikörper wurden von der 

Firma DAKO Cytomation (Glostrup, Dänemark) bezogen. 

Nach erneutem dreimaligem Waschen in 1 x TBST wurden die Proteine durch 

Chemilumineszenz unter Verwendung des ECL Plus Western Blotting Detection 

Reagents™ (Amersham Biosciences, Buckinghamshire. England) visualisiert.  

Um auf derselben Blotmembran nacheinander verschiedene Antigene 

nachzuweisen, wurden die an die Membran gebundenen Antikörper entfernt. Dazu 

wurde die getrocknete Membran kurz mit Methanol permeabilisiert und anschließend 

für 30 min bei 50°C in Stripping-Puffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1 x 
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TBST wurde die Membran erneut blockiert und das nächste Antigen konnte 

nachgewiesen werden. 

 

• Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris, pH 6,7; 100 mM �-Mercaptoethanol; 2% SDS 

 

Tabelle 6.10: Verwendete Antikörper 

 Firma Verdünnung 

monoklonale Antikörper   

α-TLR9 Imgenex, San Diego, USA 1:250 

α-GAPDH Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, USA 

1:500 

α-pTyr Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, USA 

1:1000 

polyklonale Antikörper   

α-TLR 5 Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, USA 

1:500 

α-CagA Austral Biologicals, San Ramon, USA 1:2000 

α-Src (pY418) Biosource, Camarillo, USA 1:1000 

α-Src (pY529) Biosource, Camarillo, USA 1:1000 

 

 

6.11 Immunologische Methoden 

 
6.11.1 ELISA 

Für die Bestimmung der IL-8 Konzentration im Zellüberstand wurde ein Enzym-

gekoppelter Immunoadsorptions-Assay (enzym-linked immunosorbent assay, ELISA) 

durchgeführt. Dazu wurde das OptEIA™ Human IL-8 Set (Pharmingen, San Diego, 

USA) nach Angaben des Herstellers verwendet. Von jeder Probe wurden jeweils drei 

Parallelansätze gemessen. 

 

6.11.2 FACS-Analyse 

Durch eine Analyse mit einem „Fluorescence Activated Cell Sorter“ (FACS) kann 

eine Vielzahl von Zellen einzeln auf ihre Fluoreszenzeigenschaften hin untersucht 

werden. In einem FACS-Gerät werden durch einen Laserstrahl an Antikörper 
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gekoppelte bzw. in Nukleinsäuren interkalierende Farbstoffe oder exprimierte 

fluoreszierende Proteine zur Emission angeregt und diese Fluoreszenz mit 

Detektoren erfasst und an einen Computer weitergeleitet. Als wichtige primäre 

Parameter werden die Größe der Zellen durch das sogenannte Vorwärts-Streulicht 

(FSC), d.h. die Ablenkung des Lasers nach vorne, und die Granularität durch das 

Seitwärts-Streulicht (SSC), d.h. die Streuung des Lasers zur Seite, erfasst. Die so 

ermittelten Daten können als Histogramme oder als Punkt-Plots in der Auswertungs- 

und Aufnahme-Software dargestellt werden. Mit den Informationen der Größe und 

Granularität der Zellen kann eine homogene Zellpopulation zur Auswertung 

ausgewählt werden, die möglichst frei von Zellbruchstücken, Zelldubletten, 

mehrkernigen Riesenzellen, apoptotischen Zellen oder ähnlichen Störfaktoren ist. In 

der so bestimmten Population werden die Fluoreszenzeigenschaften einzelner Zellen 

gemessen und nach unterschiedlichen Kriterien, wie Gesamt-Fluoreszenz oder 

Fluoreszenz-Verteilung, ausgewertet. 

Mit dem zur Verfügung stehenden FACS-Calibur™ (Becton Dickenson) können 

neben fluoreszierenden Proteinen, wie GFP, YFP, DsRed und mRFP1, auch eine 

Vielzahl von Fluorochromen (FITC, Cy3, PE, Propidium-Iodid oder ähnliche) 

angeregt und detektiert werden. 

 

• FACS-Färbung 

Im Rahmen der Dissertation wurde die FACS-Analyse zur Bestimmung von 

Oberflächenmarkern an H. pylori infizierten PMNs eingesetzt. Zunächst wurden frisch 

isolierte PMNs mit H. pylori wie in Kapitel 5.8.2 beschrieben infiziert und inkubiert.  

Anschließend werde der 1 ml Inkubationsansatz abzentrifugiert, 750 µl des 

Überstandes entfernt und das Zellpellet in der Restflüssigkeit resuspendiert. 

Anschließend wurden 100 µl der Zellsuspension in FACS-Röhrchen überführt und 

mit je 5 µl Antikörper-Lösung versetzt. Hierbei erfolgte eine Doppelfärbung, dabei 

wurden die Zellen mit CD11B-FITC/PE anti-human fMLP-R oder mit CD62L-

FITC/PE-anti human IL-8RB (CXCR2) inkubiert. PE-fMLP-R und PE-CXCR2 wurden 

von der Firma Pharmingen (San Diego, USA) bezogen und CD62L-FITC und 

CD11B-FITC wurden von Becton Dickensen (San Jose, CA, USA) verwendet. Die 

Zellen wurden für mindestens 15 min bei 4°C im Dunkeln mit den jeweiligen 

Antikörpern inkubiert. Anschließend wurde die Zell-Antikörper-Suspension mit BD 

FACS Lysing Solution™ versetzt und für 10 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Dabei 
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erfolgte die Lyse von Erythrozyten, die während der Isolierung von PMNs vorhanden 

waren. Anschließend wurde der Ansatz abzentrifugiert und 2 x mit CellWash™ 

(Becton Dickenson, San Jose, CA, USA) gewaschen. Danach erfolgte die FACS-

Messung. Grundsätzlich wurden vor einer Serie von Experimenten am FACS-Gerät 

Zellen vorbereitet, die als Nullkontrolle (ohne Infektion) zur Einstellung der Detektor-

Sensitivität und der Kompensationen der Fluoreszenzkanäle dienten. Je nach Dichte 

der Zellsuspension wurden die Zellen mit FACSFlow™ (Becton Dickenson, San 

Jose, CA, USA) verdünnt oder unverdünnt in PBS analysiert. Für eine typische 

Analyse wurden mindestens 5 x 105-1 x 106 Zellen verwendet. 

 

• Auswertung von FACS-Experimenten 

Bei der Auswertung der aus FACS-Analysen gewonnenen Daten kam es bei den 

durchgeführten Experimenten auf die Stärke von grüner und roter Fluoreszenz in der 

homogenen Zellpopulation an. Dazu wurde der jeweilige Median der roten und der 

grünen Fluoreszenzstärken ermittelt. Für die Berechnung der mittleren 

Fluoreszenzintensität (MFI) wird der geometrische Mittelwert (Mn (x) oder GeoMean) 

herangezogen. Die Daten einer typischen Fluoreszenzanalyse werden durch die 

Software Cell Quest dargestellt.  

 

 

 

 

6.12 Statistische Analyse 

 

Die statistische Evaluierung der Daten erfolgte mit dem Student’s Test des Sigma-

Stat Statistik 2.0 Programms. P-Werte < 0,05 sind statistisch signifikant. 
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7. Ergebnisse 
 

7.1. Genotypisierung von klinischen H. pylori Stämmen 

 

Da die genomische DNA von H. pylori extrem heterogen ist, und die DNA-Sequenz, 

die Anordnung der Gene auf dem Chromosom und die Expression von 

Pathogenitätsfaktoren von Stamm zu Stamm variieren, wurden mehrere klinischen 

Isolate von H. pylori zu Beginn der Arbeiten molekulargenetisch typisiert. 

Aus den verschiedenen Möglichkeiten von DNA-basierenden Identifizierungen 

individueller Isolate von H. pylori wurde die Methode der RAPD-PCR gewählt. Diese 

PCR-basierende DNA Fingerprint-Analyse ermöglichte die Detektion der DNA-

Sequenzdiversität der einzelnen Isolate �$.23<$1=�(7�$/��������. In der Abb. 7.1 sind 

die Ergebnisse der DNA-Analyse von acht H. pylori Stämmen dargestellt. Alle acht 

Stämme zeigten ein unterschiedliches RAPD-PCR-Muster (Abb. 7.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anschließend erfolgte die Amplifikation von H. pylori-Pathogenitätsfaktoren aus der 

genomischen DNA der acht Isolate unter Verwendung von spezifischen Primern 

mittels Standard-PCR. In der Tabelle 7.1 sind die Ergebnisse der PCR dargestellt 

und entsprechend der Typ I- und Typ II-Nomenklatur bzw. nach den 

Endoskopiebefunden der H. pylori-infizierten Patienten angeordnet. Aus der DNA 

aller acht Stämme konnten die Pathogenitätsfaktoren ureA, katA, alpA und napA  

 

DNA-Grössen- 
Marker in kb 

 3 

10 

Abb. 7.1: RAPD-PCR-Analyse von acht 
klinischen Isolaten von H. pylori.  
Die H. pylori Stämme P1, P12, P284, P303, 
P1303, P1288, P1280 und P1321 zeigen 
signifikante genomische DNA-Variationen, 
die mittels PCR unter Verwendung des 
Oligonukleotides F186 analysiert wurden. 
Der Marker ist ein 1kb Größenstandard. 
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Tabelle 7.1: Genotypisierung der H. pylori Stämme durch PCR 

                                                                           Analysierte Gene* 

 
 
 
Status 

 
 
 
Stamm 

 

 

Endoskopie 

 

 

 

Typ I P1 Dyspepsie + + + - - - - - + + + - + 

 P12 Ulkus duodeni + + + + - + - + - + + - + 

 P284 Ulkus duodeni + + + + - + - - + + - + + 

 P303 Magenkarzinom + + + - + - - - + + + - + 

Typ II P1280 kein Befund + + + + - + - + - - + - + 

 P1288 Gastritis + + + - + - - - + - - + + 

 P1303 Gastritis + + + + - + - - + - + - + 

 P1321 Gastritis + + + - + - + - + - + - + 

*positives PCR-Signal (+); kein-PCR-Signal (-) 

 

amplifiziert werden, während die jeweiligen vacA-Allele und iceA1 nur frequentiert in 

allen acht H. pylori Stämmen vorkam. Indessen war cagA nur in den Stämmen P1, 

P12, P284 und P303 vorhanden.  

Das cagA-Gen von H. pylori stellt einen Marker für das Vorhandensein der cag-PAI 

dar, welche für die Virulenz des Bakteriums gegenüber dem Wirt eine entscheidende 

Rolle spielt �%/$6(5� 81'� %(5*�� �����. Der cag-PAI-Status der in der Arbeit 

verwendeten klinischen Isolate von H. pylori wurde durch DNA-Microarray-Analyse 

genauer untersucht. Die Ergebnisse sind in der Abb. 7.2 dargestellt. Die cagA-

positiven Stämme P1, P12 und P303 besitzen die offenen Leserahmen (ORF) für die 

Gene der cag-PAI, die für Proteine des T4SS kodieren, während die cagA-negativen 

Stämme P1280, P1288, P1303 und P1321 diese ORFS überwiegend nicht besitzen 

(Abb. 7.2). Eine Ausnahme bildet allerdings der H. pylori-Stamm P1280, bei dem die 

ORFs 520-526 identifiziert werden konnten, die für die VirD4- und VirB11-Proteine 

kodieren, die ebenfalls Komponenten des T4SS darstellen (Abb. 7.2). 

 

Diese acht Stämme, mit unterschiedlichen genetischen Hintergrund, wurden zur 

Untersuchung verschiedener molekularer Mechanismen im Rahmen dieser 

Dissertationsarbeit verwendet. 
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Abb. 7.2: DNA-Microarray-Analyse von verschiedenen H. pylori-Stämmen. 
Die H. pylori-Stämme P1, P12 und P303 zeigen die ORFs für die Gene, die für das T4SS kodieren 
(roten Felder), während in den Stämmen P1280, P1288, P1303 und P1321 diese ORFs überwiegend 
nicht identifiziert werden konnten (schwarzen Felder). Der Stamm P284 wurde nicht in die 
Untersuchungen mit einbezogen. Die Analyse dieser Gene erfolgte mit einem Oligo-basierenden auf 
GlasMicroarray und wurde im Max-Planck-Institut für Infektionsbiologie in Berlin durchgeführt 
(*5(660$11�(7�$/�������). 
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7.2 Charakterisierung der Genregulation von H. pylori-

Pathogenitätsfaktoren 

 

7.2.1 Optimierung der Echtzeit-PCR am TaqMan 

Die Untersuchung der Genregulation der Pathogenitätsfaktoren von H. pylori erfolgte 

durch Echtzeit-PCR. Dabei wurden die Kopienzahlen der mRNA entsprechender 

Gene unter standardisierten Bedingungen ermittelt. Die Echtzeit-PCR wurde nach 

dem TaqMan-Prinzip durchgeführt, indem zusätzlich zu den beiden Standardprimern, 

eine fluoreszenzmarkierte Sonde zum Einsatz kam. Aus diesem Grund wurden zu 

Beginn der Arbeit Sonden entworfen, deren Sequenz innerhalb der Sequenzen des 

Primerpaares lag (Kapitel 10.1). Anschließend wurden die Bedingungen der Echtzeit-

.PCR, wie Hybridisierungs-Temperatur der Primer bzw. der TaqMan-Sonden, sowie 

die PCR-Zyklenanzahl für die Amplifikation der Virulenz-assoziierten Gene optimiert. 

Um die absoluten mRNA-Kopienzahl der einzelnen Genen zu bestimmen, wurde ein 

externer Standard benötigt. Zur Herstellung dieser Standards wurden Plasmide 

generiert, in denen durch Standard-PCR amplifiziertes PCR-Produkt eines Virulenz-

assoziierten Gens einkloniert und in E. coli vermehrt wurde. Dieser Standard wurde 

parallel zu den Proben in Verdünnungsstufen von 108-101 Kopien/µl während der 

Echtzeit-PCR mitgeführt. Auf Grund der unterschiedlichen Standard-Konzentrationen 

konnten unterschiedliche Fluoreszenzsignale und demzufolge unterschiedliche CT-

Werte detektiert werden. Daraus konnte eine Standardkurve ermittelt werden, mit 

deren Hilfe die absolute mRNA-Kopienzahl des gesuchten Gens analysiert werden 

konnte. In der Abb. 7.3 ist eine Standardkurve der internen Kontrolle der 16SrRNA 

von H. pylori dargestellt. 
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Abb. 7.3: Standardkurve der 
16SrRNA von H. pylori 
analysiert durch quantitative 
Echtzeit-PCR. 
Darstellung der Verdünnungs-
reihe von 108-101 Kopien/µl 
der 16SrRNA-Plasmid-DNA, 
amplifiziert mittels ABI Prism 
5700 Detection System. 
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7.2.2 Genexpression von H. pylori-Pathogenitätsfaktoren während der 

Kultivierung mit Magenepithelzellen 

Um die Gene, die in H. pylori während einer Infektion mit Zielzellen unterschiedlich 

reguliert werden zu identifizieren, wurden diese in dieser Studie mit der Regulation 

der Gene in Abwesenheit der eukaryotischen Zellen unter den gleichen Bedingungen 

verglichen. Dazu wurden Magenkarzinom-Epithelzellen (AGS) mit je einem der acht 

klinischen Isolate von H. pylori mit einer MOI von 100 infiziert. Parallel wurden die 

Bakterien allein unter den gleichen Bedingungen im Kontrollmedium kultiviert. Nach 

einer Inkubation über eine Zeitspanne von 1, 3 und 6 Stunden nach der Infektion 

wurden die Bakterien (+/- AGS-Zellen) geerntet, die totale RNA isoliert und für die 

anschließende Echtzeit-PCR am TaqMan vorbereitet. Die Quantität und Qualität der 

bakteriellen und eukaryotischen RNA wurde durch konventionelle Methoden, wie 

PCR und Agarosegelelektrophorese analysiert. Dabei konnte in den RNA-Proben, 

die nicht mit der Reversen Transkriptase behandelt wurden, nach der Amplifikation 

keine kontaminierende DNA detektiert werden.  

Um die Möglichkeit auszuschließen, dass die beobachtete Genregulation nicht auf 

der Vermehrung oder dem Absterben der Bakterien während der Infektion beruht, 

wurden die mRNA-Kopienzahlen eines internen Referenz-Gens, der 16SrRNA, über 

die Zeit von 6 Stunden bestimmt. In der Abb. 7.4A ist ein repräsentatives Beispiel für 

die nicht regulierte 16SrRNA dargestellt. Auch in den anderen sieben Stämmen 

konnte keine Änderung in der Kopienzahl der 16SrRNA beobachtet werden (Tabelle 

7.2). Diese Daten zeigten zusammen mit den kolonienbildenden Einheiten (cfu), dass 

die Bakterien zu jedem Zeitpunkt vital waren und sich nicht innerhalb der 

Infektionszeit vermehrt hatten. Anschließend erfolgte die Amplifikation der mRNA der 

Virulenz-assoziierten Gene ureA, katA, cagA, vacAs1, vacAs2 und napA von H. 

pylori allein und von H. pylori/AGS Co-Kultur durch Echtzeit-PCR. Die 

Gesamtergebnisse sind in der Tabelle 7.2 und repräsentative Beispiele sind in der 

Abbildung 7.4 dargestellt. Die übrigen Orginaldaten sind im Anhang (Kapitel 10.3) in 

Form von Abbildungen demonstriert. 

Die Daten fassen die Ergebnisse von drei unabhängigen Experimenten, wobei ein 

Gen als hoch- bzw. herunter reguliert betrachtet wurde, wenn das entsprechende 

Gen keine Regulation in der Kontrolle ohne Zellen zeigte oder die mRNA-

Kopienzahlen des Gens sich während der Infektion änderte.  
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Tabelle 7.2: TaqMan-Analyse von H. pylori-Pathogenitätsfaktoren während der Inkubation mit  

                     AGS- Zellen  

  Regulation von* 

Status Stamm 16S rRNA ureA katA cagA vacAs1 vacAs2 napA 

Typ I P1 � neg.    +**    +** neg. neg. - 

 P12 �    +** neg. - � neg. neg. 

 P284 � + + neg. + neg. � 

 P303 � � - + neg. + � 

Typ II P1280 � neg. + neg. neg. neg. + 

 P1288 � � � neg. neg. + � 

 P1303 � � + neg. neg. neg. � 

 P1321 � + + neg. neg. + + 

*���NHLQH�5HJXODWLRQ�����+RFKUHJXODWLRQ��-, Runterregulation; neg., kein PCR-Produkt 
** Gene zeigen eine zeitliche Regulation während der Infektion (siehe Text) 
 

Da alle acht H. pylori-Isolate unterschiedliche mRNA-Expressionsprofile zeigen, liegt 

der Schluss nahe, dass die Regulation der entsprechenden Gene in einer 

stammabhängigen Art und Weise erfolgte (Tabelle 7.2). Zu ergänzen wäre die 

Beobachtung, dass keine der untersuchten Gene in den Stämmen übereinstimmend 

hoch- oder herunter reguliert wurde. Interessanterweise war die Anzahl der 

hochregulierten Gene in der Gruppe der Typ II-Stämme, denen die cagPAI fehlt, 

signifikant höher, und es konnte keine Herunterregulation der Gene detektiert 

werden. In der Gruppe der Typ I-Stämme wurde dagegen die Hoch- und 

Herunterregulation einer ganzen Reihe von Genen beobachtet. Zum Beispiel, das 

napA-Gen wurde in zwei Typ II-Stämmen hochreguliert (Tabelle 7.2; Bsp. in Abb. 

7.4C), während es in einem Typ I Stamm herunter reguliert wurde (Tabelle 7.2, Bsp. 

in Abb. 7.4D). Jedoch zeigte die Regulation von napA keine Änderung in vier 

anderen Stämmen. Hinzufügend konnten eine Änderung in der Genexpression von 

katA detektiert werden. Sowohl in drei Typ II-Stämmen, als auch in zwei Typ I-

Stämmen wurde katA überreinstimmend hochreguliert (Tabelle 7.2; Bsp. in Abb. 7.4E 

und 7.4F). Währenddessen zeigte der Typ I-Stamm (P303) eine Herunterregulation 

des katA-Gens während der Infektion mit AGS-Zellen (Tabelle 7.2). Im Gegensatz 

dazu wurden die vacA-Allele in zwei Stämmen jeder Gruppe hochreguliert (Tabelle 

7.2; Beisp. Abb. 7.4B). Nach dem Vergleich der TaqMan-Ergebnisse der mRNA von 

ureA, wurde eine signifikante Hochregulation dieses Gens in drei Stämmen (Tabelle  
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Abb. 7.4: Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl der regulierten Gene in H. pylori während der 
Infektion mit AGS-Zellen durch Echtzeit-PCR. Darstellung der Expression von 16SrRNA (A), 
vacAs2 (B), napA (C), katA (E-F), cagA (G) und ureA (H) während 1, 3 und 6 Stunden nach der 
Infektion. Die schwarzen Balken zeigen die Regulation der Gene während der Kultivierung mit AGS-
Zellen, während die grauen Balken die Kontrolle, Bakterien allein, darstellen. Die mRNA-Kopienzahlen 
wurden durch TaqMan-PCR ermittelt. Die Daten sind Ergebnisse aus drei unterschiedlichen 
Experimenten. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet, (* p< 0,05, **<0,005). 
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7.2; Bsp. in Abb. 7.4H) beobachtet, während keine Regulation in drei anderen 

Stämmen detektiert werden konnte (Tabelle 7.2).  

Überraschenderweise konnte die Hochregulation von cagA in nur zwei Typ I-Stämme 

analysiert werden (Tabelle 7.2; Bsp. in Abb. 7.4G). In den übrigen zwei Typ I- 

Stämmen wurde cagA herunter reguliert (Tabelle 6.2), trotz der Tatsache das cagA 

ein Effektorprotein des T4SS darstellt, welches von der cagPAI kodiert wird und eine 

wichtige Rolle in der H. pylori induzierten Pathogenese darstellt �&29$&&,�(7�$/���������
0217(&8&&2�81'�5$3382/,��������3((.�XQG�%/$6(5�������. 
Zusätzlich zur kontinuierlichen Hoch- und Herunterregulationen der Gene, wurde 

auch eine Veränderung der Gen-Expression innerhalb der Infektionszeit beobachtet. 

Zum Beispiel zeigte der Stamm P12 in der frühen Phase der Infektion (1 Stunde) 

eine hohe ureA-Expression, wohingegen die Expression anschließend abnahm (Abb. 

7.4H). Das katA-Gen im Stamm P1 wurde während der ersten drei Stunden der 

AGS-Infektion hoch reguliert und anschließend konnte eine Abnahme der Expression 

beobachtet werden (Abb. 7.4E). Auch das cagA-Gen des Stammes P1 wurde 

während der frühen Phase der Infektion (1 Stunde) hoch reguliert, und anschließend 

wieder herunter reguliert.  

Die Ergebnisse zeigten ebenfalls, das einige Gene die ursprünglich im Genom von 

H. pylori vorhanden sind, während der Wechselwirkung mit AGS-Zellen innerhalb 

dieses Infektionsmodells nicht quantifiziert werden konnten (Tabelle 7.2). Diese 

Tatsache ist darauf möglicherweise darauf zurückzuführen, das die mRNA dieser 

Gene zu diesem Zeitpunkt so gering exprimiert wurde, dass sie mittels Echtzeit-PCR 

nicht analysiert werden konnte.  

Zusammenfassend besagen die Ergebnisse, dass genetisch unterschiedliche H. 

pylori Stämme Variationen in der Genregulation, während der Infektion mit AGS-

Zellen, in einer zeitabhängigen Art und Weise aufweisen. 

 

 

7.2.3 Genexpression von H. pylori-Pathogenitätsfaktoren während der 

Kultivierung mit Granulozyten 

Zur Überprüfung der Wirtzellspezifität im Zusammenhang mit der Expression 

bakterieller Pathogenitätsfaktoren, wurde die Transkription derselben Gruppe von 

Genen während der Kultivierung der Bakterien mit Granulozyten untersucht. Zu 

diesem Zweck wurden frisch isolierte PMNs mit je einem der acht Stämme mit einer 



Ergebnisse 
 

 51 

MOI von 100 über die Zeit von 1, 3 und 6 Stunden inkubiert. Wie bereits für AGS-

Zellen beschrieben, erfolgte auch hier die Kultivierung der Bakterien allein, parallel 

unter den gleichen Bedingungen im Kontrollmedium und anschließender Analyse 

durch Echtzeit- PCR am TaqMan.  

Bei der Bestimmung der mRNA-Kopienzahl der 16SrRNA-Gene zeigten sechs 

Stämme keine Regulation, was darauf hindeutete, dass keine Vermehrung bzw. 

Absterben der Bakterien zur Zeit der Infektion stattfand (Tabelle 7.3; Abb. 7.5A). Es 

wurden jedoch zwei Ausnahmen detektiert, denn die Stämme P284 und P1288 

wiesen eine geringere 16SrRNA-Expression nach 6 Stunden Infektion auf (Tabelle 

7.3). Dieses Ergebnis korrelierte mit den niedrigen cfu-Werten zu diesem Zeitpunkt, 

was höchstwahrscheinlich auf ein Absterben dieser zwei Stämme zurückzuführen 

war. Als nächstes wurde die mRNA der Virulenz-assoziierten Gene ureA, katA, cagA, 

vacAs1, vacAs2 und napA von H. pylori allein und H. pylori in Kontakt mit PMNs 

durch TaqMan-PCR quantifiziert. Die Menge der bestimmten mRNAs der Stämme 

P284 und P1288 wurde hierbei mit den entsprechenden 16SrRNA-Spiegeln 

standardisiert. Die Ergebnisse von drei unabhängigen Experimenten sind in der 

Tabelle 7.3 und einige repräsentative Beispiele in der Abb. 7.5 dargestellt. Die 

übrigen Orginaldaten sind im Anhang (Kapitel 10.4) in Form von Abbildungen 

demonstriert. 

 

Tabelle 7.3: TaqMan-Analyse von H. pylori-Pathogenitätsfaktoren während der Inkubation mit  

                     humanen PMNs 

  Regulation von* 

Status Stamm 16S rRNA ureA katA cagA vacAs1 vacAs2 napA 

Typ I P1 � neg. � + neg. neg. + 

 P12 � - - � � neg. neg. 

 P284 - - - neg.    +** neg. � 

 P303 �    +** - - neg. - - 

Typ II P1280 � � - neg. neg. neg.    +** 

 P1288 - - - neg. neg. +    +** 

 P1303 � - � neg. neg. neg. � 

 P1321 �    +** + neg. neg. -    +** 

* ���NHLQH�5HJXODWLRQ�����+RFKUHJXODWLRQ��-, Runterregulation; neg., kein PCR-Produkt 
** Gene zeigen eine zeitliche Regulation während der Infektion (siehe Text) 
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Abb. 7.5: Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl der regulierten Gene in H. pylori während der 
Infektion mit PMNs durch Echtzeit-PCR. 
Darstellung der Expression von 16SrRNA (A), napA (B), vacAs1 (C-D), ureA (E-F), katA (G) und cagA 
(H) während 1, 3 und 6 Stunden nach der Infektion. Die schwarzen Balken zeigen die Regulation der 
Gene während der Kultivierung mit PMNs, während die grauen Balken die Kontrolle, Bakterien allein, 
darstellen. Die mRNA-Kopienzahlen wurden durch TaqMan-PCR ermittelt. Die Daten sind Ergebnisse 
aus drei unterschiedlichen Experimenten. Die Ergenisse wurden statistisch analysiert, dabei bedeutet 
* p< 0,05, **<0,005.  
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Wie bei der Analyse der Inkubation von H. pylori mit AGS-Zellen, konnte bei der 

Infektion mit PMNs gleichermaßen eine stammspezifische Expression der Gene 

beobachtet werden. Die überwiegende Mehrheit der Gene von H. pylori wurden 

dennoch herunter reguliert. Zwei interessante Ausnahmen stellten dabei die Stämme 

P1 und P1321 dar, die zwei beziehungsweise drei Gene hoch regulierten (Tabelle 

7.3). Die Gene der übrigen sechs untersuchten Stämme wurden entweder herunter 

reguliert oder in ihrer Regulation gar nicht beeinflusst. Interessanter Weise wurde 

das napA-Gen, welches für das Neutrophil-aktivierende Protein A (NapA) kodiert, 

signifikant in vier H. pylori-Stämmen hoch reguliert (Tabelle 7.3; Bsp. in Abb. 7.5B). 

Gleichzeitig wurde vacA in zwei H. pylori-Stämmen in einer zeitabhängigen Art und 

Weise hochreguliert (Tabelle 7.3; Abb. 7.5C) und in nur einem Stamm herunter 

reguliert (Abb. 7.5D). Anhand der Tatsache, dass katA, für Die Katalase kodiert, die 

ein Schutzmechanismus für H. pylori gegen den sauerstoffabhängigen 

Abtötungsmechanismus der PMNs darstellt (2'(1%5(,7� (7� $/��� ������� wurde eine 

Hochregulation von katA während der Kultivierung mit PMNs erwartet. Stattdessen 

zeigten fünf H. pylori Stämme eine Runterregulation von katA (Tabelle 7.3; Bsp. in 

Abb. 7.5G). 

Während der Infektion von PMNs mit H. pylori über die Zeit von 6 Stunden konnte 

ebenfalls keine kontinuierliche Hoch- und Herunterregulation bestimmter Gene 

beobachtet werden. So zeigte zum Beispiel der Stamm P12 eine Abnahme der ureA-

Expression während der Zeit von 1-3 Stunden nach der Infektion, während die 

Expression des Genes nach 6 Stunden wieder leicht zunahm (Tabelle 7.3; Abb. 

7.5E). In Ergänzung dazu wurde das ureA-Gen des Stammes P1321 in der frühen 

Phase der Infektion (1-3 Stunden) exprimiert, während die Expression des Genes 

nach 6 Stunden drastisch abnahm (Tabelle 7.3; Abb. 7.5F). Eine ähnliche Regulation 

konnte anhand des ureA-Gens des Stammes P303 beobachtet werden, welches 

ebenfalls in der frühen Phase der Infektion (1 Stunde) hoch reguliert wurde und die 

Expression anschließend abnahm (Tabelle 7.3). Das vacA-Gen des Stammes P284 

wurde ebenfalls nach einer Stunde Infektion hoch reguliert, und anschließend 

signifikant herunter reguliert (Abb. 7.5C). Zusätzlich wurde das napA-Gen der 

Stämme P1280, P1288 und P1321 in der frühen Phase der Infektion (1 Stunde) hoch 

reguliert, während die Expression von napA anschließend wieder abnahm (Tabelle 

7.3).  
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Die Ergebnisse zeigten auch innerhalb des Infektionsmodells mit PMNs, dass einige 

Gene die ursprünglich im Genom von H. pylori vorhanden sind, nicht quantifiziert 

werden konnten (Tabelle 7.3), was möglicherweise auf die geringe mRNA dieser 

Gene zu diesem Zeitpunkt zurück zuführen ist. 

Zusammenfassend demonstrieren diese Daten, dass genetisch diverse H. pylori 

Stämme ein stammspezifisches und zeitabhängiges Genregulationsmuster nicht nur 

während der Infektion mit Magenepithelzellen, sondern auch während der Infektion 

mit Granulozyten aufweisen. 
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7.3 Die Rolle der Magenkarzinom-Epithelzellen während der 

Interaktion mit H. pylori 

 

7.3.1 Infektion von AGS-Zellen mit klinischen H. pylori Stämmen 

Ein bedeutender Virulenzfaktor der H. pylori Typ I-Stämme ist eine 

Pathogenitätsinsel (cagPAI), die das Effektor-Protein CagA kodiert, welches in die 

AGS-Zelle über das T4SS eingeschleust wird und Veränderungen des 

Aktinzytoskeletts der Zelle bewirkt, wie z.B. die Ausbildung des 

Elongationsphänotyps (2'(1%5(,7�(7�$/��� ������67(,1�(7�$/��� ������$6$+,�(7�$/��� ������
6(*$/�(7�$/���������6(/%$&+�(7�$/��������. Im Rahmen dieser Untersuchung sollten die 

Auswirkungen der acht genetisch unterschiedlichen Isolate von H. pylori auf die 

phänotypischen Veränderungen der AGS-Zellen analysiert werden. Demzufolge 

wurden AGS-Zellen mit jeweils einem der acht Stämme mit einer MOI von 100 für 6 

Stunden infiziert. Als Kontrolle wurden uninfizierte AGS-Zellen unter den gleichen 

Bedingungen über die Zeit kultiviert. Anschließend erfolgte die Beobachtung der 

Infektionen am Phasenkontrastmikroskop. Die Ergebnisse sind in der Abb. 7.6 

dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7.6: Infektion von AGS-Zellen mit acht klinischen Isolaten von H. pylori. 
Induktion des Elongationsphänotyps in AGS-Zellen durch die Typ I-Stämme P1 (B), P12 (C), P284 (D) 
und P303 (E), während in der uninfizierten AGS-Kontrolle (A) und in den Infektionen mit den Typ II-
Stämmen P1280 (F), P1288 (G), P1303 (H) und P1321 (I) keine Veränderung des Phänotyps 
beobachtet werden konnte. Die Analyse erfolgte durch Phasenkontrastmikroskopie mit Digitalkamera. 
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Während die AGS-Zellen in der Kontrolle nach sechsstündiger Inkubation keine 

morphologischen Veränderungen aufwiesen (Abb. 7.6A), zeigten dagegen die AGS-

Zellen, die mit den vier cagPAI-positiven Stämmen P1, P12, P284 und P303 infiziert 

wurden, die Ausbildung einer spindelförmigen Morphologie, dem sogenannten 

Elongationsphänotyp (Abb. 7.6B-E). Die Stärke des Elongationsphänotyps 

unterscheidet sich aber zwischen den einzelnen Typ I-Stämmen, indem P1 den 

stärksten Phänotyp zeigt. Im Gegensatz dazu konnte bei den cagPAI-negativen 

Stämmen P1280, P1288, P1303 und P1321 keine morphologischen Veränderungen 

analysiert werden (Abb. 7.6F-I).  

 

7.3.2 Tyrosin-Phosphorylierung des bakteriellen CagA-Proteins durch AGS-

Zellen 

Die Translokation des bakteriellen CagA Proteins in das Zytoplasma von AGS-Zellen 

wurde indirekt über die CagA Tyrosin-phosphorylierung untersucht. CagA wird erst in 

den Wirtszellen Tyrosin-phosphoryliert, daher ist die Detektion von phosphoryliertem 

CagA ein sicheres Zeichen für die Translokation des Proteins �6(*$/�(7� $/��� ������
$6$+,�(7�$/���������%$&.(57�(7�$/���������2'(1%5(,7�(7�$/���������67(,1�(7�$/��������. Die 

Zellen wurden jeweils mit den acht H. pylori Stämmen für 6 Stunden infiziert und 

anschließend gemeinsam mit den adhärenten Bakterien lysiert. Die Proteine wurden 

durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Tyrosin-Phosphorylierung mit Phosphotyrosin-

spezifischen Antikörpern detektiert (Abb. 7.7A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 7.7: CagA-Translokation von H. pylori in AGS-Zellen. 
(A) CagA-Translokation wurde durch Detektion des Tyrosinphosphorylierten Proteins durch SDS-
PAGE und Färbung mit Phosphotyrosin-spezifischen Antikörpern (.-p-Tyr) nachgewiesen. (B) Zur 
Kontrolle wurde die Expression von CagA mit einem CagA-spezifischen Antikörper untersucht (.-
CagA).(C) Ausbildung des Elongationsphänotyps ermittelt durch Mikroskopie (Kapitel 7.3.1). 
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Anschließend wurde die CagA-Expression auf dem gleichen Blot mit CagA-

spezifischen Antikörper detektiert (Abb. 7.7B) 

Wie erwartet wurde CagA während der Infektion mit P1, P12, P303 und P284 

Tyrosin-phosphoryliert, was mit der Ausbildung des Elongationsphänotyps (Kapitel 

7.3.1) korreliert (Abb. 7.7C). Die Stämme P1280, P1288, P1303 und P1321 

exprimieren kein CagA und daher konnte auch keine Tyrosinphosphorylierung bzw. 

keine Veränderung des Zytoskelettes von AGS-Zellen beobachtet werden (Abb. 

7.7C). 

 

7.3.3 Freisetzung von Interleukin-8 (IL-8) durch AGS-Zellen 

Während der Wechselwirkung mit H. pylori setzen die Magenepithelzellen IL-8 frei, 

welches großen Einfluss in der Induktion nachfolgender inflammatorischer Prozesse 

hat �%2'*(5�81'�&5$%75((�� ������ &(16,1,�(7�$/��� �����. Zur Untersuchung der IL-8-

Sekretion von AGS-Zellen während der Infektion mit genetisch unterschiedlichen H. 

pylori Stämmen, wurden die Zellen mit je einem der acht klinischen H. pylori Stämme 

über die Zeitspanne von 1, 3 und 6 Stunden infiziert. Uninfizierte AGS Zellen wurden 

parallel unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Nach der Inkubation wurden die 

Kulturüberstände der Infektionen entnommen und die IL-8-Konzentration durch 

ELISA-Analyse bestimmt. Die Ergebnisse, ermittelt von drei unabhängigen 

Experimenten, sind in der Abb. 7.8 dargestellt. 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass alle H. pylori-infizierten AGS-

Zellen eine Zunahme in der IL-8-Sekretion aufweisen. Dabei konnte beobachtet 

werden, dass die genetisch unterschiedlichen H. pylori Stämme unterschiedliche IL-8 

Konzentrationen induzieren konnten, während die AGS-Kontrolle einen gleichen IL-8-

Spiegel über die Zeit der Infektion zeigte. Die AGS-Zellen, die mit den Typ I-

Stämmen P1 und P12 infiziert wurden, sekretierten die höchste Menge an IL-8, 

wohingegen die Zellen, infiziert mit den anderen beiden Typ I-Stämmen, eine 

geringere IL-8-Konzentration aufwiesen (Abb. 7.8A). Auch innerhalb der Typ II-

infizierten AGS-Zellen waren Unterschiede in der IL-8-Sekretion zu beobachten. Die 

Stämme P1280 und P1288 bildeten innerhalb ihrer Gruppe die höchsten Mengen an 

IL-8, während die Stämme P1303 und P1321 nur geringere Konzentrationen an IL-8 

induzieren konnten (Abb. 7.8B).  
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Abb. 7.8: Induktion der IL-8-Sekretion in AGS-Zellen während der Infektion mit H. pylori.  
(A) IL-8-Freisetzung in AGS-Zellen infiziert mit Typ I-Stämmen und (B) infiziert mit Typ II-Stämmen. 
Daten wurden durch ELISA-Analyse ermittelt und sind Ergebnisse von drei unabhängigen 
Experimenten.  
 

 

7.3.4 mRNA-Expression von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) in AGS-Zellen 

Epithelzellen exprimieren TLRs auf ihrer Oberfläche, die mit konservierten 

Komponenten von Mikroorganismen interagieren können. Dazu gehören unter 

anderem die bakteriellen Produkte, wie Lipoproteine (TLR2), Lipopolysaccharid 

(TLR4) und Flagellin (TLR5), sowie bakterielle CpG-DNA (TLR9) �%b&.+('� 81'�
+251()�������.  
Anhand dieser Studie sollte untersucht werden, inwieweit AGS-Zellen verschiedene 

TLRs exprimieren und auf welche Art und Weise diese Rezeptoren während der 

Infektion mit genetisch unterschiedlichen H. pylori-Stämmen reguliert werden. Diese 

Analyse basierte auf der Quantifizierung der mRNA der einzelnen Rezeptoren mit 

Hilfe der Echtzeit-PCR. Dazu wurden AGS-Zellen mit je einem der acht H. pylori 
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Stämme mit einer MOI von 100 infiziert und über die Zeitspanne von 1, 3 und 6 

Stunden inkubiert. Parallel erfolgte die Kultivierung von uninfizierten Zellen unter den 

gleichen Bedingungen. Nach der Inkubation wurde aus den AGS-Zellen (+/-

Bakterien) die totale RNA isoliert. Nach der Überprüfung von Qualität und Quantität 

durch Standard-PCR und Agarosegelelektrophorese wurde die RNA durch die RT-

PCR in cDNA umgeschrieben und für die anschließende Echtzeit-PCR am TaqMan 

vorbereitet. Um die Möglichkeit auszuschließen, dass die Unterschiede in der 

Expression der TLRs durch Absterben von AGS-Zellen während der Infektion 

auftraten, wurde aus der cDNA des jeweiligen Inkubationszeitpunktes die GAPDH 

durch PCR amplifiziert. Dabei konnte eine gleichmäßige Expression der GAPDH 

sowohl in infizierten und nicht infizierten AGS-Zellen detektiert werden. Anschließend 

wurden die mRNA-Kopienzahlen der TLR2, TLR4 und TLR9 durch Echtzeit-PCR 

unter Verwendung von externen Standards analysiert. Als externe Standards wurden 

Plasmide generiert, die das jeweilige TLR-Amplifikat enthielten und die in 

Verdünnungsstufen, parallel zu den Proben, durch Echtzeit-PCR amplifiziert wurden.  

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 7.4 und einige repräsentative Ergebnisse sind in 

der Abb. 7.9 dargestellt. Die übrigen Orginaldaten sind im Anhang (Kapitel 10.5) in 

Form von Abbildungen demonstriert. Die Daten sind Resultate aus drei 

unterschiedlichen Experimenten und die Gene wurden als hoch oder herunter 

reguliert betrachtet, wenn das entsprechende Gen keine Regulation in der 

uninfizierten AGS-Kontrolle zeigte oder wenn während der Infektion eine signifikante 

Änderung der mRNA-Kopienzahl des Gens zu beobachten war. 

Zusammenfassend konnte in dieser Studie beobachtet werden, dass die Rezeptoren 

TLR2, 4 und 9 auch ohne H. pylori-Kontakt in AGS-Zellen exprimiert werden, und 

das eine Regulation der TLRs innerhalb dieses Infektionsmodells nur in einigen 

Fällen beobachtet werden konnte. Dementsprechend zeigten zum Beispiel die AGS-

Zellen, infiziert mit den vier H. pylori Stämmen P1, P12, P1288 und P1321, eine 

höhere Kopienzahl von TLR2 als die uninfizierten Kontrollen (Tabelle 7.4; Abb. 7.9A, 

B). Bei den anderen vier Isolaten von H. pylori konnte keine Regulation des TLR2-

Gens detektiert werden (Tabelle 7.4). Eine zeitabhängige Regulation des TLR2-Gens 

über 1, 3 und 6 Stunden Infektion mit H. pylori konnte ebenfalls in nur zwei Fällen 

beobachtet werden. So wurde TLR2 in den AGS-Zellen, die mit den H. pylori 

Stämmen P1288 und P1321 infiziert wurden, über die Zeit bis zu 6 Stunden hoch  
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Tabelle 7.4: mRNA-Expression von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) auf AGS-Zellen während  

        der Infektion mit H. pylori ermittelt durch Echtzeit-PCR 

 Regulation von* 

Bezeichnung Stämme     TLR2 TLR4 TLR9 

Typ I P1 + � + 

 P12 + +    -** 

 P284 � � � 

 P303 � � � 

Typ II P1280 � � � 

 P1288    +** � � 

 P1303 � � � 

 P1321    +** � � 

*���NHLQH�5HJXODWLRQ�����+RFKUHJXODWLRQ��-, Runterregulation;  
** Gene zeigen eine zeitliche Regulation während der Infektion (siehe Text) 
 

reguliert (Tabelle 7.4; Bsp. in Abb. 7.9B).  

Parallel konnte in H. pylori-infizierten AGS-Zellen keine Regulation von TLR4 

beobachtet werden. So zeigten die Zellen, die mit sieben der H. pylori Stämme 

infiziert wurden, die gleiche Anzahl an mRNA-Kopien wie die entsprechenden 

uninfizierten AGS-Kontrollen (Tabelle 7.4; Abb. 7.9C,D). Eine Regulation des TLR4-

Gens über die Zeit konnte nicht beobachtet werden (Tabelle 7.4), wobei allerdings 

eine Ausnahme die AGS-Zellen, infiziert mit P12, bildeten, die das TLR4-Gen über 

die Zeit von 6 Stunden hoch reguliert hatten (Abb. 7.9C).  

Während der Untersuchung der TLR9-Expression in AGS-Zellen infiziert mit H. pylori, 

zeigten die Zellen infiziert mit sechs der acht H. pylori Stämme keine Regulation des 

TLR9-Gens (Tabelle 7.4). Es konnten aber zwei Ausnahmen detektiert werden, 

dementsprechend wurde in P1-infizierten Zellen TLR9 über die Zeit von 6 Stunden 

hoch reguliert (Tabelle 7.4; Abb. 7.9E), wobei in den Zellen, die mit P12 kultiviert 

wurden, das TLR9-Gen nach einer Stunde Infektion erst hoch reguliert, und dann bis 

hin zu 6 Stunden herunter reguliert wurde (Tabelle 7.4; Bsp. in Abb. 7.9F). In dieser 

Studie zeigten nur die Zellen eine Veränderung der TLR9-Expression, die mit den 

Typ I-Stämmen P1 und P12 infiziert wurden, wohingegen die übrigen sechs Stämme 

keinen Einfluss auf die Regulation des TLR9-Gens ausübten (Tabelle 7.4). 

Als Schlussfolgerung dieser Studie über die Rolle von TLRs während der Infektion 

mit H. pylori können folgende Aussagen gemacht werden: TLR2 spielt offenbar bei  
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Abb. 7.9: Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) in AGS-
Zellen während der Infektion mit H. pylori durch Echtzeit- PCR. 
Darstellung der Expression von TLR2 (A-B), TLR4 (C-D) und TLR9 (E-F) während der Infektion mit H. 
pylori über die Zeit von 1, 3 und 6 Stunden. Die schwarzen Balken zeigen die Regulation der Gene 
während der Kultivierung mit H. pylori, während die grauen Balken die Kontrolle, ohne Bakterien 
darstellen. Die mRNA-Kopienzahlen wurden durch TaqMan-PCR ermittelt. Die Daten sind Ergebnisse 
aus drei unterschiedlichen Experimenten. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet, (* p< 0,05, 
**<0,005, ns = nicht signifikant).  
 

der Interaktion mit H. pylori eine Rolle, da TLR2 auf mRNA-Ebene zu jedem 

Zeitpunkt der Infektion mit vier von acht H. pylori hoch reguliert wurde (Tabelle 7.4). 

Die Interaktion von H. pylori-LPS mit TLR4 scheint während der Infektion nur in zwei 

Ausnahmefällen eine Rolle zu spielen, bei denen eine Regulation des TLR4-Gens in 

einer zeitabhängigen Art und Weise beobachtet werden konnte, während die Zellen 
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infiziert mit den übrigen Stämmen keine Regulation gegenüber der AGS-Kontrolle 

zeigten (Tabelle 7.4).  

Die Wechselwirkung von TLR9 mit H. pylori konnte in zwei Infektionen beobachtet 

werden, so zeigten die Zellen, infiziert mit den zwei Typ I-Stämmen P1 und P12, eine 

Regulation des TLR9-Gens. Im Gegensatz dazu wurde in den Zellen, infiziert mit den 

anderen sechs Stämmen, keine Regulation gegenüber der uninfizierten Kontrolle 

beobachtet (Tabelle 7.4).  

Die Verwendung von Typ I- bzw. Typ II-H. pylori-Stämme hatten keinen deutlichen 

Einfluss auf die Änderung der Expression von TLR2 und TLR4. Nur TLR9 wurde 

während der Infektion mit zwei Typ I-Stämmen in AGS-Zellen differentiell reguliert. 

 

7.3.5 Einfluß von H. pylori-Mutanten auf die Expression von TLR9 und TLR5 in 

AGS-Zellen 

Parallel zur Analyse der Regulation der TLRs auf der Transkriptions-Ebene wurde 

die Expression von TLRs auch auf Protein-Ebene untersucht. Dazu wurde die 

Expression von TLR9 in AGS-Zellen während der Infektion mit H. pylori durch 

Western Blot-Analyse bestimmt. Um die Rolle von Typ I- bzw. Typ II-Stämmen auf 

die Expression von intrazellulärem TLR9 in AGS-Zellen genauer zu untersuchen, 

wurden AGS-Zellen mit H. pylori Stamm P12 und einer definierten P12ûFDJPAI-

Mutante über die Zeitspanne von 1, 3 und 6 Stunden infiziert. Parallel dazu wurde ein 

synthetisches aktivierendes Oligonukleotid (CpG-Oligonukleotid) als Positivkontrolle 

und ein synthetisches nicht aktivierendes Oligonukleotid (GpC-Oligonukleotid) als 

Negativkontrolle verwendet. Beide Nukleotide wurden zu den AGS-Zellen gegeben, 

und parallel zu den uninfizierten AGS-Zellen unter den gleichen Bedingungen wie die 

Infektionen inkubiert. Um die Invasion der Bakterien in die Zellen zu steigern, wurden 

parallel in zwei Ansätzen die Zellen vor der Infektion mit Vanadat behandelt und 

anschließend ebenfalls mit P12-Wildtyp und P12ûFDJPAI-Mutante über die 

Zeitspanne von 1, 3 und 6 Stunden infiziert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 

SDS-Probenpuffer aufgenommen und die Proteine im SDS-Gel aufgetrennt. 

Anschließend erfolgte der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und die 

Detektion von TLR9 mit einem TLR9-spezifischen Antikörper (Abb. 7.10A). Um 

auszuschließen, dass Unterschiede in der TLR9-Expression durch unterschiedliche 

Mengen an AGS-Zellen auftraten, erfolgte ein Abgleich mit dem Haushaltsprotein 

GAPDH.  
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Die Ergebnisse sind in der Abb. 7.10B dargestellt und demonstrieren, dass die AGS-

Zellen in allen Ansätzen eine annähernd gleichmäßige Expression der GAPDH 

aufweisen (Abb.7.10B). In den gleichen Proteinproben konnte parallel TLR9 mit einer 

Größe von 120 kDa detektiert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 7.10: Expression von TLR9 in AGS-Zellen während der Infektion mit H. pylori.  
(A) Western Blot-Analyse von TLR9 in AGS-Zellen während der Inkubation mit H. pylori P12wt, 
P12ûFDJPAI-Mutante, aktivierendes CpG-Oligonukleotid, nichtaktivierendes GpC-Oligonukleotid und 
Vanadat-behandelte AGS-Zellen infiziert mit P12wt bzw. P12ûFDJPAI-Mutante über die Zeit von 1, 3 
und 6 Stunden. (B) Western Blot-Analyse des Haushaltsproteins GAPDH in AGS-Zellen während der 
Infektionen. 
 

Alle Zellansätze zeigen, dass TLR9 während der Inkubation mit den verschiedenen 

Stimulatoren exprimiert ist. Erstaunlicherweise konnte dabei zwischen der 

uninfizierten AGS-Kontrolle, dem aktivierenden bzw. nichtaktivierenden 

Oligonukleotid keine Änderung in der Expression von TLR9 festgestellt werden. Ein 

geringer Unterschied in der Expression von TLR9 zeigte sich aber zwischen den mit 

P12-Wildtyp- und P12ûFDJPAI-Mutante-infizierten Zellen, wobei die Mutante eine 

etwas stärkere TLR9-Proteinbande aufwies. Auch in den Zellen, die vor der Infektion 

mit Vanadat behandelt wurden, damit sich die Invasion der Bakterien in die Zellen 

steigerte �.:2.�(7�$/��������, zeigten eine eher schwächere TLR9-Expression als die 

anderen Zellen (Abb.7.10A).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass TLR9 bereits ohne H. pylori Kontakt in 

AGS-Zellen exprimiert ist und die Expression offenbar nicht durch die Infektion mit H. 

pylori bzw. synthetischer CpG-DNA beeinflusst wird. Das Invasionsverhalten von H. 

pylori-Wildtyp und P12ûFDJ$PAI-Mutante in AGS-Zellen über die Zeitspanne von 6 

Stunden zeigt nur sehr geringen Einfluss auf die Regulation von TLR9. Eine 
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Änderung der TLR9-Expression in einer zeitabhängigen Art und Weise während der 

Inkubation mit den einzelnen Stimulatoren konnte nicht beobachtet werden (Abb. 

7.10A). Die Ergebnisse dieser Studie korrelieren nicht mit den Aussagen der 

Regulation von TLR9 in AGS-Zellen auf der Transkriptionsebene (Kapitel 7.3.4), in 

denen das TLR9-Gen in den Zellen, infiziert mit H. pylori-Stamm P12 gegenüber der 

uninfizierten Kontrolle deutlich herunter reguliert wurde. 

 

Ein anderer Toll-ähnlicher Rezeptor ist TLR5, der mit bakteriellen Flagellin interagiert. 

Im Rahmen dieser Studie sollte der Einfluss von H. pylori auf die Expression von 

TLR5 in AGS-Zellen unter Verwendung der Western Blot-Methode analysiert werden. 

Aus diesem Grund wurden AGS-Zellen mit verschiedenen H. pylori-Wildtyp Stämmen 

und H. pylori-Mutanten inkubiert. Bei den Mutanten handelte es sich um Stämme bei 

denen wichtige Pathogenitätsfaktoren von H. pylori, z. B auch das Flagellin A (flaA), 

funktionsuntüchtig waren. Um die Expression von TLR5 im Zusammenhang mit den 

verschiedenen Knockout-Mutanten zu analysieren, wurden AGS-Zellen für 6 Stunden 

mit diesen infiziert. Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet, in SDS-

Probenpuffer aufgenommen und anschließend im SDS-Gel aufgetrennt. 

Anschließend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und das 

TLR5-Protein mittels eines TLR5-spezifischen Antikörper detektiert. Die Ergebnisse 

sind in der Abb.7.11A dargestellt. Darüber hinaus sollte die Möglichkeit 

ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in der Expression von TLR5 durch 

unterschiedliche Mengen an AGS-Zellen auftraten und aus diesem Grund wurde die 

GAPDH-Expression der Zellen analysiert. Die Ergebnisse sind in der Abb.7.11B 

dargestellt und zeigen eine gleichmäßige Expression des GAPDH-Proteins in allen 

Zellansätzen (Abb. 7.11B).  

Parallel dazu konnte in den gleichen Proteinproben eine Expression von TLR5 mit 

einer Größe von ca. 113 kDa detektiert werden (Abb. 7.11A). Die Zellansätze, die mit 

den Wildtyp-Stämmen P1, P12 und G27 und den jeweiligen Mutanten infiziert 

wurden, zeigten keine Änderung in der Expression von TLR5 (Abb. 7.11A). Auch die 

uninfizierte AGS-Zellen exprimierten die gleiche Menge an TLR5, wie die infizierten 

Zellen. Die Bande, die unterhalb der TLR5-Bande detektiert werden konnte, stellt ein 

unbekanntes bakterielles Protein dar, welches mit dem TLR5-Antikörper interagiert 

(Abb. 7.11A).  
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Abb. 7.11: Expression von TLR5 in AGS-Zellen während der Infektion mit H. pylori.  
(A) Western Blot-Analyse von TLR5 in AGS-Zellen während der Inkubation mit H. pylori. bzw. 
definierten H. pylori-Mutanten. über die Zeit von 6 Stunden. (B) Kontrolle der GAPDH in AGS-Zellen. 
*, TLR5-Antikörper interagiert mit unbekannten bakteriellen Protein. 
 

Obwohl in der Literatur bakterielles Flagellin als Ligand für TLR5 beschrieben wird, 

konnte interessanterweise sogar in den Zellen die mit der die Flagellin-Mutante 

(P1ûIOD$) infiziert wurde, eine Expression von TLR5 beobachtet werden. 

Zusammenfassend besagen die Ergebnisse, dass Flagellin allein offenbar als Ligand 

für TLR5 während der H. pylori-Infektion keine Rolle spielt. 

 

 

In der Signaltransduktionskaskade der Toll-ähnlichen Rezeptoren spielen 

MAPKinasen, JNKinasen, p38 und NF-ΚB eine Rolle �%(87/(5�������. In dieser Studie 

erfolgte die Untersuchung, inwieweit die Inhibierung dieser Komponenten der 

Signaltransduktion einen Einfluss auf die Expression von TLR, am Beispiel von 

TLR5, ausübt. Aus diesem Grund wurden AGS-Zellen mit Substanzen versetzt, die 

diese speziellen Komponenten inhibieren. Es erfolgte eine Inkubation der Zellen mit 

MG132 (NF-ΚB-Inhibitor), PD98059 (MAPK-Inhibitor), SB203580 (p38-Inhibitor), 

SP600125 (inhibiert JNK) und Genistein (Phosphotyrosin-Kinase-Inhibitor) für 45 min 

und anschließend wurden die Zellen in Parallelansätzen mit P1-:LOGW\S�XQG�3�ûflaA- 

Mutante für 6 Stunden infiziert. Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet, mit 

SDS-Probenpuffer versetzt und die Zellproteine anschließend in einem 10%igem 

SDS-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran, 

erfolgte die Detektion von TLR5 mit einem TLR5-spezifischem Antikörper. Die 

Ergebnisse sind in der Abb. 7.12A dargestellt. Um die Möglichkeit auszuschließen, 

dass die Unterschiede in der TLR5-Expression auf unterschiedliche Mengen an 

AGS-Zellen beruhen, wurde die Expression des Zellproteins GAPDH analysiert. Das 
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Ergebnis ist in der Abb. 7.12B dargestellt und alle Proben zeigen eine gleichmäßige 

Expression der GAPDH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7.12: Expression von TLR5 in AGS-Zellen . 
(A) Western Blot-Analyse von TLR5 in AGS-Zellen während der Präinkubation mit Inhibitoren für 45 
min und anschließender Postinkubation mit H. pylori-Wildtyp und H. pylori-flaA Mutante für 6 Stunden. 
(B) Western Blot-Analyse des Haushaltsproteins GAPDH. *, TLR5-Antikörper interagiert mit 
unbekannten bakteriellen Protein. 
 

In den gleichen Proteinproben konnte das TLR5-Protein mit einer Größe von ca. 113 

kDa detektiert werden (Abb. 7.12A). In dieser Studie zeigen die AGS-Zellen, 

während der Infektion mit H. pylori-Wildtyp und H. pylori-Flagellin-Mutante keine 

signifikanten Unterschiede in der TLR5-Expression. Ebenso konnte beobachtet 

werden, dass die AGS-Zellen, die mit den Inhibitoren präinkubiert und anschließend 

PLW� 3�� XQG� 3�ûflaA für 6 Stunden infiziert wurden, keine Änderung in der TLR5-

Expression (Abb. 7.12A) zeigten. Zusammenfassend lässt sich sagen, das die 

Inhibierung der Faktoren der Sigaltransduktionskaskade von TLR5 keinen Einfluss 

auf die Expression von TLR5 ausübt.  

Innerhalb dieser TLR-Studien lassen sich folgende Aussagen zusammenfassen: Die 

TLR2, 4, 5 und 9 sind in Magenkarzinomzellen bereits ohne H. pylori Kontakt 

exprimiert. Veränderungen in der Expression von TLR2, 4 und 9 während der 

Infektion mit H. pylori konnte nur auf mRNA-Ebene beobachtet werden (Kapitel 

7.3.4). Im Gegensatz dazu zeigten die Analysen der TLR-Expression auf Protein-

Ebene, am Beispiel von TLR5 und TLR9, keine Änderungen gegenüber den 

mitgeführten Kontrollen (Kapitel 7.3.5). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, das 

diese Rezeptoren nach der Interaktion mit bakteriellen Komponenten in der 

Immunantwort offenbar nur eine untergeordnete Rolle spielen. 
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7.4 Die Rolle von Granulozyten während der Interaktion mit H. 

pylori 

 

7.4.1 Charakterisierung der Infektion von PMNs mit H. pylori 

Die PMNs sind Zellen des Immunsystems, die im Rahmen der angeborenen 

Immunantwort von großer Bedeutung sind �-$1(:$<-5�81'�0('=+,729�������, weil sie 

ohne Unterstützung durch die adaptive Immunantwort zahlreiche Krankheitserreger 

erkennen, aufnehmen und abtöten können. Während dieser Studie sollten die 

Auswirkungen der acht genetisch unterschiedlichen H. pylori-Stämme auf die 

Immunantwort der PMNs untersucht werden. Als erstes erfolgte die mikroskopische 

Untersuchung der Infektion. Dazu wurden PMNs frisch isoliert und mit je einem der 

acht Isolate von H. pylori mit einer MOI von 100 für 6 Stunden infiziert. Parallel 

wurden uninfizierte PMNs im Kontrollmedium unter den gleichen Bedingungen 

kultiviert. Nach der Inkubation wurden die Infektionen am Phasenkontrastmikroskop 

analysiert (Abb. 7.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7.13: Infektion von PMNs mit acht genetisch unterschiedlichen H. pylori Stämmen. 
Ausbildung von PMN-Zellaggregate induziert durch die Infektion mit folgenden H. pylori Stämmen: P1 
(B), P12 (C), P284 (D) und P303 (E), P1280 (F), P1288 (G), P1303 (H) und P1321 (I), im Vergleich 
zur uninfizierten PMN-Kontrolle (A). Die Untersuchung der Infektionen erfolgte durch 
Phasenkontrastmikroskopie und die Bilder wurden mit einer Digitalkamera aufgenommen. 
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Während der Inkubation von PMNs ohne H. pylori Kontakt konnten nach sechs 

Stunden Inkubation einzelne Zellen beobachtet werden (Abb. 7.13A). Im Gegensatz 

dazu zeigten die PMNs infiziert mit den acht H. pylori Stämmen, die Ausbildung von 

großen homotypischen Zellaggregaten (Abb. 7.13B-I). Dieses Phänomen wurde 

schon an U937-Zellen (Makrophagen-ähnliche Zellen) beobachtet und die Bildung 

dieser Zellaggregate korrelierte mit der Expression von ICAM-1 und dessen 

Interaktionspartner LFA-1 und war abhängig von der Anwesenheit der cag-PAI 

(02(6(� (7� $/��� ����). Unsere Untersuchung zeigen, das die infizierten PMNs, 

unabhängig von cagPAI-positiven bzw. cagPAI-negativen H. pylori Stämmen die 

Aggregate ausbilden (Abb.7.13B-I), wobei jedoch die Zellen die mit cagPAI-positiven 

Stämmen infiziert wurden die Bildung stärkerer Zellaggregate zeigen (Abb.7.13B,D). 

 

7.4.2 Die Rolle des bakteriellen CagA-Proteins in PMNs 

Wie in Kapitel 7.3.2 erläutert, wird bakterielles transloziertes CagA im Zytoplasma 

von AGS-Zellen Tyrosin-phosphoryliert. In dieser Studie sollte untersucht werden, ob 

CagA ebenfalls in PMNs transloziert wird. Dazu wurden frisch isolierte PMNs parallel 

mit P12-Wildtyp und P12ûFDJ$ über eine Zeitspanne von 15, 30, 60 und 120 

Minuten infiziert. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellen lysiert und die 

Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Tyrosin-Phosphorylierung von CagA 

durch PMNs wurde mit Phosphotyrosin-spezifischen Antikörpern detektiert (Abb. 

7.14). Anschließend wurde die CagA-Expression auf dem gleichen Blot mit CagA-

spezifischen Antikörpern detektiert (Abb. 7.14). 

Während der Infektion von PMNs mit H. pylori P12-Wildtyp konnte kein Tyrosin-

phosphoryliertes CagA in der Größe von ca. 130 kDa detektiert werden. 

Interessanterweise konnten aber mehrere CagA-Fragmente detektiert werden, was 

bedeutet, dass CagA offenbar während der Inkubation mit PMNs mehrmals 

geschnitten wird (Abb. 7.14A). Dabei konnte ein Tyrosin-phosphoryliertes 35 kDa 

großes CagA-Fragment identifiziert werden, welches zum Zeitpunkt 30 Minuten nach 

der Infektion am stärksten Tyrosin-phosphoryliert war (Abb.14B). Parallel dazu 

konnte ein weiteres Tyrosin-phosphoryliertes Protein in der Größe von 60 kDa 

detektiert werden, welches durch spezifische Antikörper, als phosporylierte Src-

Kinase identifiziert werden konnte (Abb. 7.14A,B). 
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Abb. 7.14: Die Rolle von bakteriellem CagA in PMNs. 
(A) Die Expression von CagA wurde durch Western Blot mit einem CagA-spezifischen Antikörper 
XQWHUVXFKW��.-CagA). (B) Die Tyrosin-Phosphorylierung eines 35 kDa großen CagA-Fragments wurde 
mit einem Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper nachgewiesen. (C und D) Die Phosphorylierung 
des Tyrosin 418 und 529 der Src-Kinase wurden durch spezifische Phospho-Src-Antikörper detektiert. 
 

 

7.4.3 IL-8-Sekretion durch PMNs 

Wie in Kapitel 7.3.3 erläutert, wird IL-8 von Epithelzellen als Folge einer Stimulation 

mit H. pylori produziert und wirkt dann chemotaktisch auf PMNs, die so an den Ort 

der Infektion gelockt werden. Während dieser Untersuchung erfolgte die 

Beobachtung, dass PMNs auch selbst IL-8 freisetzen können. Die Analyse der IL-8-

Sekretion erfolgte, indem PMNs mit je einem der acht genetisch verschiedenen H. 

pylori Stämme mit einer MOI von 100 für 6 Stunden infiziert wurden. Als Kontrolle 

wurden parallel uninfizierte PMNs unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Nach 

der Inkubation wurden die Kulturüberstände entnommen und die IL-8- Konzentration 

mittels ELISA-Analyse ermittelt. Die Ergebnisse von drei unabhängigen 

Experimenten sind in der Abb. 7.15 dargestellt.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass alle acht H. pylori Stämme die IL-8-

Sekretion in PMNs induzieren (Abb. 7.15A,B). Dabei wurden aber unabhängig der 

Typ I- bzw. Typ II-Zugehörigkeit der Stämme, die Freisetzung nahezu ähnlicher IL-8-

Mengen, ca. 2000 pg/ml im Gegensatz zur uninfizierten PMN-Kontrolle ermittelt. 
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Dieses Resultat lässt darauf schließen, dass das Vorhandensein von cag-PAI auf die 

IL-8-Sekretion von PMNs keine Rolle spielt (Abb. 7.15AB). Nur in der Kinetik der IL-

8-Freisetzung konnten zum Zeitpunkt von 3 Stunden Infektion mit genetisch 

verschiedenen H. pylori Stämmen, geringe Unterschiede in der IL-8-Konzentration 

detektiert werden (Abb. 7.15A,B). 

 

 

 

Abb. 7.15: Induktion der IL-8-Sekretion in PMNs während der Infektion mit H. pylori.  
(A) IL-8-Freisetzung in PMNs infiziert mit den Typ I-Stämmen P1, P12, P284 und P303 und (B) infiziert 
mit Typ II-Stämmen P1280, P1288, P1303 und P1321. Die Daten wurden durch ELISA-Analyse 
ermittelt und sind Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten.  
 

 

7.4.4 mRNA-Expression von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) in PMNs 

In dieser Studie erfolgte die Untersuchung der Expression bzw. Regulation von TLRs 

an Granulozyten während der Infektion mit H. pylori. Wie bereits für AGS-Zellen 

beschrieben (Kapitel 7.3.4.), basierte die Analyse der Regulation der TLRs auf 

Quantifizierung der mRNA durch Echtzeit-PCR. Dazu wurden frisch isolierte PMNs 
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mit je einem der acht Isolate von H. pylori mit einer MOI von 100 über die Zeit von 1, 

3 und 6 Stunden infiziert. Uninfizierte PMNs wurden als Kontrolle parallel unter den 

gleichen Bedingungen kultiviert. Wie bereits für AGS-Zellen beschrieben, erfolgte 

nach der Inkubation die Aufarbeitung der Ansätze bzw. die Überprüfung der Qualität 

und Menge der RNA durch Standard-PCR und Agarosegelelektrophorese. Um die 

Möglichkeit auszuschließen, dass die Unterschiede in der Expression der TLR’s 

durch Absterben bzw. Vermehrung der Zellen während der Infektionen auftraten, 

wurde aus der cDNA der PMNs das Haushaltsgen GAPDH durch Standard-PCR 

amplifiziert. Dabei konnte eine gleichmäßige Expression der GAPDH in den 

Ansätzen über die Zeit von 6 Stunden beobachtet werden. Anschließend wurden die 

mRNA-Kopienzahlen der TLR2, 4 und 9 durch Echtzeit-PCR am TaqMan ermittelt, 

und die Berechnung der absoluten Kopienzahlen resultierten aus der Verwendung 

von externen Standardreihen.  

Die Ergebnisse der Echtzeit-Analyse sind in der Tabelle 7.5 und einige 

repräsentative Beispiele sind in der Abb. 7.16 aufgeführt. Die übrigen Orginaldaten 

sind im Anhang (Kapitel 10.6) in Form von Abbildungen demonstriert. 

 

Tabelle 7.5: mRNA-Expression von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) in PMNs während der  

        Infektion mit H. pylori ermittelt durch Echtzeit-PCR 

 Regulation von* 

Bezeichnung Stämme     TLR2 TLR4 TLR9 

Typ I P1 � �    +** 

 P12 + �    +** 

 P284 � � � 

 P303    -** � � 

Typ II P1280    +** � � 

 P1288    +** � � 

 P1303    +** � � 

 P1321 � � � 

*���NHLQH�5HJXODWLRQ�����+RFKUHJXODWLRQ� -, Runterregulation;  
** Gene zeigen eine zeitliche Regulation während der Infektion (siehe Text) 
 

Die Daten sind Resultate aus drei unabhängigen Experimenten, und die Gene 

wurden als hoch bzw. herunter reguliert betrachtet, wenn das entsprechende Gen 
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keine Regulation in der uninfizierten Kontrolle aufwies bzw. während der Infektion 

eine signifikante Änderung der mRNA-Kopienzahl des Gens zu beobachten war. 

Die Ergebnisse demonstrieren, dass die Toll-ähnlichen Rezeptoren genau wie in 

AGS-Zellen auch in Granulozyten ohne H. pylori-Infektion bereits exprimiert sind. 

Dabei konnte beobachtet werden, dass die TLRs der PMNs während der Stimulation 

mit H. pylori Unterschiede in der Expression aufwiesen und nur in einigen Fällen 

reguliert wurden. So zeigten zum Beipiel die PMNs, infiziert mit den Stämmen P12, 

P303, P1280, P1288 und P1303, eine Zunahme der mRNA-Kopienzahl von TLR2 im 

Gegensatz zur uninfizierten Kontrolle (Tabelle 7.5; Abb. 7.16A,B). Dagegen konnte 

bei den Granulozyten infiziert mit den anderen drei Isolaten von H. pylori keine 

Änderung in der Expression des TLR2-Gens detektiert werden (Tabelle 7.5). Dabei 

zeigten die mit P303-, P1280-, P1288-, und P1303-infizierten PMNs eine Regulation 

des TLR2-Gens in einer zeitabhängigen Art und Weise. Es konnte eine signifikante 

Erhöhung der mRNA-Kopienzahl von TLR2 während der Zeit der Infektion mit den 

Stämmen P1280, P1288 und P1303 beobachtet werden (Bsp. in Abb. 7.16B). Im 

Vergleich dazu, wurde das TLR2-Gen in den Granulozyten, infiziert mit P303 über 

die Zeit von 6 Stunden herunter reguliert (Bsp. in Abb. 7.16A). Die genetische 

Heterogenität der H. pylori-Stämme bezüglich der cag-PAI spielt offenbar bei der 

Regulation von TLR2 keine Rolle, da in den Granulozyten, unabhängig der Infektion 

mit Typ I- bzw. Typ II-Stämmen, unterschiedliche Expressionsmuster auftraten. 

Im Gegensatz dazu konnte in den Granulozyten keine Regulation des TLR4-Gens 

während der Infektion mit den acht klinischen H. pylori Stämmen nachgewiesen 

werden (Tabelle 7.5). Der Vergleich zwischen den mRNA-Kopienzahlen von TLR4 

der uninfizierten Kontrolle mit denen der H. pylori-stimulierten PMNs zeigte keine 

signifkanten Unterschiede (Abb. 7.16C,D).  

Parallel konnte in den PMNs, die mit den Stämmen P1 und P12 infiziert wurden, eine 

höhere mRNA-Kopienzahl von TLR9 im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle 

beobachtet werden (Tabelle 7.5; Abb. 7.16E,F). Während der Infektion mit den 

beiden Stämmen erfolgte in den Granulozyten eine Regulation von TLR9 in einer 

zeitabhängigen Art und Weise, denn in beiden Ansätzen wurde das TLR9-Gen über 

den Zeitraum von 6 Stunden Infektion hoch reguliert. Im Gegensatz dazu zeigten die 

PMNs keine Regulation des TLR9-Gens während der Infektion mit den anderen 

sechs Isolaten von H. pylori (Tabelle 7.5). 
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Abb. 7.16: Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl von Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLRs) in 
PMNs während der Infektion mit H. pylori durch Echtzeit-PCR. 
Darstellung der Expression von TLR2 (A-B), TLR4 (C-D) und TLR9 (E-F) während der Infektion mit 
verschiedenen H. pylori Stämmen über die Zeit von 1, 3 und 6 Stunden. Die schwarzen Balken zeigen 
die Regulation der Gene während der Kultivierung mit H. pylori, während die grauen Balken die 
Kontrolle, ohne Bakterien darstellen. Die mRNA-Kopienzahlen wurden durch TaqMan-PCR ermittelt. 
Die Daten sind Ergebnisse aus drei unterschiedlichen Experimenten. Die Ergebnisse wurden 
statistisch ausgewertet, (* p< 0,05, **<0,005).  
 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Ergebnisse der mRNA-Expression 

von TLR2, 4 und 9 von PMNs während der Infektion mit H. pylori mit den Resultaten 

der TLR-Analyse von H. pylori-infizierten AGS-Zellen korrelieren (Kapitel 7.3.4). 

Ebenso wie in AGS-Zellen, wurde TLR2 in PMNs während der Interaktion mit H. 

pylori im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle hoch reguliert. Wobei auch hier der 
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die Verwendung von Typ I- bzw. Typ II-Stämmen bei der Regulation von TLR2 

offenbar keine Rolle spielt. 

Die TLR4-Regulationen in PMNs während der Infektion mit H. pylori zeigen 

Parallelen zu den Resultaten der AGS-Infektionen. TLR4 wurde in beiden Zellarten 

nach Infektion mit den verschiedenen H. pylori Stämmen, verglichen mit den 

uninfizierten Kontrollen, nicht signifikant reguliert. 

Die TLR9-Regulation in PMNs während der Inkubation mit H. pylori korrelieren mit 

den Ergebnissen der AGS-Infektionen. So zeigten die PMNs, infiziert mit den beiden 

Typ I-Stämmen P1 und P12, Parallelen zu den AGS-Infektionen, indem TLR9 über 

die Zeit der Infektionen reguliert wird (Kapitel 7.3.4). In beiden Zellarten, infiziert mit 

den anderen H. pylori Stämmen, konnten keine Veränderung der mRNA-Expression 

von TLR9 beobachtet werden.  

 

 

7.5 Infektion von PMNs mit H. pylori und Poststimulation mit 

verschiedenen Agonisten 

 

7.5.1 Expression von Oberflächenmolekülen auf PMNs nach Präinkubation mit 

H. pylori und Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF 

PMNs besitzen eine Reihe weiterer Oberflächenmoleküle, die bei der Zell-Zell-

Interaktion und Migration während der angeborenen Immunantwort eine wichtige 

Rolle spielen. Dazu gehören z. B. Selektine, vaskuläre Adressine, Integrine und 

Proteine der Immunglobulin (IG)-Superfamilie (.(//(5�� ����). Nachdem die PMNs 

aus der Blutbahn zum Ort der Infektion gelangt sind, werden z. B. Bakterien und 

andere Pathogene phagozytiert und durch einen sauerstoffabhängigen (oxidativer 

Burst) bzw. einen sauerstoffunabhängigen Mechanismus abgetötet (:,7.2�6$56$7�(7�
$/���������5226�(7�$/���������'(�&+$7(/(7�(7�$/���������'(�/(2�(7�$/�������). 
Da Integrine, wie z. B. CD11b, Selektine, wie z. B. CD62L, der Chemokin-Rezeptor 

CXCR2 und der fMLP-Rezeptor von PMNs, sowohl an der Interaktion, ihrer zellulären 

Verteilung und Bindung zu entsprechenden Liganden während der adhäsiven 

Interaktion beteiligt sind, wurde im Rahmen dieser Studie die Expression dieser 

Oberflächenmoleküle während der Infektion mit genetisch verschiedenen H. pylori 

Stämmen untersucht. Dabei wurden die Oberflächenmoleküle mit fluoreszierenden 

Antikörpern markiert und die Expression dieser Oberflächenmarker durch FACS- 
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Analyse untersucht. Für die Analyse wurden frisch isolierte PMNs mit verschiedenen 

H. pylori-Wildtypstämmen, die sowohl der Typ I- bzw. Typ II-Nomenklatur zugeordnet 

werden konnten, und verschiedenen definierten H. pylori-Mutanten, in denen 

wichtige Pathogenitätsfaktoren in ihrer Funktion ausgeschaltet waren, mit einer MOI 

von 100 infiziert. Nach 10minütiger Infektion erfolgte jeweils die Zugabe von 

spezifischen Aktivatoren, wie den Protein Kinase C Liganden Phorbol-12-myristat-13-

acetat (PMA), als starken Stimulus für den oxidativen Burst von PMNs, das 

chemotaktische Peptid N-formyl-MetLeuPhe (fMLP) als physiologisch schwacher 

Stimulus und den Aktivator von niedrigmolekularen G-Proteinen Natriumfluorid (NaF). 

Zur Untersuchung des Einflusses von H. pylori bzw. der Aktivatoren auf die 

Expression von Oberflächenmarkern, wurden folgende Kontrollen parallel mitgeführt: 

(i) unbehandelte PMNs als Nullkontrolle bzw. als 100 Minuten-Kontrolle, (ii) 

uninfizierte PMNs, die mit den jeweiligen Stimuli versetzt wurden und (iii) infizierte 

PMNs, die nicht mit den Aktivatoren nachstimuliert wurden (PBS-Ansätze). Nach 

90minütiger Postinkubation mit den jeweiligen Aktivatoren wurde die Zellen geerntet 

und ein Teil dieser Zellen wurde für die FACS-Färbung vorbereitet. 

Zur Detektion des Integrins CD11b und des fMLP-Rezeptors wurden die Zellen 

parallel mit den rot- bzw. grün-fluoreszierenden Antikörpern CD11B-FITC/PE-anti 

human fMLP-Rezeptor gefärbt, während die PMNs im Parallelansatz zur Analyse des 

Selektins CD62L und des CXCR2-Rezeptors mit den rot- bzw. grün-fluoreszierenden 

Antikörpern CD62L-FITC/PE-anti human IL-8RB (CXCR2) inkubiert wurden. 

Anschließend wurden die Zellen fixiert und gewaschen und hinsichtlich ihrer 

Fluoreszenzmarkierung am FACS-Gerät parallel analysiert. Die Ergebnisse der 

Fluoreszenzintensität der einzelnen Oberflächenmoleküle sind in der Tabelle 7.6 

dargestellt und einige ausgewählte Beispiele der Infektion von PMNs mit einem Typ 

I-Stamm (P1), mit P1303 als Typ II-Stamm, sowie mit der napA-, vacA- und virB11-

Mutante sind in der Abb. 7.17 demonstriert. Die Ergebnisse zeigen Daten aus 

mehreren parallel durchgeführten Experimenten, und die jeweiligen 

Oberflächenrezeptoren galten als hoch- bzw. herunter reguliert, wenn sich die 

Fluoreszenzintensität der einzelnen Rezeptoren gegenüber der Null- bzw. 100 

Minuten-Kontrolle, der uninfizierten bzw. der infizierten Kontrolle (+/- Stimuli) 

signifikant änderte. Die Ergebnisse zeigen, dass alle vier Oberflächenmoleküle 

CD11b, CD62L, fMLP-Rezeptor und CXCR2-Rezeptor auf PMNs exprimiert sind und 

dass sich die Expression dieser Rezeptoren nach der Infektion mit H. pylori und der 
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Nachstimulation mit fMLP, PMA und NaF verändert (Tabelle 7.6). Zusammenfassend 

konnte beobachtet werden, dass eine Änderung in der Fluoreszenzintensität der 

jeweiligen Rezeptoren nach der Infektion mit H. pylori zu verzeichnen war, 

wohingegen aber die Verwendung von genetisch verschiedenen H. pylori Stämmen 

auf die Expression der Rezeptoren keinen Einfluss ausübte. Auch innerhalb der 

einzelnen Ansätze, die mit fMLP, PMA und NaF nachstimuliert wurden, konnten 

Variationen in der Fluoreszenzintensität der Oberflächenrezeptoren gegenüber den 

unstimulierten PMNs detektiert werden. 

Das Integrin CD11b wurde in PMNs, die nur mit den H. pylori Stämmen, allein, 

infiziert wurden (ohne Stimuli) und die PMNs, die erst infiziert und anschließend mit 

NaF inkubiert wurden, gegenüber den oben genannten Kontrollen hoch reguliert 

(Tabelle 7.6; Abb. 7.17A). Im Gegensatz dazu konnte in den PMNs, infiziert mit den 

verschiedenen H. pylori Stämmen und Postinkubation mit fMLP bzw. PMA keine 

Änderung in der Fluoreszenzintensität von CD11b beobachtet werden (Tabelle 7.6; 

Tabelle 7.17A). Eine Änderung der Fluoreszenzintensität von CD11b in Abhängigkeit 

vom verwendeten H. pylori Stamm konnte nicht detektiert werden, denn nur die 

Infektion mit H. pylori bzw. das Zusammenspiel von H. pylori und des Aktivators NaF 

hatten einen Einfluss auf die Regulation von CD11b (Tabelle 7.6; Abb. 7.17A). 

Parallel dazu, wurde das Selektin CD62L von PMNs während der Infektion mit den 

verschiedenen H. pylori Stämmen allein und der Poststimulation mit NaF im 

Vergleich mit den jeweiligen Kontrollen herunter reguliert, während die PMNs nach 

der Inkubation mit fMLP bzw. PMA keine Regulation von CD62L zeigten (Tabelle 7.6; 

Abb. 7.17B). Auch bei der Analyse der CD62L-Expression auf PMNs hatte die 

Verwendung von genetisch unterschiedlichen H. pylori Stämmen keinen Einfluss, 

auch hier hatten H. pylori allein oder H. pylori und NaF zusammen eine Auswirkung 

auf die CD62L-Expression (Tabelle 7.6; Abb. 7.17B). 

In gleicher Weise wurde der CXCR2-Rezeptor von PMNs während der Infektion mit 

den verschiedenen H. pylori Stämmen allein und in Ansätzen mit anschließender 

Postinkubation mit NaF bzw. fMLP herunter reguliert. Im Infektionsansatz stimuliert 

mit PMA konnte keine Änderung in der Fluoreszenzintensität von CXCR2 beobachtet 

werden (Tabelle 7.6; Abb. 7.17C). Auch in dieser Studie wurden keine Unterschiede 

in der Expression des CXCR2-Rezeptors durch PMNs, während der Infektionen mit 

verschiedenen H. pylori Stämmen detektiert. Nur H. pylori allein, unabhängig von der 

Art des Stammes, und dem Zusammenwirken von H. pylori/NaF bzw. H. pylori/fMLP 
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hatten Einfluß auf die Expression des CXCR2-Rezeptors (Tabelle 7.6; Abb. 7.17C). 

Im Vergleich dazu zeigte die Untersuchung des fMLP-Rezeptors von PMNs, das 

dieser, nach der Infektion mit den unterschiedlichen Isolaten von H. pylori allein und 

in den Ansätzen postinkubiert mit NaF und teilweise auch stimuliert mit fMLP, hoch 

reguliert wurde. 

 

Tabelle 7.6: Expressionsstudien von PMN-spezifischen Oberflächenmolekülen während der 
                     Infektion mit H. pylori für 10 min und der Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF 
                     für 90 min ermittelt durch FACS-Analyse 
 

 
Integrin: 
CD11b 

 

 
Selektin: 
CD62L 

 

 
CXCR2- 

Rezeptor 

 
fMLP- 

Rezeptor 

 
 
 
 
 

 

Stämme 

 
 
 
 

               

P1280 + � � + - � � � - - - - + + � + 

P1288 + � � + - � � - - - - - + + � + 

P1303 + � � + - � � - - - - - + + � + 

P1321 + � � + - � � - - - - - + + � + 
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Abb. 7.17: Expression von Oberflächenmolekülen auf PMNs während der Infektion mit H. pylori 
und der Nachstimulation mit FMLP, PMA und NaF ermittelt durch FACS-Analyse. 
(A) Expression von Integrin CD11b, (B) von Selektin CD62L, (C) CXCR2-Rezeptor und (D) fMLP-
Rezeptor auf PMNs während der Infektion mit P1303, P1, P1¨QDS$��P1¨YDF$�und P1¨YLU%�� für 10 
min und Postinkubation mit FMLP, PMA und NaF für 90 min. Ergebnisse sind Daten aus mehreren 
parallel durchgeführten Experimenten. 
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Im Gegensatz dazu konnte keine Änderung in der Expression des fMLP-Rezeptors 

bei der Infektion von PMNs mit H. pylori und anschließender Nachstimulation mit 

PMA beobachtet werden (Tabelle 7.6; Abb. 7.17D). Die Verwendung von genetisch 

unterschiedlichen H. pylori Stämmen hatte keinen Einfluss auf die Expression des 

fMLP-Rezeptors, denn  nur H. pylori allein oder das Zusammenwirken von H. pylori 

und NaF spielten bei der Regulation des fMLP-Rezeptors eine Rolle (Tabelle 7.6; 

Abb. 7.17D). 

Zusammenfassend konnte in dieser Studie beobachtet werden, das das  

Adhäsionsmolekül CD11b und der fMLP-Rezeptor während der Infektion mit H. pylori 

hoch reguliert und das L-Selektin CD62L und der CXCR2-Rezeptor nach der 

Inkubation mit H. pylori herunter reguliert wurden. Durch die Zugabe der 

verschiedenen Stimuli zeigten sich Änderungen in der Expression der vier 

Oberflächenmoleküle. So wurden die Oberflächenmarker nach Infektion mit H. pylori 

allein und in den Ansätzen H. pylori/NaF hoch- bzw. herunter reguliert, während sich 

die Expression der Rezeptoren in den Ansätzen H. pylori/fMLP bzw. H. pylori/PMA 

nicht veränderte.  

Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass H. pylori allein und die 

Kombination mit dem Aktivator NaF die Expression dieser Oberflächenmoleüle 

stimuliert. Die anderen Stimuli spielen keine Rolle. 

 

7.5.2 Mediatorenfreisetzung von PMNs nach Infektion mit H. pylori und 

Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF 

Analog zur Studie der Expression von Oberflächenmolekülen von PMNs während der 

Preinkubation mit H. pylori und der Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF erfolgte 

die Analyse der Sekretion von Interleukin-8 (IL-8) und die Freisetzung biologisch 

aktiver Faktoren, wie Leukotrien B4 (LTB4) und Prostaglandin E2 (PGE2) aus den 

gleichen oben beschriebenen Ansätzen. Dazu wurden nach Beendigung der 

Inkubationszeit die Kulturüberstände der Infektionen entnommen und die 

Konzentrationen an freigesetztem IL-8, LTB4 und PGE2 durch ELISA-Analyse 

ermittelt. Die Ergebnisse sind Daten aus mehreren parallel durchgeführten 

Experimenten und einige Resultate sind an ausgewählten Beispielen in der Abb. 7.18 

dargestellt. 
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Abb. 7.18: Sekretion von verschiedenen Mediatoren von PMNs während der Infektion mit H. 
pylori und der Poststimulation mit fMLP, PMA und NaF.  
(A) Freisetzung von IL-8, (B) Leukotrien B4 und (C) Prostaglandin E2 durch PMNs während der 
Infektion mit P1303, P1, P1¨QDS$��P1¨YDF$�und P1¨YLU%�� für 10 min und Postinkubation mit fMLP, 
PMA und NaF für 90 min. Ergebnisse sind Daten aus mehreren parallel durchgeführten Experimenten. 
 

Die Untersuchungen zur Freisetzung von IL-8, LTB4 und PGE2 durch PMNs während 

der Infektion mit den verschiedenen H. pylori-Stämmen und der Postinkubation mit 

den verschiedenen Stimuli zeigten ein einheitliches Muster in allen Ansätzen, so 

dass hier nur einige Resultate stellvertretend für alle in der Abb. 7.18 dargestellt sind. 

 

0

70

140

210

280

350

1 2 3 4 5 6

p
g

/m
l I

L
-8 PBS

fMLP

PMA

NaF

0

50

100

150

200

250

1 2 3 4 5 6

p
g

/m
l L

T
B

4 PBS

fMLP

PMA

NaF

0

80

160

240

320

400

480

1 2 3 4 5 6

p
g

/m
l P

G
E

2 PBS

fMLP

PMA

NaF

A 

B 

C 

Interleukin-8 

Leukotrien B4 

Prostaglandin E2 

 

PM
N-K

on
tro

lle

H
p P

13
03

H
p P

1ûn
ap

A

H
p P

1ûv
ac

A

H
p P

1ûv
irB

11

H
p P

1



Ergebnisse 
 

 81 

Anhand der Bestimmung der IL-8-Konzentration während der Stimulation der PMNs 

mit H. pylori bzw. mit den verschiedenen Aktivatoren erfolgte die Beobachtung, das 

die Menge an freigesetztem IL-8 in den Ansätzen H. pylori/fMLP bzw. H. pylori/PMA 

am höchsten war verglichen mit den Ansätzen H. pylori allein bzw. H. pylori/NaF und 

den uninfizierten Kontrollen (Abb. 7.18A). Dabei hatten die H. pylori Stämme P1303, 

P1, P1¨QDS$, P1¨YDF$ und P1¨YLU%�� mit unterschiedlichen genetischen 

Hintergrund keinen Einfluss auf die IL-8-Sekretion (Abb. 7.18A). 

Parallel dazu konnte in der Analyse der LTB4-Sekretion durch PMNs in den 

Ansätzen, die sowohl mit H. pylori bzw. fMLP, PMA und NaF stimuliert wurden, 

verglichen mit der uninfizierten Kontrolle keine signifikante Änderung in der 

Freisetzung von LTB4 detektiert werden (Abb. 7.18B). Es zeigten sich aber innerhalb 

der einzelnen Ansätze Unterschiede in den freigesetzten LTB4-Konzentrationen, so 

setzten PMNs stimuliert mit H. pylori/fMLP die größte Menge an LTB4 frei, gefolgt von 

den PMNs stimuliert mit H. pylori/PMA und H. pylori/NaF. Die Konzentration der 

LTB4-Sekretion in den PMNs infiziert mit H. pylori allein fiel dagegen sehr gering aus 

(Abb. 7.18B). Die genetisch verschiedenen H. pylori Stämme P1303, P1, P1¨QDS$, 

P1¨YDF$ und P1¨YLU%�� hatten keinen Einfluss auf die LTB4-Freisetzung von PMNs 

(Abb. 7.18B). 

Im Vergleich dazu konnte in der Untersuchung der PGE2-Sekretion durch PMNs, die 

sowohl mit H. pylori bzw. fMLP, PMA und NaF stimuliert wurden, keine signifikante 

Änderung in der Freisetzung von PGE2 detektiert werden (Abb. 7.18C). Geringere 

Unterschiede in der Menge von freigesetzten PGE2 zeigten sich in den einzelnen 

Ansätzen. So bildeten PMNs stimuliert mit H. pylori/PMA die größeren Mengen an 

PGE2, als die PMNs stimuliert mit H. pylori/fMLP, H. pylori/NaF bzw. die PMNs 

infiziert mit H. pylori allein (Abb. 7.18C). Auch in dieser Studie hatten genetisch 

verschiedene H. pylori Stämme P1303, P1, P1¨QDS$, P1¨YDF$ und P1¨YLU%�� 

keinen Einfluss auf die PGE2-Sekretion von PMNs (Abb. 7.18C). 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, das eine H. pylori-induzierte Freisetzung 

von IL-8 während dieser Studie nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu, 

ist die Sekretion von LTB4 und PGE2 von der Infektion mit H. pylori bzw. die 

Anwesenheit der Stimuli unabhängig.  
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7.5.3 Expression anderer Faktoren während der Infektion mit H. pylori und der 

Nachstimulation mit fMLP, PMA und NaF 

Analog zu den Untersuchungen der Expression von Oberflächenmolekülen und der 

Mediatorfreisetzung wurden im Rahmen dieser Studie weitere Faktoren, die bei der 

Phagozytose der PMNs eine wichtige Rolle spielen, analysiert. Dazu gehören, die 

NADPH-Oxidase, Cyclooxygenase 2 und Lipidmediatoren. 

Um die Expression dieser Faktoren während der Infektion von PMNs mit H. pylori 

und Nachstimulation mit fMLP, PMA und NaF auf PCR-Ebene zu untersuchen, 

wurde die totale RNA aus den stimulierten PMNs isoliert. Die RNA wurde 

anschließend durch Reverse Transkriptase-PCR in cDNA umgeschrieben. Nach der 

Überprüfung der Qualität bzw. Quantität der cDNA wurden die verschiedenen 

Untereinheiten der NADPH-Oxidase (p22phox, p47phox und p67phox), Cox2 und 5-

Lipoxygenase mit den entsprechenden Primern (Kapitel 10.2) durch Standard-PCR 

amplifiziert und quantifiziert. Um die Möglichkeit auszuschließen, dass 

Expressionsunterschiede durch ungleiche Mengen an cDNA in den Proben auftraten, 

wurde ein Abgleich mit der GAPDH als Haushaltsgen durchgeführt. Die Ergebnisse 

sind Daten aus zwei Experimenten und die Gene der zu untersuchenden Faktoren 

gelten als hoch bzw. herunter reguliert, wenn sich die gemessene Lichtintensität der 

PCR-Bande im Vergleich mit den oben beschriebenen Kontrollen signifikant 

verändert. 

Die Ergebnisse der Untersuchung der Expression der NADPH-Oxidase zeigen, dass 

alle drei Untereinheiten exprimiert waren und die Gene aller drei Untereinheiten in 

den Stimulationsansätzen verglichen mit den unbehandelten PMN-Kontrollen (Null-

Kontrolle bzw. 100 Minuten-Kontrolle) hoch reguliert wurden (Abb. 7.19). Innerhalb 

der Ansätze zeigten die uninfizierten PMNs inkubiert mit den Stimuli bzw. die PMNs 

inkubiert mit H. pylori und fMLP, PMA und NaF ein einheitliches Expressionsmuster 

der einzelnen Untereinheiten p22phox, p47phox und p67phox der NADPH-Oxidase. In 

den Zellen, inkubiert den einzelnen Stimuli und mit genetisch unterschiedliche H. 

pylori Stämme, konnten keine Unterschiede in der Expression detektiert werden 

(Abb. 7.19 A,B,C). 

Im Vergleich dazu wurde Cox2 in PMNs während der Infektion mit H. pylori leicht 

hochreguliert (Abb.7.20). Aber auch zwischen den Ansätzen, inkubiert mit 

verschiedenen Stimuli bzw. unterschiedlichen H. pylori Stämme, konnte keine 

Expressionsänderung von Cox2 beobachtet werden (Abb.7.20). 
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Abb. 7.19: Expression der Untereinheiten der NADPH-Oxidase in PMNs während der Infektion 
mit H. pylori und der Poststimulation mit fMLP, PMA und NaF.  
(A) Expression von p22

phox, (B) p47
phox und (C) p67

phox
 durch PMNs während der Infektion mit P1303, 

P1, P1¨QDS$��P1¨YDF$�und P1¨YLU%�� für 10 min und Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF für 90 
min. Ergebnisse sind Daten aus zwei parallel durchgeführten Experimenten. 
 

Die Ergebnisse der Untersuchung der Expression der 5-Lipoxygenase (5-LO) in 

PMNs während der Stimulation mit H. pylori bzw. fMLP, PMA und NaF zeigen eine 

leichte Hochregulation der 5-LO (Abb. 7.21). Während dieser Analyse konnten keine 
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Unterschiede in der Expression der 5-LO in den PMNs, die mit den verschiedenen 

Stimuli bzw. genetisch unterschiedlichen H. pylori Stämmen inkubiert wurden, 

detektiert werden (Abb. 7.21). 

Die Ergebnisse zeigen das die untersuchten Gene in PMNs nach der Stimulation mit 

H. pylori bzw. den Aktivatoren hoch reguliert wurden, die Expression der 

entsprechenden Gene aber unabhängig von den verwendeten Stimuli war. 

 

 

 

 
Abb. 7.20: Expression der Cyclooxygenase-2 in PMNs während der Infektion mit H. pylori und 
der Poststimulation mit fMLP, PMA und NaF. Expression von cox-2 durch PMNs während der 
Infektion mit P1303, P1, P1¨QDS$��P1¨YDF$�und P1¨YLU%�� für 10 min und Postinkubation mit fMLP, 
PMA und NaF für 90 min. Ergebnisse sind Daten aus zwei parallel durchgeführten Experimenten. 
 

 

 

 
Abb. 7.21: Expression der 5-Lipoxygenase in PMNs während der Infektion mit H. pylori und der 
Poststimulation mit fMLP, PMA und NaF. Expression von 5-LO durch PMNs während der Infektion 
mit P1303, P1, P1¨QDS$��P1¨YDF$�und P1¨YLU%�� für 10 min und Postinkubation mit fMLP, PMA und 
NaF für 90 min. Ergebnisse sind Daten aus zwei parallel durchgeführten Experimenten. 
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8. Diskussion 
 

8.1 Genregulation der H. pylori-Pathogenitätsfaktoren 

Eines der Hauptziele von Genexpressionsstudien an pathogenen Mikroorganismen 

ist die Identifizierung von Genen, die während der Interaktion mit dem Wirt 

unterschiedlich reguliert werden. Solche Gene ermöglichen einem Pathogen 

entweder Virulenzfaktoren zu exprimieren oder sich an die wirtspezifischen 

Umweltbedingungen zu adaptieren. Vermutlich sind mehrere verschiedene Gruppen 

von regulatorischen Genen in H. pylori beteiligt, um die Kolonisationseffizienz des 

menschlichen Magens zu optimieren. In cDNA-Microarray-Studien von 

verschiedenen Arbeitsgruppen wurden die RNA-Expression der Wirtszellen während 

der Infektion mit H. pylori bereits charakterisiert �&+,21�(7�$/���������&2;�(7�$/���������
0$('$�(7�$/���������%$&+�(7�$/���������6(38/9('$�(7�$/���������*8,//(0,1�(7�$/���������/,0�
(7� $/��� ������ %$&.(57�(7� $/�� ����� und Änderungen in der Transkription bakterieller 

Gene des Pathogens identifiziert �*5$+$0� (7� $/��� ������ 0(55(//� (7� $/��� ������
7+203621�(7�$/���������$1*�(7�$/���������0&�*2:$1�(7�$/���������:(1�(7�$/���������9$1�
9/,(7�(7�$/���������.,0�(7�$/��������.  
In dieser Studie wurden Magenkarzinomepithelzellen (AGS) und polymorphkernige 

Leukozyten (PMNs) als ein in vitro Infektionsmodell verwendet, um die 

Expressionsprofile einiger ausgewählter Virulenz-assoziierter Gene von klinischen 

Isolaten von H. pylori durch Echtzeit-PCR zu analysieren. Die Untersuchungen 

demonstrieren, dass die Echtzeit-PCR am TaqMan eine sehr hilfreiche Methode 

darstellt, um die Genexpression von H. pylori in einem Infektionsmodell zu 

detektieren und zu quantifizieren. Außerdem zeigen unsere Daten, dass die 

beobachteten Veränderungen in der Genexpression während der Infektion mit 

Wirtszellen reproduzierbar sind. 

Während die Charakterisierung der Virulenzfaktoren von H. pylori bereits zahlreiche 

interessante Erkenntnisse erbracht hat, ist unser Wissen bezüglich der Regulation 

der Expression dieser Pathogenitätsfaktoren noch sehr beschränkt. Die 

Sequenzierung der Genome zweier H. pylori-Isolate, 26695 und J99 �$/0�(7�$/���������
720%� (7� $/��� ����), die durchschnittlich etwa 1500 offene Leserahmen (ORFs) 

enthalten, zeigte außerdem, dass dieser Organismus nur eine geringe Anzahl an 

Genen besitzt, die für Faktoren mit Homologien zu Proteinen mit bekannter 

regulatorischer Funktion kodieren. So enthalten die Sequenzannotationen nur 17 
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ORFs, deren Produkten eine direkte Rolle in der Transkriptionsregulation 

zugeschrieben werden kann und die hauptsächlich zur Klasse der Transkriptions-

,QLWLDWLRQVIDNWRUHQ��1-Faktoren), der Zweikomponenten-Systeme und Transkriptions-

Repressorproteine gehören �%(,(5�(7�$/��������.  
Das Genom von H. pylori�NRGLHUW�OHGLJOLFK�GUHL�1-)DNWRUHQ��GHQ�YHJHWDWLYHQ�1-Faktor 

180��532'���154��5SR1��XQG�HLQHQ�DOWHUQDWLYHQ�128��)OL$���6RZRKO�1���XQG�128 sind in 

H. pylori an der Regulation der Flagellenexpression beteiligt �632+1�81'�6&$5/$72��
������ -26(1+$16� (7� $/��� ������� +RPRORJLHQ� YRQ� DOWHUQDWLYHQ� 1-Faktoren, die unter 

Stressbedingungen die Genregulation regulieren, wie RpoS in der stationären Phase, 

RGHU�132 unter Hitzeschock-Bedingungen, sind interessanterweise nicht vorhanden 

�%(,(5��'��������. 
Zweikomponenten-Systeme sind bakterielle Signaltransduktionssysteme, die es den 

Mikroorganismen ermöglichen, ihre Genexpression sich verändernden 

Umweltbedingungen anzupassen. Bestandteil dieser Zweikomponenten-Systeme ist 

zum einen ein Sensorprotein, das über seine N-terminalen Input-Domäne 

Umweltstimuli wahrnehmen kann, was die Autophoshorylierung eines konservierten 

Histidin-Restes seiner Transmitterdomäne zu Folge hat. Durch anschließende 

Phosphatgruppenübertragung auf das Response-Regulatorprotein, welches das 

eigentliche Effektormolekül darstellt und häufig als Transkriptionsfaktor wirkt, wird der 

wahrgenommene Umweltstimulus in ein zelluläres Signal umgewandelt. Mit vier 

Histidin-Kinasen und sechs Response-Regulatoren enthält H. pylori nur eine sehr 

geringe Anzahl solcher Zweikomponenten-Systeme �$/0� (7� $/��� ������ 720%� (7� $/���
����), während beispielsweise E. coli etwa 30 dieser Signaltransduktionssysteme 

besitzt �0,=812�(7�$/��������. 
Eisenabhängige Genregulation wird in E. coli und anderen kommensalen und 

pathogenen Bakterien durch das Fur-Repressorprotein vermittelt, das in 

Abhängigkeit von der zytoplasmatischen Fe2+-Konzentration Eisen-Ionen als 

Corepressor bindet und durch Interaktion mit spezifischen Sequenzmotiven in den 

Promotorregionen Eisen-regulierter Gene deren Expression unterbindet. Im Genom 

von H. pylori konnte ebenfalls ein fur-Gen identifiziert werden ($/0�(7�$/���������720%�
(7� $/��� ����), dass in der Lage ist, eine fur-negative Mutante von E. coli zu 

wildtypischer, eisenabhängiger Regulation der fhuF- und fiu-Promotoren zu 

komplementieren �%(5(6:,//�(7�$/��� �����. Ein weiteres bereits gut charakterisiertes 

Transkriptions-Repressorprotein von H. pylori ist HspR, das Homologien zum 
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gleichnamigen Hitzeschock-Repressor aus Streptomyces spp. aufweist �%8&&$� (7�
$/��� �����. In H. pylori ist HspR ebenfalls an der Regulation der Chaperon-Gene 

beteiligt und bindet an die Promotoren der groESL-, cbpA- und dnak-Operone, was 

zur Repression der Operonregulation führt �632+1�81'�6&$5/$72�������. 
Das Vorhandensein von einer relativ geringen Anzahl regulatorischer Gene im 

Genom von H. pylori wurde als extreme Anpassung an den menschlichen Magen als 

einzige bekannte Nische von H. pylori, in der das Bakterium zudem nicht mit anderen 

Mikroorganismen konkurrieren muss, interpretiert. Die Existenz weniger 

Transkriptionsregulatoren bedeutet jedoch nicht notwendigerweise, dass 

genregulatoische Prozesse in H. pylori auf ein Minimum reduziert sind. Es könnten 

beispielsweise Regulationsmechanismen in den Bakterien vorherrschen, die nicht 

auf transkriptionelle Ebene wirken, wie es am Beispiel der Modulation der mRNA-

Stabilität bei der Expression des Urease-Genclusters beschrieben wurde �$.$'$�(7�
$/��� �����. Weiterhin ist denkbar, dass Restriktions-Modifikations-Systeme �%(,(5��'���
�����, die im H. pylori Genom in extrem großer Zahl kodiert sind, durch 

Veränderungen der Interaktion regulatorischer Proteine mit modifizierter Promotor-

DNA an der Transkriptionsregulation beteiligt sind. So liegen in den H. pylori 

Stämmen 26695 und J99 die Gene für neun TypII-Methyltransferasen konserviert 

vor, während Gene für zugehörige Restriktionsenzyme fehlen �$/0�(7�$/���������720%�
(7� $/��� ����). Außerdem besteht die Möglichkeit, dass sich unter den im Genom 

identifizierten ORFs unbekannter Funktion, die für H. pylori spezifisch sind (23% des 

Genoms), Gene befinden, deren Produkte Proteine mit neuartiger regulatorischer 

Funktion darstellen.  

In diesem Zusammenhang stehen die Beobachtungen unserer Studie, in der die 

genetisch unterschiedlichen H. pylori-Stämme unterschiedliche Genexpressions-

profile zeigen, die stammspezifisch, zeitabhängig und wirtzellabhängig sind.  

Einer der wichtigsten Pathogenitätsfaktoren von H. pylori stellt das vakuolisierende 

Zytotoxin VacA dar. Dieses Toxin, das von einigen H. pylori-Stämme exprimiert wird, 

wird aktiv sezerniert und zeigt im Hinblick auf Epithel- und Immunzellen vielfältige 

Effekte. Es verdankt seinen Namen der Bildung großer Vakuolen im Zytoplasma von 

Epithelzellen. Zudem hemmt es die T-Zellaktivierung �*(%(57� (7� $/��� ������
%21&5,67,$12� (7� $/��� ������ 681'58'� (7� $/��� �����, bewirkt die Auflockerung von 

Kontaktstellen (Tight junctions) zwischen den Epithelzellen �0217(&8&&2� 81'�
5$3382/,�� ������ 3((.� 81'� %/$6(5�� ������ und induziert Apoptose �*$/0,&+(� (7� $/���
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�����. In Übereinstimmung mit diesen wichtigen Funktionen von VacA, konnten wir 

eine Zunahme der Expression der vacA-Gene in vier von acht Stämmen während der 

Inkubation mit AGS-Zellen beobachten. Diese Ergebnisse korrelieren mit einer Reihe 

anderer Studien, die ebenfalls eine Steigerung der vacA-Expression während der 

Wechselwirkung mit Epithelzellen zeigen konnten �0(55(//�(7�$/��� ������6=&=(%$5$�
(7�$/���������9$1�$067(5'$0�(7�$/��������. Ähnliche Ergebnisse konnten wir während 

der Infektion mit PMNs beobachten, in denen zwei von acht H. pylori-Stämmen 

höhere Mengen an vacA-mRNA produzierten (Kapitel 7.2.3; Tabelle 7.3). Inwieweit 

die erhöhte Expression einzelner vacA-Allele einen Einfluss auf die 

Signaltransduktion infizierter PMNs ausübt, bleibt aber noch zu klären. 

Der wahrscheinlich bestcharakterisierte Virulenzfaktor von H. pylori ist das Protein 

CagA, welches das einzig bekannte Effektorprotein des H. pylori-T4SS darstellt 

�0217(&8&&2� 81'� 5$3382/,�� ������ 3((.� $1'� %/$6(5�� ������ &29$&&,� (7� $/��� ������
%$&.(57� (7� $/��� ������ %$&.(57� 81'� 6(/%$&+�� ������ &$6&$/(6� 81'� &+5,67,(�� �����. 
Trotz der signifikanten Effekte von transloziertem CagA in Wirtszellen, ist bisher sehr 

wenig über die Regulation des cagA-Gens auf der Transkriptionsebene bekannt. Die 

Regulation anderer Gene der cag-PAI sind ebenso wenig untersucht. Es konnte 

beobachtet werden, dass die cagA-mRNA in einem H. pylori-Stamm während der 

Interaktion mit AGS-Zellen hoch reguliert und in zwei anderen Stämmen herunter 

reguliert wurde. Ferner wurde cagA im Stamm P1 während der Infektion von AGS-

Zellen herunter reguliert, aber während der Inkubation mit PMNs hoch reguliert. Der 

Grund für diese interessante Variation des Genexpressionsmusters ist unklar. 

Dennoch scheint das Phänomen mit der Tatsache zusammenzuhängen, dass 

verschiedene regulatorische Regionen in der cag-PAI vorhanden sind, die sich in 

ihrer Promotoraktivität stark unterscheiden. Dieses Faktum konnte anhand einer 

Studie der Expression des UreB-Fusionsproteins-genutzten Reportersystems gezeigt 

werden �-2<&(� (7� $/��� �����. Ergebnisse anderer Gruppen deuten darauf hin, das 

cagA möglicherweise konstitutiv exprimiert ist. So zeigen beispielsweise 

zweidimensionale Gele, das die Expression des CagA-Proteins in H. pylori sehr hoch 

ist, selbst in Abwesenheit vom Wirtszellkontakt �-81*%/87�(7�$/��� ������ %$&.(57�(7�
$/�����������
Das H. pylori NapA-Protein hat seinen Namen, durch die Fähigkeit die Adhäsion von 

PMNs an Endothelzellen zu fördern, erhalten� �(9$16�(7�$/��������, und es wurde als 

eines der Hauptantigene in der Immunantwort des Menschen gegen H. pylori 
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beschrieben �6$7,1� (7� $/��� �����. Anhand der Fähigkeit von NapA, welches Mäuse 

durch orale Gabe vor einer späteren Kolonisation mit H. pylori schützt, wird dem 

Protein eine Rolle bei der H. pylori Vaccinationstherapie zu gedacht �6$7,1�(7� $/���
������ '(/� *,8',&(� (7� $/��� �����. Interessanterweise wurden kürzlich in H. pylori-

Genexpressionsstudien Eisen-regulierte Gene, einschließlich cagA, vacA und napA 

identifiziert �0(55(//�(7�$/�������� und die Akkumulation von NapA ist in der Tat durch 

Fur beeinflusst �&22.6/(<�(7�$/��� �����. Unsere Studien zeigen, dass napA (neben 

vacA) ein weiterer Hauptpathogenitätsfaktor darstellt, da es in einigen Stämmen 

während der Infektion mit AGS-Zellen und PMNs hoch reguliert wurde. Diese 

Beobachtungen unterstreichen die Wichtigkeit des Proteins, für die H. pylori-

induzierte Pathogenese. In einer weiteren Studie wurde NapA als Faktor 

beschrieben, der die endotheliale Migration von PMNs induziert (%5,66/(57�(7� $/���
�����.  
Urease, zusammen mit den fünf bekannten Urease-assoziierten Proteinen (UreI, 

UreE, UreF, UreG und UreH), stellt einen weiteren wichtigen Kolonisationsfaktor für 

H. pylori dar. Die Neutralisation der physiologischen Bedingungen durch das Enzym, 

erlaubt H. pylori das Überleben im menschlichen Magen �0217(&8&&2� 81'�
5$3382/,��������3((.�81'�%/$6(5��������+$�(7�$/����������Wir beobachteten, das ureA in 

drei H. pylori-Stämmen während der Wechselwirkung mit AGS-Zellen hoch reguliert 

und während der Inkubation mit PMNs überwiegend herunter reguliert wurden. Diese 

Ergebnisse stimmen mit früheren Beobachtungen überein, dass die Aktivität der 

Urease für die initiale Kolonisation des Magens in Tiermodellen notwendig ist �($721�
(7�$/���������768'$�(7�$/���������.$9(50$11�(7�$/��������.  
Ein anderer Virulenz-assoziierter Faktor, KatA, übt die putative Funktion des 

Schutzes von H. pylori gegen den sauerstoffabhängiges Abtötungsprozess durch 

PMNs aus �2'(1%5(,7�(7�$/���������/2(:(1�(7�$/��������. Aus diesem Grund war eine 

Zunahme der Transkription von katA während der Interaktion von H. pylori mit PMNs 

zu erwarten. Doch die Ergebnisse zeigen, das die katA-Expression während der 

Infektion mit PMNs abnimmt und im Gegensatz dazu, die Expression von katA 

während der Wechselwirkung mit AGS-Zellen zunimmt. Diese pathophysiologischen 

Befunde müssen durch weiterführende Experimente noch näher geklärt werden. 

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass sowohl die genetische Diversität als 

auch die Umweltbedingungen des Wirtes die Genexpression in H. pylori beeinflusst. 

Die signifikanten Variationen in den Genexpressionsprofilen in einer 
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stammspezifischen und zellspezifischen Art und Weise ist die Ursache einer 

hochgradigen Adaptation an die ökologische Nische des Wirtes und die Kombination 

dieser Eigenschaften befähigt H. pylori zu einer persistierenden Kolonisation der 

Magenschleimhaut des Menschen, die Jahrzehnte andauern kann. 

 

 

8.2 Morphologische Veränderungen an humanen Zellen während 

der H. pylori-Infektion 

 

8.2.1 Induktion des Elongationsphänotyps an AGS-Zellen 

Einer der wichtigsten Pathogenitätsfaktoren während der Wechselwirkung von H. 

pylori mit Wirtszellen stellt das CagA-Protein dar, welches über ein T4SS in die 

Wirtszelle injiziert wird und zur Ausbildung eines Elongationsphänotyps der Wirtszelle 

führt �0217(&8&&2�81'�5$3382/,��������3((.�$1'�%/$6(5��������&29$&&,�(7�$/���������
%$&.(57� (7� $/��� ������� Bisher ist noch nicht eindeutig geklärt, welche zellulären 

Signaltransduktionsprozesse an der Entstehung des Phänotyps beteiligt sind. 

Ebenfalls ist unbekannt, welche Rolle die Phosphorylierung und Dephosphorylierung 

von bisher nicht identifizierten Wirtszellproteinen spielt und wie sie zustande 

kommen. 6(/%$&+� und Mitarbeiter� ������� ����� konnten zwei dephosphorylierte 

Wirtszellproteine, das Cortactin und Ezrin, identifzieren. Es wurde beobachtet, das 

das CagA-Protein, welches durch H. pylori in die Wirtszelle injiziert wird (Abb.8.1), 

von Kinasen der Src-Familie an der EPIYA-Sequenz phosphoryliert wird (6(/%$&+�(7�
$/��������� Src besteht aus einer SH3-, SH2- und einer Kinase-Domäne, und ist am N-

Terminus mit der Plasmamembran assoziiert. In der aktiven Konformation ist das 

Tyrosin 418 der Src-Kinase phosphoryliert, und aktives Src ist in der Lage das 

Aktinbindende Protein Cortactin zu phosphorylieren. Zu einem Zeitpunkt der H. 

pylori-Infektion, wo sich phosphoryliertes CagA in den Zellen angesammelt hat, wird 

die Aktivität von Src inhibiert. Dafür ist die Phosphorylierung der für die Src-Aktivität 

wichtigen Tyrosine 418 und 527 verantwortlich. Intramolekulare Wechselwirkungen 

stabilisieren zusätzlich die inaktive Form von Src, wodurch inaktives Src nun nicht 

mehr in der Lage ist, Cortactin zu phosphorylieren und das Protein wird nun von 

zellulären Phosphatasen (PTPasen) dephosphoryliert. Dadurch verändern sich die 

Eigenschaften von Cortactin und Ezrin, was wahrscheinlich eine Rolle in der  
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Abb. 8.1: Interaktion von CagA mit Epithelzellen nach %/$6(5�81'�$7+(5721�������.  
H. pylori mit intakter cag-PAI und eines aktiven T4SS besitzen einen Pilus mit vorherrschenden CagY-
proteinen. Das CagA-Produkt wird ins Zytoplasma der Wirtszelle injiziert, wo Tyrosin (Y) nahe des 
COOH-Terminus phosphoryliert wird. Phosphotyrosin-CagA interagiert mit verschiedenen 
Signaltransduktionswegen der Wirtszelle, woraus die Ausbildung des Phänotyps, der Proliferation und 
der Apoptose resultiert �%/$6(5�81'�$7+(5721�������. 
 

Entstehung des Elongationsphänotyps spielt �%$&.(57�(7�$/��� ������ 6(/%$&+�(7�$/���
������6(/%$&+�(7�$/���������6(/%$&+�(7�$/��������.  
In unserer Studie wurden anhand von Infektionen an AGS-Zellen mit acht genetisch 

unterschiedlichen klinischen Isolaten von H. pylori die Ausbildung des Elongations-

phänotyps untersucht. Wir erwarteten, dass die Zellen, die mit den vier cagPAI-

positiven H. pylori Stämmen infiziert wurden, den Phänotyp ausbilden. Diese 

Vermutung konnte durch die Beobachtung der Infektionen bestätigt werden (Kapitel 

7.3.1; Abb. 7.6). Die AGS-Zellen, inkubiert mit den cagPAI-negativen Stämme 

zeigten, wie erwartet, keine Induktion des Phänotyps. Die Ausbildung des 

Elongationsphänotyps während der Infektion mit cagPAI-positven Stämmen korreliert 

mit der Tyrosin-Phosphorylierung von transloziertem CagA in AGS-Zellen (Kapitel 

7.3.2; Abb. 7.7A). 

Obwohl eine Ausbildung des Elongationsphänotyps in vivo nicht beobachtet wurde, 

übt CagA vielfältige Effekte auf die Magenepithelzellen aus. Aktuelle Forschungs- 
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ergebnisse weisen daraufhin, dass das CagA-Protein selbst an der Tumorentstehung 

beteiligt sein kann, und es wird daher auch als bakterielles Onkoprotein bezeichnet. 

H. pylori Stämmen, denen die cag-PAI fehlt oder bei denen sie inaktiv ist, sind 

signifikant weniger mit Folgekrankheiten assoziiert als cag-positive Stämme �%/$6(5�
(7�$/���������.8,3(56�(7�$/���������3((.�(7�$/���������,.(128(�(7�$/���������12085$�(7�$/���
�����. Diese Aussage korreliert zum Teil mit den H. pylori-assoziierten Erkrankungen 

der Patienten, aus denen die H. pylori Stämme isoliert wurden und die während 

unseren Untersuchungen eingesetzt wurden (Kapitel 7.1; Tabelle 7.1). 

 

 

8.2.2 Ausbildung homotypischer Zellaggregate durch PMNs 

Die Rolle von CagA und dessen Phosphorylierung durch Immunzellen ist noch nicht 

vollständig geklärt. In der Arbeit konnte gezeigt werden, das PMNs das CagA-Protein 

in mehrere Fragmente schneidet, und das das Tyrosin 418 und 529 der Src-Kinase 

während der Infektion mit einem cagPAI-positiven Stamm in einer relativ kurzen Zeit 

phosphoryliert wird (Kapitel ;Abb. 7.14).  

PMNs zeigen in unserer Studie nach der Infektion mit genetisch unterschiedlichen H. 

pylori Stämmen, die Ausbildung homotypischer Zellaggregate (Kapitel 7.4.1; Abb. 

7.13). Die Bildung von Zellaggregaten wurde ebenfalls an U937-Zellen 

(Makrophagen-ähnlichen Zellen) beschrieben �02(6(� (7� $/��� �����, und die 

Ausbildung der U937-Zellaggregate war abhängig von der Infektion mit cagPAI-

positiven Stämmen. Diese Resultate korrelieren nicht mit den Ergebnissen unserer 

Untersuchung an infizierten PMNs, die die homotypischen Zellaggregate unabhängig 

von der Wechselwirkung mit H. pylori TypI- bzw. Typ II-Stamm ausbildeten. Die 

Zellspezifität dieser cagPAI-unabhängige Interaktion mit PMNs ist in zukünftigen 

Untersuchungen aufzuklären.  

Die Bildung homotypischer Aggregate hängt offenbar mit der Aktivierung von B-

Zellen, T-Zellen, Monozyten und Neutrophilen zusammen, aber der molekulare 

Mechanismus ist nicht vollständig geklärt �%-25&.�(7�$/���������,62%(�81'�1$.$6+,0$��
�����. Untersuchungen von Biopsieproben H. pylori-infizierter Patienten haben 

gezeigt, das ICAM-1 (intracellular adhesion molecule1) in den Zellen, als bekanntes 

Adhäsionsmolekül, während der Endzündungsreaktion hochreguliert wird. Analysen 

durch Blockierungs-Experimente mit anti-ICAM-1- und LFA-1-Antikörpern zeigten, 

das die Bildung dieser homotypischen Aggregate über ICAM-1 und LFA-1 abläuft 
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�02(6(� (7� $/��� �����. Die ICAM-1-Expression ist ebenfalls erhöht während der 

Entzündung des Magens in vivo �+$7=�(7�$/���������+,*8&+,�(7�$/���������2+$5$�(7�$/���
�����, was vermutlich zur regulierten Zell-Zell-Interaktion beiträgt und eine 

Entzündungsantwort auslöst. H. pylori induziert die Expression von ICAM-1, was 

nach der Zellrekrutierung dazu führt, das die Zellen am Ort der Endzündung 

verbleiben. Die Rolle des resultierenden Phänotyps in vivo (z.B. die Modulation der 

Phagozytose oder anderer Vorgänge), sowie die Interaktion von PMNs mit 

Epithelzellen und deren Verbleib am Entzündungsherd muss noch näher untersucht 

werden. 

 

 

8.3 Interleukin-8 (IL-8)-Sekretion 

IL-8 ist ein Chemokin, welches von stimuliertem Gewebe freigesetzt wird, und die 

Polarisation von spezifischen Leukozyten bewirkt, damit diese an den Ort der 

Entzündung gelangen �$/%(576� (7� $/��� �����. Dabei spielt der Transkriptionsfaktor 

NF-�%�Zährend der Entzündungsantwort eine zentrale Rolle, indem er die mRNA-

Expressionen von Chemokinen und Adhäsionsmolekulen hochreguliert. Es ist 

bekannt, dass eine H. pylori-Infektion die mRNA-Transkription und Proteinproduktion 

von proinflammatorischen Zytokinen, wie (IL)-��� XQG� &KHPRNLQHQ�� ZLH� ,/-8 und 

MCP-1 auslöst, was zur Ausbildung einer chronischen Gastritis führen kann �:((�(7�
$/���������&52:(�(7�$/���������12$&+�(7�$/���������*,21&+(77,�(7�$/���������0266�(7�$/���
������&5$%75((�(7�$/���������3((.�(7�$/���������<$0$2.$�(7�$/���������$1'2�(7�$/���������
<$0$2.$�(7�$/���������6+,02<$0$�(7�$/��������. 
In den letzten Jahren wurden mehrere Hypothesen postuliert, welche zellulären oder 

bakteriellen Faktoren für die H. pylori-induzierte IL-8-Freisetzung verantwortlich sind. 

Es wurde vermutet, das die pattern-recognition-receptors (PRRs), die spezifische 

Komponenten von Pathogenen, wie LPS, Peptidoglykan, unmethylierte CpG-DNA-

Motife, Flagellin und Lipoteichonsäure, erkennen können, und durch resultierende 

NF-�%-Aktivierung, die Freisetzung von IL-8 induzieren �0('=+,729��������$.,5$��������
%(87/(5�������. Eine zweite Klasse zusätzlich zu den PRRs, stellen die intracellular-

pathogen-recognition-molecules dar, wie Nod1 und Nod2, die für die intrazelluläre 

Erkennung bakterieller Produkte verantwortlich sind, und darüber IL-8-Sekretion 

induzieren �*,5$5',1�(7�$/���������9,$/$�(7�$/���������.,0�(7�$/��������. Zusätzlich zu den 

zellulären Faktoren spielen auch bakterielle Proteine bei der Induktion von IL-8 eine 
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Rolle. Welche H. pylori-spezifischen Proteine daran beteiligt sind, ist noch nicht 

eindeutig geklärt. Lange Zeit wurde vermutet, dass CagA, als einzigstes H. pylori 

T4SS-Effektorprotein, welches die Veränderung des Aktinzytoskellets von AGS-

Zellen bewirkt �+,*$6+,�(7�$/���������0,0852�(7�$/���������$0,(9$�(7�$/���������6(/%$&+�
(7� $/��� �����, keine Rolle bei der IL-8-Freisetzung spielt. Die Beobachtungen, dass 

cagA-Mutanten sehr oft beträchtliche Mengen von IL-8 induzieren, weisen darauf hin, 

dass CagA sehr wohl an der Induktion von Entzündungsprozessen beteiligt ist 

�&5$%75((�(7�$/���������6+$50$�(7�$/���������&(16,1,�(7�$/���������),6&+(5�(7�$/��������. 
In unserer Studie erfolgte die Untersuchung der IL-8-Freisetzung von AGS-Zellen 

und PMNs während der Infektion mit genetisch verschiedenen H. pylori Stämmen. 

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die cagPAI-positiven Stämme P1 und P12 die 

größten Mengen an IL-8 in AGS-Zellen induzieren (Kapitel 6.3.2; Abb. 6.6A). Im 

Vergleich dazu produzieren die AGS-Zellen, die mit den cagPAI-positiven Stämmen 

P284 und P303 inkubiert wurden, geringere Mengen an IL-8, die annähernd mit den 

gebildeten Mengen der Typ-II-Stämme-infizierten AGS-Zellen übereinstimmen 

(Kapitel 6.3.3; Abb. 6.6A;B). Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Untersuchungen 

überein, die zeigen konnten, das klinische Stämme, isoliert aus Patienten mit 

Gastritis, Ulkuskrankheit und Magenkrebs, mit einer funktionstüchtigen cag-PAI 

verschiedene Variationen in ihrer Fähigkeit IL-8 zu induzieren, aufweisen �%5$1'7�(7�
$/��������. Diese analysierten Bakterien wurden in Stämme, die große Mengen an IL-8 

induzieren (>2000 pg/ml) und in Stämme, die geringe Mengen an IL-8 induzieren 

(<1000 pg/ml) eingeteilt. Diese Fähigkeit der IL-8-Induktion zeigte sich auch in den 

vier cagA-positiven H. pylori Stämmen, die während unserer Untersuchungen 

verwendet wurden.  

Während die IL-8-Freisetzung in AGS-Zellen cagA-abhängig ist, zeigten PMNs, die 

mit den genetisch verschiedenen H. pylori Stämmen infiziert wurden, eine cagA-

unabhängige Induktion von IL-8. Die Zellen, infiziert mit allen acht H. pylori Stämmen, 

zeigten nahezu identische Mengen an IL-8-Sekretion (~2000 pg/ml). Dies weist 

daraufhin, dass andere unbekannte bakterielle Faktoren in der IL-8 Induktion beteiligt 

sind, oder das zelluläre Faktoren der angeborenen Immunantwort involviert sind. 

Dies bleibt in zukünftigen Experimenten zu klären. 
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8.4 Erkennung von bakteriellen Strukturen mittels Toll-ähnlicher 

Rezeptoren (TLRs) 

In den letzten Jahren konnte klar gezeigt werden, dass die Reaktion des 

Immunsystems der wichtigste Kofaktor in der Induktion der H. pylori-assoziierten 

Krankheiten darstellt. Wie das Bakterium die Immunantwort initiiert, ist noch nicht 

vollständig geklärt und möglicherweise sind mehrere Faktoren involviert �672,&29�(7�
$/��������. Verschiedene Arbeitsgruppen vermuten, dass pattern recognition receptors 

(PRRs), wie die TLRs, bei der initialen Immunantwort gegen die H. pylori-

Kolonisation eine Rolle spielen, obwohl kontrovers diskutiert wird, welcher Rezeptor 

der Gruppe und welcher Zelltyp, der die Rezeptoren exprimiert, die zentrale Rolle in 

der Antigen-Erkennung übernimmt �672,&29�(7�$/��������. 
In unserer Studie wurde das in vitro Infektionsmodell (AGS-Zellen bzw. PMNs in 

Wechselwirkung mit genetisch verschiedenen H. pylori-Stämmen) genutzt, um die 

Expression der verschiedenen TLRs, die an der Erkennung von bakteriellen 

Strukturen partizipiert sind, an diesen Zielzellen durch Echtzeit-PCR zu untersuchen. 

Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass die Echtzeit-PCR eine Methode darstellt, 

um die Expressionsprofile der TLR2, 4 und 9 in infizierten AGS-Zellen bzw. in PMNs 

zu detektieren und zu quantifizieren. 

 

8.4.1 Die Rolle von TLR2 und TLR4 

TLR2 wird als Rezeptor beschrieben, der verschiedene Zellwand-Strukturen von 

Gram-positiven Bakterien erkennt, wie Peptidoglykan, Lipoproteine und 

Lipoteichonsäuren, die Bestandteile der Zellwand von Gram-positiven Bakterien 

darstellen. Verschiedene Studien konnten jedoch zeigen, dass TLR2 in der Lage ist 

mit einer ganzen Reihe verschiedener Proteine von einer Vielzahl diverser 

Pathogener zu interagieren (Tabelle 8.1), z.B. von Mycoplasmen, die keine Zellwand 

besitzen �7$.(8&+,�(7�$/��������; Lipoarabinomannan von Mycobakterium tuberculosis 

�*/,&.0$11� (7� $/��� ������ 81'(5+,//�(7� $/��� ����� und LPS von Porphyromonas und 

Spirocheten (+,56&+)(/'� (7� $/��� ������ :(576� (7� $/��� ����). Weitere in vitro 

Expressionsstudien konnten demonstrieren, dass ein Grund für die Erkennung der 

verschiedenen bakteriellen Produkten durch TLR2, mit der Fähigkeit einhergeht 

Heterodimere mit anderen TLRs zu bilden. Es wurde beobachtet, dass dominant-

negative Formen� YRQ� 7/5�� RGHU� 7/5�� GLH� 71).-Expression inhibieren, während 

eine Koexpression von TLR2 mit TLR6 zur NF-�%-Aktivierung und zur  
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Tabelle 8.1: TLR2 und TLR4 und ihre Liganden 

TLRs bakteriellen Strukturen Liganden Referenzen 

TLR2 Gram-positive Bakterien Lipoproteine <26+,085$�(7�$/���������
81'(5+,//�(7�$/������� 

  Peptidoglykan 7$.(8&+,�(7�$/��������
6&+:$1'1(5�(7�$/��������

  (TLR2/6 oder TLR2/X) 2=,16.<�(7�$/��������
7$.(8&+,�(7�$/������� 

  Lipoteichonsäure 6&+:$1'1(5�(7�$/��������
23,7=�(7�$/������� 

 Staphylococcus Modulin +$--$5�(7�$/��������
 Bakterien Lipopeptide (TLR2/X) 2=,16.<�(7�$/��������

7$.(8&+,�(7�$/������� 
 Mycoplasmen, 

Mycobakterien, 
Spirocheten 

Lipoproteine, 
Liopopeptide 

$/,35$17,6�(7�$/���������
%5,*+7%,//�(7�$/����������
+,56&+)(/'�(7�$/����������
/,(1�(7�$/��������

 Mycoplasmen MALP-2 (TLR2/6) 7$.(8&+,�(7�$/��������
7$.(8&+,�(7�$/������� 

 Spirocheten Glykolipide 23,7=�(7�$/������� 
 Mycobakterien Lipoarabinomannan 81'(5+,//�(7�$/��������

0($16�(7�$/��������
0($16�(7�$/������� 

 Porphyromonas, 
Spinocheten 

LPS +,56&+)(/'� (7� $/��� ������
:(576�(7�$/������� 

 Hefen Zymosan 2=,16.<�(7�$/��������
81'(5+,//�(7�$/������� 

 Klebsiellen outer membrane 
proteinA (OMP-A) 

-($11,1�(7�$/��������
�

 Neisseria menigitidis lösliche Faktoren 
(TLR1/2) 
 

:<//,(�(7�$/������� 

 
TLR4 

 
Gram-negative Bakterien 

 
LPS 

�
32/725$.� (7� $/��� ������
485(6+,� (7� $/��� ������
+26+,12�(7�$/��������

 Gram-positive Bakterien Lipoteichonsäure 7$.(8&+,�(7�$/������� 
 Pflanzen Taxol .$:$6$.,�(7�$/��������
 RSV F-Protein .857�-21(6�(7�$/��������
 Wirt HSP60 

 
Fibronektin EDA 
Domäne 

2+$6+,�(7�$/��������
9$%8/$6�(7�$/��������
2.$085$�(7�$/��������

 

Zytokinproduktion führte �2=,16.<�(7�$/��������. :<//,(�und Mitarbeiter��������konnten 

zeigen dass eine Heterodimer-Bildung mit TLR1 stattfindet, der zur Erkennung der 

Faktoren von Neisseria menigitidis führt, und ebenso die Bildung des TLR2/TLRX-
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Heterodimers, der differenzierte Formen von Lipoproteinen, wie MALP2, erkennen 

kann �7$.(8&+,�(7�$/��������. 
Lipopolysaccharid (LPS) bildet die Hauptkomponente der äußeren Membran von 

Gram-negativen Bakterien und ist der am besten charakterisierte pathogen-

associated molecular pattern (PAMP). Schon 1998 konnten genetische Studien 

zeigen, dass TLR4 ein Rezeptor zur Erkennung von LPS darstellt �32/725$.�(7�$/���
������485(6+,�(7�$/��������. 
Während der Untersuchung wurde beobachtet, dass die Zielzellen (AGS bzw. PMNs) 

TLR2 bereits ohne H. pylori-Infektion exprimieren. Nach der Inkubation von AGS-

Zellen mit je acht genetisch verschiedenen H. pylori-Stämmen, zeigten vier 

Zellansätze eine Zunahme der TLR2-Expression, während in den anderen vier 

Zellansätzen keine Änderung der TLR2-Expression beobachtet werden konnte 

(Kapitel 7.3.4; Tabelle 7.4). Ähnliche Ergebnisse konnten während der Infektion mit 

PMNs beobachtet werden, in denen TLR2 in vier Ansätzen hoch reguliert und in den 

übrigen drei Infektionsansätzen keine Änderung in der TLR2-Expression zeigte. 

Desweiteren wurde das TLR2-Gen in einem Ansatz herunter reguliert (Kapitel 7.4.4; 

Tabelle 7.5).  

In unserer Studie exprimierten die Zielzellen (AGS bzw. PMNs) TLR4 unabhängig 

von der H. pylori-Infektion. Nach der Wechselwirkung von AGS-Zellen mit sieben der 

acht H. pylori-Stämme wurde keine Regulation in der TLR4-Expression beobachtet 

(Kapitel 7.4.4; Tabelle 7.5). Eine Ausnahme bildeten die Zellen, infiziert mit P12, die 

eine Zunahme der TLR4-Expression zeigten (Kapitel 7.4.4; Tabelle 7.4; Abb. 7.16C). 

Ähnliche Ergebnisse wurden an infizierten PMNs beobachtet, die während der 

Wechselwirkung mit allen acht Stämmen keine Regulation in der TLR4-Expression 

aufwiesen (Kapitel 7.4.4;Tabelle 7.5). 

Die Rolle von TLR2 und TLR4 in der Erkennung von H. pylori-spezifischen PAMPs 

wird sehr kontrovers diskutiert. Die während dieser Arbeit analysierten Ergebnisse 

der TLR2-Regulation bzw. des nicht regulierten TLR4 stehen zum Teil im 

Zusammenhang mit den bisherigen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. Es ist 

bekannt, dass Helicobacter sehr wenig LPS produziert, welches zehntausendmal 

weniger aktiv ist, als das LPS von anderen Gram-negativen Bakterien, wie z.B. E.coli 

(MUOTIALA ET AL., 1992; BLISS ET AL., 1998). Obwohl klar gezeigt wurde, dass 

LPS von Gram-negativen Bakterien, wie E. coli, überwiegend die angeborene 

Immunantwort über TLR4 stimuliert, aktiviert LPS von Gram-negativen Organismen, 
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wie Poryphorymonas gingivalis, auch TLR2 �0$57,1�(7�$/��������. Die Daten bezüglich 

des H. pylori-LPS sind durch Beobachtungen der Aktivierung von TLR4 �.$:$+$5$�
(7�$/��������D�E��und TLR2 in Magenepithelzellen �60,7+�(7�$/���������widersprüchlich. 

Dieser Gegensatz bezüglich der Detektion des TLR2-Signals könnten durch 

Unterschiede in den bakteriellen Stämmen, unterschiedlich eingesetzte Bakterien-

Konzentrationen oder Kontaminationen während der LPS-Präparation erklärt werden 

�672,&29�(7�$/��������.  
In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die funktionell unterschiedlichen 

Zielzellen nach Infektion mit H. pylori TLR2 ähnlich regulieren, während TLR4 von 

beiden Zelltypen nicht reguliert wird. Es wurde beschrieben, dass Magenepithelzellen 

TLR2 auf ihrer Oberfläche exprimieren �.$:$+$5$� (7� $/��� ����� E�� aber sie 

exprimieren kein TLR4� �257(*$�&$9$�(7�$/��� �����. Jedoch zeigen in vitro Arbeiten, 

das TLR 2 und TLR4 sehr wohl exprimiert sein könnten �60,7+�(7�$/��������. 0$1'(//�
und Mitarbeiter� ������ zeigten, dass intakte Helicobacter-Bakterien (H. pylori, 

Helicobacter hepaticus, Helicobacter felis) die Immunantwort durch TLR2 aktivieren, 

nicht aber durch TLR4 und vermuten, dass das Zusammenspiel verschiedener 

Komponenten des Bakteriums (LPS, Proteine, Flagellen) viele Mitglieder der TLR-

Familie aktivieren könnten. In der Tat konnte gezeigt werden, dass die TLR2-

Expression des Menschen auf intakte Bakterien reagiert, während TLR4 nicht 

reagiert. Dabei könnten cagPAI-Gene die Aktivierung der TLR2-Agonisten durch H. 

pylori modulieren, indem cagA-positive Bakterien aktiver gegenüber den Zellen sind, 

im Vergleich zu cagA-negativen Bakterien, gemessen an der IL-8 Sekretion �0$1'(//�
(7� $/��� �����. Im Gegensatz dazu, konnte in Makrophagen von Wildtyp und TLR4-

defizienten Mäusen, die mit intakten Helicobacter-Bakterien stimuliert wurden, eine 

gleichmäßige Zytokinsekretion (IL-6 und MCP1) beobachtet werden, während bei 

den Makrophagen von TLR2-defizienten Mäusen die Sekretion von Zytokinen 

abnimmt.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch geringe Quantität und Aktivität von 

H. pylori-LPS die Beteiligung von TLR4 in klinischen Krankheiten bisher ungeklärt ist 

und sowohl in vitro als auch in vivo Studien klar zeigen, dass TLR2 den dominanten 

Immunrezeptor für die Erkennung von gastrointestinalen Helicobacter-Spezies 

darstellt �0$1'(//�(7�$/��������. 
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8.4.2 Die Rolle von TLR5 und TLR9 

Viele Bakterien produzieren einen löslichen Faktor, das Flagellin, welches eine 

monomere Untereinheit der Flagellen darstellt. In vorangegangenen Studien konnte 

gezeigt werden, dass Flagellin ein starkes proinflammatorische Potential besitzt, 

LQGHP�HV�GLH�,�%-Degradation, NF-�%-Aktivierung und Expression von IL-8 und NO-

Synthase in intestinalen Zellen induziert �67(,1(5� (7� $/��� ������ ($9(6�3</(6�(7� $/���
�����. H. pylori benötigt die Flagellen und deren Beweglichkeit während des 

Infektionsprozesses und dabei kommt H. pylori-Flagellin in Kontakt mit der zellulären 

Umgebung der Magenmukosa �($721�(7�$/���������.$9(50$11�(7�$/��������. Wildtyp-

H. pylori produzieren zwei verschiedene Flagelline, FlaA und FlaB, jedes formt einen 

bestimmten Teil des Flagella-Filaments und beide sind essentiell für die Fähigkeit 

des Bakteriums im Magengewebe zu überleben �($721�(7�$/���������.2675=<16.$�(7�
$/��� �����. In vitro Expressionsstudien von TLR5 konnten zeigen, dass dieser 

Rezeptor Flagellin-Proteine als PAMP erkennt, aber die Rolle von TLR5 in der 

Helicobacter Erkennung ist noch nicht geklärt. 

In unserer Studie wurde die Expression von TLR5 an AGS-Zellen während der 

Inkubation mit verschiedenen H. pylori-Wildtyp Stämmen bzw. verschieden H. pylori-

Mutanten auf Protein-Ebene durch Western Blot-Analyse untersucht. Die Ergebnisse 

zeigen, dass TLR5 bereits ohne H. pylori-Infektion in AGS-Zellen exprimiert ist und 

nach der Inkubation mit den verschieden H. pylori-Wildtyp Stämmen bzw. -Mutanten 

keine Änderung in TLR5-Expression beobachtet werden konnte. Interessanterweise 

wurde TLR5 auch in AGS-Epithelzellen exprimiert, die mit der P1ûIOD$-Mutante 

infiziert wurden. Diese Ergebnisse korrelieren mit Daten einer anderen 

Arbeitsgruppe, die zeigen konnten, dass TLR5 in uninfizierten Epithelzellen 

exprimiert ist, und das die TLR5-Expression höchstwahrscheinlich durch H. pylori 

moduliert werden kann, aber die beiden H. pylori-Flagelline (FlaA und FlaB) kein 

immunstimulatorisches Potential gegenüber humane Magenzellen besitzen �/((�(7�
$/��� ����� D�E; 60,7+�(7� $/��� �����. Im Gegensatz dazu waren Hek293-Zellen, die mit 

TLR5 transfiziert wurden, in der Lage auf partielles gereinigtes Flagellin von H. pylori 

zu reagieren �60,7+�(7�$/��������. 
Die in unserer Studie durchgeführten Blockierungsexperimente der 

Signaltransduktion von TLR5 in AGS-Zellen durch Inhibition der MAP-Kinasen, 

JNKinasen, p38 und NF-�%�� XQG� DQVFKOLHßender Infektion mit P1wt und P1ûIOD$-

Mutante, zeigten keine Expressionsänderung von TLR5 in den Zellen. Dies ist ein 
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Hinweis, das TLR5 in der Erkennung von H. pylori-Flagellin offenbar nicht beteiligt 

ist. 

 

Zusammen mit Zellwandkomponenten kann bakterielle DNA ebenfalls die Funktion 

eines PAMP erfüllen. Dies wurde ursprünglich durch 72.81$*$� (7� $/��� ���� 
demonstriert, die eine immunstimulatorische Aktivität in bacillus Calmette Guerin 

(BCG) beobachteten, die auf den Effekt von DNA zurückzuführen war. Die Aktivität 

betraf speziell unmethylierte CpG-Motive der DNA, die nur in bakterieller DNA 

vorhanden sind und in Vertebraten DNA kaum auftreten. TLR9 ist im Zytoplasma 

lokalisiert und ist in der Lage CpG-Moleküle zu erkennen und bakterielle DNA von 

Vertebraten-DNA zu unterscheiden �.5,(*�(7�$/����������
In der Arbeit wurde die Expression von TLR9 in AGS-Zellen und in PMNs, während 

der Infektion mit den acht genetisch verschiedenen H. pylori Stämmen, auf 

Transkriptionsebene durch Verwendung der Echtzeit-PCR untersucht. Unsere 

Ergebnisse zeigen, dass die AGS-Zellen, die mit P1 und P12 infiziert wurden eine 

Regulation von TLR9 aufweisen. Die Zellen hingegen, die mit den übrigen H. pylori 

Stämmen infiziert wurden zeigten keine Änderung in der TLR9-Expression. Ähnliche 

Resultate wurden in den Experimenten mit PMNs beobachtet in denen ebenfalls in 

den Zellen, die mit P1 und P12 infiziert wurden, eine Regulation von TLR9 

beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu konnten die anderen Stämme keine 

Änderung in der TLR9-Expression an PMNs induzieren.  

In einer weiteren Analyse wurde die TLR9-Expression in AGS-Zellen auf Protein-

Ebene durch Western Blot-Analyse untersucht. Die Regulation von TLR9 in AGS-

Zellen wurde während dieser Analyse durch Inkubation mit P12wt, P12ûFDJPAI, 

einem aktiven CpG-Oligonukleotid, einem nicht-aktiven GpC-Oligonukleotid und 

uninfizierten AGS-Zellen durchgeführt. Alle Zellen zeigten zu den untersuchten 

Zeitpunkten eine ähnliche Expression von TLR9. Es traten geringe Unterschiede 

zwischen Wildtyp-infizierten und Mutante-infizierten Zellen auf. Die Zellen, die mit 

Vanadat vorbehandelt wurden, zeigten nach der Infektion mit P12wt und 

P12ûFDJPAI keine eindeutige Regulation von TLR9. Die Ergebnisse weisen 

daraufhin, dass TLR9 sehr wahrscheinlich auf Transkriptionsebene reguliert wird, 

während man auf Proteinebene kaum eine Änderung der TLR9-Expression 

detektieren konnte. Die Rolle von TLR9 während der Induktion des 

Endzündungsprozesses in vivo ist noch nicht vollständig geklärt. Dennoch sprechen 
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keine direkten Daten dafür, dass H. pylori-CpG-DNA über TLR9 eine Immunantwort 

induziert. Dafür ist eine Beteiligung von TLR9 in der Pathogenese von H. pylori-

assoziierten Erkrankungen höchstwahrscheinlich, denn die CpG-Oligonukleotide 

können durch Antigen-presentierende Zellen (APCs) phagozytiert oder direkt ins 

Zytoplasma durch das T4SS injiziert werden. Die Interaktion von TLR9 mit CpG-

Molekülen im Zytoplasma rekrutiert das MyD88-Adapterprotein und führt zur starken 

Th1-Immunantwort �/$7=�(7�$/��������. Eine Th1-Immunantwort ist assoziiert mit einer 

schweren Zerstörung der Magenschleimhaut �5$*+$9$1� (7� $/��� �����. In 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine orale Gabe von CpG-

Oligonukleotiden einhergehend mit einer H. pylori-Infektion in einem Mausmodell, die 

H. pylori Kolonisation beschränkt��5$*+$9$1�(7�$/��������. Eine intragastrische Gabe 

einer Einzeldosis von CpG-Oligonukleotiden zeigte eine Zunahme der Produktion 

von lokalen Chemokinen und Zytokinen (MIP-�.�� 0,3-���� 5$17(6� XQG� ,)1�-

induzierbares Protein) im Gewebe, die den Entzündungsprozess einleiten. 

 

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass H. pylori mit 

Komponeneten des Immunsystems interagiert, aber für die Erkennung zuständigen 

Rezeptoren, wie TLR2, 4, 5 und 9 eine untergeordnete bis gar keine Rolle spielen 

�%$&.+('�(7�$/���������0$('$�(7�$/���������60,7+�(7�$/���������.,0�(7�$/���������*(:,57=�
(7�$/��������. Es wird angenommen, dass andere Faktoren für die Erkennung in Frage 

kommen. So stimulieren cagPAI-positive H. pylori Stämme das angeborenen 

Immunsystem über intrazelluläre Rezeptoren (z.B. Nod1), die durch 

Peptidoglykanfragmente aktiviert werden, was letztendlich auch die IL-8-Sekretion 

induziert �9,$/$�(7�$/��������. 
 

 

8.5 Die Rolle von PMN-spezifischen Oberflächenmolekülen 

während der Infektion mit H. pylori 

Professionelle Phagozyten einschließlich PMNs, Monozyten und Makrophagen, 

bilden die erste Barriere der wirtspezifischen Abwehr gegen die Konfrontation mit 

verschiedenen invasiven Mikroorganismen. In früheren Studien wurde beobachtet, 

dass H. pylori eine chemotaktische Antwort durch Monozyten und PMNs aktiviert, 

was eine vermehrte Adhäsion an Endothelzellen zur Folge hatte (1,(/6(1�(7�$/���������
5$87(/,1�(7�$/���������<26+,'$�(7�$/�������). Als Reaktion auf den Gradienten eines 
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chemotaktischen Faktors regulieren Leukozyten ihre Adhäsionsrezeptoren hoch und 

migrieren aus dem Blutgefäß zum Ort der Infektion �(5167�81'�*2/'�� ������ $//(1��
�����, wo sie dann in großer Zahl auftreten und eine chronische Entzündung 

induzieren �(5167�81'�*2/'�������. Für diese transendotheliale Migration der PMNs 

sind eine Reihe von Oberflächenrezeptoren, wie Selektine, Chemotaktische 

Rezeptoren und Adhäsionsmoleküle notwendig. 

Im Rahmen dieser Studie wurden frisch isolierte PMNs als in vitro Infektionsmodell 

verwendet, um die Expression einiger ausgewählter PMN-spezifischer Oberflächen-

rezeptoren nach der Präinkubation mit verschiedenen H. pylori Stämmen und einer 

Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF durch FACS-Analyse zu untersuchen. Die 

Verwendung der drei Substanzen, die in der Lage sind PMNs zu aktivieren, sollten 

einen Hinweis liefern, welche Signaltransduktionskaskade in PMNs bei der 

Expression von Oberflächenmolekülen durch Infektion mit H. pylori induziert wird. Es 

ist bekannt, das fMLP, ein bakterielles Peptid, als chemotaktischen Faktor fungiert, 

und einen schwachen Stimulus für den oxidativen Burst von PMNs darstellt �3$7&+$�
(7� $/��� �����. PMA dagegen aktiviert direkt die Protein Kinase C und fungiert als 

starker Stimulus für den oxidativen Burst von PMNs �&+5,67,$16(1� (7� $/��� ������
&2&+(7�(7�$/��������. Der Einsatz von NaF wird dadurch belegt, dass Fluorid-Ionen G-

Proteine aktivieren können �.g1,*�81'�.g1,*�������. 
 

8.5.1 L-Selektin CD62L 

Die drei bekannten Selektine, Leukozyten (L)-Selektin, Endothelzell (E)-Selektin und 

Plättchen (P)-Selektin tragen zum binden von Leukozyten an Endothelzellen in 

Endzündungsherden bei und sind neben anderen Faktoren für das Erkennen, 

Entlangrollen und Eintreten von zirkulierenden Leukozyten in sekundäre 

lymphatische Organe verantwortlich. Selektine setzen sich aus drei unterschiedlichen 

Domänen zusammen, einer Lektin-bindenen und einer Epidermis-Wachstumsfaktor-

ähnlichen Domäne sowie einer Region, die den C-bindenen Proteinen ähnlich ist 

�.(//(5�������.  
In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass das L-Selektin CD62L in der 

PMN-Kontrolle exprimiert ist und während der Infektion mit H. pylori ohne 

nachfolgende Stimulation mit den Aktivatoren  herunter reguliert wird. Die PMNs, die 

mit H. pylori und fMLP bzw. PMA inkubiert wurden, zeigten keine Änderung in der 
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CD62L-Expression, während die PMNs infiziert mit H. pylori und stimuliert mit NaF 

ebenfalls CD62L runterregulieren. 

Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt von wasserlöslichen 

Membranproteinen (WSP) von H. pylori, Helicobacter felis und anderen Bakterien auf 

PMN-spezifischen Oberflächenmolekülen und konnten zeigen, dass weder WSP von 

H. pylori noch von H. felis CD62L-Expression induzieren �(1'(56� (7� $/��� �����. 
Unsere Ergebnisse zeigen im Vergleich dazu eine signifikante Herunterregulation 

von CD62L nach der Infektion mit intakten H. pylori-Bakterien und der Postinkubation 

mit fMLP, PMA und NaF.  

(1'(56 und Mitarbeiter ������ vermuten, da die CD62L-Expression nicht durch WSP 

von H. pylori beeinflusst wird, während CD11b hochreguliert wird, dass H. pylori-

WSP eine Hauptquelle die für die lokale Entzündung während der Typ B-Gastritis 

darstellt.  

 

8.5.2 Chemokinrezeptor CXCR2 

PMNs spielen eine Hauptrolle in der Pathogenese von H. pylori, denn sie schützen 

nicht nur den Wirt vor dem Bakterium, sondern sie vermitteln die Ausbildung einer 

Gastritis bzw. Zerstörung der Magenmukosa �(5167�(7� $/��� ������ ,65$(/� 81'� 3((.��
������ 6+,02<$0$� 81'� &5$%75((�� �����. Während der H. pylori-induzierten Gastritis 

exprimieren die Lamina propia bzw. die Epithelzellen die Chemokine IL-8 und Gro-.��
welche die Migration von PMNs vom Blut ins Magenepithel regulieren �(&.�(7� $/���
�����. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Aktivität der Gastritis, 

vermittelt durch PMNs, mit der Erhöhung des IL-8-und Gro-.-Spiegels assoziiert ist 

�&5$%75((�(7�$/���������3((.�(7�$/�������; 6+,02<$0$�81'�&5$%75((��������<$0$2.$�(7�
$/��� ������<$0$2.$�(7�$/��� ������<$0$2.$�(7�$/��� �������PMNs werden chemotaktisch 

durch diese beiden Chemokine angelockt sofern sie den entsprechenden Rezeptor 

exprimieren. IL-8 aktiviert PMNs über den CXCR1- und CXCR2-Rezeptor, dabei 

bindet CXCR1 IL-8 mit hoher Affinität, während CXCR2 eine Reihe von CXC 

Chemokinen bindet, einschließlich IL-8 und Gro-.� �+2/0(6�(7� $/��� ������ /((�(7�$/���
������6&+80$&+(5�(7�$/��������.  
In der Arbeit konnten wir demonstrieren, dass CXCR2 bereits in der PMN-Kontrolle 

exprimiert ist und während der Infektion mit H. pylori, ohne nachfolgende Stimulation 

mit den Aktivatoren, herunter reguliert wird. Die PMNs, die mit H. pylori und fMLP 

bzw. PMA inkubiert wurden, zeigten keine Änderung in der CXCR2-Expression, 
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während die PMNs infiziert mit H. pylori und stimuliert mit NaF ebenfalls CXCR2 

herunter regulieren. 

Die Herunterregulation von CXCR2 durch H. pylori in unserer Studie korreliert mit 

den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die darstellen konnten, dass die 

Expression von CXCR1 und CXCR2 an PMNs durch H. pylori runterreguliert wird 

�6&+0$866(5�(7�$/��������. In vitro Studien konnten zeigen, dass die Aktivierung und 

Migration durch zwei verschiedenen Wege der CXCR1-und CXCR2-Modulation 

reguliert wird: einen Tyrosinkinase-unabhängigen Weg, induziert durch IL-8 und 

einen Tyrosinkinase-abhängigen Mechanismus, induziert durch proinflammatorische 

ZytokiQH��ZLH�71).�XQG�EDNWHULHOOHV�/36��.+$1'$.(5�(7�$/���������.+$1'$.(5�(7�$/���
�����. Der Mechanismus der CXCR1- und CXCR2-Regulation durch H. pylori ist noch 

nicht geklärt, und die CXCR1/2-Regulation scheint nicht unter dem Einfluss einer 

bekannten Rezeptorregulation, wie IL-���71).�XQG�/36�]X�VWHKHQ��(LQ�DQGHUHU�QRFK�
unbekannter Mechanismus, induziert von H. pylori, scheint für die Regulation dieser 

zwei Chemokinrezeptoren wahrscheinlich verantwortlich zu sein.  

 

8.5.3 Integrin CD11b 

Der Hauptadhäsionsrezeptor an PMNs ist das Leukozyten-Integrin CD11/CD18 oder 

�2-,QWHJULQ�� 8QWHU� GHQ� YLHU� YHUVFKLHGHQHQ� �2-Integrinen, CD11a/CD18 (LFA-1) und 

CD11b/CD18 (Mac-1), die von PMNs exprimiert werden, ist CD11b/CD18 der 

dominantere Subtyp �3$7&+$�(7�$/��������. 
In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die CD11b-Untereinheit des 

Integrins von PMNs während der Infektion mit H. pylori ohne nachfolgende 

Stimulation mit den Aktivatoren hoch reguliert wird. Die PMNs, die mit H. pylori und 

fMLP bzw. PMA inkubiert wurden, zeigten keine Änderung in der CD11b-Expression, 

während die PMNs infiziert mit H. pylori und stimuliert mit NaF CD11b ebenfalls hoch 

regulieren.  

Diese Ergebnisse korrelieren mit den Beobachtungen zweier Arbeitgruppen. (1'(56 

und Mitarbeiter (����) konnten darstellen, das die WSP von H. pylori ebenfalls eine 

Hochregulation von CD11b in PMNs induzieren, und die Untersuchungen einer 

anderen Gruppe demonstrieren ebenfalls, dass Überstände von H. pylori eine 

=XQDKPH� LQ� GHU� �2-Integrin-Expression in PMNs stimulieren �.,0� (7� $/��� �����. Die 

Gründe der Regulation von CD11b wurden als Resultat der Wechselwirkung mit 

Kohlenhydrat-Determinanten wie CD15 auf Granulozyten beschrieben, die eine 
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höhere CD11b-Expression induzieren �.(55�81'�672&.6��������/81'�-2+$16(1�(7�$/���
������ 672&.6� (7� $/��� ������ 672(&.(/� (7� $/��� �����. Ebenso spielen Lektin-ähnliche 

Moleküle von Bakterien eine Rolle, die mit Kohlenhydrat-Determinanten interagieren 

�(1'(56�(7�$/��������. Welcher dieser Komponenten auf der Oberfläche von H. pylori 

an Granulozyten bindet, wurde noch nicht gezeigt. 

 

8.5.4 fMLP-Rezeptor 

Der fMLP-Rezeptor (N-formyl peptide receptor) ist G-Protein-gekoppelt und vermittelt 

anti-entzündliche Reaktionen in humanen Neutrophilen und anderen Geweben 

�%(&.(5�(7�$/��� ������� VRwie die Produktion von reaktiven Sauerstoffderivaten durch 

Stimulation mit fMLP. Erste Erkenntnisse von menschlichen fMLP-Rezeptoren 

wurden in den frühen neunziger Jahren publiziert �%28/(<�(7�$/���������0853+<�81'�
0&'(50277�������. Zwei intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden in der Rezeptor-

vermittelten Produktion von O2
- in aktivierten PMNs wurden beschrieben �'(:$/'�(7�

$/��� �����. Der klassische Weg, der aus der Zunahme der intrazellulären 

Konzentration von freien Calcium (Ca2+), durch Aktivierung der Phospholipase C und 

der Akkumulation von Inositol-1,4,5-Triphosphat, resultiert,. Der Abbau von 

extrazellulären Ca2+  führt zur Abschwächung der O2
- -Produktion �'(:$/'� (7� $/���

�����. Der andere Weg der Sauerstoffmetabolit-Produktion beinhaltet die PI 3-Kinase, 

welche die D-3-Position des Inositol-Ringes von Phosphoinosiden phosporyliert 

�:+,70$1� (7� $/��� ����� und durch heterotrimere G-Protein-��-Untereinheit aktiviert 

wird, im Fall der Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie dem fMLP-

Rezeptor �2.$'$�(7�$/���������.85268�(7�$/���������67(3+(16�(7�$/��������. 
In der Arbeit konnten wir zeigen, dass der fMLP-Rezeptor von PMNs während der 

Infektion mit H. pylori ohne nachfolgende Stimulation mit den Aktivatoren hoch 

reguliert wird. Die PMNs, die mit H. pylori und fMLP bzw. PMA inkubiert wurden, 

zeigten keine Änderung in der fMLP-Rezeptor-Expression, während die PMNs 

infiziert mit H. pylori und stimuliert mit NaF ebenfalls den fMLP-Rezeptor hoch 

regulieren. 

Es wurde durch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen beschrieben, das H. pylori 

in der Lage ist die Produktion von Sauerstoffradikalen in humanen PMNs zu 

induzieren �68=8.,� (7� $/��� ������ <26+,'$� (7� $/��� ������ '$1,(/6621� $1'� -85675$1'��
������� was durch die Bindung von� H. pylori-eigenen fMLP zum fMLP-Rezeptor 

hervorgerufen wird �1$*$12�(7�$/��������.  
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8.6 Die Rolle von IL-8 und Lipidmediatoren während der Infektion 

von PMNs mit H. pylori 

Im Rahmen dieser Studie wurde die Freisetzung von IL-8 und einigen 

Lipidmediatoren, wie LTB4 und PGE2 nach der Präinkubation mit verschiedenen H. 

pylori Stämmen und anschließender Postinkubation mit fMLP, PMA und NaF 

bestimmt.  

Die Sekretion von IL-8 variiert in den verschiedenen Ansätzen. So war die Menge an 

gebildeten IL-8 in PMNs inkubiert mit H. pylori und postinkubiert mit fMLP und PMA 

am höchsten, was daraufhin deutet, dass fMLP und PMA mit H. pylori zusammen in 

der Lage sind PMNs stärker zu aktivieren als H. pylori allein. Untersuchungen von 

.,0 und Mitarbeiter �����) konnten zeigen, das H. pylori-Produkte Neutrophile 

aktivieren und ihre IL-8-mRNA und Proteinexpression hoch reguliert wird.  

Das Zusammenwirken von H. pylori und den PMN-Aktivatoren fMLP und PMA in 

unserer Studie verstärkt den Prozess der Sekretion von IL-8 zusätzlich. 

Man nimmt an, dass H. pylori-induzierte Rekrutierung von Neutrophilen durch IL-8, 

exprimiert von Neutrophilen, Magenepithelzellen, Endothelzellen und 

Monozyten/Makrophagen, vermittelt wird.  

 

Die lokale Ansammlung aktivierter PMNs in der Magenmukosa kann verschiedene 

Reaktionen zur Folge haben. Durch die in der Plasmamembran aktivierten PMNs 

kommt es zur Spaltung von Membranphospholipiden, woraus u.a. Arachidonsäure 

gebildet wird, die der Vorläufer biologisch aktiver Produkte, wie 5-HETEs (Hydroxy-

eicosatetraensäuren), Leukotriene, Prostaglandine und Throboxane darstellt (Abb. 

8.2) �.(//(5�� �����. Diese biologischen Stoffe und das komplexe Zusammenspiel 

löslicher und zellulärer Komponenten von vasoaktiven Stoffen, Lysozym, Granula-

Proteinen, Defensinen, Enzymen, Zytokinen, Komplement, spezifischer Antikörper, 

Phagozytose, intrazellulärem Abtöten und Abbau, erlaubt in vielen Fällen die 

Ausschaltung der eingedrungenen Mikroorganismen und die Rückbildung bzw. 

Heilung von entstandenen Gewebeschäden. Wenn die Elimination der die 

Endzündung auslösenden Stoffe nicht gelingt, so führt die anhaltende Einwanderung 

von PMNs und die Exsudation von Plasmaproteinen zur Apoptose und 

möglicherweise zur Bildung eines Abszesses �.(//(5�������. 
In unserer Studie wurde während der Infektion von PMNs mit H. pylori im Vergleich 

zur uninfizierten Kontrolle keine Änderung in der LTB4-Sekretion beobachtet. 
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Abb. 8.2: Biosynthese von Lipidmediatoren infolge Abbaus von Phospholipiden der 
Zellmembran durch Phospholipase A2 nach .(//(5�������� 
 

Die Sekretion von PGE2 zeigte ebenfalls keine Änderungen zwischen infizierten und 

uninfizierten PMNs. Warum keine Änderung in der Lipidmadiator-Freisetzung zu 

identifizieren war, bleibt zukünftig noch zu untersuchen. Andere Gruppen haben die 

Sekretionen von Lipidmediatoren im Mausmodell untersucht, und konnten zeigen das 

stammspezifische Unterschiede in der Induktion von PGE2 vorherrschen �3$'2/�81'�
+817�������.  
Die Gene der Zyklooxygenase (Cox2) und der 5-Lipoxygenase, die als Enzyme an 

der Biosynthese von Lipidmediatoren beteiligt sind, wurden in unseren 

Untersuchungen leicht hochreguliert, was darauf hinweist, dass H. pylori +/- 

Aktivatoren PMNs zur Synthese von biologisch aktiven Molekülen induziert.  
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Phagozytose von H. pylori durch PMNs 

Aktivierte PMNs sind in der Lage Mikroorganismen aufzunehmen und abzutöten. 

Während der Aktivierung der PMNs wird die Bildung des NADPH-Oxidase-

Komplexes stimuliert und der respiratorische Burst ausgelöst. Die NADPH-Oxidase 

verbleibt in unaktivierten PMNs in ihren Untereinheiten und ist daher nicht aktiv, 

während bei Stimulation die im Zytosol vorhandenen Komponenten p47phox, p67phox, 

p40phox und Rac2 zur Membran transloziert werden, und das Cytochrom b558 

(gp91phox/p22phox) binden, wodurch das Enzym in der Lage ist aus molekularen 

Sauerstoff, Superoxid-Anionen und Wasserstoffperoxid zu generieren �$//(1�������. 
Die Oxidase-Aktivierung wird durch Rezeptor-Liganden-Interaktion ausgelöst und die 

Struktur des Rezeptors vermittelt die Art der Sauerstoffmetabolit-Produktion �'H/(2�
(7� $/��� �����. Spezifische, lösliche Stimuli, wie fMLP und PMA, fördern die Bildung 

des Oxidase-Komplexes an der Plasmamembran und die Sekretion von 

Sauerstoffradikalen in das extrazelluläre Milieu ('H/(2�(7�$/�����������
Im Rahmen unserer Studie wurde die Gen-Expression der Untereinheiten der 

NADPH-Oxidase (p47phox, p67phox, p22phox) von PMNs, die mit verschiedenen H. 

pylori -Stämmen und -Mutanten preinkubiert und anschließend mit fMLP, PMA und 

NaF postinkubiert wurden, durch Standard-PCR untersucht. Unsere Ergebnisse 

zeigen, dass die Gene aller drei Untereinheiten der NADPH-Oxidase hochreguliert 

wurden. Die Expression der Gene ist dabei unabhängig von der Verwendung 

genetisch unterschiedlicher Stämme und der Stimulation mit den Aktivatoren fMLP, 

PMA und NAF. Sowohl H. pylori allein als auch das Zusammenwirken von H. pylori 

mit den verschiedenen Stimuli führt zur Aktivierung der NADPH-Oxidase in PMNs. 

Unsere Daten korrelieren mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die zeigen 

konnten, dass H. pylori einen schnellen und starken respiratorische Burst verursacht 

�5$87(/,1� (7� $/��� ������ und� es daher vorstellbar ist, dass reaktive Sauerstoff-

metabolite, die durch aktivierte PMNs gebildet werden, signifikant zur 

Gewebeschädigung während der H. pylori-Infektion beisteuern. Andere 

Untersuchungen zeigen, dass die Aktivierung des oxidativen Abtötungsmechanismus 

durch PMNs stammabhängig ist. So scheinen Typ I- H. pylori Stämme PMNs zu 

stimulieren und Typ II-Stämme nicht �7(1(%(5*�(7�$/���������'$1,(/6621�(7�$/��������. 
Typ I-Stämme nutzen entweder Sialicylsäure-abhängige oder -unabhängige 

Adhäsine zur Bindung an PMNs �0,//(5�32'5$=$� (7� $/��� ������ und die Stämme 

verwenden diese Adhäsine zur Aktivierung der Zellen �7(1(%(5*�(7�$/��������. Diese 
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Beobachtungen korrelieren nicht mit unseren Ergebnissen, die eine Aktivierung der 

PMNs durch Bildung der NADPH-Oxidase unabhängig vom Typ I/II-Stamm zeigen.  

In vergleichbaren Studien konnte beobachtet werden, dass sialicylierte 

Oligosaccharide die PMN-Aktivierung inhibieren, vermutlich durch Blockierung der H. 

pylori-Anheftung und der Phagozytose �7(1(%(5*� (7� $/��� �����. Weitere 

Untersuchungen zeigen, dass gereinigetes Hp-NAP die NADPH-Oxidase-Aktivität in 

PMNs fördert ('H/(2�(7�$/���������und das eine unidentifiziertes Komponente (NAC), 

die vom HP-NAP unabhängig ist und außerhalb der cag-PAI lokalisiert ist, zur 

Aktivierung des Phagozyten besteuert �/($.(<�(7�$/��� ������'$1,(/6621�(7�$/���������
6<5$.�(7�$/��� �����. Die Inkubation von PMNs mit Typ II-H. pylori Stämmen zeigen 

deshalb keine Aktivierung des respiratorischen Burst, weil sie Defizite in relevanten 

Adhäsinen, HP-NAP und NAC aufweisen �7(1(%(5*�(7�$/��������.  
Da H. pylori ein Leben lang im menschlichen Magen persistieren kann, hängt 

wahrscheinlich damit zusammen, dass die Eliminierung des Bakteriums durch 

Phagozytose ineffektiv ist und Ergebnisse von verschiedenen in vitro Studien 

vermuten lassen, dass die Phagozytose nur vollständig abläuft, wenn PMNs im 

Überschuss gegenüber den Bakterien vorkommen �$1'(56(1�(7�$/���������&+0,(/$�(7�
$/��� ������ 3588/� (7� $/��� �����. Die Beweise einer in vivo Phagozytose von H. pylori 

liegen noch nicht vor, aber Ultrastruktur-Analysen demonstrierten eine aktive 

Phagozytose von H. pylori durch PMNs in der Mukosa-Schicht in 82% der 

untersuchten Biopsie-Proben �=8� (7� $/��� �����. Die Ergebnisse von zwei 

Arbeitsgruppen zeigen, dass Typ I-Stämme die Phagozytose verzögern können, 

indem Phagosomen-Phagosomen-Fusionen induziert werden und lebende Bakterien 

bis zu 24 h in den Megasomen persistieren können �$//(1�� /��$�+�� (7� $/��� ������
5$0$5$2� (7� $/�� ������ Im Vergleich dazu induzieren Typ II-Stämme keine 

Megasomen-Formation, sie werden schnell phagozytiert und abgetötet �$//(1��/��$�+��
(7�$/��������. 5$0$5$2 und Mitarbeiter �������vermuten, das lebende und metabolisch 

aktive Typ II-Stämme die Phagozytose modulieren und das das T4SS eine Rolle 

spielt. 

In den letzten Jahren sind Fortschritte in Aufklärung der H. pylori-PMNs-Interaktionen 

erzielt worden, aber viele Fragen bleiben noch unbeantwortet. In zukünftigen 

Untersuchungen müssen die Identitäten von NAC und anderen Rezeptoren, die die 

Phagozytose von H. pylori modulieren, geklärt werden, und die Rolle von T4SS und 

der Megasomen charakterisiert werden. Die Aufklärung des Mechanismus, der 
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verhindert, das H. pylori durch die Immunantwort des Wirtes eliminiert wird, ist der 

essentielle erste Schritt in der Entwicklung neuer Therapien zur Behandlung der 

Ulkuskrankheit. 
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10. Anhang 
 

10.1 Sequenzanalyse der Primer und Sonden für quantitative 

Echtzeit-PCR  

 

Helicobacter pylori 16SrRNA-Gen (Genbank-Nummer: AY593991) 

 

        1 cctagagtttgatcatggctcagagtgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcg 

       61 aacgatgaagcttctagcttgctagaagtggattagtggcgcacgggtgagtaacgcata 

      121 ggtcatgtgcctcttagtttgggatagccattggaaacgatgattaataccagatactcc 

      181 ctacgggggaaagatttatcgctaagagatcagcctatgtcctatcagcttgttggtaag 

      241 gtaatggcttaccaaggctatgacgggtatccggcctgagagggtgaacggacacactgg 

      301 aactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtagggaatattgctcaatgggg 

      361 gaaaccctgaagcagcaacgccgcgtggaggatgaaggttttaggattgtaaactccttt 

      421 tgttagagaagataatgacggtatctaacgaataagcaccggctaactccgtgccagcag 

      481 ccgcggtaatacggagggtgcaagcgttactcggaatcactgggcgtaaagagcgcgtag 

      541 gcgggatagtcagtcaggtgtgaaatcctatggcttaaccatagaactgcatttgaaact 

      601 actattttagagtgtgggagaggtaggtggaattcttggtgtaggggtaaaatccgtaga 

      661 gatcaagaggaatactcattgcgaaggcgacctgctggaacattactgacgctgattgcg 

      721 cgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccctaaacgatgga 

      781 tgctagttgttggagggcttagtctctccagtaatgcagctaacgcattaagcatcccgc 

      841 ctggggagtacggtcgcaagattaaaactcaaaggaatagacggggacccgcacaagcgg 

      901 tggagcatgtggtttaattcgaagatacacgaagaaccttacctaggcttgacattgaga 

      961 gaatccgctagaaatagtggagtgtctagcttgctagaccttgaaaacaggtgctgcacg 

     1021 gctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaaccccct 

     1081 ttcttagttgctaacaggtcatgctgagaactctaaggatactgcctccgtaaggaggag 

     1141 gaaggtggggacgacgtcaagtcatcatggcccttacgcctagggctacacacgtgctac 

     1201 aatggggtgcacaaagagaagcaatactgcgaagtggagccaatcttcaaaacgcctctc 

     1261 agttcggattgtaggctgcaactcgcctgcatgaagctggaatcgctagtaatcgcaaat 

     1321 cagccatgttgcggagaatacgttcccgggtcttgtactcaccgcccgtcacaccatggg 

     1381 agttgtgttgccttaagtcaggatactaaatag 

 

 

Helicobacter pylori Urease A-Untereinheit (ureA-Gen) (Genbank-Nummer:  

AF479027) 

 

        1 atgaaactcaccccaaaagagttagacaagttgatgctccactacgctggagaattagct 

       61 aaaaaacgcaaagaaaaaggcattaagcttaactatgtggaagcggtacgtttgattagt 

      121 gcacatattatggaagaagcgagagctggtaagaaaagtgcggctgaattgatgcaagaa 

      181 gggcgcactcttttaaaaccggatgatgtgatggatggtgtggcaagcatgatccatgaa 

      241 gtgggtattgaagcgatgtttcctgatgggaccaaactcgtaaccgtgcatacccctatt 

      301 gaggctaatggtaaattggttcctggtgagttgttcttaaaaaatgaagacatcactatc 

      361 aacgaaggcaaaaaagccgttagcgtgaaagttaaaaacgtgggcgacagacccgttcaa 

      421 atcggttcacacttccatttctttgaagtgaatagatgcctagactttgacagagaaaaa 

      481 actttcggcaaacgcttagacattgcgagcgggacagcggtaaggtttgagcctggcgaa 

      541 gaaaaatccgtagagttgattgacattggcggtaacagaagaatctttggatttaacgcg 

      601 ttggttgataggcaagccgataacgaaagcaaaaaaatcgctttacacagagctaaagag 

      661 cgtggttttcatggcgctaaaagcgatgacaactatgtaaaaacaattaaggagtaa 
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Helicobacter pylori katA-Gen (Genbank-Nummer: Z70679) 

 

        1 agatcttaaaaacatccaacaactctccttaatctaaaaatttaaaaaaataaaaatcaa 

       61 aaaaaaatccgttaaaacattgagatagaatagtatgataattattattaaaaccagatt 

      121 aaaaataaaattttgtttttaatctttcttatttttattaattgttacgaatagaaatac 

      181 ttaagggggttttttattcttaaaaaaaagattttttaaggaaattgaatcttgttagtc 

      241 tttgtataacaaattatgtaataatcaccacaagtaatcagattagtgtcagattacgaa 

      301 gttttgaaaccaaataaaggaaagaattatggttaataaagatgtgaaacaaaccactgc 

      361 ttttggtgctcccgtttgggatgacaacaatgtgattacggctggccctagaggtcctgt 

      421 tttattacaaagcacttggtttttggaaaagttagcggcgtttgacagagaaaggatccc 

      481 tgaaagagtggtgcatgctaaaggaagcggggcttatggcactttcactgtgactaaaga 

      541 catcactaaatacactaaagcgaaaattttctctaaagtgggcaaaaaaaccgaatgctt 

      601 tttcagattttccactgtggctggtgaaagaggcagtgcggatgcggtgagagaccctag 

      661 aggttttgcgatgaagtattacactgaagaaggtaactgggatttagtagggaacaacac 

      721 gcctgttttctttatccgtgatgcgatcaaattccctgatttcatccacactcaaaaacg 

      781 agatcctcaaaccaatttgcctaaccacgacatggtgtgggatttttggagtaatgttcc 

      841 tgaaagcttataccaagtaacatgggttatgagcgatagaggtattcctaaatctttccg 

      901 ccacatggatggttttggcagccacactttcagtctcatcaacgctaaaggcgaacgctt 

      961 ttgggtgaaattccactttcacaccatgcaaggcgttaagcacttgactaatgaagaagc 

     1021 cgcagaaatcagaaagcatgatcctgattccaatcaaagggatttattcgatgcgatcgc 

     1081 tagaggggattacccaaaatggaaattgagcattcaagtgatgccagaagaggatgctaa 

     1141 gaagtatcgattccatccgtttgatgtaactaaaatttggtatacccaagattatccgtt 

     1201 gatggaagtgggcattgtagagttgaataaaaatcctgaaaactatttcgcagaagtgga 

     1261 gcaagcagcattcactccggctaatgtcgttcctggaattggctatagccctgataggat 

     1321 gttacaagggcgtttgttctcttacggggacacacaccgctaccgcttaggggttaatta 

     1381 ccctcaaataccggttaataaaccaagatgcccattccactcttctagcagagatggtta 

     1441 catgcaaaacggatactacggctctttacaaaactatacgcctagctcattgcctggcta 

     1501 taaagaagataagagtgcaagggatcctaagttcaacttagctcatattgagaaagagtt 

     1561 tgaagtgtggaattgggattacagggctgatgatagcgattactacacccaaccaggtga 

     1621 ttactaccgctcattgccagctgatgaaaaagaaaggttgcatgacactattggagagtc 

     1681 tttagctcatgttacccataaggaaattgtggataaacaattggagcatttcaagaaagc 

     1741 tgaccccaaatacgctgagggagttaaaaaagctcttgaaaaacaccaaaaaatgatgaa 

     1801 agacatgcatggaaaagacatgcaccacacaaaaaagaaaaagtaacccttttctttaag 

     1861 cgttcttattttttagggacgctttgtctttcaaaatttaggtttttggatactcatcaa 

     1921 tcctttggtggtgtgtcctactttttcattcattcaacgaatttaaaaattacaataaag 

     1981 agttatagttatgaaacgaagggattttattaaaacgactgctttaggcgctacaggtgc 

     2041 tgttttaggagcacagattttgcaggcagaagaaagcaaagggagtgttgcaaaatataa 

     2101 aatagaagctcaatacagtattgattttgattctgcagaacacacttcacttttcattcc 

     2161 catgccgagtgttgtagcgagcaatgtgcatttacaaggcaatcatgccagctataaaag 

     2221 catgctcaattttggagtgccttatttgcaagtggattttttaaaaagcgctcaaaaaaa 

     2281 gcaagtccatttgtcttatgagatcgctagctatcaattgaatgagcgtttgtttgaaac 

     2341 gagcgattttgtagcaatggggcgttatgaaagagacgatgcgagcgtggctaacattgc 

     2401 caaccagctcaagggaacaacccctaaagaaagcgttcgcaatttttatgcgttcatcaa 

     2461 gcatgacatgcctaagagacagaaggctttagagggtaaagaaaatttgcctaagcgtga 

     2521 gagtttgccttggtttgcaaccatttcacaagagagcatgtttgtgtccttatgccatgc 

     2581 gtgtgggattaaaagcgctgaagtgcaaggcttgaaattgggtcaaaacagcgtggtgaa 

     2641 aaacgctcctagagtggaagtgtatttgaaagattcatttctagcgtttgattttcaaaa 

     2701 taaccacaaggaagtctttatcccgttgaatcgtcataaagacatgcaattagatactgc 

     2761 cttattggcgacttttggcgatgcctttgcccttgtggatggtagggatttaggcaatta 

     2821 cgagagcaaactttttgaaaaaagagtgtcctatacgattgtctaaaggcatgagattta 

     2881 ggaatattccttgatagcgggctttcctttttagggagagtttgcaaaaagggtttataa 

     2941 agggttgtttttatgcgagaattttttaagaaacttggcacagaatacgcttccaagctg 

     3001 tttttaatttattggcttagatggatgttgagtgcgttggtgatgctgccttttatggag 

     3061 gttttttattatttcaattttccgttgtggctcaatcttttcttggggcaaaccattgga 

     3121 gcggtgatttttttcaagctagacaagttgattttttctaaaaaatgatttttacaagcc 

     3181 taaaaagccactaagcttttctcactcttaagcttttgtattttcttaagcttttttgag 

     3241 gaattc�
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Helicobacter pylori napA-Gen (Genbank-Nummer: AY714227) 

 

        1 atgaaaacatttgaaattttaaaacatttgcaagcggatgcgatcgtgttatttatgaaa 

       61 gtgcataacttccattggaatgtgaaaggcaccgattttttccatgtgcataaagccact 

      121 gaagaaatttatgaagaatttgcggacatgtttgatgatctcgctgaaaggattgttcaa 

      181 ttaggacaccacccattagtcactttatccgaagcgctcaaactcactcgcgtcaaagaa 

      241 gaaactaaaacaagcttccactctaaagacatctttaaagaaattctaggcgattacaaa 

      301 cacctagaaaaagaatttaaagagctctctaacaccgctgaaaaagaaggcgataaagta 

      361 accgtaacttatgcggacgatcaattagccaagttgcaaaaatccatttggatgctagaa 

      421 gcccatttggcttaa�
 

 

Helicobacter pylori cagA-Gen (Genbank-Nummer: AB190937) 

 

        1 atgactaacgaaactattgaccaacaaccacaaaccgaagtggcttttaacccgcagcaa 

       61 tttattaataatcttcaggtagcttttcttaagcttgataacgctgtcgcttcatttgat 

      121 cctgatcaaaaaccaattgttgataagaatgatagggataacaggcaagcttttgatgga 

      181 atctcgcaattaagggaagaatactccaataaagcgatcaaaaatcctaccaaaaagaat 

      241 cagtatttttcagactttatcaataagagcaatgatctaatcaacaaagacaatctcatt 

      301 gatgtagaatcttccacaaagagctttcagaaatttggggatcagcgttaccgaattttc 

      361 acaagttgggtgtcccatcaaaacgatccgtctaaaatcaacacccgatcgatccgaaat 

      421 tttatggaaaatatcatacaaccccctatccctgatgacaaagaaaaagcagagtttttg 

      481 aaatctgccaaacaatcttttgcaggaatcattatagggaatcaaatccgaacggatcaa 

      541 aagttcatgggcgtgtttgatgaatccttgaaagaaaggcaagaagcagaaaaaaatgga 

      601 gggcctactggtggggattggttggatatttttctctcgtttatatttgacaaaaaacaa 

      661 tcttctgatgtcaaagaagcaatcaatcaagagccagttccccatgtccaaccagatata 

      721 gccactaccaccaccgacatacaaggcttaccgcctgaagctagggatttgcttgatgaa 

      781 aggggtaatttttctaaattcactcttggcgatatggaaatgttagatgttgagggcgtc 

      841 gccgacattgatcctaattacaagttcaatcaattattgattcacaataacgttctgtct 

      901 tctgtgttaatagggagtcataatggcatagaacctgaaaaagtttcattattgtatgcg 

      961 ggcaatggtggttttggagccaaacacgattggaacgccaccgttggttataaagaccaa 

     1021 caaggtaacaatgtggctacaataattaatgtgcatatgaaaaacggcagtggcttagtc 

     1081 atagcaggtggtgagaaagggattaataatcctagtttttatctctacaaagaagaccaa 

     1141 ctcacaggctcacaacgagcattgagtcaagaagagatccgaaacaaagtagatttcatg 

     1201 gaatttcttgcacaaaataatgctaaattagacaacttgagcgagaaagagaaagaaaaa 

     1261 ttccgaactgagattaaggatttccaaaaagactctaaggcttatttagacgccctaggg 

     1321 aatgatcgtattgcttttgtttctaaaaaagacccaaaacattcagctttaattactgag 

     1381 tttggtaatggggattttagctacactctcaaagattatgggaaaaaagcagataaagct 

     1441 ttagatagggagaaaaatgtcactcttcaaggtagcctaaaacatgatggcgtgatgttt 

     1501 gttgattattctaatttcaaatacaccaacgcctccaagagtcccaataagggtgtaggc 

     1561 gttacgaatggcgtttcccatttagaagcaggctttaacaaggtagctgtctttaatttg 

     1621 cctgatttaaataatctcgctatcactagtttcgtaaggcggaatttagaggataaacta 

     1681 gtcgctaaaggattgtccccacaagaagctaataagctcatcaaagattttttgagcagc 

     1741 aacaaagaattggttggaaaagctttaaacttcaataaagctgtagctgaagctaaaaac 

     1801 acaggcaactatgatgaagtgaaaaaagctcagaaagatcttgaaaaatctctaaggaaa 

     1861 cgagagcatttagagaaagaagtagagaaaaaattggagagcaaaagcggtaacaaaaac 

     1921 aaaatggaagcaaaatctcaagctaacagccaaaaagatgggatttttatgttgatcaat 

     1981 aaagaggctaatagagacgcaagagcaatcgcttacgctcagaatcttaaaggcatcaaa 

     2041 agggaattgtctgataaacttgaaaatgtcaacaagaatttgaaagactttagtaaatct 

     2101 tttgatgaattcaaaaatggcaaaaataaggatttcagcaaggcagaagaaacactaaaa 

     2161 gcccttaaaggctcggtgaaagatttaggtatcaatccagaatggatttcaaaagttgaa 

     2221 aatcttaatgcagctttgaatgacttcaaaaatggcaaaaataaggatttcagcaaggta 

     2281 acgcaagcaaaaagcgaccttgaaaattccattaaagatgcgatcttcaatcaaaagata 

     2341 acggataaagttgatgatctcaatcaagcggtatcagtggctaaagcaacgggtgatttc 

     2401 agtagggtagagcaagcgttagccgatctcaaaaacttctcaaaggagcaattggctcaa 

     2461 caagctcaaaaaaatgaaagtctcaatgctggaaaaaaatctgaaatataccaatccgtt 

     2521 aagaatggtgtgaacggaaccctagtcggtaatggattatctggaatagaggccacagct 

     2581 ctcgccaaaaatttttcggatatcaagaaagaattgaatgagaaatttaaaaatttcaat 
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     2641 aacaataataatggtctcaaaaacagcacagaacccatttatgctaaagttaataaaaag 

     2701 aaaacaggacaagtagctagccctgaagaacccatttatactcaagttgctaaaaaggta 

     2761 actcaaaaaattgaccaactcaatcaagcagcaagtggtttgggtggtgtagggcaagcg 

     2821 ggcttccctttgaaaaggcatgataaagttgatgatctcagtaaggtagggcgatcggtt 

     2881 agccctgaacccatttatgctacgattgatgatctcggcggacctttccctttgaaaagg 

     2941 catgataaagttgatgatctcagtaaggtagggcgatcggttagccctgaacccatttat 

     3001 gctacgattgatgatctcggcggacctttccctttgaaaaggcatgataaagttgatgat 

     3061 ctcagtaaggtagggctttcaaggaatcaagaattggctcagaaaattgacaatctcagt 

     3121 caagcggtgtcagaagctaaagcaggtttctttggcaatctagagcaaacgatagacaag 

     3181 ctcaaagattctacaaaacacaatcccatgaatctatgggctgaaagtgcaaaaaaagtg 

     3241 cctgctagtttgtcagcgaaactagacaattacgctactaacagccacacacgcattaat 

     3301 agcaatgtccaaaatggagcaatcaatgaaaaagcgaccggcatgctaacgcaaaaaaac 

     3361 cctgagtggctcaagctcgtgaatgataagatagttgcacataatgtgggaagcgttcct 

     3421 ttgtcagagtatgataaaattggcttcaaccagaagaatatgaaagattattctgattcg 

     3481 ttcaagttttccaccaagttgaacaatgctgtaaaagacgttaagtctggctttacgcaa 

     3541 tttttagccaatgcattttctacaggatattactgcttggcgggggaaaatgcggagcat 

     3601 ggaatcaaaaatgttaataccaaaggtggtttccaaaaatcttaa 

 

 

Helicobacter pylori vacA-Gen (Genbank-Nummer: AY737319) 

 

        1 atggaaatacaacaaacacaccgcaaaatcaatcgccctttggtttctcttgctttagta 

       61 ggagcgttagtcagcatcacaccgcaacaaagtcatgccgcctttttcacaaccgtgatc 

      121 attccagccattgttggggggatcgctacaggcgctgctgtaggaacggtctcagggctt 

      181 cttagctgggggctcaaacaagccgaagaagccaataaaaccccagataaacccgataaa 

      241 gtttggcgcattcaagcaggaagaggcttcaataattttcctcacaaggaatacgactta 

      301 tacaaatcccttttatccagtaagattgatggaggctgggattgggggaatgccgctagg 

      361 cattattgggtcaaaggcgggcaatggaacaagcttgaagtggatatgaaagacgctgta 

      421 gggacttataaactttcaggcctaatcaactttactggtggggatttagatgtcaatatg 

      481 caaaaagccactttgcgcttgggccaattcaatggcaattctttcacaagctataaggat 

      541 agtgctgatcgcaccacgagagtggatttcaacgctaaaaatatcttaattgataatttt 

      601 ttagaaatcaataatcgtgtgggttctggagccgggaggaaagccagctctacggtttta 

      661 actttgcaagcttcagaagggatcactagcagtaaaaacgctgaaatttctctttatgat 

      721 ggtgccacgctcaatttggcttcaagcagtgttaaattaatgggtaatgtgtggatgggc 

      781 cgtttgcaatacgtgggagcgtatctggccccttcatacagcacgataaacacttcaaaa 

      841 gtgacaggggaagtgaattttaaccatctcactgtgggcgatcacaacgctgctcaagca 

      901 ggcattatcgctagtaacaagactcatattggcacattggatttgtggcaaagcgcgggg 

      961 ctaaacattatcgcccctccagaaggcggttataaggataaacctaaggataaacctagt 

     1021 aacaccacgcaaaataatgctaacaacaaccaacaaaacagcgctcaaaacaataataac 

     1081 actcaggttattaacccacccaatagcgcgcaaaaaacagaaattcaacccacgcaagtc 

     1141 attaatgggccttttgctggtggcaaagacacggtggtcaatatcaaccgcatcaacact 

     1201 aacgctgatggcacgattagagtgggagggtataaagcttctcttaccaccaatgcggct 

     1261 catttgcatatcggcaaaggcggtatcaatctgtccaatcaagcgagcgggcgttcttta 

     1321 ttggtggaaaatctaaccgggaatatcaccgttgatgggcctttaagagtgaataaccaa 

     1381 gtgggtggttatgctcttgcaggatcaaacgcgaattttgagtttaaggctggcacggat 

     1441 accaaaaacggcacagccacttttaataacgatattagtttgggaagatttgtgaattta 

     1501 aaagtggatgctcatacagctaattttaaaggtattgatacgggtaatggtggtttcaac 

     1561 accttggattttagtggcgttacagacaaagtcaatatcaacaagctcatcacagcttcc 

     1621 actaatgtggccattaaaaacttcaacattaatgaattgttggttaagaccaatggggtg 

     1681 agtgtgggggaatacactcattttagcgaagatataggcagtcaatcgcgcatcaacacc 

     1741 gtgcgtttagaaactggcactaggtcaatcttttctgggggtgtcaaatttaaaagcggc 

     1801 gaaaaattggttatagatgagttttactatagcccttggaattattttgacgctaggaat 

     1861 attaaaaatgttgaaatcaccagaaaattcgcttcttcaaccccagaaaacccttggggc 

     1921 acatcaaaactcatgtttaataatctaaccctgggtcaaaatgcggtcatggactatagt 

     1981 caattttcaaatttaaccattcagggggattttatcaacaatcaaggcactatcaactat 

     2041 ctggtccgaggcgggaaagtggcaaccttaaatgtaggcaatgcagcagctatgatgttt 

     2101 aataatgatatagacagcgcgaccggattttacaaaccgctcatcaagattaacagcgct 

     2161 caagatctcattaaaaatacagagcatgttttattgaaagcgaaaatcattggttatggt 

     2221 aatgtttctacaggtaccaattaa�
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Homo sapiens Toll-ähnlicher Rezeptor 2 (TLR2) (Genbank-Nummer: NM003264) 

 

        1 cggaggcagcgagaaagcgcagccaggcggctgctcggcgttctctcaggtgactgctcg 

       61 gagttctcccagtgtttggtgttgcaagcaggatccaaaggagacctatagtgactccca 

      121 ggagctcttagtgaccaagtgaaggtacctgtggggctcattgtgcccattgctctttca 

      181 ctgctttcaactggtagttgtgggttgaagcactggacaatgccacatactttgtggatg 

      241 gtgtgggtcttgggggtcatcatcagcctctccaaggaagaatcctccaatcaggcttct 

      301 ctgtcttgtgaccgcaatggtatctgcaagggcagctcaggatctttaaactccattccc 

      361 tcagggctcacagaagctgtaaaaagccttgacctgtccaacaacaggatcacctacatt 

      421 agcaacagtgacctacagaggtgtgtgaacctccaggctctggtgctgacatccaatgga 

      481 attaacacaatagaggaagattctttttcttccctgggcagtcttgaacatttagactta 

      541 tcctataattacttatctaatttatcgtcttcctggttcaagcccctttcttctttaaca 

      601 ttcttaaacttactgggaaatccttacaaaaccctaggggaaacatctcttttttctcat 

      661 ctcacaaaattgcaaatcctgagagtgggaaatatggacaccttcactaagattcaaaga 

      721 aaagattttgctggacttaccttccttgaggaacttgagattgatgcttcagatctacag 

      781 agctatgagccaaaaagtttgaagtcaattcagaatgtaagtcatctgatccttcatatg 

      841 aagcagcatattttactgctggagatttttgtagatgttacaagttccgtggaatgtttg 

      901 gaactgcgagatactgatttggacactttccatttttcagaactatccactggtgaaaca 

      961 aattcattgattaaaaagtttacatttagaaatgtgaaaatcaccgatgaaagtttgttt 

     1021 caggttatgaaacttttgaatcagatttctggattgttagaattagagtttgatgactgt 

     1081 acccttaatggagttggtaattttagagcatctgataatgacagagttatagatccaggt 

     1141 aaagtggaaacgttaacaatccggaggctgcatattccaaggttttacttattttatgat 

     1201 ctgagcactttatattcacttacagaaagagttaaaagaatcacagtagaaaacagtaaa 

     1261 gtttttctggttccttgtttactttcacaacatttaaaatcattagaatacttggatctc 

     1321 agtgaaaatttgatggttgaagaatacttgaaaaattcagcctgtgaggatgcctggccc 

     1381 tctctacaaactttaattttaaggcaaaatcatttggcatcattggaaaaaaccggagag 

     1441 actttgctcactctgaaaaacttgactaacattgatatcagtaagaatagttttcattct 

     1501 atgcctgaaacttgtcagtggccagaaaagatgaaatatttgaacttatccagcacacga 

     1561 atacacagtgtaacaggctgcattcccaagacactggaaattttagatgttagcaacaac 

     1621 aatctcaatttattttctttgaatttgccgcaactcaaagaactttatatttccagaaat 

     1681 aagttgatgactctaccagatgcctccctcttacccatgttactagtattgaaaatcagt 

     1741 aggaatgcaataactacgttttctaaggagcaacttgactcatttcacacactgaagact 

     1801 ttggaagctggtggcaataacttcatttgctcctgtgaattcctctccttcactcaggag 

     1861 cagcaagcactggccaaagtcttgattgattggccagcaaattacctgtgtgactctcca 

     1921 tcccatgtgcgtggccagcaggttcaggatgtccgcctctcggtgtcggaatgtcacagg 

     1981 acagcactggtgtctggcatgtgctgtgctctgttcctgctgatcctgctcacgggggtc 

     2041 ctgtgccaccgtttccatggcctgtggtatatgaaaatgatgtgggcctggctccaggcc 

     2101 aaaaggaagcccaggaaagctcccagcaggaacatctgctatgatgcatttgtttcttac 

     2161 agtgagcgggatgcctactgggtggagaaccttatggtccaggagctggagaacttcaat 

     2221 ccccccttcaagttgtgtcttcataagcgggacttcattcctggcaagtggatcattgac 

     2281 aatatcattgactccattgaaaagagccacaaaactgtctttgtgctttctgaaaacttt 

     2341 gtgaagagtgagtggtgcaagtatgaactggacttctcccatttccgtctttttgatgag 

     2401 aacaatgatgctgccattctcattcttctggagcccattgagaaaaaagccattccccag 

     2461 cgcttctgcaagctgcggaagataatgaacaccaagacctacctggagtggcccatggac 

     2521 gaggctcagcgggaaggattttgggtaaatctgagagctgcgataaagtcctaggttccc 

     2581 atatttaagaccagtctttgtctagttgggatctttatgtcactagttatagttaagttc 

     2641 attcagacataattatataaaaactacgtggatgtaccgtcatttgaggacttgcttact 

     2701 aaaactacaaaacttcaaattttgtctggggtgctgttttataaacatatgccagattta 

     2761 aaaattggtttttggtttttcttttttctatgagataaccatgatcataagtctattact 

     2821 gatatctgaatatagtcccttggtatccaagggaattggttgcaggatcctcgtggatat 

     2881 caaaattcatagatgatcaagtcccttataagagtggcatagtatttgcatataacctgt 

     2941 gtacattctcctgtatactttaaatcatctctagattacttatgatacccaatacaatgt 

     3001 aaatactatgtaaatagttgtactgtctttttatttatattattattgttattttttatt 

     3061 ttcaaaatttttaaaacatacttttgatccacagttggttgacttcatggatgcagaacc 

     3121 catggatatagagggccaactgtaatctgtagcaactggcttagttcattaggaaacagc 

     3181 acaaatgaacttaagattctcaatgactgtgtcattctttcttcctgctaagagactcct 

     3241 ctgtggccacaaaaggcattctctgtcctacctagctgtcacttctctgtgcagctgatc 

     3301 tcaagagcaacaaggcaaagtatttggggcactccccaaaacttgttgctattcctagaa 

     3361 aaaagtgctgtgtatttcctattaaactttacaggatgagaaaaaaaaaaaaaaaaa�
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Homo sapiens Toll-ähnlicher Rezeptor 4 (Genbank-Nummer: BC025294) 

 

        1 gaaactgctcggtcagacgtggatagcgagccacgcattcacagggccactgctgctcac 

       61 agaagcagtgaggatgatgccaggatgatgtctgcctcgcgcctggctgggactctgatc 

      121 ccagccatggccttcctctcctgcgtgagaccagaaagctgggagccctgcgtggaggtg 

      181 tgaaatccagacaattgaagatggggcatatcagagcctaagccacctctctaccttaat 

      241 attgacaggaaaccccatccagagtttagccctgggagccttttctggactatcaagttt 

      301 acagaagctggtggctgtggagacaaatctagcatctctagagaacttccccattggaca 

      361 tctcaaaactttgaaagaacttaatgtggctcacaatcttatccaatctttcaaattacc 

      421 tgagtatttttctaatctgaccaatctagagcacttggacctttccagcaacaagattca 

      481 aagtatttattgcacagacttgcgggttctacatcaaatgcccctactcaatctctcttt 

      541 agacctgtccctgaaccctatgaactttatccaaccaggtgcatttaaagaaattaggct 

      601 tcataagctgactttaagaaataattttgatagtttaaatgtaatgaaaacttgtattca 

      661 aggtctggctggtttagaagtccatcgtttggttctgggagaatttagaaatgaaggaaa 

      721 cttggaaaagtttgacaaatctgctctagagggcctgtgcaatttgaccattgaagaatt 

      781 ccgattagcatacttagactactacctcgatgatattattgacttatttaattgtttgac 

      841 aaatgtttcttcattttccctggtgagtgtgactattgaaagggtaaaagacttttctta 

      901 taatttcggatggcaacatttagaattagttaactgtaaatttggacagtttcccacatt 

      961 gaaactcaaatctctcaaaaggcttactttcacttccaacaaaggtgggaatgctttttc 

     1021 agaagttgatctaccaagccttgagtttctagatctcagtagaaatggcttgagtttcaa 

     1081 aggttgctgttctcaaagtgattttgggacaaccagcctaaagtatttagatctgagctt 

     1141 caatggtgttattaccatgagttcaaacttcttgggcttagaacaactagaacatctgga 

     1201 tttccagcattccaatttgaaacaaatgagtgagttttcagtattcctatcactcagaaa 

     1261 cctcatttaccttgacatttctcatactcacaccagagttgctttcaatggcatcttcaa 

     1321 tggcttgtccagtctcgaagtcttgaaaatggctggcaattctttccaggaaaacttcct 

     1381 tccagatatcttcacagagctgagaaacttgaccttcctggacctctctcagtgtcaact 

     1441 ggagcagttgtctccaacagcatttaactcactctccagtcttcaggtactaaatatgag 

     1501 ccacaacaacttcttttcattggatacgtttccttataagtgtctgaactccctccaggt 

     1561 tcttgattacagtctcaatcacataatgacttccaaaaaacaggaactacagcattttcc 

     1621 aagtagtctagctttcttaaatcttactcagaatgactttgcttgtacttgtgaacacca 

     1681 gagtttcctgcaatggatcaaggaccagaggcagctcttggtggaagttgaacgaatgga 

     1741 atgtgcaacaccttcagataagcagggcatgcctgtgctgagtttgaatatcacctgtca 

     1801 gatgaataagaccatcattggtgtgtcggtcctcagtgtgcttgtagtatctgttgtagc 

     1861 agttctggtctataagttctattttcacctgatgcttcttgctggctgcataaagtatgg 

     1921 tagaggtgaaaacatctatgatgcctttgttatctactcaagccaggatgaggactgggt 

     1981 aaggaatgagctagtaaagaatttagaagaaggggtgcctccatttcagctctgccttca 

     2041 ctacagagactttattcccggtgtggccattgctgccaacatcatccatgaaggtttcca 

     2101 taaaagccgaaaggtgattgttgtggtgtcccagcacttcatccagagccgctggtgtat 

     2161 ctttgaatatgagattgctcagacctggcagtttctgagcagtcgtgctggtatcatctt 

     2221 cattgtcctgcagaaggtggagaagaccctgctcaggcagcaggtggagctgtaccgcct 

     2281 tctcagcaggaacacttacctggagtgggaggacagtgtcctggggcggcacatcttctg 

     2341 gagacgactcagaaaagccctgctggatggtaaatcatggaatccagaaggaacagtggg 

     2401 tacaggatgcaattggcaggaagcaacatctatctgaagaggaaaaataaaaacctcctg 

     2461 aggcatttcttgcccagctgggtccaacacttgttcagttaataagtattaaatgctgcc 

     2521 acatgtcaggccttatgctaagggtgagtaattccatggtgcactagatatgcagggctg 

     2581 ctaatctcaaggagcttccagtgcagagggaataaatgctagactaaaatacagagtctt 

     2641 ccaggtgggcatttcaaccaactcagtcaaggaacccatgacaaagaaagtcatttcaac 

     2701 tcttacctcatcaagttgaataaagacagagaaaacagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

     2761 aa 
 

 
Homo sapiens Toll-ähnlicher Rezeptor 9 (TLR9) (Genbank-Nummer: NM138688) 

 

        1 tggtgaactgcaactggctgttcctgaagtctgtgccccacttctccatggcagcacccc 

       61 gtggcaatgtcaccagcctttccttgtcctccaaccgcatccaccacctccatgattctg 

      121 actttgcccacctgcccagcctgcggcatctcaacctcaagtggaactgcccgccggttg 

      181 gcctcagccccatgcacttcccctgccacatgaccatcgagcccagcaccttcttggctg 

      241 tgcccaccctggaagagctaaacctgagctacaacaacatcatgactgtgcctgcgctgc 

      301 ccaaatccctcatatccctgtccctcagccataccaacatcctgatgctagactctgcca 
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      361 gcctcgccggcctgcatgccctgcgcttcctattcatggacggcaactgttattacaaga 

      421 acccctgcaggcaggcactggaggtggccccgggtgccctccttggcctgggcaacctca 

      481 cccacctgtcactcaagtacaacaacctcactgtggtgccccgcaacctgccttccagcc 

      541 tggagtatctgctgttgtcctacaaccgcatcgtcaaactggcgcctgaggacctggcca 

      601 atctgaccgccctgcgtgtgctcgatgtgggcggaaattgccgccgctgcgaccacgctc 

      661 ccaacccctgcatggagtgccctcgtcacttcccccagctacatcccgataccttcagcc 

      721 acctgagccgtcttgaaggcctggtgttgaaggacagttctctctcctggctgaatgcca 

      781 gttggttccgtgggctgggaaacctccgagtgctggacctgagtgagaacttcctctaca 

      841 aatgcatcactaaaaccaaggccttccagggcctaacacagctgcgcaagcttaacctgt 

      901 ccttcaattaccaaaagagggtgtcctttgcccacctgtctctggccccttccttcggga 

      961 gcctggtcgccctgaaggagctggacatgcacggcatcttcttccgctcactcgatgaga 

     1021 ccacgctccggccactggcccgcctgcccatgctccagactctgcgtctgcagatgaact 

     1081 tcatcaaccaggcccagctcggcatcttcagggccttccctggcctgcgctacgtggacc 

     1141 tgtcggacaaccgcatcagcggagcttcggagctgacagccaccatgggggaggcagatg 

     1201 gaggggagaaggtctggctgcagcctggggaccttgctccggccccagtggacactccca 

     1261 gctctgaagacttcaggcccaactgcagcaccctcaacttcaccttggatctgtcacgga 

     1321 acaacctggtgaccgtgcagccggagatgtttgcccagctctcgcacctgcagtgcctgc 

     1381 gcctgagccacaactgcatctcgcaggcagtcaatggctcccagttcctgccgctgaccg 

     1441 gtctgcaggtgctagacctgtcccacaataagctggacctctaccacgagcactcattca 

     1501 cggagctaccacgactggaggccctggacctcagctacaacagccagccctttggcatgc 

     1561 agggcgtgggccacaacttcagcttcgtggctcacctgcgcaccctgcgccacctcagcc 

     1621 tggcccacaacaacatccacagccaagtgtcccagcagctctgcagtacgtcgctgcggg 

     1681 ccctggacttcagcggcaatgcactgggccatatgtgggccgagggagacctctatctgc 

     1741 acttcttccaaggcctgagcggtttgatctggctggacttgtcccagaaccgcctgcaca 

     1801 ccctcctgccccaaaccctgcgcaacctccccaagagcctacaggtgctgcgtctccgtg 

     1861 acaattacctggccttctttaagtggtggagcctccacttcctgcccaaactggaagtcc 

     1921 tcgacctggcaggaaaccagctgaaggccctgaccaatggcagcctgcctgctggcaccc 

     1981 ggctccggaggctggatgtcagctgcaacagcatcagcttcgtggcccccggcttctttt 

     2041 ccaaggccaaggagctgcgagagctcaaccttagcgccaacgccctcaagacagtggacc 

     2101 actcctggtttgggcccctggcgagtgccctgcaaatactagatgtaagcgccaaccctc 

     2161 tgcactgcgcctgtggggcggcctttatggacttcctgctggaggtgcaggctgccgtgc 

     2221 ccggtctgcccagccgggtgaagtgtggcagtccgggccagctccagggcctcagcatct 

     2281 ttgcacaggacctgcgcctctgcctggatgaggccctctcctgggactgtttcgccctct 

     2341 cgctgctggctgtggctctgggcctgggtgtgcccatgctgcatcacctctgtggctggg 

     2401 acctctggtactgcttccacctgtgcctggcctggcttccctggcgggggcggcaaagtg 

     2461 ggcgagatgaggatgccctgccctacgatgccttcgtggtcttcgacaaaacgcagagcg 

     2521 cagtggcagactgggtgtacaacgagcttcgggggcagctggaggagtgccgtgggcgct 

     2581 gggcactccgcctgtgcctggaggaacgcgactggctgcctggcaaaaccctctttgaga 

     2641 acctgtgggcctcggtctatggcagccgcaagacgctgtttgtgctggcccacacggacc 

     2701 gggtcagtggtctcttgcgcgccagcttcctgctggcccagcagcgcctgctggaggacc 

     2761 gcaaggacgtcgtggtgctggtgatcctgagccctgacggccgccgctcccgctatgtgc 

     2821 ggctgcgccagcgcctctgccgccagagtgtcctcctctggccccaccagcccagtggtc 

     2881 agcgcagcttctgggcccagctgggcatggccctgaccagggacaaccaccacttctata 

     2941 accggaacttctgccagggacccacggccgaatagccgtgagccggaatcctgcacggtg 

     3001 ccacctccacactcacctcacctctgcctgcctggtctgaccctcccctgctcgcctccc 

     3061 tcaccccacacctgacacagagcaggcactcaataaatgctaccgaaggc�
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10.2 Sequenzen weiterer verwendeter Oligonukleotide 

 

Kapitel 7.5.3 

p22phox forward: 5’-GGCGCTTCACCCAGTGGTACTTTGG-3’ 

p22phox reverse: 5’-TAGGTAGATGCCGCTCGCAATGGC-3’ 

 

p47phox forward: 5’-CTCCCAGCTCCCAAGTGGTTTGACG-3’ 

p47phox reverse: 5’-TCTTCTCGTAGTCGGCAATGGGGC -3’ 

 

p67phox forward: 5’-GGAGTGTGTCTGGAAGCAG-3’ 

p67phox reverse: 5’-AGTGTGTAGGGCATGGGAAC-3’ 

 

cox2 forward: 5’-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3’ 

cox2 reverse: 5’-AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT-3’ 

 

5-LO forward: 5’-GAAGACCTGATGTTTGGCTACC-3’ 

5-LO reverse: 5’-AGGGTTCTCATCTCCCGG-3’ 
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10.3 Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl der H.pylori-Gene 

während der Infektion mit AGS-Zellen durch Echtzeit-PCR 

 

H. pylori-Stamm P1 

 

Die mRNA-Expression der Gene napA, katA und cagA des Stammes P1 sind im Ergebnisteil Kapitel 

7.2.2 in der Abb. 7.4 D,E und G dargestellt.Die mRNA der Gene ureA und vacAs1 bzw. vacAs2 sind 

negativ.  

 

H. pylori-Stamm P12 

 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens ureA des Stammes P12 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.2 in der Abb. 

7.4 H dargestellt. Die mRNA der Gene napA und katA sind negativ. 
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H. pylori-Stamm P303 

 

 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens vacAs2 des Stammes P303 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.2 in der 

Abb. 7.4 B dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,00E+00

5,00E+09

1,00E+10

1,50E+10

2,00E+10

0 1 3 6

Zeit in h

K
o

p
ie

n
za

h
l/P

ro
b

e

mit AGS

ohne AGS

16SrRNA 

0,00E+00

1,00E+02

2,00E+02

3,00E+02

4,00E+02

5,00E+02

6,00E+02

7,00E+02

0 1 3 6

Zeit in h

K
o

p
ie

n
za

h
l/P

ro
b

e

mit AGS

ohne AGS

mRNA katA 

0,00E+00

8,00E+05

1,60E+06

2,40E+06

3,20E+06

4,00E+06

0 1 3 6

Zeit in h

K
o

p
ie

n
za

h
l/P

ro
b

e

mit AGS

ohne AGS

mRNA ureA 

0,00E+00

4,00E+04

8,00E+04

1,20E+05

1,60E+05

2,00E+05

0 1 3 6

Zeit in h

K
o

p
ie

n
za

h
l/P

ro
b

e

mit AGS

ohne AGS

mRNA napA 

0,00E+00

2,00E+06

4,00E+06

6,00E+06

8,00E+06

1,00E+07

0 1 3 6

Zeit in h

K
o

p
ie

n
za

h
l/P

ro
b

e

mit AGS

ohne AGS

mRNA cagA 

* 

** 



Anhang 
 

 144 

H. pylori-Stamm P284 

 

 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens cagA des Stammes P284 ist negativ. 
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H. pylori-Stamm P1280 

 

 

 

Die mRNA-Expression der Gene ureA, cagA, vacAs1 bzw. vacAs2 des Stammes P1280 sind negativ. 

 

 

H. pylori-Stamm P1288 
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Die Expression des 16SrRNA-Gens des Stammes P1288 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.2 in der Abb. 

7.4 A dargestellt. Die mRNA des Gens cagA ist negativ. 

 

 

H. pylori-Stamm P1303 

 

 

 

Die mRNA-Expression der Gene cagA und vacAs1 bzw. vacAs2 des Stammes P1303 sind negativ. 
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H. pylori-Stamm P1321 

 

 

 

Die mRNA-Expression der Gene napA und katA des Stammes P1321 sind im Ergebnisteil Kapitel 

7.2.2 in der Abb. 7.4 C und F dargestellt. Die mRNA des Gens cagA ist negativ. 
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10.4 Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl der H.pylori-Gene 

während der Infektion mit PMNs durch Echtzeit-PCR 

 

H. pylori-Stamm P1 

 

Die mRNA-Expression der Gene napA und cagA des Stammes P1 sind im Ergebnisteil Kapitel 7.2.3 in 

der Abb. 7.5 B und H dargestellt. Die mRNA der Gene ureA und vacAs1 bzw. vacAs2 sind negativ. 

 

 

H. pylori-Stamm P12 

 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens ureA des Stammes P12 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.3 in der Abb. 

7.5 E dargestellt. Die mRNA des Gens napA ist negativ. 
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H. pylori-Stamm P303 

 

 

 

 

Die Expression des 16SrRNA-Gens des Stammes P303 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.3 in der Abb. 

7.5 A dargestellt. 
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H. pylori-Stamm P284 

 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens vacAs1 des Stammes P284 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.3 in der 

Abb. 7.5 C dargestellt. Die mRNA des Gens cagA ist negativ. 
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Die mRNA-Expression der Gene cagA und vacAs1 bzw. vacAs2 des Stammes P1280 sind negativ. 

 

 

H. pylori-Stamm P1288 

 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens katA des Stammes P1288 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.2.3 in der 

Abb. 7.5 G dargestellt. Die mRNA des Gens cagA ist negativ. 
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H. pylori-Stamm P1303 

 

 

 

Die mRNA-Expression der Gene cagA und vacAs1 bzw. vacAs2 des Stammes P1303 sind negativ. 
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Die mRNA-Expression der Gene vacAs2 und ureA des Stammes P1321 sind im Ergebnisteil Kapitel 

7.2.3 in der Abb. 7.5 D und F dargestellt. Die mRNA des Gens cagA ist negativ. 
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10.5 Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl von Toll-ähnlichen 

Rezeptoren (TLRs) an AGS-Zellen während Infektion mit H. 

pylori durch Echtzeit-PCR 

 

 

AGS / H.pylori-Stamm P1 

 

 

Die mRNA-Expression der Gene TLR2 und TLR9 durch AGS-Zellen während der Infektion mit dem 

Stamm P1 sind im Ergebnisteil Kapitel 7.3.4 in der Abb. 7.9 A und E dargestellt.  
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Die mRNA-Expression der Gene TLR4 und TLR9 durch AGS-Zellen während der Infektion mit dem 

Stamm P12 sind im Ergebnisteil Kapitel 7.3.4 in der Abb. 7.9 C und F dargestellt.  
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AGS / H.pylori-Stamm P303 
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AGS / H.pylori-Stamm P1280 

 

 

 

 

AGS / H.pylori-Stamm P1288 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens TLR2 durch AGS-Zellen während der Infektion mit dem Stamm 

P1288 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.3.4 in der Abb. 7.9 B dargestellt.  
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AGS / H.pylori-Stamm P1303 

 

 

 

 

AGS / H.pylori-Stamm P1321 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens TLR4 durch AGS-Zellen während der Infektion mit dem Stamm 

P1321 ist im Ergebnisteil Kapitel 7.3.4 in der Abb. 7.9 D dargestellt.  
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10.6 Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl von Toll-ähnlichen 

Rezeptoren (TLRs) an PMNs während Infektion mit H. pylori 

durch Echtzeit-PCR 
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Die mRNA-Expression des Gens TLR9 durch PMNs während der Infektion mit dem Stamm P1 ist im 

Ergebnisteil Kapitel 7.4.4 in der Abb. 7.16 E dargestellt.  

 

 

PMNs / H.pylori-Stamm P12 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens TLR9 durch PMNs während der Infektion mit dem Stamm P12 ist im 

Ergebnisteil Kapitel 7.4.4 in der Abb. 7.16 F dargestellt.  
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PMNs / H.pylori-Stamm P303 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens TLR2 durch PMNs während der Infektion mit dem Stamm P303 ist 

im Ergebnisteil Kapitel 7.4.4 in der Abb. 7.16 A dargestellt.  
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PMNs / H.pylori-Stamm P1280 

 

 

Die mRNA-Expression der Gene TLR2 und TLR4 durch PMNs während der Infektion mit dem Stamm 

P1280 sind im Ergebnisteil Kapitel 7.4.4 in der Abb. 7.16 B und C dargestellt.  
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PMNs / H.pylori-Stamm P1303 

 

 

Die mRNA-Expression des Gens TLR4 durch PMNs während der Infektion mit dem Stamm P1303 ist 

im Ergebnisteil Kapitel 7.4.4 in der Abb. 7.16 D dargestellt.  
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