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1.  Einleitung 
 
 
1.1. Helicobacter pylori 

 

Helicobacter pylori ist ein spiralförmiges, mikroaerophiles und gram-negatives 

Bakterium mit Geißeln, welches die Magenschleimhaut im Bereich der Antrum- 

und Corpus-Region besiedelt, sich aber auch postpylorisch in das Duodenum 

ausbreiten kann. H. pylori ist heute als Hauptverursacher von chronischen 

Gastritiden und der peptischen Ulkuskrankheit identifiziert. Darüber hinaus ist das 

Bakterium an der Entstehung von MALT-Lymphomen und über 90% aller 

Magenkrebserkrankungen, welche die zweithäufigste Todesursache infolge von 

Krebsleiden weltweit darstellen, beteiligt (Nakshabendi et al., 1991, Parsonnet et 

al., 1991, Bayerdörffer et al., 1997). Mit H. pylori infizierte Patienten weisen heute 

gegenüber nicht-infizierten ein drei- bis sechsfach höheres Krebsrisiko auf (Krejs, 

2000). Eine groß angelegte japanische Langzeitstudie konnte belegen, dass H. 

pylori ähnlich eng mit Magenkrebs assoziiert ist, wie z.B. Nikotinkonsum mit 

Lungenkrebs (Uemura et al., 2001).  

 

 

1.1.1. Geschichtlicher Überblick  
 

Bakterien, welche die Magenschleimhaut von 

Säugetieren besiedeln, sind schon seit über 100 

Jahren bekannt. So beschrieben Rappin (1881) und 

Bizzozero (1893) spiralig gewundene Bakterien in der 

Magenschleimhaut von Tieren. Krienitz beschrieb 

Anfang des 20. Jahrhunderts als Erster den 

Zusammenhang von spiralförmigen Bakterien mit 

pathologischen Magenveränderungen im Menschen. 

Immer wieder wurde über die Pathogenität dieser 

Mikroorganismen diskutiert, doch wurde diese lange 

angezweifelt. Es galt als unmöglich, dass Bakterien im 

sauren Milieu des Magens überleben könnten. 

Entdeckt und erstmals isoliert wurde H. pylori 1983 von 
Abb.1.1:Helicobacter pylori 
(LumeRx, Malborough, USA, 

2004)  
                                                                                                                               1 
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den Australiern Barry James Marshall und John Robin Warren nach eingehenden 

histologischen Untersuchungen von Magenbiopsien (Warren u. Marshall, 1983). 

Ein Jahr später konnten Marshall und Warren im Selbstversuch die Koch´schen 

Postulate erfüllen: Das Bakterium wird mit großer Regelmäßigkeit bei einer 

Gastritis gefunden, führt bei Infektionsversuchen wieder zu dieser Erkrankung und 

kann aus der Magenschleimhaut von betroffenen Patienten kulturell angezüchtet 

werden. Damit wurde dieses Bakterium als obligat pathogen eingestuft (Marshall 

et al., 1985). 1989 wurde das Bakterium weltweit als Ursache des Ulkus 

angenommen (Graham et al., 1989) und 1994 durch die IARC/WHO als Typ I 

Karzinogen klassifiziert (IARC, 1994). Im Jahre 2005 erhielten Marshall und Robin 

den Nobelpreis für die Entdeckung von H. pylori.  

Andere Arten von Helicobacter wurden seitdem auch in den Mägen verschiedener 

Säugetiere und Vögel entdeckt (Henry et al., 1987, Fox et al., 1988, Lee et al., 

1988, Queiroz et al., 1990, Brondson et al., 1991, Haringsma und Mouwen, 1992, 

Eaton et al., 1993, Jakob et al., 1997). Ursprünglich wurde der Organismus 

Campylobacter pyloridis genannt. Später wurde er in Campylobacter pylori 

umbenannt, damit er besser zu den Namen anderer krankmachender Keime im 

Magen-Darm-Trakt passt. 1989 wurde er endgültig Helicobacter pylori genannt 

(Goodwin 1988, Owen 1998). Der Name Helicobacter pylori leitet sich aus dem 

Griechischen für "Spirale, Schraube und Magenausgang" ab.  

 

 

1.1.2. Epidemiologie 
 
Bereits im Jahr 1997 wurde die erste komplette Genomsequenz eines Vertreters 

der Art Helicobacter pylori publiziert (Tomb et al., 1997). Für das Bakterium 

konnten insgesamt 370 Stämme nachgewiesen werden, die in Details ihrer DNA-

Sequenzen sehr große Unterschiede aufweisen. Für Epidemiologen und 

Ethnologen gleichermaßen interessant ist die Tatsache, dass die 

Völkerwanderungen des Menschen und die Verbreitung von H. pylori gemeinsame 

Wurzeln haben. Es gibt Hinweise darauf, dass H. pylori den Menschen schon sehr 

früh in der Entwicklungsgeschichte kolonisiert und sich mit diesem von Afrika aus 

weltweit verbreitet hat (Covacci et al., 1999). 

                                                                                                                               2 
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Das Vorkommen von H. pylori ist weit verbreitet. Mit einer Prävalenz von weltweit 

ca. 50% ist die H. pylori-Infektion eine der häufigsten chronischen bakteriellen 

Infektionen. Jedoch variiert die Prävalenz stark zwischen einzelnen Ländern sowie 

innerhalb Populationen desselben Landes (Feldmann, 2001) und ist stark mit dem 

sozioökonomischen Status assoziiert (Malaty und Graham, 1994). So ist die 

Infektionsrate in Entwicklungsländern sehr viel höher als in den Industrienationen. 

Laut offiziellen Angaben des Umwelt-Medizinischen-Informations-Dienstes sind 

ca. 35 % der deutschen Bevölkerung mit H. pylori infiziert. 
 

             
                                 Abb. 1.2: Prävalenz der Helicobacter Pylori-Infektion  
                  Die H. pylori-Infektion korelliert mit dem sozioökonomisch Status (IFHII 1997). 
 

Der Übertragungsweg des Bakteriums ist bis heute noch nicht sicher geklärt. Der 

Magen gilt als das Hauptreservoir für die Keime. Der häufigste Weg ist vermutlich 

die orale Übertragung, oft schon in früher Kindheit von der Mutter auf das Kind. Es 

scheint sich auch über den fäkal-oralen Weg zu verbreiten, dass heißt 

Ausscheidung des Bakteriums über den Stuhlgang und vermutliche 

Wiederaufnahme durch Wasser beziehungsweise verschmutzte Nahrungsmittel 

(z.B. ungewaschenes Obst). H. pylori ist fähig in Wasser zu überleben und ist in 

der Umgebung ubiquitär verbreitet (Bellak et al., 2006). Epidemiologische Daten 

weisen außerdem auf die Möglichkeit von oral-oralen oder gastro-oralen (Kontakt 

mit durch H. pylori-infiziertem Magenschleim bei Erbrechen) 

Übertragungsmechanismen hin. Ferner wird auch eine mögliche Übertragung 

durch Schmeißfliegen (Calliphoridae) diskutiert. H. pylori persistiert in seinem 

menschlichen Wirt ohne entsprechende Behandlung jahrzehnte- oder sogar 

lebenslang (Blaser und Parsonnet, 1994). 

                                                                                                                               3 
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1.1.3. Nachweis und Therapie 
 
Traditionelle Behandlungen gegen Entzündungen der Magenschleimhaut 

bestanden darin, entweder Mittel zu verabreichen, welche die Magensäure 

neutralisierten, oder Medikamente, welche die Säureproduktion des Magens 

reduzierten. Heute wird zuerst untersucht, ob eine Infektion mit H. pylori vorliegt. 

Zu den üblichen Tests gehört der Harnstoff-Atemtest, wobei dem Patienten mit 

stabilem Isotop C13-versetzter Harnstoff zugeführt wird. Unter Nutzung der 

Urease-Aktivität von H. pylori kann innerhalb von kurzer Zeit ausgeatmetes C13 

gemessen werden und so als Nachweis einer Infektion dienen. Weitere Tests sind 

Blut- bzw. Stuhltests (Antikörper- bzw. Antigen-Nachweis) oder der 

mikroskopische Nachweis des Bakteriums durch endoskopische 

Probenentnahmen aus dem letzten Drittel des Magens.  

Die Eradikation einer Infektion erfolgt beispielsweise durch Verabreichung einer 

Antibiotikakombination (Triple-Therapie: Metronidazol mit Amoxicillin oder 

Tetrazyklin und kolloidales Bismuth-Subcitrat oder Bismuthsubsalicylat) oder einer 

Kombination aus einem Antibiotikum und einem Protonenpumpenhemmer 

(Malfertheiner, 1993 und 2005). 

 

 

1.1.4. Pathogenitätsfaktoren 
 
Die Magenschleimhaut ist prinzipiell gut gegen bakterielle Infektionen geschützt. 

Der niedrige pH-Wert des Magensaftes (pH=2) und die dicke Schleimschicht 

bilden eine effektive Barriere. H. pylori ist kein azidophiles Bakterium und kann im 

sauren Magenlumen nur kurzzeitig überleben. Durch eine Reihe von 

Eigenschaften ist es jedoch hervorragend an seine ökologische Nische angepasst. 

Das H. pylori-Genom kodiert etwa 1500 verschiedene Proteine (Tomb et al., 

1997), darunter zahlreiche Proteine und Enzyme, die dem Keim die Kolonisierung 

des Magen ermöglichen (Goodwin et al., 1990). Die von H. pylori gebildeten 

Pathogenitätsfaktoren lassen sich in zwei Gruppen aufteilen, die Kolonisations- 

und die Virulenzfaktoren. 

Dazu gehört zum einen die durch helikale Form und zwei bis sieben unipolar 

angeordneten Flagellen bedingte hohe Motilität, die es dem Keim ermöglicht,   
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sich in der Carbonat-gepufferten Magenmukosa zu bewegen. Die Bewegung 

Richtung Mukosa wird durch chemotaktische Faktoren wie Harnstoff- und 

Bicarbonatkonzentration gesteuert (Yoshiyama et al., 1999). Ein wichtiger 

Kolonisationsfaktor, der dem Bakterium das Persistieren im Magenmilieu 

ermöglicht, ist das Enzym Urease, welches es an seiner Oberfläche anlagert. 

Durch die Urease bildet sich eine Ammoniakwolke um das Bakterium, welche die 

Säure neutralisiert. Dies geschieht nach folgender Reaktion: 

 

C=O·2NH2           +        H+       +      2H2O    -->          HCO3
-              +         2NH4

+

     Harnstoff   +   Magensäure    +  Wasser     -->    Hydrogencarbonat + 

Ammonium 

 

Die Spaltung von Harnstoff in Hydrogencarbonat und Ammonium, das 

einströmende Protonen in Zytosol und Periplasma puffert, führt so zu 

Umweltbedingungen (pH=7) unter denen der Keim überleben und sich vermehren 

kann. Der neutrale pH-Wert im Inneren des Keimes ist unter anderem für den 

Aufbau des Membranpotentials zur Energiegewinnung nötig. Die Urease von H. 

pylori ist die effektivste der bislang entdeckten bakteriellen Ureasen. Im Maus-

Infektionsmodell konnte gezeigt werden, dass das Enzym essentiell für die 

Kolonisierung ist (Eaton et al., 1991). Diskutiert wird auch eine Rolle der Urease 

bei der Induktion von Epithelzellschäden, da Ammonium toxisch für Zellen ist 

(Megraud et al., 1992, Suzuki et al., 1992, Sommi et al., 1996). Außerdem wird 

das Enzym mit Apoptose-Induktion (Fan et al., 2000) und Aktivierung von 

Neutrophilen und Monozyten (Harris et al., 1996) in Zusammenhang gebracht. 

Ferner besitzt das Bakterium weitere Enzyme (Lipase, Phospholipase), welche 

den Eintritt des Keims in die Magenschleimschicht durch Zersetzung der 

Lipidbestandteile ermöglichen (Goodwin, 1994). 

H. pylori umgeht die körperliche Immunabwehr. Die Infektion induziert eine heftige 

Immunantwort. Jedoch führt die körperliche Antikörperproduktion nicht zur 

Eradikation der Infektion und die so entstehende permanente 

Entzündungsreaktion kann zu weiteren Schäden der Magenschleimhaut führen 

(Baldari et al., 2005). Bakterielle Virulenzfaktoren (VacA, s. u.) stehen in Verdacht 

die Kaskade der Immunreaktion in einem frühen Stadium zu unterbrechen (Gebert 

et al., 2003). Epidemiologische Studien zeigen, dass sich Stämme,                     
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die aus Patienten mit einem Magen- oder Zwölffingerdarmgeschwür oder einem 

Magenkarzinom isoliert wurden, und Stämme, die aus Patienten mit einer milden 

Gastritis isoliert wurden, unterscheiden. Die genomische DNA virulenter H. pylori-

Stämme enthält ein 40 kb großes Segment (pathogenicity island, PAI), welches 

unter anderem das cytotoxin-assoziierte Protein (CagA), das vakuolisierende 

Toxin (VacA), Adhesine (BabA) sowie membran-assoziierte Proteine des 

bakteriellen Typ IV-Sekretionssystems (T4SS) codiert. Je nach Vorhandensein 

dieser Virulenzfaktoren werden H. pylori-Isolate in Typ I (cag-PAI und VacA -

positiv) und Typ II (cag-PAI und VacA -negativ) Stämme unterteilt (Xiang et 

al.,1995). 

In Biopsien ist H. pylori sowohl im Mukus als auch adhärent an Epithelzellen zu 

finden. Die Adhärenz ist wichtig, um einen Abtransport durch Peristaltik und 

Mukus-Erneuerung zu verhindern. Das BabA-Gen kodiert ein Blutgruppenantigen-

bindendes Adhäsin, welches die Haftung von H. pylori an human Lewis(b)-

Antigenen auf der Oberfläche der Magenepithelzellen vermittelt (Boren et al.,1993, 

Ilver et al.,1998). BabA-positive Stämme sind mit einem höheren Risiko für 

Magenulzera und -karzinome assoziiert (Gerhard et al.,1999, Prinz et al., 2001).  

VacA ist ein 87 kDa großes porenbildendes Toxin, das in vitro cytoplasmatische 

Vakuolisierung induziert. Die biologische Bedeutung dieses Toxins zeigt sich 

durch Studien, die nachweisen, dass gereinigtes VacA in Mäusen Ulkus-ähnliche 

Erosionen verursacht (Marchetti et al., 1995). VacA-positive Stämme lösen in den 

betroffenen Zellen Apoptose durch Porenbildung in mitochondrialen Membranen 

(Galmiche et al., 2000), erhöhte transzelluläre Permeabilität, sowie erhöhte 

Freigabe von Anionen und Harnstoff in das Lumen aus (Papini et al., 1993). 

Vermutlich dient die Vakuolisierung von Zellen der Freisetzung von Nährstoffen 

aus den nekrotischen Zellen, was dem Keim eine bessere Versorgung sichern soll 

(Fischer und Haas, 2000). Neben den kanalbildenden Eigenschaften soll VacA in 

Magenepithelzellen die Muzinsynthese signifikant erniedrigen (Beil et al., 2000) 

und den li (invariant chain)-abhängigen Antigenpräsentationsweg in B-Zellen 

hemmen (Molinari et al., 1998). 

Die Proteine des T4SS schleusen ein 128 kDa-Protein (CagA) in die 

Magenepithelzellen ein, wo es aktiviert wird und die Phosphorylierung von 

Wirtsproteinen moduliert (Odenbreit et al., 2000). Epidemiologische Studien 

zeigen eine Korrelation zwischen dem Antikörper-Titer gegen CagA und der 
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Schwere der ausgelösten Erkrankung, weshalb CagA häufig als Krankheitsmarker 

verwendet wird (Parsonnet et al., 1997, Webb et al., 1999). Durch 

Infektionsexperimente mit Mongolischen Wüstenrennmäusen (Meriones 

unguiculatus) konnte die Beteiligung von CagA an der Induktion eines 

Magengeschwürs nachgewiesen werden (Ogura et al., 2000). Verschiedene 

Studien zeigen, dass CagA nach der Translokation in die Zielzelle durch zelluläre 

Tyrosin-Kinasen  der  Src-Familie (c-src, Lyn)  phosphoriliert  wird und Einfluss auf  

 die Aktivität von zellulären Signaltrans-

duktionsproteinen nimmt (Selbach et al., 2002, 

Stein et al., 2002, Higashi et al., 2002, 

Yamazaki et al., 2003). CagA-positive 

Stämme modulieren Struktur und Motilität der 

Wirtszellen: Bei der Infektion von 

Epithelzellkulturen kann eine CagA-abhängige 

Migration der Zellen in der Kulturschale 

("Scattern") und eine Verlängerung der 

Zellausläufer (Elongations-Phänotyp) beob-

achtet werden (Segal et al., 1999; Churin et 

al., 2003). Mit Hilfe von MDCK-Zellen, die ein 

polarisiertes Epithel bilden, zeigten Amieva et 
 

 
 

 
Abb. 1.3: Infektionsmechanismus
von H. pylori. Das Bakterium

interagiert physikalisch mit den

Magenepithelzellen und injiziert das

CagA Protein in die Wirtszelle. (De

Luca und Iaquinto, 2004) 
al., (2003), dass CagA zwei Bestandteile von 

Zell-Zell-Verbindungen (ZO-1, JAM) zum Ort der Adhärenz von H. pylori rekrutiert. 

Als Folge werden die Verbindungen zwischen den Epithelzellen geöffnet. Laut 

dieser Studie führt eine Langzeitinfektion von polarisiertem Epithel mit H. pylori zu 

einer Zerstörung der epithelialen Barrierenfunktion und verursacht eine 

Veränderung der Morphologie des Epithels. 

CagA-positive Stämme sind stärker mit entzündlichen Veränderungen der 

Magenschleimhaut assoziiert. Sie rufen stärkere phänotypische Veränderungen 

sowohl in vitro als auch in vivo hervor. Dazu gehört eine starke Infiltration des 

Gewebes und damit auch eine starke Entzündungsreaktion (Hofman et al., 2000, 

Orsini et al., 2000). Ferner lösen diese Stämme die verstärkte Expression und 

Sekretion von proinflammatorischen Chemokinen wie Interleukin (IL)-8, IL-1ß und 

Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha aus (Crabtree et al., 1995 und 1996). Außerdem 

erfolgt die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-κB und AP-1         
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(Foryst-Ludwig und Naumann, 2000, Isomoto et al., 2000, Maeda et al., 2000), 

Kinasen wie JNK, p38 und ERK (Mitsuno et al., 2001, Bhattacharyya et al., 2002, 

Kim et al., 2005) sowie Rho-GTPasen wie Rac1 und Cdc42 (Churin et al., 2001, 

Naumann et al., 1999). 

 

 

  
                        
                             
  

 

 

 

 

 

 
Abb. 1.4: Durch H. pylori aktivierte Signaltransduktionskaskaden in Magenepithelzellen. 
(Meyer-ter-Vehn et al., 2000) 

 

Eine natürliche H. pylori-Infektion ruft keine Immunität hervor (Ramirez-Ramos et 

al., 1997). In 80 - 90 % aller Fälle bleibt eine Infektion mit H. pylori 

asymptomatisch (Suerbaum und Michetti, 2002). Die Folgen der Infektion sind 

daher nicht nur abhängig von den bakteriellen Faktoren sondern auch vom Wirt 

und dem Krankheitsumfeld. Das Vorhandensein verschiedener, komplexer 

Faktoren erhöht das Risiko zur Entwicklung von schweren histologischen 

Veränderungen der Magenmukosa. Auch der Ort der Infektion spielt eine Rolle. So 

haben Patienten mit einer Antrumgastritis ein höheres Risiko für das Entstehen 

eines Zwölfingerdarmgeschwürs, während Patienten mit einer Corpusgastritis ein 

höheres Risiko für ein Magengeschwür oder ein Magenkarzinom haben (Dixon, 

2001). 

Zu den genetischen Risikofaktoren des Menschen, die mit der Krebsentstehung 

assoziiert sind, zählen solche, welche die körperliche Immunantwort und 

Entzündungsreaktion auf die Infektion regulieren. Dazu gehören beispielsweise 

Polymorphismen im Interleukin-1- und TNF-α-Gen, die sich synergistisch auf die 

                                                                                                                               8 



                                                                                                  Kapitel 1 - Einleitung  

Entstehung präkanzeröser Läsionen des Magens auswirken (Gatti et al., 2004, 

Kim et al., 2006). 

Ernährungsgewohnheiten (Vitamin-C-Mangel, überwiegende Ernährung mit 

geräucherten oder gepökelten Produkten) sowie Nikotinkonsum sind ebenfalls am 

Krankheitsverlauf einer H. pylori-Infektion beteiligt  (You et al., 2005, Gurbuz und 

Kloppel, 2005). 

 

 

1.1.5. Genexpressionsalterationen unter der H. pylori-Infektion 
 
Zellen höherer Organismen exprimieren rund 15.000 verschiedene Gene, deren 

Zusammenstellung alle Lebensprozesse wie z.B. Entwicklung und Differenzierung, 

Zellhomöostae, Zellzyklusregulation und den programmierten Zelltod bestimmt. 

Ebenso wie der Verlauf einer normalen Entwicklung werden auch pathologische 

Veränderungen, wie sie z.B. bei Krebserkrankungen auftreten, durch 

Veränderungen der Genexpression gesteuert. 

Wie bereits erwähnt, beeinflusst H. pylori die intrazelluläre Signaltransduktion der 

Wirtszellen und führt so zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (Aihara et al., 

1997, Maeda et al., 2000, Meyer-Ter-Vehn et al., 2000, Sharma et al., 1995). 

Zahlreiche Gene sind beschrieben, deren Expression in der H. pylori-Infektion 

erhöht ist (Maeda et al., 2001, Yuan et al., 2004). Dazu gehören vor allem 

proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-8 (Crabtree et al., 1994, Peek et 

al., 1995). Unsere Arbeitsgruppe konnte außerdem eine erhöhte Cathepsin X 

Expression in H. pylori-infizierter Magenmukosa feststellen (Krüger et al., 2005) 

Unter chronischen Entzündungsbedingungen, wie z.B. rheumatoider Arthritis, trägt 

die extrazelluläre Sekretion von MMPs beträchtlich zur Zerstörung der 

Gewebestruktur bei (Blaser et al., 1996, Maeda et al., 1995). MMPs sowie TIMPs 

spielen auch in der Pathogenese von Magenerkrankungen eine wichtige Rolle. Bei 

der H. pylori-induzierten Gastritis wurde eine erhöhte Expressionen von 

verschiedenen MMPs beschrieben (Saarialho-Kere et al., 1996, Bebb et al., 2003, 

Crawford et al., 2003). 
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1.1.6. Modelle zum Studium der H. pylori-Infektion 
 

H. pylori ist streng wirtsspezifisch und infiziert natürlicherweise nur Primaten. 

Diese Tatsache macht es schwierig ein Tier-Modell bzw. Zellen nicht-humanen 

Ursprungs zur Untersuchung heranzuziehen. Zwar existieren eine Reihe von 

Tiermodellen, die zur Erforschung der Pathogenese der H. pylori-assoziierten 

Erkrankungen beim Menschen ihren Einsatz finden, jedoch ist keines dieser 

Tiermodelle bisher in der Lage, die beim Menschen bestehenden Verhältnisse 

exakt zu imitieren. So konnte das Erscheinungsbild der "chronisch-aktiven" 

Gastritis beim Erwachsenen bislang im Tiermodell nicht regelmäßig beobachtet 

werden (Lee, 1998). 

Primatenmodelle bieten zwar den Vorteil, den Verlauf der Infektion durch 

endoskopische Kontrolle zu verfolgen und in der Ähnlichkeit in Anatomie und 

Physiologie des Primatenmagens mit dem menschlichen Magen (Lee, 1998). 

Nachteilig sind jedoch die hohen Kosten, das schwierige Handling und die 

Tatsache, dass auch natürliche Helicobacter-Arten den Primatenmagen besiedeln 

und somit die Interpretation der Untersuchungsergebnisse erschwert werden 

können (Engstrand, 1995, Fox und Lee, 1993 und 1997). 

Linien normaler Magenepithelzellen sind bislang noch nicht käuflich zu erwerben. 

Viele Untersuchungen erfolgen an Zelllinien, die aus humanen Magenkrebszellen 

generiert wurden. In den meisten Studien zur Auswirkung von H. pylori-Infektionen 

werden Magenkarzinom-Zelllinien wie AGS und MKN-45 verwendet. Diese Zellen 

bilden jedoch aufgrund fehlender Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungsproteine 

kein polarisiertes Epithel aus. Eine weitere Zelllinie, die zur Untersuchung der H. 

pylori-Infektion herangezogen wird, ist NCI-N87. Diese Zellen ähneln humanen 

primären Magenepithelzellen zwar am ehesten (Basque et al., 2001, Conlin et al., 

2004), sind jedoch aus einer Lebermetastase generierte Adenokarzinomzellen. 

MDCK-Zellen, welche zwar ein polares Epithel ausbilden und für entsprechende 

Studien herangezogen werden, stammen allerdings ursprünglich aus der Niere 

eines Hundes. 

H. pylori zeigt nachweislich bei primären humanen Epithelzellen ein höheres Maß 

an mikrobieller Anheftung, vor allem an den Zell-Zell-Kontakten (Wagner et al., 

1994, Smoot et al., 1993, Heczo et al., 2000). Außerdem existiert H. pylori nicht 

auf Karzinomgewebe (Boixeda et al., 1996). Bislang wurden primäre 
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Magenepithelzellen nur in wenigen Studien zur in vivo-näheren Betrachtung der 

Interaktionen zwischen H. pylori und seinen Wirtszellen herangezogen, wie zu 

Untersuchungen der zytoplasmatischen Vakuolisierung (Smoot et al., 1996), der 

Gastrin-Sekretion (Richter-Dahlfors et al., 1998), der Induktion 

proinflammatorischer Zytokine (Ogura et al., 1998, Tanahashi et al., 2000, Lu et 

al., 2005) und der Induktion der TRAIL-Sensitivität (Wu et al., 2004). Daneben 

eignen sich primäre Magenepithelzellen hervorragend, um durch eine H. pylori-

Infektion verursachte Veränderungen an Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Verbindungsproteinen zu untersuchen (Conlin et al., 2004). 
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1.2. Zielsetzung   
 
1.2.1. Etablierung eines in vitro-Modells zur Untersuchung der H. pylori-

Infektion 
 

Um der in vivo Situation am ehesten zu entsprechen, empfiehlt sich folglich die 

Verwendung primärer Magenepithelzellen humanen Ursprungs. Daher war es ein 

Ziel dieser Arbeit, eine Methode der Isolierung und Kultivierung von primären 

Magenepithelzellen zu etablieren und diese Primärkulturen mit herkömmlichen 

Zellkultur-Infektionssystemen anhand der gefundenen Ergebnisse zu vergleichen. 
 

 

1.2.2. Suche nach differentiell exprimierten Genen in infizierten und 
nicht-infizierten Magenepithelzellen  

 

Ausgangspunkt dieser Arbeit war es, zunächst zu klären, ob die Infektion von 

Magenepithelzellen mit H. pylori Einfluss auf die Expression von Genen, welche 

speziell Prozesse wie die Degradierung der extrazellulärer Matrix (ECM), 

Tumorprogression bzw. Metastasierung steuern, nimmt. Dazu sollten mit bzw. 

ohne H. pylori co-kultivierte Magenepithelzellen mittels eines spezifischen cDNA-

Microarrays auf ihre differentielle Genexpression hin untersucht werden. Die 

identifizierten Gene sollten weiterhin hinsichtlich ihrer Translation im Western Blot 

charakterisiert und mittels Immunhistochemie lokalisiert werden. 

 

 

1.2.3. Untersuchung von Regulationsmechanismen differentiell 
exprimierter Genprodukte 

 

Neben der Frage, welchen Einfluss H. pylori auf die Genexpression nimmt, war es 

außerdem Ziel dieser Arbeit zu klären, auf welchen molekularen Signalwegen dies 

potentiell geschieht. Durch H. pylori induzierte Zytokine und Signaltransduktions-

moleküle sollten auf ihre mögliche Fähigkeit zur Regulation der Genexpression 

analysiert werden. Dies sollte in detailierten Zellkulturversuchen mittels 

Inhibitorstudien in Kombination mit Western Blots untersucht werden.                 
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Die funktionelle Bedeutung differentiell exprimierter Gene, welche die zelluläre 

Migration steuern, sollte in Boyden-Chamber Assays unter Verwendung von as-

ODNs getestet werden.  
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2. Material  
 

 

2.1 Chemikalien 
 

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Grundchemikalien in analysenreiner 

Qualität (p.a.) von folgenden Herstellern bezogen: 

 

- Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

- Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

- Merck, Darmstadt 

 

 

2.2 Gebrauchsmaterialien 
 

Alle Gebrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von folgenden 

Firmen bezogen: 

 

- Gefäße für die Zellkultur: Nunc, Wiesbaden 

- Reaktionsgefäße: Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

- Pipetten (Kunststoff): Greiner, Frickenhausen 

- Transwellchamber-Platten: Costar Corning, über Fischer Scientific, Schwerte 
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2.3  Geräte 
 

Die nachfolgende Tabelle enthält eine Auflistung aller verwendeten Geräte: 

 

Gerät  Bezugsquelle, Standort 
 

Brutschränke 

Coulter Counter ZII 

Elektrophorese-Apparaturen 

ELISA Reader 

Fluoreszenzmessgerät 

Fluoreszenzmikroskop Leica DMRE7 

Gel/Western Blot Dokumentationsgerät

LightCycler 

Magnetrührer 

Mini-PROTEAN®3 Electrophoresis Cell

Mini Trans-Blot Electrophoretic  

Transfer Cell 

Phasenkontrastmikroskop 

Photometer 

Pipetten  

Schüttler 

Sterilarbeitsbank 

Thermocycler 

Tischzentrifuge 

Vortex 

Wasserbad 

Zentrifugen 
 

 

Heraeus, Hanau 

Coulter Immunotech, Marseille, F  

Eurogentec, Taufkirchen 

Thermo Labsystems, Chantilly, USA 

Molecular Devices, Sunnyvale, USA 

Leica, Wetzlar 

Merck, Darmstadt 

Roche, Mannheim 

IKA® Werke, Staufen 

BIO-RAD, München 

 

BIO-RAD, München 

Nikon, Düsseldorf 

Eppendorf, Hamburg 

Eppendorf, Hamburg 

IKA®Werke, Staufen 

Heraeus, Hanau 

Biozym, Hamburg 

Roth, Karlsruhe 

IKA®Werke, Staufen  

Hettich, Tuttlingen 

Eppendorf, Hamburg 
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2.4 Kitsysteme 
 

Kit Bezugsquelle 
 

AmpoLabeling-LPR Kit 

DC Protein Assay 

Fast Red Chromogen System 

Fluorokine® E, Human active MMP-1 Fluorescent 

Assay  

GEArray Q Series Extracellular Matrix & Adhesion 

Molecules Gene Array 

LightCycler DNA Master SYBR Green I 

peqGold TriFastTM

QIAprep Spin Plasmid Kit 

TOPO TA Cloning® Kit 

Vectastain®ABC-AP Kit 
  

 

Biomol, Hamburg 

BIO-RAD, München 

Dako, Glostrup, DK 

 

R&D Systems, Wiesbaden

 

Biomol, Hamburg 

Qbiogene, Heidelberg 

peqLab, Erlangen 

Invitrogen, Karlsruhe 

Invitrogen, Karlsruhe 

Vektor, Burlingham, UK 

 

 

2.5 Marker und Standards 
 

Marker / Standard Bezugsquelle 
 

Biotinylated Protein Ladder 

HyperLadder I 

HyperLadder V 

Kaleidoscope Protein Standards 
 

 

BIO-RAD, München 

Bioline, Luckenwalde 

Bioline, Luckenwalde 

NEB, Frankfurt am Main 
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2.6 Puffer und Lösungen 
 

Puffer / Lösung Bezugsquelle 
 

40% Acrylamid/Bis (37,5:1) 

1x PBS 

Quantum 286 und 333 

Rotiphorese® 10x SDS-PAGE Laufpuffer  

RPMI 1640; FCS 

SuperSignal®West Pico Chemiluminescent 

Substrate 

Trypsin/EDTA 
 

 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Sigma, Steinheim 

PAA, Cölbe 

PAA, Cölbe 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

BIO-RAD, München 

Pierce, Rockford, USA 

PAA, Cölbe 

 
 
2.7 Antibiotika 
 

Die in der Tabelle aufgeführten Antibiotika wurden von den Firmen Life 

Technologies GmbH (Eggenstein), Biochrom AG (Berlin) und Sigma - Aldrich 

Chemie (Steinheim) bezogen. Sie wurden vor Gebrauch den Nährmedien aus 

Stammlösungen zugesetzt.  

 

Antibiotikum Endkonzentration 
 

Ampicillin 

Chloramphenicol 

Fungizone (Amphotericin B) 

Gentamycin 

Kanamycin 

Penicillin / Streptomycin 

Vancomycin 
 

 

100 µg/ml 

6 µg/ml 

0,25 µg/ml 

10 µg/ml 

8 µg/ml 

5 U/ml / 5 µg/ml 

10 µg/ml 
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2.8 Zellkulturen 
 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde folgende Zelllinie verwendet: 

 

Zelllinie Bezugsquelle 
 

AGS 
 

 

ATCC, Rockville, USA 

 

 
2.9 Bakterienkulturen 
 

Stamm Bezugsquelle 
 

E. coli 

One Shot® E. coli TOP10 

H. pylori 

P1 (Wildtypstamm)  

P1∆VIRB7 

P1∆CagA 

Hp26695 (Wildtypstamm) 

HpPAI 

Hp0539 

Hp0543 
 

 

 

Invitrogen, Karlsruhe 

 

 

Arbeitsgruppe Prof. Dr. Michael 

Naumann, Inst. f. Experimentelle 

Innere Medizin, Otto-von-Guericke 

Universitäts-klinikum Magdeburg 
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2.10 Gewebe 
 

Bei den Gewebeproben handelt es sich um endoskopisch entnommene Biopsien 

von 15 Patienten zur histologischen Begutachtung der Magenschleimhaut. Eine H. 

pylori Infektion wurde mittels Urease Atem-Test, Urease Schnelltest und 

histologischer Untersuchung festgestellt. Sechs Patienten waren H.p.-positiv, neun 

Patienten wiesen keine Infektion auf. Die H.p.-negativen Patienten hatten 

Beschwerden wie dyspeptische Symptome oder GERD (gastroesophageal reflux 

disease). 

Für die immunhistochemische Analyse der MMP1 Expression standen neun 

parafineingebettete Biopsien (davon fünf H.p.-positiv und vier H.p.-negativ) aus 

dem Archiv des pathologischen Instituts der Universität von Magdeburg zur 

Verfügung. 

Für die Präparation primärer Epithelzellen wurden routineendoskopisch 

entnommene Biopsien und Magenresektate von H.p-negativen Patienten 

(Altersverteilung 17 - 82 Jahre) verwendet.  
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2.11 Antikörper 
 

Immunologische Proteinnachweise bzw. Inhibitorstudien wurden mit den in der 

Tabelle aufgeführten Antikörpern durchgeführt.  

 

Bezeichnung Bezugsquelle, Standort 
 

Anti-human MMP-1 (Ab-5) 

Anti-human MMP-1 (Ab-1) 

Anti-human Ber-EP4 

Anti-human Vimentin 

Anti-human Muc5AC 

Anti-human Muc6 

Anti-H. pylori  

Anti-human ERK 1/2 

 

Anti-human Phospho-p44/42 MAPK 

Anti-human ß2-Mikroglobulin 

 

Zytokine 

Anti-human TNF-α/TNFSF1A 

Anti-human IL-6  

Anti-human IL-1ß 

Anti-human TGF-ß 

 

Zell-Zell-Verbindungsproteine 

Anti-human E-Cadherin 

Anti-human Occludin 

Anti-human ZO-1 

Anti-human beta-Catenin 

 

Anti-human p120 Catenin 
 

 

Oncogene, Boston, USA 

Calbiochem, San Diego, USA 

Dako, Glostrup, Dänemark 

Dako, Glostrup, Dänemark 

Research Diagnostics Inc., Flanders, USA 

Neo Markers, Fremont, USA 

Dako, Glostrup, Dänemark 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

USA 

New England Biolabs GmbH, Frankfurt 

Dako, Glostrup, Dänemark 

 

 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

 

 

LabVision, Fremont, USA 

Zymed, Karlsruhe 

Zymed, Karlsruhe 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

USA 

Calbiochem, San Diego, USA 
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2.12 Enzyme 
 

Enzym Bezugsquelle 
 

Collagenase I 

Dispase 

MMLV-reverse Transkriptase 

Protease Inhibitor Cocktail 

RNase Inhibitor 

Taq-DNA-Polymerase 

 

Invitrogen, Karlsruhe 

Invitrogen, Karlsruhe 

Promega, Mannheim 

Promega, Mannheim 

Promega, Mannheim 

Roche, Mannheim 
 

 

 

2.13  Oligonukleotide 
 

Die PCR-Oligonukleotide wurden von der Firma Invitek BZW: BioTeZ (Berlin), die 

anti-sense (as) bzw. non-sense (ns) Oligonukleotide von der Firma Sigma 

Genosys (Taufkirchen) synthetisiert.  

Bezeichnung Sequenz 5´ →  3´ Orientierung/ 

Modifizierung 

18S rRNA CCG CTA CCA CAT CCA AGG 

GCT GGA ATT ACC GCG GCT 

sense 

antisense 

MMP-1  

 

ACA ACT TTG AGA AGG ATG GC 

CTT GGT GTA GGT GTA AAT GG 

sense 

antisense 

MMP-3  

 

CTC ACA GAC CTG ACT CGG TT 

CAC GCC TGA AGG AAG AGA TG 

sense 

antisense 

MMP-7 GTG GTC ACC TAC AGG ATC GT 

ACC ATC CGT CCA GCG TTC AT 

sense 

antisense 

MMP-14 TGG AGG AGA CAC CCA CTT TGA  

GCC ACC AGG AAG ATG TCA TTT C 

sense 

antisense 

Timp-1  

 

CTG TTG TTG CTG TGG CTG ATA 

CCG TCC ACA AGC AAT GAG T 

sense 

antisense 

Timp-3 ATG TAC CGA GGC TTC ACC AA 

GGG TCT GTG GCA TTG ATG AT 

sense 

antisense 
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Bezeichnung Sequenz 5´ →  3´ Orientierung/ 

Modifizierung 

Caveolin-1 TTG GAA GGC CAG CTT CAC 

CTG CAA GTT GAT GCG GAC 

sense 

antisense 

ß-ctn AAG GTC TGA GGA GCA GCT TC 

TGG ACC ATA ACT GCA GCC TT 

sense 

antisense 

E-Cadherin TGA AGG TGA CAG AGC CTC TGG AT 

TGG GTG AAT TCG GGC TTG TT 

sense 

antisense 

Occludin TCA GGC AGCCTCGTT ACA GCA G 

TCC AGC TCA TCA CAG GAC TCG C 

sense 

antisense 

p120-ctn GAT GCT GTC AAG TCC AAT GCA G 

AGT ACT GGG ATG CCC TTG AGC 

sense 

antisense 

ZO-1 CGG TCC TCT GAG CCT GTA AG 

GGA TCT ACA TGC GAC GAC AA 

sense 

antisense 

asMMP-1 GGA AAG CTG TGC ATA CTG GC  anti-sense 3´-Fitc, 

Phosphorothioat  

nsODN TGT AGT CAG TTG AGT TAG AT nonsense 3´-Fitc, 

Phosphorothioat  

 

 

2.14        Inhibitoren 
 

Bezeichnung Bezugsquelle, Standort 
 

APDC 

IKK-NBD Peptid 

NF-κB SN50 

SB203580 

SP600125 

U0126 

 

Sigma, Taufkirchen  

Biomol, Hamburg 

Calbiochem, San Diego, USA 

Calbiochem, San Diego, USA 

Biosource, Nivelles, Belgien 

Calbiochem, San Diego, USA 
 

 

 

 

                                                                                                                              22 



                                                                                                     Kapitel 2 - Material 

2.15 Chemokine/Zytokine 
 

Bezeichnung Bezugsquelle, Standort 
 

rhIL-1ß 

rhIL-6 

rhIL-8 

rhTGF-ß 

rhTNF-α 
 

 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

R&D Systems, Wiesbaden 

 

 

2.16 Membranen  
 

Für den Proteintransfer vom SDS-Gel (vgl. 3.8.4) wurde eine Protean BA 85 

Zellulosenitrat Membran (0,45 µm, Schleicher & Schuell, Dassel) verwendet. 

 
 
2.17 Datenbanken 
 

Für die Literatursuche bzw. zum Vergleich der klonierten Gensequenzen wurden 

folgende Datenbanken verwendet: 

 

Medline "PubMed"                     http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

BLAST                                       http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

 

 

2.18 Computerprogramme 
 

Gene Tools, Syngene, Cambridge, UK 

Adobe Photoshop™ 
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3. Methoden 
 

 

3.1 Bakterienkultur  
 

 

3.1.1 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli 
 

 

3.1.1.1 Kultivierung 
 

Als Kulturmedium rekombinanter E.coli-Stämme diente Luria-Bertani (LB)-Medium 

(10g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut, 3,3 g Hefeextrakt, 10g NaCl, ad 1 l 

dH2O, pH 7,5, Sterilisation durch Autoklavieren), dass zwecks Selektion vor 

Gebrauch mit Ampicillin (vgl. 2.7) versetzt wurde. Das Antibiotikum wurde als 

Stammlösung (c= 100 mg/ml) bei -20 °C gelagert. 

Zur Anzucht von 1-5 ml Flüssigkulturen wurden Einzelkulturen mit Hilfe eines 

sterilen Zahnstochers von Agarplatten (LB-Medium mit 1,5 % Agar) in 

Flüssigmedium überimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C ÜN unter Schütteln. 

 

 

3.1.1.2 Stammhaltung 
 

Für die Stammhaltung über einen längeren Zeitraum wurden Glycerinstocks 

angelegt. Dazu wurde eine in der stationären Phase befindliche Übernachtkultur 

im Verhältnis 1:1 mit Glycerin [87 % (w/v)] versetzt. Die Lagerung erfolgte bei        

-80 °C. 

 

Stammkulturen wurden auf LB-Agarplatten angelegt. Die Platten wurden bei       

37 °C ÜN inkubiert und bei 4 °C bis zu 4 Wochen gelagert. 
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3.1.2 Kultivierung und Stammhaltung von H. pylori 
 

 

3.1.2.1 Kultivierung 
 

Die H. pylori-Stämme wurden auf Agarplatten (36 g/l GC-Agar-Base, 15 g Bakto 

Protease Pepton, nach dem Autoklavieren Zugabe von 10 ml/l Vitaminmix [0,5M 

Dextrose (D(+)-Glukose), 69 mM L-Glutamin, 165 mM L-Cystein, 2,2 µM 

Cocarboxylase, 50 µM Fe(III)-Nitrat, 8,9 µM Thiamin-Chlorid, 95 µM p-

Aminobenzoesäure, 380 µM Nikotinamidadenindinukleotid (NAD), 7,4 µM Vitamin 

B12, 4,6 mM L-Cystein, 7,4 mM Adenin, 160 mM Guanin-Chlorid, 0,7 mM L-

Arginin, 4,5 mM Uracil], 10 % Pferdeserum, 5 mg/l Trimethoprim, 1 mg/l Nystatin) 

unter mikroaerophilen Bedingungen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Nach Bedarf 

wurden Antibiotika (Vancomycin, Chloramphenicol, Kanamycin, vgl. 2.7) 

hinzugefügt. 

Die Bakterien wurden aus Glycerolstocks (vgl. 3.1.2.2) mit Hilfe einer Impföse auf 

Agarplatten ausgestrichen und 3 d unter den oben genannten Bedingungen 

kultiviert. Diese Vorkultur wurde in 2 ml sterilem PBS resuspendiert, Aliquots (10 - 

50 µl) auf neuen Agarplatten ausgestrichen und für weitere 48 h kultiviert.  

Zur Infektion wurden die Bakterien in sterilem PBS geerntet und in einer MOI 50 

(multiplicity of infection, d.h. eine Zelle wird durchschnittlich von 50 H. pylori-Zellen 

infiziert) zu den Serum-verarmten humanen Zellen gegeben (vgl. 3.3). 

 

 

3.1.2.2 Stammhaltung 
 

Zur Stammhaltung über einen längeren Zeitraum wurden die Bakterien in 

Einfriermedium (Brain-Heart-Infusion (BHI)-Medium [1,85 g BHI/50 ml dH2O], 20% 

Glyzerin, 10% FCS) resuspendiert und bei -80 °C eingefroren. 
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3.2. Zellkultur  
 

 

3.2.1 Isolierung primärer Zellen 
 
 
3.2.1.1 Isolierung primärer Epithelzellen 
 
Zwei bis vier aus Routine-Gastroskopien entnommene Biopsien gesunder 

Patienten bzw. Magenresektate wurden in einer Lösung (PBS, 5% FCS) 

gesammelt und nach den folgenden Methoden aufgearbeitet: 
 

Methode A 
Das Material wurde durch ein Metallsieb mit 400 µm Porengröße gerührt. Die 

Unterseite des Siebes wurde anschließend mit Kulturmedium (Quantum 286, PAA, 

Cölbe mit 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Gentamycin) abgespült und die 

isolierten Zellen schließlich auf Collagen I beschichteten 35 mm-∅-Schalen 

ausgesät. 

 

Methode B 
Das Material wurde mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert  (ca. 1 mm2) und 30 min 

bei RT in einer Lösung aus 10 mM DTT in PBS inkubiert. Anschließend erfolgte 

eine 10-minütige Inkubation in 1 mM EDTA bei 37 °C. Das Gewebe wurde in ein 

400 µm Sieb transferiert, mit PBS gespült und schließlich in frischem PBS 

aufgenommen. Die Suspension wurde 5 - 10 mal heftig geschüttelt und 

anschließend zuerst in ein 400 µm, dann in ein 60 µm Sieb transferiert. Zuletzt 

wurde das Sieb mit PBS gespült, anschließend umgedreht, die isolierten Zellen 

mit 2-3 ml Kulturmedium (Quantum 286, PAA, Cölbe mit 1% 

Penicillin/Streptomycin, 1% Gentamycin) abgespült und schließlich auf Collagen I 

beschichteten 35 mm-∅-Schalen ausgesät. 
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Methode C 
Das Gewebe wurde nach Zerkleinerung (ca. 1 mm2) 15 min bei 37 °C in einer 

Lösung aus 0,1 M EDTA und 0,1 M DTT unter heftigem Schütteln inkubiert.       

Der Überstand wurde dekantiert, durch frische EDTA/DTT-Lösung ersetzt und 

weitere 15 min inkubiert. Danach wurden die Biopsien in Dispase-Lösung (2,4 

U/ml in PBS) bei 37 °C unter heftigem Schütteln 15 min lang inkubiert. Die Zellen 

wurden bei 200 x g pelletiert, der Überstand entfernt und die Prozedur wiederholt. 

Schließlich wurden die erneut pelletierten Zellen in Kulturmedium aufgenommen 

und auf Collagen I beschichteten 35 mm-∅-Schalen ausgesät. 

 

Methode D 
Das Material wurde klein geschnitten (1 mm2) und enzymatisch in einer 

Collagenase/Dispase-Lösung (12.000 U Collagenase, 120 U Dispase, 125 mg 

BSA, ad 100 ml PBS) für  1 h bei 37 °C unter Rühren dissoziiert. Die Zellen 

wurden bei 1500 x g für 5 min bei 4 °C pelletiert, anschließend mit PBS 

gewaschen und in Kulturmedium (Quantum 286, PAA, Cölbe mit 1% 

Penicillin/Streptomycin, 1% Gentamycin) aufgenommen. Die isolierten Zellen 

wurden auf Collagen I-beschichteten 35 mm-∅-Platten ausgesät 

 

Methode E 
Wie Methode D, jedoch mit höherer Collagenase-Konzentration: 20.000 U 

Collagenase, 120 U Dispase, 125 mg BSA, ad 100 ml PBS. 

 

 

3.2.1.2 Isolierung primärer Fibroblasten 
 

Für die Isolierung primärer Magenfibroblasten wurden Gewebestücke aus 

Magenresektionen mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert (1 mm2) und anschließend 

enzymatisch in einer Collagenase-/Dispase-Lösung (20000 U Collagenase, 120 U 

Dispase, 125 mg BSA, ad 100 ml PBS) für  2 h bei 37 °C unter Rühren dissoziiert. 

Die Zellen wurden bei 1500 x g für 5 min bei 4 °C pelletiert, anschließend mit PBS 

gewaschen und in Spezialmedium (Quantum 333, PAA, Cölbe) aufgenommen. 

Nach etwa zwei Wochen überwucherten die Fibroblasten alle anderen Zelltypen. 
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3.2.2 Kultivierung humaner Zelllinien 
 

Die Zellkulturen wurden standardmäßig in 75 cm2 Kulturflaschen mit 20 ml RPMI 

1640 Nährmedium, angereichert mit 10% hitzeinaktiviertem FCS (30 min bei       

56 °C, PAA, Cölbe) und 1% Penicillin/ Streptomycin (PAA, Cölbe), angezogen. Die 

Inkubation erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2 und 95% relativer 

Luftfeuchtigkeit. Die Zellmonolayer wurden in regelmäßigen Abständen unter dem 

inversen Mikroskop kontrolliert und das Kulturmedium alle 3 - 4 d gewechselt. Bei 

Erreichen einer Wachstumsdichte von etwa 80-90% wurden die Zellen geerntet 

und anschließend verdünnt rekultiviert. Hierzu wurde das Kulturmedium 

abgenommen, die Zellmonolayer mit PBS-Lösung (GIBCOBRL, Karlsruhe) gespült 

und für 45 s mit 4 ml einer Trypsin-EDTA-Lösung (PAA, Cölbe) inkubiert. Der 

Entfernung dieser Lösung folgte eine fünfminütige Inkubation bei 37 °C. Die 

Zellmonolayer wurden durch Zugabe von 5 ml Zellkulturmedium vollständig von 

dem Kulturgefäß abgelöst und in einem Verhältnis von 1:5 bis 1:8 auf neue 

Kulturschalen umgesetzt. Bei Bedarf wurde die Zellzahl im Coulter Counter ZII 

bestimmt. 

Um die Kulturen über längere Zeiträume zu lagern, wurden die Zellen nach dem 

Ernten in 2 ml Kulturmedium RPMI 1640 mit Zusatz von 10% DMSO (SIGMA) 

aufgenommen und in Kryoröhrchen langsam (etwa 1 °C pro Minute) auf eine 

Lagertemperatur von -170 °C abgekühlt. Die endgültige Lagerung erfolgte in 

Lagerbehältern unter flüssigem Stickstoff. Zur Rekultivierung wurden die 

gefrorenen Zellen schnell bei 37 °C aufgetaut, das DMSO-haltige Medium entfernt 

und die Zellen mit frischem, modifizierten Kulturmedium ausplattiert. Nach 24 

Stunden erfolgte ein erneuter Wechsel des Nährmediums, die Zellen wurden 

danach standardisiert weiterkultiviert. 

 

 

3.3 Infektion von Magenepithelzellen mit H. pylori 
 

Magenepithelzellen (AGS: 70% konfluent, primäre Epithelzellen: 30% konfluent) 

wurden in den entsprechenden Kulturgefäßen 24 h lang serumverarmt (RPMI 

1640 bzw. Q286 ohne FCS und Antibiotika).  
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Die jeweiligen Bakterienstämme (vgl. 2.9) wurden mit einem sterilen Wattestab 

geerntet in sterilem PBS resuspendiert, ihre Dichte bei OD560 bestimmt und dann 

mit einer MOI von 50 auf die Zellen gegeben. Die Cokultur erfolgte für weitere 8 - 

24 h bei 37 °C, 5% CO2, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. Danach wurden die 

Kulturüberstände bzw. Zellen zur Analyse geerntet (vgl. 3.5, 3.6, 3.8, 3.11 und 

3.12). 

 

 

3.4 Stimulation/Manipulation von Zellen  
 
Magenepithelzellen (primäre Epithelzellen bzw. AGS) wurden in entsprechender 

Zellzahl (ca. 40 - 70% Konfluenz) in Kulturgefäßen ausgesät. Vor Zugabe der 

Reagenzien wurden die Zellen 24 h lang serumverarmt (RPMI 1640 ohne FCS 

und Antibiotika).  

Zytokine/Chemokine: 7 x 105 Zellen/35 mm Kulturschale wurden mit jeweils 50 

ng/ml der Faktoren IL-1ß, IL-6, IL-8, TNF-α und TGF-ß für 24 h bei 37 °C, 5% 

CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

Neutralisierende Zytokin-/Chemokin-Antikörper: 7 x 105 Zellen/35 mm Kulturschale 

wurden mit H. pylori infiziert (MOI=50, vgl. 3.3) und gleich darauf mit anti-IL-1ß 

(1,0 µg/ml), anti-IL-6 (3,0 µg/ml), anti-TNF-α (0,08 µg/ml) und anti-TGF-ß (1,2 

µg/ml) versetzt. Die Inkubationsdauer betrug 24 h bei 37 °C, 5% CO2, 95 % 

Luftfeuchtigkeit. 

Inhibitoren: 4 -7 x 105  Zellen/35 mm Kulturschale wurden mit H. pylori infiziert 

(MOI=50, vgl. 3.3). Gleich darauf erfolgte der Zusatz von SN50, IKK-NBD, APDT 

(NF-κB-Inhibitoren), SB203580 (p38 Inhibitor), U0126 (MEK 1/2 Inhibitor) 

SP600125 (JNK Inhibitor) in einer Konzentration von jeweils 10 µM. Die Ansätze 

wurden 8 h - 24 h bei      37 °C, 5% CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

Antisense Oligonukleotide: 7 x 105 Zellen/35 mm Kulturschale bzw. 1,5 x 105 

Zellen/Transwellchamber (vgl. 3.12) wurden mit asMMMP-1 / nsODN in einer 

Konzentration von jeweils 10 µM - mit oder ohne Cokultur von H. pylori - für 24 h 

bei 37 °C, 5% CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

Nach der Inkubationszeit wurden die Kulturüberstände bzw. Zellen zur Analyse 

geerntet (vgl. 3.5, 3.6, 3.8, 3.11 und 3.12). 
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3.5 RNA-Analytik 

 
 
3.5.1 Präparation von Gesamt-RNA aus Zellen 
 
Zur Isolation von Gesamt-RNA aus Zellmonolayern (AGS 5x106 c/100 mm 

Kulturschale; primäre Epithelzellen 3x105 c/35 mm Kulturschale) wurde peqGold 

TriFastTM (peqLab, Erlangen) verwendet. Diese Einphasenlösung aus Phenol und 

Guanidiniumisothiocyanat ermöglicht die Extraktion von RNA in einem Schritt. Die 

Zellen wurden direkt auf den Platten mit 1 ml TriFastTM lysiert. Das Lysat wurde 

mit der Pipette mehrmals auf und ab gesogen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt. Nach einer 5-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 0,2 ml 

Chloroform pro ml Lysat zugegeben, die Mischung 15 s stark geschüttelt und 

anschließend 15 min bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Hierbei trennen sich     

3 Phasen. Die rote, untere organische Phenol/Chloroform Phase, die Interphase 

und die farblose wässrige Phase, welche die RNA enthält. Diese wird vorsichtig 

abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die RNA durch Zusatz 

von 0,5 ml Isopropanol pro ml Probe innerhalb von 10 min ausgefällt. Nach 

Zentrifugation (10 min, 12000 x g, 4 °C) wurde das erhaltene RNA-Pellet mit 75%-

igen Ethanol gewaschen, für 10 - 20 min luftgetrocknet und anschließend in einer 

entsprechenden Menge RNAse-freiem Wasser (DEPC-Wasser) aufgenommen. 

Um die RNA vollständig zu lösen wurde sie für 10 min bei 55 °C inkubiert. Die 

Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80 °C. 

Alle Arbeiten mit RNA wurden unter RNAse-freien Bedingungen durchgeführt. Es 

wurden grundsätzlich Handschuhe getragen. Das verwendete Wasser wurde mit 

0,1% DEPC versetzt, 24 h bei RT  inkubiert und autoklaviert. Alle verwendeten 

Puffer wurden mit DEPC-Wasser angesetzt. Glasgeräte wurden 8 h bei 180 °C 

sterilisiert, Elektrophoresekammern mit 3%-igem H2O2 und anschließend mit 

DEPC-Wasser gespült. 
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3.5.2 RNA-Agarosegelelektrophorese 
 
Die Auftrennung von RNA erfolgte in 1,5%-igen denaturierenden Formamidgelen    

(1,5 g Agarose, 10 ml 10x MOPS, 17 ml Formaldehyd (37%), 73 ml DEPC-

Wasser). Vor Auftragung wurden 5 µg RNA-Probe mit 12,5 µl Formamid; 2,5 µl 

10x MOPS und 4 µl Formaldehyd gemischt, für 5 min bei 65 °C denaturiert und mit 

2,5 µl Probenpuffer (50% Glycerin, 0,05 M EDTA, 0,25% Bromphenolblau) 

versetzt. Als Laufpuffer diente 1x MOPS-Puffer (10x MOPS-Puffer: 0,2 M 3-N-

Morpholino-propane-sulfonic acid [MOPS], 0,05 M Na-acetat, 0,01 M EDTA).  

Der Lauf der Gele erfolgte bei 20-100 V bis max. 8 V/cm Laufstrecke. 

 
3.5.3 Reverse Transkription 
 
In der reversen Transkription (RT) wird RNA durch das Enzym reverse 

Transkriptase zu cDNA umgeschrieben.  

 

Reaktionsansatz:          5 µl 5x Reaktionspuffer 

   1,25 µl dNTPs (10mM) 

        2 µl Oligo(dT)15-Primer 

        1 µl M-MLV-Reverse Transkriptase 

        2 µg RNA 

       ad 25 µl DEPC-H2O 

 

RNA und Oligo(dT)15-Primer werden 10 min bei 65 °C inkubiert und anschließend 

auf Eis abgekühlt, bevor der restliche Reaktionsansatz dazupipettiert wird. Der 

Ansatz wird für 1 h bei 37 °C inkubiert und die Reaktion durch 10-minütiges 

Erhitzen auf    70 °C beendet. Die cDNA kann direkt in die PCR eingesetzt oder 

bei -20 °C gelagert werden. 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                               31 



                                                                                                  Kapitel 3 - Methoden 

3.6 DNA-Analytik  
 
3.6.1 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die 1985 von Mullins entwickelte PCR ermöglicht eine schnelle in-vitro 

Vermehrung geringer DNA-Ausgangsmengen mit Hilfe von DNA-Polymerasen. 

Dabei wird ein spezifisches, von zwei Primern begrenztes cDNA-Fragment durch 

die Taq-Polymerase zyklisch amplifiziert.  

 

Reaktionsansatz:       2 µl cDNA 

     1 µl MgCl2 (50mM)  

     5 µl 10x Puffer 

     1 µl dNTPs (10 mM) 

      1µl sense Primer (10 pmol) 

      1µl anti-sense Primer (10 pmol) 

0,25 µl Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl) 

    ad 50 µl dH2O 

 

Die Reaktionsansätze (inkl. einer Negativkontrolle ohne cDNA) wurden in 0,5 ml 

Reaktionsgefäße pipettiert und die cDNA mit Hilfe eines Thermocyclers 

amplifiziert. Jeder Zyklus besteht aus Denaturierung, Primeranlagerung 

(Annealing) und Primerextension: 

 
  

Prädenaturierung          5 min        94 °C        
 

 

 Denaturierung            30 sec        94 °C   
 Annealing                   60 sec     Tm-5 °C        30x

 Extension                   60 sec        72 °C 
 

 

Abschlusssynthese    10 min         72 °C         
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Die optimalen Schmelztemperaturen und Elongationsphasen wurden für das 

jeweilige Primerpaar bzw. die Länge des zu  amplifizierenden cDNA-Fragments 

ausgetestet. Die Schmelztemperaturen wurden nach folgender Formel berechnet: 

Tm= 4x GC + 2x AT (GC, AC= Anzahl der Nukleotide in der Primersequenz). Die 

Zyklenzahl richtet sich nach der cDNA-Konzentration des zu amplifizierenden 

Fragments und variiert zwischen 28 und 40 Zyklen. Die PCR-Produkte wurden im 

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet. 

 

 

3.6.1.1 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in 0,8-2%-igen Agarosegelen mit 

Zusatz von Ethidiumbromid (Stammlösung: 10 mg/ml, Endkonzentration: 0,5 

µg/ml). Als Gel- und Laufpuffer wurde 1x TBE (5x TBE (pH 8,3): 54 g Tris, 27,5 g 

Borsäure (Na-Salz), 20 ml 0,5M EDTA, ad 1l dH2O) verwendet. Die Auftragung der 

DNA Proben erfolgte nach Zusatz von 0,2 Vol Probenpuffer (50% Glyzerin, 1mM 

EDTA, 0,4% Bromphenolblau). Die Elektrophorese erfolgte bei 50-100 V. 

 

 

3.6.2 Quantitative real-time-PCR am LightCycler 
 

Der LightCycler gehört zu den schnellsten Thermocyclern und ist mit einem 

Microvolumen-Fluorimeter kombiniert. Unter Einsatz des LightCyclers sind PCRs 

mit 30 - 40 Zyklen in weniger als 30 min möglich. Außerdem wird durch Einbau 

eines Flurophores in das entstehende PCR-Produkt und Fluoreszens-Monitoring 

die Analyse und Quantifizierung der Ergebnisse bei laufender Amplifikation (real-

time- oder auch sog. Echtzeit-PCR) möglich. Es gibt zwei Arten von Fluophoren, 

die bei dieser PCR verwendet werden können: SYBR Green I, ein 

sequenzunabhängiger interkalierender Farbstoff, der sich während der 

Amplifikation in die dsDNA des PCR-Produktes einbaut und in dieser Arbeit 

ausschließlich verwendet wurde oder Fluophore wie LightCyclerRed 640 und 

Fluoreszin, die gekoppelt an Oligonukleotide (Hybridization Probes) 

sequenzspezifisch an die PCR-Produkte binden.  
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Das Fluoreszenz-Signal von SYBR Green I wird bei 530 nm gemessen und steigt 

proportional zur Menge des PCR-Produktes. Eine abschließende 

Schmelzkurvenanalyse erlaubt die exakte Schmelzpunktbestimmung und somit 

die Charakterisierung des PCR-Produktes. 

 

Reaktionsansatz:              10 µl SYBR Green I MasterMix 

 1 µl  sense Primer (10 pmol) 

 1 µl  anti-sense Primer (10 pmol) 

1,6 µl MgCl2 (25mM) 

   2 µl cDNA 

  ad 20 µl dH2O 

  Das PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten: 

 

 Prädenaturierung   30 sec      94 °C          20 °C/sec 

Amplifikation:  

40 Zyklen,  

Synthesegeschwindigkeit: 23 b/sec  

   0 sec      94 °C          20 °C/sec     

 10 sec      Tm               20 °C/sec 

     t            72 °C          20 °C/sec 

Schmelzkurve 
 

   0 sec      95 °C          20 °C/sec 

15  sec  (Tm+5-10°C)   20 °C/sec 

   0 sec      95 °C          0,1°C/sec 

Abkühlen        30 sec      40 °C          20 °C/sec 

 

Die Annealing-Temperaturen der Primer wurden mit der Formel Tm= 4x GC + 2x 

AT berechnet (GC, AC= Anzahl der Nukleotide in der Primersequenz).  Die 

optimale Schmelztemperatur, die MgCl2-Konzentration sowie die Synthesezeit t (t 

in sec =Größe des PCR-Produktes / 23 Basen pro Sekunde) wurde für das 

jeweilige Primerpaar  bzw. die Länge des zu amplifizierenden cDNA-Fragments in 

Vorversuchen ermittelt. Die Mitführung einer Standardverdünnungsreihe mit 

bekannter Konzentration an eingesetzten DNA-Molekülen ermöglicht eine genaue 

Quantifizierung der cDNA-Moleküle jeder Probe. Zur Herstellung eines 

spezifischen Standards kloniert man im Vorfeld das zu analysierende PCR-

Fragment in einen geeigneten Plasmidvektor (pCR2.1 TOPO-Vektor des TOPO 

TA Cloning Kits, Invitrogen, Karlsruhe) und lässt mindestens 3 Verdünnungsstufen 

des Plasmids als Standard bei jedem Lauf mitamplifizieren. 
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Der Abgleich der mRNA-Mengen untereinander erfolgt durch Amplifikation eines 

Haushaltsgens (z. B. 18S rRNA) mit entsprechendem Standard im Parallelansatz. 

Durch die Bildung des Quotienten aus der Molekülzahl der zu analysierenden 

cDNA und der Molekülzahl des Haushaltsgens lassen sich die einzelnen Proben 

untereinander vergleichen. 

 

 

3.6.2.1 Klonierung mit TOPO TA Cloning® 

 

TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen) enthält das Enzym DNA Topoisomerase I, 

welches an beiden 3´-Phosphatresten der Tymidinenden des linearisierten TOPO 

Vektors kovalent gebunden ist. Dadurch sind Ligationen kompatibler DNA-

Moleküle (mit einem 3´-A-Überhang) innerhalb von 5 min möglich. 

Reaktionsansatz und Inkubation erfolgten nach Angaben des Herstellers. Für jede 

Transformation wurde 100 µl der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Nach 

Zugabe von 2 µl des Ligationsansatzes zu den Zellen wurden die Ansätze 

vorsichtig durchmischt und     30 min auf Eis inkubiert. Nach dem 30-sekündigen 

Hitzeschock im 42 °C warmen Wasserbad, wurden 250 ml vorgewärmtes (37 °C) 

SOC-Medium zu den transformierten Zellen gegeben. Die Ansätze wurden 1 h bei 

37 °C unter Schütteln inkubiert. 50 µl der Transformation wurden auf 

vorgewärmten (37 °C) LB-Platten ausgestrichen, die IPTG und X-gal enthielten 

und zur Selektion mit Ampicillin versetzt waren (vgl. 3.1.1.1). Die Inkubation 

erfolgte bei 37 °C ÜN. 

 

 

3.6.2.2 Plasmid-Minipräparation 
 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA bis zu 20 µg aus E. coli-Kulturen (vgl. 3.1.1.1) 

wurde der QIAprep Spin Miniprep Kit, basierend auf der Methode der alkalischen 

Lyse nach Birnboim und Doly (1979) verwendet. Die Präparation der Plasmid-DNA 

erfolgte nach Angaben des Herstellers. 
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3.6.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers ermittelt. Dazu 

wurde die aus der Plasmid-Minipräparation (vgl. 3.6.2.2) gewonnene DNA-Lösung 

1:50 mit dH2O verdünnt und die Extinktion bei 260 nm bestimmt. Die 

Konzentration ergab sich nach folgender Gleichung: 

                                               1 E260 = 50 µg/ml dsDNA                

Durch zusätzliche Messung der Extinktion bei 280nm, dem Absorptionsmaximum 

der meisten Proteine, konnte der Quotient E260/E280 berechnet werden, der ein 

Maß für die Reinheit der Nukleinsäurelösung ist und dessen Werte im Bereich von 

1,6 - 2,0 lagen. 

 

 

3.6.2.4 Berechnung der Kopienzahl 
 

Wie bereits erwähnt ermöglicht die Mitführung einer Standardverdünnungsreihe 

mit bekannter Konzentration an eingesetzten DNA-Molekülen die genaue 

Quantifizierung der cDNA-Moleküle jeder Probe. Die Kopienzahl (Moleküle/µl) der 

klonierten spezifischen Standards berechnet sich nach folgender Formel: 

1 DNA-Mononukleotid hat ein MG von durchschnittlich 326,96 g. 

1 Basenpaar hat also ein MG von etwa 660 g. 

1 Mol eines beliebigen Plasmids X bp (inkl. Insert) wiegt X mal 660 g. 

1 Mol enthält 6,02 x 1023  Moleküle (Avogadro´sche Zahl) 

 

       X  x 660 g = Y g/Moleküle       Z g/µl = Kopienzahl 

6,02 x 1023 Moleküle   Yg/Moleküle  

 

X = Länge des Plasmids mit Insert in bp 

Z = Plasmid-Konzentration in g/µl 

 

4 Plasmid-Verdünnungsstufen wurden (10-3 - 10-6) als Standard bei jedem Lauf 

mitamplifiziert. 
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3.7 cDNA-Array Analyse 
 

Der GEArray Q-Series Human Tumor Metastasis Array (Superarray Bioscience 

Corp., Bethesda, USA) ermöglicht die Ermittlung der Expressionsprofile von 96 

Genen, die in der Tumormetastasierung eine Rolle spielen (vollständige Genliste 

unter http://www.superarray.com). Die Isolation der Gesamt-RNA und ihre reverse 

Transkription erfolgte wie oben beschrieben (vgl. 3.5.1, 3.5.3). Die cDNA wurde 

mit Hilfe des AmpoLabeling LRP Kits (Superarray Bioscience Corp., Bethesda, 

USA) nach Angaben des Herstellers markiert. Die nachfolgenden Schritte 

(Prähybridisierung, Wasch-Schritte, Hybridisierung und Chemilumineszenz-

Detektion) wurden ebenfalls nach Protokoll des Herstellers durchgeführt. Für die 

Chemilumineszenz-Detektion wurden gleiche Teile der Lösungen 1 und 2 des 

SuperSignal® Chemilumineszenz Substrates (Pierce, Rockford, USA) gemischt 

(0,125 ml/cm2) und auf die Membran gegeben. Die Lumineszenz-Detektion 

erfolgte für 15 - 40 min im GeneGnome (Syngene, Cambridge, UK). Abschließend 

erfolge die densitometrische Auswertung mit Hilfe des Programms GeneTools 

(Syngene, Cambridge, UK). 

 

 

3.8 Western Blot 
 

 

3.8.1 Proteinextraktion 
 

Zellkulturüberstände wurden abgenommen und mit Hilfe von Centricon™ Filtern 

(VIVA Science, Hannover) 10-fach aufkonzentriert. 

 
Zellen wurden direkt auf den Kulturgefäßen mit 1 ml eiskaltem Tripledetergent-

Lysispuffer (50 mM Tri-HCL, pH 8,0, 150 mM NaCl2, 0,1% SDS, 1 % (v/v) NP40, 

0,5% Na-desoxycholat; vor Gebrauch wurden 20 µl Proteasen-Inhibitor-Cocktail, 

Roche, Mannheim pro ml Lysispuffer hinzugefügt) lysiert. Das Lysat wurde 

anschließend 10 min bei 13.000 x g (4 °C) zentrifugiert. Die zellulären Proteine 

befanden sich im Überstand. 
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Zur Proteinextraktion aus Biopsien wurde das Gewebe zunächst mit 5 Vol 

eiskaltem Lysispuffer versetzt und mit dem Ultraturrax homogenisiert (10 s). Das 

Lysat wurde anschließend 60 min auf Eis inkubiert und abschließend 10 min bei 

10.000 x g (4 °C) abzentrifugiert. Die Überstände wurden aliquotiert und bei -20 °C 

gelagert. 

 

 

3.8.2 Proteinquantifizierung 
 
Basierend auf der Proteinbestimmung nach Lowry wurde der Proteingehalt der 

Zell- bzw. Gewebeextrakte colorimetrisch unter Verwendung des DC Protein 

Assay (BIO-RAD, München) bestimmt. Dazu wurden auf einer Mikrotiterplatte 

jeweils 5 µl Probe bzw. Standard (BSA) mit 25 µl Reagenz A (alkalische 

Kupfertartatlösung) und 200 µl Reagenz B (Folin-Reagenz) gemischt und unter 

Schütteln 15 min inkubiert. Anschließend wurde mit Hilfe eines ELISA-Readers die 

Absorption der Proben bei 750 nm bestimmt. Die Bestimmung der 

Proteinkonzentration erfolgt anhand einer Eichkurve der mitgeführten BSA-

Standard-Verdünnungsreihe (0 - 3 mg/ml). 

 

 

3.8.3 SDS-Polyacryamidgelelektrophorese (PAGE) 
 

Homogenate wie Überstände wurden durch Zugabe von 5-fach konzentrierten 

Probenpuffer (250 mM Tris-HCl, pH 6,8, 10% (w/v) SDS, 0,5% Bromphenolblau, 

50% Glyzerin, 0,2 M DTT) reduziert.  

Die analytische Trennung von Proteinen in Abhängigkeit vom Molekulargewicht 

erfolge nach der Methode von Laemmli (1970).  Die Proteingemische wurden in 

einer elektrisch neutralen, festen Gelmatrix aus Polyacrylamid in vertikalen 

Gelkammern (BioRad, München) unter denaturierenden und reduzierenden 

Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE). SDS-Polyacrylamidgele 

bestehen aus zwei verschiedenen Schichten: dem 13%igen Trenngel in welchem 

die Separation der Proteine erfolgt, und dem 4%igen Sammelgel, in dem sich die 

Probentaschen befinden.  
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Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele (Angaben für 2 Gele): 

 

Stammlösungen Sammelgel (4%) 12% Trenngel 

dH2O 

40% Acrylamid/Bis (37,5:1) 

Sammelgelpuffer: 1,875 M Tris-

HCl (pH 6,8), 0,5% (w/v) SDS 

Trenngel: 1,875 M Tris-HCl (pH 

8,8), 1% (w/v) SDS 

TEMED 

10% (w/v) APS 

6,33 ml 

1,65 ml 

2 ml 

 

- 

 

8 µl 

150 µl 

3,52 ml 

4,34 ml 

- 

 

2 ml 

 

8 µl 

75 µl 

 
 
3.8.4 Protein-Transfer 
 

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden unter Einsatz der Mini Trans-

Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD) nach Angaben des Herstellers auf 

eine Nitrocellulose-Membran (Roth) übertragen. Die Membran wurde zusammen 

mit dem Gel für  30 - 60 min in gekühltem Transfer-Puffer (25 mM Tris-Base, 192 

mM Glycin, 20% Methanol, ad 1 l dH2O) äquilibriert. Das Blotting erfolgte 2 h bei 

70 V nach Angaben des Herstellers. Anschließend wurde die Membran 3 - 5 min 

in dH2O gespült. Sie kann bei RT getrocknet bei 4 °C gelagert werden. 

 

 

3.8.5 Antikörperinkubation und Chemilumineszenz-Detektion 
 

Zur Blockierung aller unspezifischen Bindungen wurde die Membran 2 h bei RT in 

20 ml Blockierungslösung (1% Milchpulver in TBS; 10x TBS: 12,1 g Tris-Base, 87 

g NaCl2, ad 1 l dH2O, pH 7,4) inkubiert. Anschließend wird die Membran 4 mal 

unter Schütteln in TBS-0,1% Tween 20 (1 ml Tween 20 auf 1000 ml 1x TBS) 

gewaschen (jeweils 20 min bei RT). Die Inkubation mit den spezifischen primären 

Antikörper erfolgte in den entsprechenden Verdünnungen (s. Tabelle und 2.11) bei 

4 °C ÜN. 
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Primärantikörper Verdünnung 

Anti-human MMP-1 

Anti-human ERK 1/2 

Anti-human Phospho-p44/42 MAPK 

Anti-human ß2-Mikroglobulin 

1:100 

1:1000 

1:1000 

1:10.000 

 

Nach erneutem Waschen (s.o.) wurde die Membran mit einem gegen den 

primären AK gerichteten HRP(Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase)-

markiertem sekundären AK (mit einer Verdünnung von 0,1-1 µg/ml 

Blockierungslösung) 2 h bei RT unter Schütteln inkubiert. Es folgte ein weiterer 

Waschschritt (s.o.). Abschließend wird die Membran 5 min in TBS geschwenkt. 

Für die Chemilumineszenz-Detektion wurden gleiche Teile der Lösungen 1 und 2 

des SuperSignal® Chemilumineszenz Substrates (Pierce, Rockford, USA) 

gemischt und auf die Proteinseite der Membran gegeben (0,125 ml/cm2). Die 

Lumineszenz-Detektion erfolgte für 15-40 min im GeneGnome (Syngene, 

Cambridge, UK über Merck, Darmstadt). Abschließend erfolgte die 

densitometrische Auswertung mit Hilfe des Programms GeneTools (Syngene). 

Die Membran kann nach Inkubation mit Strip-Puffer (15 min, RT, Pierce, Rockford, 

USA) und anschließender Spülung in 1x TBS (10 min) für eine erneute AK-

Inkubation verwendet oder wie beschrieben gelagert werden. 

 

 

3.9 Immunhistochemische Untersuchung von Paraffinschnitten 
 

Die immunhistochemische Analyse erfolgte an Schnittpräparaten formalinfixierter, 

paraffineingebetteter Biopsien. Die Schnittpräparate mit einer Schichtdicke von 3-4 

µm wurden in Xylol entparaffiniert und schließlich in einer absteigenden 

Alkoholreihe dehydriert. 

Anschließend wurden die Gewebeschnitte mit PBA (Protein Blocking Agent, 

Immunotech, Marseille, Frankreich) blockiert und mit dem polyklonalen anti-H. 

pylori AK (1:50, DAKO, Glostrup, Dänemark) sowie dem monoklonalen anti-MMP-

1 AK (1:100, Merck, Darmstadt) 16 h lang bei 4 °C inkubiert. Nach einem Wasch-

Schritt mit PBS wurden die Primärantikörper durch die fluoreszenz-markierten 

Sekundärantikörper (anti-Kaninchen-Fitc 1:100, Anti-Maus-TexasRed 1:100, 
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Vektor Laboratories, Burlingame, USA) detektiert. Nach einem weiteren Wasch-

Schritt mit PBS wurden die Schnitte mit VECTASHIELD® Mounting Medium mit 

DAPI (Vektor Laboratories, Burlingame, USA) eingedeckt und unter dem mit einer 

CCD Kamera (Spot RT, Diagnostic Instruments, Bourroughs, USA) und einem 

20/1,25 Objektiv ausgerüsteten Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRE7, Wetzlar) 

analysiert. 

 

 

3.10 Immunhistochemische Untersuchung von Zellen 
 

Magenepithelzellen (AGS, primäre Epithelzellen) wurden auf 

zellkulturbeschichteten Objektträgern (Falcon® über Becton Dickinson, Le Point de 

Claix, Frankreich) in einer Dichte von 2 x 104 ausgesät und 24 h bei 37 °C, 5% 

CO2, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in RPMI 1640, (10% FCS, 1% 

Penizillin/Streptomyzin) bzw. Q286 (1% Penizillin/Streptomyzin) kultiviert. 

Danach wurde das Medium abgenommen und die Zellen 3 Mal mit PBS 

gewaschen, bevor sie mit 3,7% PFA in PBS für 10 min bei RT fixiert wurden. Nach 

3 weiteren PBS-Waschschritten erfolgte die Permeabilisierung der Zellen (0,1% 

Triton X-100/PBS). Die Zellen wurden erneut gewaschen und unspezifische 

Bindungsstellen durch PBA (Protein Blocking Agent, Immunotech, Marseille, 

Frankreich, 20 min, RT) bzw. 3%iges H2O2 (nur ABC-Peroxidase Methode, 15 

min, RT)  abgesättigt. Schließlich erfolgte die Inkubation und mit den 

entsprechenden Primärantikörpern (s. Tabelle und 2.11) für 2 h bei 37 °C. Nach 3 

Wasch-Schritten mit PBS erfolgte die Detektion der Primärantikörper durch die 

fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper (anti-Kaninchen-Fitc 1:100, Anti-Maus-

TexasRed 1:100, Vektor Laboratories, Burlingame, USA, 1,5 h, 37 °C in PBS, 0,5 

% BSA) bzw. durch biotinylierte Sekundärantikörper (1:200, 30 min, RT in PBS, 

0,5 % BSA).  
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Primärantikörper Verdünnung 

Anti-human Ber-EP4, Maus monoklonal 1:50 

Anti-human ß-Catenin, Kaninchen polyklonal 1:200 

Anti-human E-Cadherin, Maus monoklonal 1:50 

Anti-H. pylori, Kaninchen polyklonal 1:50 

Anti-human MMP-1, Maus monoklonal 1:100 

Anti-human p120 Catenin, Maus monoklonal 1:400 

Anti-human Okkludin, Kaninchen polyklonal 1:200 

Anti-human Vimentin, Maus monoklonal 1:400 

Anti-human ZO-1, Kaninchen polyklonal 
 

1:200 

 

Die Objektträger zur Fluoreszenzanalyse wurden nach einem weiteren Wasch-

Schritt mit PBS in VECTASHIELD® Mounting Medium mit DAPI (Vektor 

Laboratories, Burlingame, USA) eingedeckt und unter dem mit einer CCD Kamera 

(Spot RT, Diagnostic Instruments, Bourroughs, USA) und einem 20/1,25 Objektiv 

ausgerüsteten Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRE7, Wetzlar) analysiert. 

Für die Entwicklung nach der ABC-Methode, bei der ein Streptavidin-Biotin-

Komplex mit dem biotinylieten Sekundärantikörper reagiert, wurden Kits 

verwendet und nach Angaben der Hersteller verfahren (roter Farbstoff: Vectastain 

ABC-Alkalische Phosphatase Kit; brauner Farbstoff: Vectastain ABC-Peroxidase, 

Vector, Burlingham, UK). Die Zellkerne wurden zum Schluss mit Hämalaun 

gegengefärbt und mit Gelatine bzw. Balsam eingedeckt. 

Methode der Hämalaunfärbung: Für die Hämalaunfärbung wird Mayer’s saures 

Hämatoxilin verwendet: 1g Hämalaun in 1000ml H2O schütteln, 0.2g NaJO3, 50g 

Kalialaun, 50g Chloralhydrat, 1g Zitronensäure.  

Fixierte Zellen wurden für 2 Minuten in der Hämalaun-Lösung gefärbt. 

Anschließend werden die Zellen unter laufendem Leitungswasser für 10 Minuten 

„gebläut“.  

PAS (Periodic-Acid-Schiff) -Färbung: Zum Nachweis neutraler Muzine wurden 

Magenepithelzellen (AGS, primäre Epithelzellen) wie beschrieben kultiviert und 

fixiert. Die Objektträger wurden 10 min in Perjodsäure inkubiert und zweimal in 
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75% EtOH gespült. Danach folgte eine Inkubation in Schiff´schem Reagenz für 15 

min gefolgt von einer Inkubation in S2-Lösung. Nach dreimaligem Spülen mit dH2O 

wurden die Zellkerne mit Hämalaun (nach Mayer) gegengefärbt und die Schnitte 

mit Balsam eingedeckt. 

 

 

3.11 Fluorokine® E, Human active MMP-1 Fluorescent Assay 

 

In den gewonnenen Kulturüberständen wurden der Gehalt an aktivem MMP-1 

quantitativ mit einem kommerziell erhältlichen ELISA-Kit bestimmt. 

Die Quantifizierung der Antigene erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Das 

Testsystem enthielt bereits mit primärem Antikörper (monoklonaler anti-human  

MMP-1 Antikörper) vorbeschichtete Mikrotest-Strips. Die Messung der 

Standardreihe (MMP-1 0-25 ng/mL) sowie der unverdünnten Proben erfolgte als 

Doppelbestimmung. Alle Inkubationen fanden auf einem ELISA-Schüttler statt. Die 

Absorption als Maß der Antigenkonzentration wurde bei einer Wellenlänge von 

450 nm im ELISA-Lesegerät bestimmt. 

 

 

3.12 Invasionsassay 
 

Der 1989 von Repesh et al. vorgestellte Invasionstest stellt in vivo die Situation 

der Tumorzellen an der Basalmembran nach. Es fanden Filterkulturgefäße 

Anwendung, die aus zwei durch einen Polycarbonatfilter (8,0 µm Porengröße) 

voneinander getrennten Zellkammern bestehen, sogenannte Transwell-Chamber®. 

Die Beschichtung der Filter bestand aus Matrigel®. Dieses enthält Extrakte wie 

Laminin, Kollagen IV und Proteoglykane, welche zu den Hauptbestandteilen der 

Basalmembran zählen. In den kommerziell erhältlichen 24 well Invasionskammern 

(Costar, New York, USA) wurde zunächst die Matrigelmatrix (100 µg/cm2) durch 

zweistündige Inkubation mit Kulturmedium rekonstituiert. Die Zellmonolayer 

wurden mit Trypsin/EDTA-Lösung geerntet, gezählt und in einer Dichte von 1 x 105 

Zellen pro well in den oberen Teil der Kammern auf die vorbereitete Matrix 

gegeben. Die unteren Kammern des Systems wurden mit 500 µl Kulturmedium 

gefüllt. Die Kulturdauer betrug 24 - 72 h. Die invasiven Zellen konnten 
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anschließend von der Unterseite der Filter geerntet werden. Die Filter wurden 

hierzu 3 mal mit PBS-Lösung gewaschen, für 5 min mit Trypsin/EDTA-Lösung 

inkubiert und die gelösten Zellen mit 500 µl PBS-Lösung von der Filterunterseite 

abgespült. Die Messung erfolgte nach Zugabe von 9,5 ml isotonischer Salzlösung 

(Coulter Immunotech, Marseille, Frankreich) im Coulter Counter ZII. Das 

Verhältnis zur Gesamtzellzahl (48-well Kontrollplatte) liefert den prozentualen 

Anteil invasiver Zellen. Alle Bestimmungen wurden dreifach ausgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             
Abbildung 3.1: Querschnitt eines Transwellchambers. 
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4. Ergebnisse 
 
 
4.1 Etablierung eines in vitro-Modells zum Studium der Interaktion 

zwischen H. pylori und Magenepithelzellen 
 
 
4.1.1  Vergleich der einzelnen Präparationsmethoden 
 

Die meisten Studien zur H. pylori-Infektion verwenden die Magenkarzinomlinie 

AGS. Diese Zellen bilden jedoch kein polarisiertes Epithel aus. Die häufig 

verwendeten MDCK-Zellen, bilden zwar ein polarisiertes Epithel aus, sind jedoch 

aus einem anderen Gewebe (Niere) isoliert bzw. nicht-humanen Ursprungs. Die 

Verwendung primärer Epithelzellen aus dem Magen entspricht eher der in vivo-

Situation. Bisher sind solche Zellen nicht käuflich zu erwerben. Deshalb wurde 

eine geeignete Isolationsmethode für primäre Epithelzellen aus Magenbiopsien/-

resektaten gesucht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung
Magenbio
des Mater

Schütteln, 

Inkubation

Vergrößer

              
A B C

D E
 4.1: Einzelne Präparationsmethoden von primären Epithelzellen aus 
psien/-resektaten im Vergleich. A: Mechanische Dissoziation des Gewebes: Passieren 

ials durch ein 400 µm-Sieb, B: Inkubation in EDTA/DTT-Lösung und anschließendes 

C-E: enzymatische Dissoziation (C: Inkubation in EDTA/DTT und Dispase, D und E: 

 in Dispase/Collagenase). Die Aufnahmen erfolgten 24 h nach Präparation. 

ung: 100x.   
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Das Prinzip der mechanischen Dissoziation (Methode A, vgl. 3.2.1.1) erwies sich 

als wenig erfolgreich. Auch die enzymatischen Isolationsmethoden B und C 

zeigten sehr geringe Ausbeuten an epithelialen Zellen. Methode E erwies sich als 

einfach in der Handhabung und brachte die höchste Ausbeute an epithelialen 

Zellen. Außerdem traten bei dieser Methode seltener bakterielle Kontaminationen 

auf. Die Präparation nach Methode D lieferte auch relativ gute Ergebnisse, jedoch 

war die Ausbeute an primären Zellen um einiges geringer als bei Methode E. 

Deshalb wurde das Gewebe (Resektate, Biopsien) nach dem Protokoll der 

Methode E aufgearbeitet. 

 

 
4.1.2 Charakterisierung der isolierten Primärzellen 
 

Die isolierten primären Zellen wurden immunhistochemisch hinsichtlich ihres 

epithelialen Ursprungs sowie auf intakte Zell-Zell-Verbindungen überprüft und mit 

der am häufigsten in H. pylori-Infektionsexperimenten verwendeten 

Magenkarzinom-Zelllinie AGS verglichen. 

Im Phasenkontrast weisen beide Zellen die typische polyedrische 

Epithelmorphologie  auf. Während die AGS-Zellen eher vereinzelt wachsen 

(Abb.4.2Ia), bilden die Primärzellen kompakte Kolonien (Abb.4.2IIa). Ferner 

wurden beide Zellen auf die Expression epithelialer Marker, wie Zytokeratine und 

Ber-EP4 untersucht. Zytokeratine gehören zu den Intermediärfilamenten, die 

hauptsächlich in Epithelzellen zu finden sind. Sie fixieren den Zellkern und halten 

die Zellmorphologie aufrecht. Es existieren 20 verschiedene Subtypen, deren 

Expression sowohl vom Zelltyp als auch dem Differenzierungsgrad abhängt (Tot, 

2002). Ber-EP4 ist ein Glykoprotein der Zelloberfläche und auf fast allen 

Epithelzellen vorhanden (Latza et al., 1990). Sowohl AGS-Zellen als auch isolierte 

Primärzellen waren positiv für Zytokeratin 18, Zytokeratin 20 (Ergebnisse nicht 

gezeigt) und Ber-EP4 (Abb.4.2Ib/IIb) und folglich epithelialen Ursprungs.  

Primäre Zellisolationen enthalten oftmals Fibroblasten. Färbungen gegen den 

Fibroblasten-Marker Vimentin erwiesen sich als hauptsächlich negativ, was den 

epithelialen Ursprung der Zellen bestätigt. Nur eine sehr geringe Anzahl 

spindelförmiger Zellen an der Peripherie der Kolonien ließ sich mit diesem Marker 

nachweisen (Ergebnisse nicht gezeigt). 
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Abb. 4.2: Immun-
histochemische Charakteri-
sierung von primären 
Magenepithel-zellen und AGS-
Zellen in Hinblick auf 
epitheliale Marker.  
I: AGS-Zellen 

II: primäres Magenepithel  

a:Phasenkontrast (100x)  

b: Ber-EP4 (100x) 

c: Muc5AC (200x) 

d: Muc6 (200x)  

e: PAS (100x). 
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Der Gastrointestinaltrakt ist mit einer Schleimschicht bedeckt, die von 

spezialisierten Epithelzellen sekretiert wird, um die oberste Zellschicht gegen 

Pathogene, Mutagene und chemische wie mechanische Schädigung zu schützen 

(Neutra und Forstner, 1987). Die zum Nachweis neutraler Muzine dienende PAS-

Färbung fiel bei beiden Zellen positiv aus (Abb.4.2Ie/IIe). Diese Hauptbestandteile 

der Schleimschicht, sind hochmolekulare Glykoproteine von denen bislang zehn 

verschiedene Mitglieder identifiziert wurden (Gendler und Spicer, 1995).  Die 

Muzine MUC5AC und MUC6 werden hauptsächlich im Magen exprimiert (Duperat 

et al., 1995), wobei MUC5AC vom Oberflächenepithel und MUC6 von den tiefen 

Drüsen sekretiert wird. Sowohl AGS- als auch primäre Zellen zeigen eine positive 

Farbreaktion bei MUC5AC (Abb.4.2Ic/IIc); die Färbung für MUC6 fiel dagegen 

negativ aus (Abb.4.2Id/IId). 

Der zelluläre Verbindungskomplex setzt sich aus einem Netzwerk von 

Transmembran-, Gerüst- und Signalproteinen zusammen. Er übt Barrieren-, 

Verbindungs- und  Signaltranduktionsfunktionen aus, um Polarität, Proliferation 

und Differenzierung der Zellen zu steuern. Viele Krankheiten, darunter 

Karzinogenese, sind durch Störungen der Zell-Zell-Verbindungen gekennzeichnet 

(Knust und Bossinger, 2002, Bilder und Perrimon, 2000). H. pylori bindet 

bevorzugt an Stellen in  unmittelbarer Nähe der apikalen Zell-Zell-Verbindungen 

(Steer, 1984, Hazell et al., 1986). Deshalb wurden beide Zelltypen auf die 

Expression und zelluläre Verteilung einiger Zell-Zell-Verbindungsproteine auf 

Protein- (Immunhistochemie) und RNA-Ebene (RT-PCR, Ergebnisse nicht gezeigt) 

untersucht. 

In Bezug auf die Zell-Zell-Verbindungsproteine ZO-1 (Abb.4.3Ic/IIc), Occludin 

(Abb.4.3Ib/IIb), ß-Catenin (Abb.4.3Id/IId) und p120-Catenin (Abb.4.3Ie/IIe) zeigten 

sowohl AGS- als auch primäre Zellen positive Reaktionen. E-Cadherin ließ sich 

dagegen nur bei den Primärzellen nachweisen (Abb.4.3Ia/IIa). Die 

Verbindungsproteine weisen zudem bei AGS-Zellen eine andere Verteilung auf als 

die primären Magenepithelzellen. Occludin, ZO-1 und E-Cadherin liegen in den 

primären Zellen relativ homogen verteilt an der Peripherie. Die Proteine ß- und 

p120-Catenin sind daneben auch im Zytoplasma zu finden. Bei AGS-Zellen sind 

deutliche Abweichungen von der natürlichen membranständigen Lokalisation zu 

sehen. Vor allem die beiden Catenine sind hauptsächlich im Zytoplasma und im 

Zellkern zu finden. 
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Abb. 4.3: Immun-
histochemische Charakte-
risierung von primären
Magenepithel-zellen und
AGS-Zellen in Hinblick auf
Zell-Zell-Verbindungs-
proteine.  
I: AGS-Zellen,  

II: primäres Magenepithel  

a: E-Cadherin  

b: Occludin     

c: ZO-1 

d: ß-Catenin 

e: p120-Catenin 

Vergrößerung: 200x. 
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4.2 Analyse der differentiellen mRNA-Expression von Tumor-
assoziierten Markern in humanen Magenepithelzellen nach 
Cokultur mit H. pylori 

 

Viele bereits beschriebene Gene zeigen in der H. pylori-Infektion eine Erhöhung 

ihrer Expression (Maeda et al., 2001, Aihara et al., 1997). Die Nukleinsäurearray-

Technologie ermöglicht die gleichzeitige Expressionsanalyse zahlreicher Gene 

eines bestimmten Signalweges in einem Experiment. H. pylori ist eng mit 

Magenkarzinomen assoziiert. Infizierte Patienten weisen gegenüber nicht-

infizierten ein 3-6-fach erhöhtes Krebsrisiko auf (Krejs, 2000). Um herauszufinden, 

wie sich das mRNA-Expressionsmuster von AGS-Zellen unter Einfluss von H. 

pylori verändert, wurde ein cDNA-Microarray (GEArray Q Series Human Tumor 

Metastasis Array, Biomol, Hamburg) zur Analyse von 96 Genen, die in Prozessen 

wie zellulärem Wachstum, extrazellulärem Matrixumbau und Signaltransduktion 

involviert sind, durchgeführt (Abb.4.4).  

 

 A B
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.4: cDNA-Microarray Analyse. A Nicht infizierte AGS-Zellen (Negativkontrolle). B Mit H.p. wt P1 

(MOI=50) infizierte AGS-Zellen. Der GEArray Q-Series Human Tumor Metastasis Array (Superarray 

Bioscience Corp., Bethesda, USA) ermöglicht die Ermittlung der Expressionsprofile von 96 Genen, die in der 

Tumormetastasierung eine Rolle spielen. Aus infizierten und nicht infizierten AGS-Zellen wurde RNA 

präpariert, in cDNA revers transkripiert und schließlich mit den auf dem Array befindlichen cDNA-Sonden 

hybridisiert. Die einzelnen Felder wurden densitometrisch ausgewertet. Nach Subtraktion des Leerwertes 

erfolgte der Abgleich der mRNA beider Ansätze durch das ribosomale Protein L13a. Durch die Bildung des 

Quotienten (Ratio) aus der Signalintensität des Haushaltsgens und der einzelnen Tumormarker des Arrays 

ließ sich das Expressionsprofil der beiden Ansätze miteinander vergleichen. 
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Die mRNA aus H. pylori infizierten sowie nicht-infizierten (Negativkontrolle) AGS-

Zellen wurde präpariert, mit Biotin markiert, mit den Sonden auf dem Array 

hybridisiert und die einzelnen Felder nach chemilumineszenter Entwicklung 

densitometrisch ausgewertet. Alle Infektionsexperimente wurden mit einer 

multiplicity of infection (MOI) von 50 durchgeführt, dass heißt eine AGS-Zelle 

wurde durchschnittlich von 50 H. pylori-Zellen infiziert. Dabei wurden die AGS-

Zellen in direktem Kontakt mit H. pylori wt P1 für einen Zeitraum von 24 h 

cokultiviert.  

 

Tabelle 4.1 gibt einen Überblick über die genetischen Alterationen der mRNA 

Expression von AGS-Zellen nach Infektion mit H. pylori. Nach Normalisierung und 

Korrektur der Array-Daten ergaben sich bei AGS-Zellen 36 differentiell regulierte 

Gene. Einbezogen wurden nur Gene, die mindestens um den Faktor 2 im 

Vergleich zur Kontrolle hoch- oder herunterreguliert wurden.  

Die Mehrzahl der in sieben Gruppen unterteilten 96 Gene des cDNA Arrays zeigte 

ein unverändertes Expressionsmuster. Lediglich 17 Gene wurden signifikant hoch- 

und 19 Gene wurden signifikant herunterreguliert (vgl. Tab. 4.1 und Abb 4.5).  
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Abb. 4.5: Quantifizierung der Über- (A) und Unterexpression (B) von Tumor-
Metastasierungs-Markern in AGS- Zellen nach Cokultur mit H.p. wt P1. Die Werte der 17 

hochregulierten Gene infizierter AGS-Zellen reichen von 25- bis 2-facher Überexpression im 

Vergleich zu nicht-infizierten Zellen. Dagegen sind 19 Gene unterexprimiert und zwar im Bereich 

von 21,7 bis 2.  
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 Überexpression Unterexpression Genbank ID 
Proteasen 
Caspase 8 

Caspase 9 

Cathepsin B 

Cathepsin D 

Cathepsin L 

MGEA 5 

MMP-1 

MMP-3 

MMP-7 

MMP-8 

MMP-10 

MMP-14 

MMP-15 

u-PA 
Protease-Inhibitoren 
PAI-1 

Maspin 

Timp-1 

Timp-3 

Wachstumsfaktoren und -inhibitoren 
csf-1 

NGF-ß 

TGF-ß 

VEGF 

Signaltransduktionsmoleküle 
Rac1 

uPAR 

Zell-Zell-, Zell-Matrix- Verbindungsmoleküle 
Caveolin-1 

Integrin α5 

Integrin α6 

NCam-1 

Onkogene 
c-ets-2 

c-fos 

c-src 

PEA 3 

Tumorsuppressoren 
BCSG 1 

CD44 

NM 23 

 

 

 

 

 

 

 

25,0 

14,3 

4,0 

7,2 

3,5 

 

 

3,1 

 

7,9 

4,5 

2,8 

 

 

2,0 

6,1 

2,0 

 

 

2,0 

5,8 

 

 

 

 

3,5 

 

 

 

2,2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

21,7 

13,0 

2,4 

11,0 

6,5 

2,4 

 

 

 

 

 

5,4 

2,0 

 

 

 

 

 

5,0 

 

 

 

 

2,3 

 

 

 

 

5,4 

3,0 

2,1 

 

 

15,8 

5,5 

 

6,5 

 

11,0 

13,0 

4,3 

  

NM_001228 

NM_001229 

NM_001908 

NM_001909 

NM_001912 

NM_012215 

NM_002421 

NM_002422 

NM_002423 

NM_002424 

NM_002425 

NM_004995 

NM_002428 

NM_002658 

 

NM_000602 

NM_002639 

NM_003254 

NM_000362 

 

NM_000757 

NM_002506 

NM_000660 

NM_003376 

 

NM_006908 

NM_002659 

 

NM_001846 

NM_002205 

NM_000210 

NM_000615 

 

NM_005239 

NM_005252 

NM_005417 

NM_001986 

 

NM_015399 

NM_000610 

NM_000269 

 
 
Tab. 4.1: Auswertung der mRNA-Expression von Tumor-Metastasierungs-Markern von AGS- 
Zellen nach Cokultur mit H.p. wt P1. Berücksichtigt wurden nur Veränderungen ab einem Faktor 

von zwei. Die vollständige Liste des GEArray Q Series Human Tumor Metastasis Array ist unter 

http://www.superarray.com zu finden. 
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Aus der Gengruppe der Tumorsupressoren wurden drei Vertreter herunterreguliert 

CD44, SNCG und NM 23. Von der Gruppe der Onkogene wurden c-ets , PEA 3, c-

fos hoch- und c-src herunterreguliert. Eine Unterexpression lag im Experiment 

ebenfalls bei den Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungsmolekülen Caveolin-1, 

Integrin α5 und Integrin α6 vor. N-Cam-1 wurde überexprimiert. Von den vier auf 

dem Array vertretenen Signaltransduktionsmolekülen wurde die Expression von 

Rac1 und uPAR signifikant hochhreguliert. Aus der Gruppe der 

Wachstumsfaktoren und -inhibitoren lag im H. pylori-infizierten Ansatz bei NGF-ß, 

csf-1 und TGF-ß eine Überexpression, bei VEGF eine Unterexpression vor.  

Auffällig viele Vertreter der Gruppen der Proteasen bzw. Protease-Inhibitoren 

zeigten eine deutliche Genregulation durch H. pylori. In der Gruppe der Protease-

Inhibitoren wurden PAI-1, Maspin und TIMP-1 hoch- TIMP-3 herunterreguliert. In 

der Gruppe der Proteasen wurden die Cathepsine (Cathepsin B, D, L) sowie die 

beiden Apoptose-assoziierten Proteasen herunterreguliert. Caspase 8 ist 

insgesamt betrachtet das am stärksten herunterregulierte Gen (21,7-fach 

geringere Expression im Vergleich zur Negativkontrolle).  

Eine Überexpression ist neben uPA vor allem unter den Mitgliedern der Matrix-

Metalloproteinasen (MMP-1, -3, -7, -8, -10) zu finden. Bei MMP-1 handelt es sich 

das am stärksten überexprimierten Gen (25-fach erhöhte Expression im Vergleich 

zur Negativkontrolle).  

  

 

4.3 Übertragung der Ergebnisse auf die in vivo-Situation 
 

 

4.3.1 Vergleich der Genexpressionsmuster von AGS und primären 
Epithelzellen  

 

Um zu überprüfen, ob die aus dem Array erhaltenen Daten auch für die aus 

Resektaten bzw. Biopsien isolierten primären Magenepithelzellen gelten, wurden 

diese mit H. pylori unter den gleichen Bedingungen wie die AGS-Zellen infiziert. 

Anschließend wurde auch hier gesamt-RNA aus infizierten wie nicht-infizierten 

Ansätzen isoliert, in cDNA umgeschrieben und per semiquantitativer PCR auf die 

differentielle Regulation der oben genannten Gene (MMP-1, -3, -7, -14, Timp-1, -3, 
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und Caveolin) hin untersucht. Diese Ergebnisse wurden dann mit den Daten aus 

den Experimenten mit den AGS-Zellen verglichen. Die Experimente wurden 

unabhängig voneinander dreimal bei gleichen Bedingungen durchgeführt. 

Abbildung 4.6 zeigt das Expressionsmuster einiger differentiell exprimierter Gene 

von AGS- und primären Magenepithelzellen unter H. pylori Einfluss. In Bezug auf 

die AGS-Zellen stimmen die Ergebnisse der quantitativen PCR mit denen des 

Microarrays überein. Außerdem weisen die primären Magenepithelzellen ein 

ähnliches differentielles Expressionsmuster wie bei den AGS auf.  
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gleich der Expressionsmuster von AGS- und primären Magenepithelzellen. Die 

von H.p. wt P1 (MOI=50) infizierten bzw. nicht infizierten (Negativkontrolle=NK) 

urde präpariert. Die Expression von MMP-1, -3, -7, -14, Timp-1, -3 und Caveolin-1 

lltypen wurde per quantitativer RT-PCR analysiert. Der Abgleich erfolgte über das 

 18S rRNA. Sowohl AGS- als auch primäre Epithelzellen weisen dabei bis auf zwei 

in ähnliches Expressionsmuster auf.  

rt wurden die Proteasen MMP-1 (10-fach), -3 (AGS: 3-fach, 

: 2-fach), -7 (AGS: 4-fach, Primärzellen: 2-fach), uPA (AGS: 3-fach, 

: 2-fach) sowie der Protease-Inhibitor Timp-3 (2-fach). 
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Herunterreguliert wurde MMP-14 (AGS: 5-fach, Primärzellen: 2,5-fach). 

Interessanterweise unterschieden sich die beiden Zellen im Expressionsmuster 

zweier Proteine: Timp-1 (AGS: 3-fach hochreguliert, Primärzellen: 2-fach 

herunterreguliert) und Caveolin-1 (AGS: 5-fach herunterreguliert, Primärzellen:    

3-fach hochreguliert). 

Am herausragendsten bei beiden Zellen ist die unter H. pylori stark erhöhte    

MMP-1 Expression, so dass die weiteren Untersuchungen auf diese Protease 

fokussiert wurden. 

 

 

4.3.2 Vergleichende MMP-1 Expression in H. pylori-negativen und -
positiven Magenbiopsien 

 

H. pylori induziert in primären Magenepithelzellen ebenso wie in der etablierten 

Zelllinie AGS die MMP-1 Expression. Bislang wurde jedoch nur ein Zelltyp isoliert 

betrachtet. Um den Effekt der H. pylori-induzierten Entzündungsreaktion der 

Magenmukosa auf die MMP-1 Expression in vivo zu untersuchen wurden 

zunächst 15 Magenbiopsien, davon sechs mit positiven und neun mit negativem 

H. pylori Status, immunhistochemisch untersucht. Die Färbungen erfolgten      

nach 3.9. 

 

Die Fluoreszenz-Doppelfärbung zeigte eine verstärkte MMP-1 Expression (rote 

Fluoreszenz) in epithelialen Zellen der H. pylori-infiltrierten (grüne Fluoreszenz) 

Foveolen im Vergleich zu den H. pylori-negativen Proben. Der 

immunhistochemische Nachweis der MMP-1 Expression erfolgte beim Epithel 

hautsächlich an Stellen bakterieller Adhäsion. Überdies wurde MMP-1 auch in 

Fibroblasten nachgewiesen. Somit scheint die MMP-1 Überexpression in den 

Epithelzellen der Magenschleimhaut auch in vivo, auf Proteinniveau, mit einer H. 

pylori Infektion assoziiert zu sein. 
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Abb. 4.7: Doppelimmunfluoreszenzfärbung von MMP-1 und H. pylori in der Magenmukosa. 
Detektion von MMP-1- (rot) und H.p.-Immunreaktivität (grün) in H.p.-negativen (A, B und E) und -

positiven (C, D und F) Antrumbiopsien durch Immunfluoreszenzmikroskopie. Im Vergleich zur  

gesunden Mukosa wies die H.p.-positive eine signifikant stärkere epitheliale MMP-1-Färbung auf, 

speziell an den H.p. Kontaktstellen der infiltrierten Foveolen (F). Außer den Epithelzellen zeigten 

auch einzelne Fibroblasten des Stromas eine positive Immunreaktion (B, E). Die Kernfärbung 

erfolgte durch 4´, 6´-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI). Vergrößerung: A und C, 100x; B und D, 

200x; E und F, 600x. Ery: Erythrozyten, Fb: Fibroblasten; FE: Foveolarepithel; Hp: H. pylori 
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Um das Ergebnis zu überprüfen, wurde aus weiterem Biopsiematerial mRNA und 

Protein (vgl. 3.5.1 und 3.8.1) extrahiert und die MMP-1 Expression in Bezug auf 

den H. pylori Status der Patienten durch quantitative RT-PCR (Ergebnisse nicht 

gezeigt) bzw. Western Blot analysiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abb. 4.8: MMP
Status. H.p.-po

die MMP-1 Ex

Mikroglobulin (

abgeglichen. Im

deutliche (5 - 20

 

 

Abbildung 4

Erhöhung de

zeigen. Die 

positiven H. 

der immunhis

H. pylori ind

epithelialer Z

 

 

                     
-1 Expression in Magenbiopsien (Antrum) in Abhängigkeit vom H. pylori-
sitive (+) und -negative (-) Antrumbiopsien wurden homogenisiert (vgl. 3.8.1) und 

pression im Western Blot analysiert. Als Kontrolle diente das Haushaltsgen ß2-

ß2-MG). Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und gegeneinander 

 Vergleich zu den H.p.-negativen Biopsien ist bei den H.p.-positiven Proben eine 

-fache) Erhöhung der MMP-1 Expression zu sehen.  

.8 zeigt, dass die H. pylori-positiven eine fünf- bis zwanzigfache 

r MMP-1 Expression im Vergleich zu den H. pylori-negativen Proben 

zwei Patienten mit sehr hoher MMP-1 Expression waren mit CagA-

pylori-Stämmen infiziert. Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen 

tochemischen Untersuchung überein.  

uziert somit eine erhöhte MMP-1 mRNA und Proteinexpression 

ellen in vitro und in vivo. 
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4.4 Analyse der MMP-1 Expression von Magenepithelzellen nach 
Cokultur mit H. pylori in Abhängigkeit von Stromazellen 

 

Die zelluläre Interaktion von Epithelzellen mit den Zellen des Stromas spielt eine 

wesentliche Rolle bei Prozessen wie Morphogenese und Proliferation von 

Organen. Zahlreiche Studien belegen eine Korrelation zwischen der Expression 

proteolytischer Enzyme durch Tumorzellen und ihrer Invasivität (Noel et al., 1997). 

Jedoch leisten auch nicht-maligne Zelltypen, wie Fibroblasten und 

gewebeinflitrierende Makrophagen, ihren Beitrag zur Degradation der 

Extrazellulären Matrix (Koyama 2005, Tyagi et al., 1996). Die 

immunhistochemischen Untersuchungen des Antrumbiopsiematerials (vgl. 4.3.2 

und Abb. 4.7) ergaben, dass neben Epithelzellen auch Fibroblasten eine Quelle 

der MMP-1 Expression sind. 

 

Die beiden Zelltypen wurden in nicht-Kontakt-Kultur mit und ohne H. pylori 

zusammen für 24 h cokultiviert (MOI=50). Die Kultivierung beider Zellen erfolgte in 

einer Boyden-Chamber-Platte, wobei sich die AGS-Zellen (mit oder ohne H. pylori) 

im unteren, die Fibroblasten im oberen Kompartiment befanden. Beide 

Kompartimente waren durch eine Membran von 0,4 µm Porengröße getrennt, 

welche die freie Diffusion von Botenstoffen usw. ermöglicht, die Bakterien jedoch 

im unteren Bereich zurückhält. Diese Anordnung entspricht in etwa der in vivo 

Situation, bei der die Fibroblasten auch nicht in direkten Kontakt mit H. pylori 

gelangen. Als vergleichende Kontrolle dienten infizierte und nicht-infizierte 

Monokulturen der einzelnen Zelltypen. 

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen ist, zeigen monokultiverte Epithelzellen eine 

verstärkte MMP-1 Expression nach Infektion mit H. pylori. Die MMP-1 Expression 

monokultivierter Fibroblasten bleibt dagegen relativ unbeeinflusst von der H. 

pylori-Infektion. Beide Zelltypen zeigen jedoch in Cokultur unter H. pylori-Einfluss 

insgesamt eine höhere MMP-1 Expression als die jeweilige Monokultur.  
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seitige Beeinflussung von Epithelzellen und Fibroblasten hinsichtlich ihrer 
ylori-induzierten MMP-1 mRNA- und Proteinexpression. AGS-Zellen und 

sten (Fb) wurden im 6-well Transwellchamber (0,4 µm Porengröße) im unteren 

en Kompartiment (Fb) (co-)kultiviert. Nach 24 h serumfreier (Co-) Kultur erfolgte 

H.p. wt P1 (MOI=50) in das untere Kompartiment für einen Zeitraum von 24 h (37 

ls Kontrollen dienten nicht-infizierte Zellen (Mono- und Cokultur). Die 10-fach 

berstände der Ansätze wurden im Western Blot analysiert (A) und densitometrisch 

 interne Kontrolle diente ß2-Mikroglobulin. Die MMP-1 mRNA Level von AGS-

broblasten (C) in Mono- bzw. Cokultur wurden per quantitativer RT-PCR bestimmt. 

erfolgte gegen das Haushaltsgen 18S rRNA. Fehlerindikator: +/- 

ung. Asterisk: p < 0,05 versus monokultivierte Zellen. 

wirkung der MMP-1 Inhibition auf die H. pylori-vermittelte 
radation der extrazellulären Matrix 

rden seit längerem mit gesteigerter zellulärer Motilität und invasivem 

 Tumorzellen in Zusammenhang gebracht. Die Beziehung zwischen 

i-Infektion und der Zerstörung der extrazellulären Matrix ist bislang 

to et al., 2005). 
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4.10: Einfluss von H. pylori auf die Morphologie und zelluläre Migration von primären 

nen Magenepithelzellen. Aus Biopsien isolierte primäre Magenepithelzellen (auf 35 mm ∅ 

schalen) wurden mit H.p. wt P1 (MOI=50) infiziert und über einen Zeitraum von 20 h 

skopisch im Phasenkontrast beobachtet. Startpunkt der Infektion t = 0 h (A). Endpunkt t = 20 

 

lori induziert einen Elongations-Phänotyp und steigert die Motilität von AGS- 

primären humanen Magenepithelzellen (Abb. 4.10) sowie ihre MMP-1 

ession. Deshalb wurde der Einfluss der MMP-1-Überexpression auf die 

ation von AGS-Zellen durch Matrigel™-beschichtete Polycarbonfilter mit einer 

ngröße von 0,8 µm (Transwellchamber) untersucht. Matrigel™ enthält Extrakte 

aminin, Kollagen IV und Proteoglykane, welche zu den Hauptbestandteilen 

asalmembran zählen. 

-Zellen wurden mit den Wildtypstämmen HpP1 und Hp26695 infiziert (MOI = 

Zusätzlich erfolge die Zugabe von einem antisense MMP-1 Oligonukleotid 

 einem nonsense Oligonukleotid (Kontrolle), welche in einem Vorversuch 

stet wurden, sowie einem neutralisierenden MMP-1 Antikörper. 

                                                                                                                       60 



                                                                                                Kapitel 4 - Ergebnisse  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4.11: Ei
Der Einfluss v

(infiziert mit H

Zellen = Ne

Inkubationsda

8 µm) betrug 2

Oligonukleotid

auf mRNA 

Standardabwe

 

 

In Abbildu

Oligonukleo

resultierte. 

Wildtypstäm

Niveau nich

Oligonukleo

neutralisiere

verminderte

mit H. pylo

gezeigt). 

                   
nfluss der H. pylori induzierten MMP-1 Expression auf die zelluläre Migration. 

on antisense MMP-1 Oligonukleotiden auf die Migration von 1,5 x 105 AGS-Zellen 

.p. wt P1 [schwarze Balken] und Hp26695 [graue Balken], MOI=50; uninfizierte 

gativkontrolle) wurde im Boyden Chamber Experiment analysiert (A). Die 

uer auf der rekonstruierten Basalmembran der 24-well Transwell Platte (Porengröße 

4 h bei 37 °C und 5 % CO2. Als Kontrolle fungierte ein Ansatz mit einem nonsense-

. Die Hemmung der MMP-1 Expression durch die antisense Oligonukleotide wurde 

(B) und Proteinebene (C) in Vorversuchen getestet. Fehlerindikator: +/- 

ichung. Asterisk: p < 0,05 versus mit H.p. infizierte AGS-Zellen. 

ng 4.11 ist gezeigt, dass die, durch das antisense MMP-1 

tid, reduzierte MMP-1 Expression in signifikant verminderter Invasivität 

Die Zahl der invasiven Zellen lies sich bei beiden H. pylori-

men (P1 und Hp26695) um mehr als die Hälfte - also fast auf das 

t-infizierter Zellen - reduzieren. Das als Kontrolle dienende nonsense-

tid hatte keinen Einfluss auf Invasivität. Die Verwendung des 

nden Antikörpers gegen MMP-1 führte ebenfalls zu einer 

n Invasivität von AGS-Zellen. Auch hier ließ sich die durch Infektion 

ri gesteigerte Invasivität um die Hälfte reduzieren (Ergebnisse nicht 
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4.6 Kinetik der H. pylori induzierten MMP-1 Expression von 
Magenepithelzellen 

 
Um den zeitlichen Verlauf der Induktion der verstärkten MMP-1 Expression bzw. -

Sekretion in infizierten Magenepithelzellen zu untersuchen, wurden Überstände 

von H.p. wt P1 infizierten (MOI=50) und nicht-infizierten AGS-Zellen zu definierten 

Zeiten abgenommen (0, 4, 8, 12, 20, 24 und 28 h) und im Western Blot und   

MMP-1 Aktivitäts-ELISA untersucht.  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.12: Effekt der H. pylori Infektion auf die MMP-1 Expression und Sekretion von AGS-
Zellen im Zeitverlauf. Nach 24 h serumfreier Kultur der AGS-Zellen erfolgte die Zugabe von H.p. 

wt P1 (MOI=50) bzw. PBS (Negativkontrolle). Die Probenentnahme beider Ansätze erfolgte zu den 

angegebenen Zeitpunkten. Die 10-fach konzentrierten Überstände wurden im Western Blot 

densitometrisch ausgewertet (+H.p.: ▲. NK: ▓), die unkonzentrierten Überstände der infizierten 

Zellen im MMP-1 Aktivitäts-ELISA analysiert (●). Fehlerindikator: +/- Standardabweichung. 

 

Wie in Abbildung 4.12 zu sehen, konnte eine signifikante Erhöhung der          

MMP-1 Expression H. pylori-infizierter AGS-Zellen bereits nach etwa 4 h, das 

Auftreten der aktiven Protease nach etwa 20 h festgestellt werden. Nach 24 h geht 

die MMP-1 Expression in die Sättigung über, während die Aktivität noch etwas 

zunimmt.  

                                                                                                                              62 



                                                                                                Kapitel 4 - Ergebnisse  

Bei dem nicht-infizierten Ansatz kam es erst nach 24 h zu einer detektierbaren 

Anreicherung von MMP-1 im Überstand, die jedoch immer noch unter dem Wert 

lag, der bei H. pylori-infizierten Zellen nach 4 h gemessen wurde. 

 

 

4.7 Abhängigkeit der MMP-1 Expression von bakteriellen 
Virulenzfaktoren 

 

Die Folgen einer H. pylori-Infektion sind neben Wirts- und Umweltfaktoren auch 

von pathogenen Faktoren des Bakteriums abhängig (Odenbreit et al., 2000). Dazu 

zählt vor allem die 40 kb große Pathogenitätsinsel (pathogenicity island, PAI), 

welche unter anderem das 128 kDa große cytotoxin-assoziierte Protein (CagA) 

und membran-assoziierte Proteine des bakteriellen Typ IV-Sekretions Systems 

(T4SS), welche das CagA Protein in die Wirtszelle einschleusen, codiert. H. pylori 

Stämme werden daher, je nach Vorhandensein dieses Pathogenitätsfaktors in 

zwei Gruppen unterteilt: Typ I und  Typ II. Stämme vom Typ I sind virulenter und 

besitzen Krankheits-assoziierte Komponenten wie CagA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 4.13: Die Induktion der MMP-1 Expression in Abhängigkeit bakterieller 
Virulenzfaktoren. AGS-Zellen wurden mit verschiedenen H.p.-Wildtypstämmen (P1, Hp26695) 

und den dazugehörenden isogenen Mutanten (P1∆CagA, P1∆VIRB7; HpPAI, Hp0539, Hp0543) 

infiziert (MOI=50). Die 10-fach konzentrierten Überstände wurden im Western Blot analysiert und 

densitometrisch ausgewertet. Als Kontrolle diente das Haushaltsgen ß2-Mikroglobulin (ß2-MG). 

Fehlerindikator: +/- Standardabweichung. Asterisk: p < 0,05 versus H.p. wt-infizierte AGS-Zellen. 
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Um zu sehen, in wieweit sich verschiedene Komponenten der Pathogenitätsinsel 

von H. pylori auf die MMP-1 Expression auswirken, wurden AGS-Zellen mit den 

unter 2.9 aufgeführten Wildtyp- und isogenen Mutantenstämmen von H. pylori für 

einen Zeitraum von 24 h bei einer MOI=50 cokultiviert. Die MMP-1 Expression 

wurde auf mRNA- (Ergebnisse nicht gezeigt) und auf Proteinebene untersucht.  

 

Eine signifikante Erhöhung der MMP-1 Expression bzw. Aktivität induzierten die 

beiden Wildtypen (P1, Hp26695), sowie die isogenen Mutanten P1∆CagA und 

Hp0543. Die Mutante P1∆CagA zeigt keine Expression des CagA Proteins und die 

Mutante Hp0543 besitzt einen CagA Translokationsdefekt. Jedoch sind beide 

Mutanten in der Lage, JNK und NF-κB zu aktivieren (Al-Ghoul et al., 2004). Die 

Stämme HpPAI, Hp0539 und P1∆VIRB7, die entweder ein fehlendes oder 

defektes T4SS besitzen, zeigten weder veränderte Expression noch Aktivität von 

MMP-1 im Vergleich zur Negativkontrolle. Daher scheint die Expressionserhöhung 

von MMP-1 zwar unabhängig von der Translokation des CagA Proteins in die 

Wirtszelle zu sein, für die Überexpression von MMP-1 ist allerdings ein 

funktionsfähiges T4SS unabdingbar. 

 

 

Zur Überprüfung des Ergebnisses wurden auch die primären Magenepithelzellen 

mit P1 und den dazugehörigen isogenen Mutantenstämmen (P1∆VIRB7 und 

P1∆CagA) von H. pylori für einen Zeitraum von 8 h mit einer MOI=50 cokultiviert. 

Die MMP-1 Expression wurde auf mRNA- untersucht. 

In Abbildung 4.14 ist zu sehen, dass der H. pylori wt P1 ebenso wie bei den AGS-

Zellen eine signifikante Erhöhung der MMP-1 Expression induziert. Auch bei 

Verwendung der isogenen Mutante P1∆CagA kommt es beinahe zu einer 

Verdopplung der MMP-1 Expression im Vergleich zu den nicht-infizierten primären 

Epithelzellen (NK). Die Mutante P1∆VIRB7 hat dagegen einen eher gegenteiligen 

Effekt auf die MMP-1 Expression.  
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Abb. 4.14: Die Induktion der MMP-1 Expression von primären Epithelzellen in Abhängigkeit 
bakterieller Virulenzfaktoren. Primäre Epithelzellen wurden mit H.p. wt P1 und den 

dazugehörenden isogenen Mutanten (P1∆CagA, P1∆VIRB7) mit einer MOI=50 infiziert. Die MMP-1 

mRNA-Level wurden per quantitativer RT-PCR bestimmt. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte 

Zellen (NK). Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Gel. Ein Abgleich erfolgte gegen das 

Haushaltsgen 18S rRNA. Fehlerindikator: +/- Standardabweichung. Asterisk: p < 0,05 versus H.p. 

wt-infizierte Primärzellen. 
 

 

4.8 Potentielle MMP-1 Regulatoren  
 
 
4.8.1 Einfluss von Chemokinen/Zytokinen auf die MMP-1 Expression 
 
Da H. pylori die Produktion Entzündungs-assoziierter Zytokine und Chemokine in 

den Wirtszellen stimuliert (Crabtree et al., 1995 und 1996), wurde der Einfluss 

solcher Botenstoffe auf die MMP-1 Expression untersucht. 

Serumverarmte AGS-Zellen wurden 24 h mit IL-1ß, IL-6, TNF-α sowie TGF-ß (c = 

50 ng/ml) inkubiert. Die optimale Zytokin-/Chemokinkonzentration ergab sich dabei 

aus früheren Experimenten. Die MMP-1 Expression wurden auf RNA- (quantitative 

RT-PCR, Ergebnisse nicht gezeigt) und Proteinebene (Western Blot) untersucht. 

Die Aktivität wurde mittels MMP-1 Aktivitäts-ELISA bestimmt. 
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Wie Abbildung 4.15 (A) zeigt, wurde eine signifikant erhöhte MMP-1 Aktivität nach 

Zugabe von IL-1ß und TNF-α detektiert, wobei IL1-ß einen deutlich höheren 

Einfluss aufweist als TNF-α: Die MMP-1 Expression steigt unter Einfluss von TNF-

α nur etwa halb so hoch an. Eine noch geringere Steigerung der MMP-1 

Expression bzw. Sekretion verursacht TGF-ß. IL-6 scheint keinen Einfluss auf die 

MMP-1 Expression/Aktivität zu haben. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Um nachzuweisen, ob IL-1ß, TNF-α und TG

direkte Funktion bei der MMP-1 Expressio

einem weiteren Versuchsansatz H. pylori wt

neutralisierenden Antikörpern gegen IL-1ß, I

optimalen Antikörperkonzentrationen zur 

Zytokine wurden in einem Vorversuch 

                                                                      
Abb. 4.15: Einfluss von pro-
inflammatorischen Zytokinen auf die MMP-
1 Expression von infizierten und nicht-
infizierten AGS-Zellen. (A) Stimulation von
AGS-Zellen mit Zytokinen. Zugabe
neutralisierender Zytokin-Antikörper zu H.

pylori-infizierten AGS-Zellen: Western Blot
(B) und Aktivität (C). Nach 24 h serumfreier

Kultur der AGS-Zellen erfolgte die Zugabe von

IL-1ß, IL-6, TNF-α und TGF-ß (c=50 ng/ml).

Die unkonzentrierten Überstände wurden im

MMP-1 Aktivitäts-ELISA analysiert (A). Unter

gleichen Bedingungen erfolgte die Infektion

der AGS-Zellen mit H.p.wtP1 (MOI=50). Zu

diesen Ansätzen wurden neutralisierende

Antikörper (Ab) hinzugefügt. Die 10-fach

konzentrierten Überstände wurden im Western

Blot mit ß2-Mikroglobulin (ß2-MG) als interne

Kontrolle (B), die unkonzentrierten im MMP-1

Aktivitäts-ELISA analysiert (C). Fehlerindikator:

+/- Standard-abweichung. Asterisk: p < 0,05

versus unbehandelte AGS-Zellen. 
F-ß auch in der H. pylori-Infektion eine 

nsregulation inne haben, wurden in 

 P1-infizierte AGS-Zellen (MOI=50) mit 

L-6, TNF-α und TGF-ß behandelt. Die 

Neutralisierung der entsprechenden 

ermittelt. Keiner der verwendeten 
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neutralisierenden Antikörper zeigte eine nennenswerte Reduktion der H. pylori-

vermittelten MMP-1 Expression. Obwohl die Zytokine prinzipiell die MMP-1 

Expression stimulieren können, spielen sie demnach für die H. pylori-induzierte 

Expressionssteigerung keine Rolle (Abb.4.15B, C). 
 
 

4.8.2 Beteiligung von Signalwegskaskaden an der MMP-1 Expressions-
regulation in Magenepithelzellen 

 

H. pylori induziert in seinen Wirtszellen eine chronische Entzündungsreaktion und 

stimuliert die Zellproliferation (Bechi et al., 1996, Peek et al., 1997). 

Die Unterfamilien der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs) ERK  

(extracellular signal-regulated kinase), JNK und p38 spielen eine große Rolle bei 

Entzündungs- (Lee et al., 1996, Woodgett et al., 1996) und Wachstumsprozessen 

(Pillinger et al., 1996 und 2003). Die MAP-Kinase Kaskade führt schließlich zur 

Phosphorylierung und somit zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-κB. 

Dies geschieht auch bei der Infektion mit H. pylori und führt wiederum zur 

Sekretion entzündlicher Chemokine wie IL-8 (Naumann, 2000 und 2005, Maeda et 

al., 2000). 

Um  die Rolle dieser Signalwege bei der MMP-1 Expression zu untersuchen, 

wurden mit H. pylori wt P1 infizierte AGS-Zellen mit verschiedenen Signalweg-

Inhibitoren behandelt: IKK-NBD und APDT (NF-κB-Inhibitoren); SB203580 (p38-

Inhibitor); SP600125 (JNK-Inhibitor) und U0126 (MEK 1/2-Inhibitor). Die Analyse 

der MMP-1 Expression erfolgte auf RNA- (quantitative RT-PCR) und Proteinebene 

(Western Blot, Aktivitäts-ELISA). 

Die Inhibition von ERK 1/2 und JNK durch U0126 und SP600125 führte zu einer 

vollständig unterdrückten Expressionserhöhung von MMP-1 durch H. pylori. Dies 

weist daraufhin, dass diese beiden Signalwege eine entscheidende Rolle bei der 

Regulation der MMP-1 Expression spielen. Alle übrigen Inhibitoren zeigten keinen 

Einfluss auf die MMP-1 Expression/Aktivität (Abb.4.16). 
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Abb. 4.16: Effekt von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die MMP-1 Expression und 
Aktivität. Nach 24 h serumfreier Kultur der AGS-Zellen erfolgte die Infektion mit H.p. wt P1 

(MOI=50) und die Zugabe von reinem DMSO bzw. der in DMSO gelösten Inhibitoren (NF-κB: IKK-

NBD, APDT, JNK: SP600125, MEK 1/2: U0126, p38: SB203580; c=10µM) für einen Zeitraum von 

24 h. Als absolute Kontrollen (AGS NK) dienten nicht-infizierte Zellen. Die MMP-1 mRNA-Level 

wurden per quantitativer RT-PCR bestimmt. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Kontrollgel (A). 

Ein Abgleich erfolgte gegen das Haushaltsgen 18S rRNA. Die 10-fach konzentrierten Überstände 

der Ansätze wurden im Western Blot (B) analysiert und densitometrisch augewertet (schwarze 

Balken). Als interne Kontrolle diente ß2-Mikroglobulin (ß2-MG). Die unkonzentrierten Überstände 

der Ansätze wurden im MMP-1 Aktivitäts-ELISA analysiert (C; graue Balken). Fehlerindikator: +/- 

Standardabweichung. Asterisk: p < 0,05 versus mit H.p. wt P1 infizierte AGS-Zellen (Kontrolle). 

 

 

Um zu überprüfen, ob die Inhibition von ERK 1/2 und JNK auch in vivo die H. 

pylori-induzierte MMP-1 Expressionssteigerung unterbindet, wurden In einem 

weiteren Versuch die primären Magenepithelzellen mit H. pylori wt P1 infiziert und 

mit den Inhibitoren U0126 und SP600125 behandelt. Die Aktivierung von ERK in 

primären Magenepithelzellen durch H.pylori wurde in einem Vorversuch bestätigt 

(s. Abb.   4.17 A). 
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F-κB: IKK-NBD, APDT, JNK: SP600125, MEK 1/2: U0126, 

folgte für einen Zeitraum von 8 h unter gleichen 

Kontrolle dienten nicht-infizierte Zellen +/- DMSO. Die MMP-

r RT-PCR bestimmt. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives 

egen das Haushaltsgen 18S rRNA. Fehlerindikator: +/- 

5 versus mit H.p. wt P1 infizierte AGS-Zellen (Kontrolle). 

gt, lässt sich die H. pylori-induzierte MMP-1 

Verwendung der ERK 1/2- und JNK-Inhibition 

ei den primären Magenepithelzellen auf den Level 

ies bestätigt, dass diese beiden Signalwege auch 

tion der MMP-1 Expression spielen. 
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5.         Diskussion 
 
 
H. pylori ist ein spiralförmiges, mikroaerophiles und gram-negatives Bakterium, 

welches die humane Magenschleimhaut besiedelt. Es gehört zu den wenigen 

bakteriellen Pathogenen, die im Menschen eine chronische Infektion hervorrufen. 

Etwa 70% aller Magengeschwüre in Europa sind H. pylori-assoziiert. Die Infektion 

mit H. pylori spielt eine kausale Rolle in der Karzinogenese: infizierte Patienten 

weisen gegenüber nicht infizierten ein 3 - 6 -fach höheres Krebsrisiko auf. Die 

Folgen einer H. pylori-Infektion sind abhängig von Wirt, Umfeld und bakteriellen 

Faktoren.  

 

Untersuchungen der Genexpression lassen nur einen kleinen Einblick in die 

zellphysiologischen Zusammenhänge zu. Um das Reaktionsmuster eines 

einzelnen Zelltyps separat zu untersuchen, stehen Primärkulturen und 

immortalisierte Zelllinien zur Verfügung. In beiden Systemen kann die in vivo 

Situation nur annähernd nachgeahmt werden. Der Einsatz permanenter Zelllinien 

aus immortalisierten Zellen stellt die einfachste Möglichkeit der Zellkultur dar. 

Doch haben permanente Zelllinien den Nachteil, dass sie primär aus Tumorzellen 

entwickelt werden und im Verlauf ihrer Kultivierung Veränderungen unterworfen 

sind, so dass die Ergebnisse nur mit Einschränkungen interpretierbar sind.  

In den meisten Studien zur Pathogenese von H. pylori findet die 

Adenokarzinomzelllinie AGS Verwendung. Jedoch weisen Experimente mit dieser 

Zelllinie eine eingeschränkte Aussagekraft auf. Beispielsweise bindet H. pylori 

vorzugsweise an den Zell-Zell-Kontakten (Heckzo et al., 2000). AGS-Zellen 

exprimieren zwar die meisten Zell-Zell-Verbindungsproteine, wie ZO-1 (Amieva et 

al., 2003), Claudin-4 und -5 (Fedwick et al., 2005), Occludin (Mima et al., 2005) 

und ß-Catenin (Kim et al., 2005), bilden jedoch nicht die entsprechenden 

funktionellen Strukturen wie z.B. Tight Junctions aus. Bakterielle 

Anheftungsstellen finden sich hier an Zell-Zell Berührungsflächen aber auch über 

die ganze Zelle verteilt. Ferner zeigen AGS-Zellen im Vergleich zu primären Zellen 

eine abnormale Verteilung mancher Proteine, wie in Abbildung 4.3 zu sehen ist, 

oder z.B. das Zellmatrixprotein Dystroglukan und das Adapterprotein der 

Fokalkontakte Paxillin (Conlin et al., 2004). Permanente Zelllinien weisen 

außerdem eine geringere Sensitivität gegenüber bakteriellen Virulenzfaktoren 
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(VacA) auf (Smoot et al., 1996). Somit sind primäre Magenepithelzellen ein 

besseres in vitro-Modell zum Studium der H. pylori-Infektion, dass jedoch durch 

Zugang zu frischem Biopsiematerial bzw. Resektaten beschränkt ist. 

Normale humane Epithelzelllinien sind zur Zeit nicht käuflich erwerbbar. Um die 

Auswirkungen einer H. pylori-Infektion unter in vivo-näheren Bedingungen 

untersuchen zu können wurde in dieser Arbeit eine Methode zur Isolierung 

primärer humaner Magenepithelzellen aus Magenresektaten bzw. Biopsiematerial 

etabliert. 

Am erfolgreichsten erwies sich dabei die enzymatische Dissoziation des Gewebes 

durch ein Gemisch aus Collagenase und Dipsase. Nach 24 Stunden bildeten die 

isolierten Zellen Kolonien und konnten für etwa eine Woche in Kultur gehalten 

werden. Die immunhistochemischen Untersuchungen ergaben für 

Oberflächenepithel typische positive Reaktionen (Cytokeratin 18, PAS, Muc5AC).  

 

 

5.1 Differentiell exprimierte Gene in AGS-Zellen nach H. pylori-
Infektion 

 

Die cDNA-Array Technologie ermöglicht die gleichzeitige Expressionsanalyse 

einer großen Anzahl verschiedener Gene. Um einen ersten Eindruck zu 

bekommen, wie sich das Genexpressionsmuster von Magenepithelzellen unter 

Einfluss von H. pylori verändert, wurde ein Mircoarray (GEArray Q Series Human 

Tumor Metastasis Array, Biomol, Hamburg) zur Analyse von 96 Genen, die in 

Prozessen wie zellulärem Wachstum, extrazellulärem Matrixumbau und 

Signaltransduktion involviert sind, durchgeführt. Die Mehrzahl der in sieben 

Gruppen unterteilten 96 Gene des cDNA Arrays zeigte ein unverändertes 

Expressionsmuster. Lediglich 17 Gene wurden signifikant hoch- und 19 Gene 

wurden signifikant herunterreguliert (vgl. Tab. 4.1 und Abb. 4.5).  

Aus der Gengruppe der Tumorsupressoren wurden drei Vertreter herunterreguliert 

CD44, SNCG und NM 23.   

CD 44,  ein  Transmembranglykoprotein, ist bei einer Reihe von adhäsiven und 

migratorischen Mechanismen involviert. Es beeinflusst die Expression von 

Adhäsionsmolekülen und die Aktivierung vaskulärer Endothel- sowie Tumorzellen. 
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Herunterregulation von CD 44 ist für den Prozess der Metastasierung von 

Bedeutung. (Yasasever et al., 2000). 

SNCG spielt eine Rolle in Neoplasien, besonders Brust- und Gebärmutterkrebs. 

Bei Überexpression stimuliert SNCG die Proliferation und induziert die 

Metastasierung von Krebszellen (Liu et al., 2005). Yanagawa et al. (2005) konnten 

im Magenkarzinom und Magenkarzinomzelllinien eine aberrierende Expression 

des Proteins durch Demethylierung der CpG-Inseln feststellen. Allerdings wurden 

hier keine AGS-Zellen verwendet. Über den Einfluss von H. pylori auf die SNCG-

Expression ist bislang noch nichts bekannt.  

Die Expression von NM23 wurde in zahlreichen Tumoren, darunter  Brust- und 

Darmkrebs, Melanome und hepatozelluläre Karzinome untersucht. Die 

Herunterregulation des Proteins ist in einigen Tumoren, darunter auch dem 

Magenkarzinom, assoziiert mit Metastasierung oder Voranschreiten der Krankheit 

beschrieben (Kodera et al., 1994, Kumar et al., 1999). 

Von der Gruppe der Onkogene wurden c-ets , PEA 3, c-fos hoch- und c-src 

herunterreguliert.  

Die Src-Familie der Proteinkinasen ist an einer Vielzahl von 

Signaltransduktionskaskaden beteiligt und reguliert Zellteilung, Motilität, Adhäsion, 

Angiogenese und Überleben der Zellen. In einigen (nicht-)epithelialen Krebsarten 

sind Mitglieder dieser Familie, darunter auch c-src, überexprimiert bzw. anormal 

aktiviert (Summy und Gallick, 2003). Die Aktivierung und Überexpression von 

Onkogenen wie c-ets-2, PEA-3 und c-fos ist ebenfalls in diversen Krebsformen 

beschrieben (Mitsuno et al., 2002, Davidson et al., 2004, Tynan et al., 2005, 

Baldus et al., 2004).  

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungsmoleküle sind essenziell für den Erhalt der 

Gewebestruktur. Der Verlust von Zell-Zell und Zell-Matrixkontakten ist 

charakteristisch für hochinvasive Karzinomzellen. Eine Unterexpression lag im 

Experiment bei Caveolin-1, Integrin α5 und Integrin α6 vor. N-Cam-1 wurde 

überexprimiert.  

Caveolin-1, ein potentielles Tumorsuppressorgen, ist in vielen Karzinomen 

anormal exprimiert. Gao et al. (2005) konnten zeigen, dass der Caveolin Level im 

Magenkarzinom signifikant niedriger ist als in normaler Mukosa.  

Während des Invasionsprozesses müssen Tumorzellen mit den umgebenden 

Proteinen der Extrazellulären Matrix interagieren. Obwohl Integrine dabei eine 
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bedeutende Rolle spielen (Hynes, 1987, Weinel et al., 1995), tendieren epitheliale 

Karzinome in vivo dazu, bestimmte Integrinuntereinheiten zu unterexprimieren 

(Albelda, 1993, Koretz et al., 1991, Pignatelli et al., 1991). 

Von den vier auf dem Array vertretenen Signaltransduktionsmolekülen wurde die 

Expression von Rac1 und uPAR signifikant hochreguliert. 

Aus der Gruppe der Wachstumsfaktoren und -inhibitoren lag im H. pylori-infizierten 

Ansatz bei NGF-ß, csf-1 und TGF-ß eine Überexpression, bei VEGF eine 

Unterexpression vor.  

Infektionen mit H. pylori sind typischerweise mit ausgedehnten 

Entzündungsreaktionen und der Gewebeinfiltration durch Lymphozyten/ 

Monozyten assoziiert (Mayer-Scholl et al., 2004, Allen, 2001). Die 

Entzündungsantwort durch die Immunzellen scheint ein Hauptgrund der 

epithelialen Gewebeschädigung zu sein und trägt so vermutlich zu einer Vielzahl 

von Krankheiten wie z.B. Magen-/Zwölffingerdarmgeschwüre, MALT-(mucosa-

associated lymphoid tissue) Lymphom oder Adenokarzinome (Peek und Blaser, 

2002, Montecucco und Rappuoli, 2001). CSF-1 ist ein wichtiger Faktor für die 

Rekrutierung, Aktivierung und Differenzierung von Monozyten (Varney et al., 

2005). Die H. pylori-induzierte Überexpression des Monozyten-Botenstoffes CSF-

1 könnte so einen Beitrag zur Infiltration des Gewebes durch Entzündungszellen 

leisten.  

In der Gruppe der Protease-Inhibitoren wurden PAI-1, Maspin und TIMP-1 hoch-, 

TIMP-3 herunterreguliert.  

Maspin (mammary serine proteinase inhibitor) ist ein Tumorsupressor-Gen, 

welches zur Serpin-Familie gehört. Inhibitorische Funktionen sind beschrieben für 

Motilität, Invasion, Metastasierung und Agiogenese von Brust- und 

Prostatakarzinomen (Bischof et al., 2001). Terashima et al. (2005) schlagen für 

Maspin eine potentielle Rolle in der Metastasierung des Magenkarzinoms vor: In 

normalem Magenepithelien konnte keine Expression gefunden werden, wohl aber 

in 74 von 85 Tumorgeweben.  

TIMPs gelten als potentielle Inhibitoren von Tumorwachstum (Henriet et al., 1999). 

Die TIMP-1 Expression wurde jedoch hochreguliert. Ein erhöhter TIMP-1 mRNA 

Level ist in Magenkarzinomen beschrieben (Yasui et al., 2005, Mimori et al., 

1997). Erhöhte mRNA Level von TIMP-1 konnten durch in situ-Hybridisierung in 
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Gewebeproben von Magengeschwüren, Morbus Crohn und Dünndarmgeschüren 

nachgewiesen werden (Saarialho-Kere et al., 1996).  

In der Gruppe der Proteasen wurden die Cathepsine (Cathepsin B, D, L) sowie die 

beiden Apoptose-assoziierten Proteasen (Caspase 8 und 9) herunterreguliert. 

Apoptose oder der programmierte Zelltod ist ein wichtiger Prozess um normale 

Entwicklung und Gewebehomöostase zu gewährleisen. Tumore sind jedoch durch 

unkontrolliertes Zellwachstum und Verlust von Apoptose gekennzeichnete 

Krankheitsstadien. In vielen Tumoren ist die Dysregulation der Apoptose eng mit 

der Onkogenese und dem malignen Phänotyp der Tumorzellen assoziiert. Meist 

ist die Expression anti-apoptotischer Moleküle (z.B. BCL-2) hochreguliert während 

die Funktion pro-apoptotischer Moleküle (z.B. Caspasen) gestört ist. Die 

Aktivierung von Caspase-8 und -9 initiiert Apoptose und ist einigen Studien 

zufolge für die charakteristischen Schädigungen des Magenepithels unter einer H. 

pylori-Infektion verantwortlich (Basak et al., 2005, Ledig et al., 2004).  

In der Literatur finden sich viele Hinweise auf die Rolle von Cathepsinen im 

Magenkarzinom bzw. in der H. pylori-assoziierten Gastritis. Farinati et al. 

beschreiben (1996) eine Hochregulation von  Cathepsin B und L (den am meisten 

verbreiteten endosomalen/lysosomalen Cysteinproteasen) in späten Stadien des 

voranschreitenden Magenkarzinoms (atrophe Gastritis, epitheliale Dysplasie). 

Eine weitere Cysteinprotease, Cathepsin X, ist in der H. pylori-assoziierten 

Gastritis hochreguliert (Krueger et al., 2005). Nach Bühling et al. (2004) bleibt die 

Expression der Cathepsine B und L in Gewebeproben unbeeinflusst von der H. 

pylori-Infektion. In diesem Experiment wurden die Cathepsine B, L und auch D auf 

mRNA-Ebene jedoch herunterreguliert.  

Eine Überexpression ist neben uPA vor allem unter den Mitgliedern der Matrix-

Metalloproteinasen (MMP-1, -3, -7, -8, -10) zu finden 

 

 

5.2 Matrix-Metalloproteinasen 
 

Die Magenschleimhaut besteht hauptsächlich aus Epithelzellen und zahlreichen 

Bestandteilen der Extrazellulären Matrix (ECM). Matrix-Metalloproteinasen 

(MMPs)  sind Zn2+- und Ca2+-abhängige Endopeptidasen, welche diese ECM-

Makromoleküle während der embryonalen und fetalen Entwicklung, bei der 
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Wundheilung sowie bei Wachstum und Progression maligner Tumoren, 

insbesondere bei Angiogenese, Invasion und Metastasierung degradieren 

(Sternlicht et al., 1999). 

Die Genfamilie der humanen MMPs umfasst mindestens 19 Mitglieder, die in vier 

verschiedene Klassen eingeteilt werden, entweder auf Grundlage ihrer Domänen-

Struktur und bevorzugten Substrate (z.B. Kollagenasen, Gelatinasen), oder durch 

ihre transmembrane Lokalisation, wie die Klasse membranständiger MMPs (MT-

MMPs) (Woessner und Nagase, 2000). 

Von den drei auf dem Array vertretenen MT-MMPs wurden MMP-14 (MT1-MMP) 

und MMP-15 (MT2-MMP) herunterreguliert, MMP-16 (MT3-MMP) blieb in der 

Expression unverändert.  

Koyama (2004) beschreibt, eine Expressionserhöhung von MMP-14 in der H. 

pylori-assoziierten Gastritis, die jedoch von den gewebeinfiltrierenden 

Lymphozyten und nicht von Epithelzellen ausgeht.    

MMP-15 wird in einigen Karzinomen eine invasionsförderdernde Funktion 

zugesprochen (Zhang et al., 2005) und die Überexpression von MMP-16 ist im 

Magenkarzinom beschrieben (Lowy et al., 2006), bislang gibt es jedoch bei beiden 

Proteasen keine Zusammenhänge zu der von uns beschriebenen H. pylori-

bedingten Expressionsalteration. 

Bei den überexprimierten MMPs handelt es sich um MMP-1, -3, -7, -8 und -10. Die 

Überexpression von MMPs ist im Magenkarzinom bzw. in der H. pylori-

assoziierten Gastritis beschrieben (Gooz et al., 2003, McCaig et al., 2006, 

Crawford et al., 2003, Aung et al., 2006, Deng et al., 2005). 

Die Überexpression von MMP-10 ist neben dem Magenkarzinom (Aung et al., 

2006) in einigen weiteren Karzinomen, wie z.B. Lymphomen (van Themsche et al., 

2004), Gehirntumoren (Thorns et al., 2003) oder Lungentumoren (Gill et al., 2004) 

von Bedeutung. Hohe MMP-8-Level korrelieren mit der Bösartigkeit von 

Gebärmutterkarzinomen (Stadlmann et al., 2003, Stenman et al., 2003). Die 

Expression von MMP-7 ist in der H. pylori-assoziierten Gastritis sowie im 

Magenkarzinom beschrieben (Bebb et al., 2003, Wroblewski et al., 2003) und 

Crawford et al. (2003) wiesen eine H. pylori-abhängige MMP-7 

Expressionserhöhung in AGS-Zellen nach. Eine Erhöhung der MMP-3 Sekretion 

unter Einfluss von H. pylori wurde bereits von Gooz et al. (2001 und 2003) 

beschrieben. 
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Die Proteasen MMP-2, -9 und -13 zeigten im Experiment keine 

Expressionsänderung. Bergin et al. (2004) fanden zwar eine Erhöhung der MMP-2 

Expression in infizierten Individuen, in vitro-Studien konnten dies jedoch noch 

nicht belegen (Mori et al., 2003, Yokoyama et al., 2000). Mori et al. (2003) konnten 

eine H. pylori-induzierte MMP-9 Expressionserhöhung sowohl in vitro als auch in 

vivo nachweisen, jedoch wurden hier MKN45- statt AGS-Zellen verwendet. 

Pillinger et al., (2005) konnten AGS-Zellen mit Hilfe von Zytokinen (TNF-α/IL-1ß) 

zur Sekretion von MMP-13 stimulieren. Vielleicht spiegelt diese Stimulation jedoch 

nicht die komplexen Aktivierungsmechanismen, die durch eine H. pylori-Infektion 

in Epithelzellen verursacht werden, wieder.  

Vermutlich gibt es für die einzelnen Familienmitglieder differenzierte 

Aktivierungsmechanismen in der H. pylori-Infektion. Die unterschiedlichen 

Ergebnisse zeigen auch, dass artifizielle in vitro-Systeme limitiert sind und die 

daraus gewonnen Daten vorsichtig interpretiert werden müssen.  

 

Da MMP-1 den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge das in Magenepithelzellen am 

stärksten unter H. pylori-Einfluss hochregulierte Gen ist, wurden alle folgenden 

Untersuchungen auf diese Protease fokussiert. 

 

 

5.3 Matrix-Metalloproteinase 1 
 

MMP-1 (Kollagenase 1, Fibroblasten-Kollagenase, Interstitielle Kollagenase) 

wurde als solche erstmals 1966 von Fullmer und Gibson in menschlichem 

Zahnfleisch beschrieben (Fullmer und Gibson, 1966) und 1970 von Bauer, Eisen 

und Jeffrey aus menschlicher Haut aufgereinigt (Bauer et al., 1970).  

Die proteolytische Aktivität von Krebszellen spielt eine wichtige Rolle bei der 

Bildung von Metastasen. MMPs sowie TIMPs stehen in enger Verbindung mit dem 

Prozess der Metastasierung. MMP-1 wurde dabei eine wesentliche Funktion 

zugesprochen (Sakurai et al., 1997, Murray et al., 1998, Inoue et al., 1999). Otani 

et al. (1994) zeigten, dass diese Protease ausschließlich von Fibroblasten des 

Stromas, Makrophagen und verschiedenen anderen Entzündungszellen 

überexprimiert wird und sprach MMP-1 eine Rolle bei der Metastasierung zu 

(Gooz et al., 2001, Crawford et al., 2003, Bebb et al., 2003). 
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5.3.1 Allgemeine Faktoren der H. pylori-abhängigen MMP-1 
Überexpression 

 

Einige der im Array aberrierend exprimierten Gene könnten potentiell an der MMP-

1 Expressionserhöhung beteiligt sein. Die Expression der MMPs wird auf drei 

Ebenen reguliert: 1. Transkriptionskontrolle durch Wachstumsfaktoren, Hormone, 

Zytokine und Zell-Matrix Interaktionen, 2. Sezernierung als Proenzym und 

Aktivierung durch proteolytische Spaltung der N-terminalen Domäne, 3. Kontrolle 

der enzymatischen Aktivität durch spezifische TIMPs.  

 

Fast alle freien MMPs, auch MMP-1, werden als inaktive Proenzyme sezerniert, 

die eine enzymatische Abspaltung der Propeptiddomäne zur Aktivierung 

benötigen (Stetler-Stevenson et al., 1993; Woessner, 1994). Eine erhöhte MMP-1 

Expression bedingt somit nicht notwendigerweise auch eine erhöhte Aktivität. Die 

proteolytische Aktivierung der meisten MMPs wird durch Serinproteasen wie dem 

urokinase-typ Plasminogenaktivator (uPA) uPA eingeleitet (Lijnen, 2001). Wie 

bereits erwähnt ist die uPA Expression in AGS-Zellen unter H. pylori-Einfluss 

erhöht.  

Die Balance zwischen den Mengen an aktivierten MMPs und freien Inhibitoren 

bestimmt die effektive MMP-1 Aktivität (Mohanam et al., 1995). TIMPs inhibieren 

MMPs durch nicht-kovalente Bindung im Verhältnis 1:1. Die Homöostase dieses 

kritischen Equilibriums ist essentiell, da ein gestörtes Verhältnis von MMP zu TIMP 

den invasiven Prozess beeinflusst. Wie bereits erwähnt gelten TIMPs als 

potentielle Inhibitoren von Tumorwachstum (Henriet et al., 1999). Die TIMP-2 

Sekretion blieb unbeeinflusst von der Infektion. Die gesteigerte TIMP-1 Sekretion 

kann dadurch erklärt werden, dass erhöhte MMP-Aktivität meist gefolgt von 

erhöhter TIMP-Sekretion ist (Brew et al., 2000). Gooz et al. (2001) konnten sowohl 

in infizierten als auch in nicht-infizierten AGS-Zellen einen zeitabhängigen Anstieg 

der TIMP-1 Expression beobachten. 

Kuppers et al. (2005) zeigen, dass die Hemmung der Funktion von NM 23 durch 

das Epstein-Barr Virus latente Protein EBNA3C zu einer Überexpression von 

MMP-9 führt. Ebenso könnte die durch H. pylori verursachte Unterexpression von 

NM 23 zu der erhöhten MMP-1 Expression führen. 
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Caveolin-1 assoziiert mit EMMPRIN (CD147), einem Induktor der MMP-Synthese, 

und reduziert so die CD147-abhängige MMP-1 Expressionserhöhung (Tang und 

Hemler, 2004). Die nach H. pylori-Infektion beobachtete Unterexpression von 

Caveolin-1 könnte durch verminderte Hemmung von CD147 zu einer MMP-1 

Expressionssteigerung führen. 

Auch Integrine spielen eine Rolle bei der Regulation der MMP Expression (Brooks 

et al., 1996, Jia et al., 2004): Die Interaktionen zwischen Zellen und Komponenten 

der ECM wird durch Integrine vermittelt (Hynes, 1992), die dadurch Prozesse wie 

Umorganisation des Zytoskeletts oder Signalkaskaden in Gang setzen und somit 

auf die Genexpression von bestimmten MMPs Einfluss nehmen. So ist die 

Expression von MMP-1 in Fibroblasten bei funktioneller Inhibition bestimmter 

Integrine deutlich hochreguliert (Kheradmand et al., 1998). 

Die GTPasen der Rho-Familie sind an Signalwegen beteiligt, die sowohl durch 

Rezeptor-Ligand-Interaktionen als auch Integrin-Dimerisierung eingeleitet werden. 

Die Expression von aktivem Rac1 in Synovialfibroblasten von Kaninchen ist nach 

Aussage von Kheradmand et al. (1998) ausreichend, um die MMP-1 Expression 

zu erhöhen. 

Ets-1 reguliert eine Vielzahl von MMPs, darunter auch MMP-1, und seine 

Überexpression fördert den Abbau von ECM-Proteinen (Mizui et al., 2006, Ozaki 

et al., 2000). Jedoch ist Ets-1 in diesem Experiment deutlich unterexprimiert.  

VEGF reguliert über seinen Rezeptor die MMP-9 Expression in Lungengewebe 

(Lee et al., 2006), ist hier in H. pylori-infizierten AGS-Zellen jedoch leicht 

unterexprimiert. 

TGF-ß verschiebt die Balance zwischen MMP-1 und TIMP-1 zugunsten von 

seinem Inhibitor in HT1080-Zellen (Kwak et al., 2006). Dies könnte die im 

Experiment beobachtete Expressionserhöhung von TIMP-1 erklären. 

Zur endgültigen Klärung, welche der hier genannten Faktoren tatsächlich einen 

Einfluss auf die MMP-1 Expression haben, sind jedoch weitere Experimente nötig. 
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5.3.2 Biologische Bedeutung der H. pylori-abhängigen MMP-1 
Überexpression  

 

In dieser Arbeit konnte auf RNA- und Proteinebene nachgewiesen werden, dass 

auch Epithelzellen unter H. pylori-Einfluss verstärkt MMP-1 sezernieren. Dies gilt 

für die etablierte Zelllinie AGS ebenso wie für die humanen primären 

Magenepithelzellen. Verglichen mit den Biopsien gesunder Patienten, konnte in H. 

pylori-infizierten Patientenmaterial eine deutliche Erhöhung der MMP-1-

Expression festgestellt werden, vor allem an bakteriellen Anheftungsstellen. Die 

immunhistochemischen Untersuchungen ergaben, dass aber auch Fibroblasten 

unter H. pylori-Einfluss eine Quelle der MMP-1 Expression sind. Den Ergebnissen 

des Cokultur-Experiments zufolge bleibt die Sekretion monokultiverter 

Fibroblasten unbeeinflusst von der Infektion mit H. pylori. Proteine, die von 

Epithelzellen sezerniert bzw. auf der Zelloberfläche exprimiert werden 

beeinflussen die Proteinexpression der Fibroblasten des Stromas. Als Beispiel sei 

hier der extrazelluläre Matrixmetalloprotease-Induktor (EMMPRIN, CD147) 

genannt, welcher Tumor-Stroma Interaktionen vermittelt und die MMP-Expression 

in epithelialen und stromalen Zellen steigert (Tang et al., 2005). Andererseits 

produzieren auch Fibroblasten zahlreiche Faktoren, die auf die Invasivität von 

Tumorzellen Einfluss nehmen (Inoue et al., 1997). Die Cokultur beider Zelltypen 

resultiert zumindest in einer deutlichen Steigerung der MMP-1 Expression auf 

mRNA und Protein-Ebene unter H. pylori-Einfluss. Dies deutet darauf hin, dass die 

gesteigerte MMP-1 Expression im Gewebe ein additiver Effekt aus der 

Hochregulation im Epithel und assoziierte Fibroblasten darstellt. Somit spielt nicht 

nur die direkte Wirkung von H. pylori auf das Oberflächenepithel eine Rolle, 

sondern auch die Wechselwirkungen mit dem darunter liegenden Stroma. 

 

 

5.3.2.1 Kinetik der H. pylori-abhängigen MMP-1-Sekretion 
 

Die gezeigte Kinetik der H. pylori-abhängigen MMP-1-Sekretion stimmt mit den 

Ergebnissen überein, die Pillinger et al. (2005) für die TNF-α/IL-1ß-stimulierte 

Sekretion der Protease erhielten. Aufgrund der zeitverzögerten Sekretion und der 

nochmals zeitverzögerten Aktivitätssteigerung von MMP-1 legen die Ergebnisse 
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des Western Blots und des ELISAs eine de novo-Synthese des Proteins nahe, 

was dadurch bestätigt wurde, dass unstimulierte AGS-Zellen nur eine basale 

MMP-1 Expression, nahe der Detektionsgrenze, aufweisen. 

 

 

5.3.2.2 Bedeutung von MMP-1 für die Motilität von AGS-Zellen 
 

Das Stroma der Magenschleimhaut besteht hauptsächlich aus Collagen I und III. 

Nur fünf Mitglieder der MMP-Familie sind in der Lage diese Strukturproteine zu 

degradieren:  MMP-1, -8, -13, -18 und MT1-MMP. Menges et al. (2000) fanden 

auch eine MMP-1 Überexpression in H. pylori-induzierten, jedoch nicht in NSAID 

verursachten Magengeschwüren und mussten demzufolge eine generelle 

Funktion von MMP-1 in der Ulkusentstehung ausschließen. Zusammen mit den 

Ergebnissen dieser Arbeit legt dies aber deutlich den engen Zusammenhang 

zwischen dem Bakterium und der MMP-1 Überexpression dar. 

Die Prozesse der zellulären Motilität und Zellinvasion bis hin zur Metastasierung 

benötigen die koordinierte Regulation adhäsiver, proteolytischer und 

migratorischer Vorgänge. Dabei spielen MMPs eine Schlüsselrolle bei der 

Degradierung der Basalmembran und der extrazellulären Matrix                 

(Murphy et al., 2000). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss ein antisense 

Oligonukleotid gegen MMP-1 und ein nonsense Kontroll-Oligonukleotid auf die 

Migration H. pylori-infizierter AGS-Zellen hat. Je nach Auswahl der 

entsprechenden Zielsequenz kommt es zur Unterbrechung der 

Transkriptionsinitiation, der posttranslationalen Prozessierung (Splicing, 

Polyadenylierung), des Transports der messenger RNA, der Translationsinitiation 

oder zu einem Abbau der RNA-DNA Hybride durch die RNase H (Hélène und 

Toulmé, 1990). Die Sequenz des Oligonukleotides (asMMP-1) liegt in antisense 

Orientierung zum Translationsstartpunkt des MMP-1. Die Sequenz des nonsense 

Kontroll-Oligonukleotid ist nicht-komplementär zur Sequenz des MMP-1 und kann 

seine mRNA-Synthese daher nicht unterbinden. Die verwendeten Oligonukleotide 

wurden zum Schutz vor nukleolytischem Abbau in der Zellkultur mit einer 

Phosphorothioat-Modifikation versehen. Phosphorothioat-Modifikationen sind 

außerdem speziell geeignet, die RNase H Spaltung der Oligonukleotid/mRNA 
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Hybride zu fördern, ein Hauptmechanismus zur Reduktion der mRNA-Transkripte 

des zu hemmenden Gens (Stewart et al., 1996).  

Phänomene wie Scattern, erhöhte Motilität und Zellelongation sind cagPAI- und 

CagA-abhängige Mechanismen (Al-Ghoul et al., 2004, Churin et al., 2003). Mit H. 

pylori-Wildtypstämmen infizierte AGS Zellen wiesen eine stark erhöhte Motilität 

auf. Die Verwendung des antisense MMP-1 Oligonukleotids resultierte in einer 

deutlichen Verminderung dieser Motilität und legt damit eine besondere 

Bedeutung dieser Protease im entzündungsbedingten Gewebeumbau der 

Magenschleimhaut nahe. Das Hauptsubstrat von MMP-1, Collagen I, ist jedoch 

kein Bestandteil der in dem Experiment verwendeten Basalmembran. Somit 

scheint es wahrscheinlich, dass nicht allein die proteolytische Aktivität, sondern 

auch das Zusammenspiel von MMP-1 mit verschiedenen Biomolekülen für die 

Matrixdegradierung von Bedeutung ist. 

 

 

5.3.3 Die H. pylori-induzierte MMP-1 Überexpression ist abhängig von 
einem funktionellen T4SS 

 

Viele von H. pylori verursachten Krankheiten sind stark assoziiert mit einem 

funktionellen T4SS und der Translokation von funktionellem CagA in die 

Wirtszelle. So entwickeln Patienten, die mit CagA-positiven H. pylori-Stämmen 

infiziert sind, überproportional häufig eine atrophische Gastritis oder 

Magenkarzinome (Blaser et al., 1995, Crabtree et al., 1993, Parsonnet et al., 

1997). Jedoch gibt es auch CagA-unabhängige Mechanismen, wie die Induktion 

der Interleukin (IL)-8 Sekretion (Naumann et al., 1999, Meyer-Ter-Vehn et al., 

2000, Tummuru et al., 1995). 

Die Verwendung isogener H. pylori-Mutanten ließ die Frage klären, ob ein 

funktionelles T4SS bzw. CagA-Translokation bei der Expressionssteigerung von 

MMP-1 essentiell sind. Verwendet wurden der Genom-sequenzierte Wildtyp-

Stamm Hp26695 (Tomb et al., 1997) mit den isogenen Mutanten HpPAI (Hp0520-

Hp0547), Hp0539 und Hp0543, sowie das klinische Isolat P1 (Haas et al., 1993) 

mit P1∆virB7 (Hp0532) und P1∆CagA (Hp0547). 

Zellen, die mit T4SS-defekten Stämmen (P1∆virB7, HpPAI, Hp0539) behandelt 

wurden, wiesen eine etwa gleiche Menge an MMP-1-mRNA bzw. -Protein wie 
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nicht-infizierte Zellen, also keine Expressionssteigerung von MMP-1, auf. Somit 

scheint die H. pylori-induzierte Erhöhung der MMP-1 Expression durch ein 

funktionelles cag PAI vermittelt zu werden.  

Guillemin et al. (2002) fanden das Genexpressionsmuster von  H. pylori ∆CagA--

infizierten AGS-Zellen relativ unverändert im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen. 

Stämme mit fehlender CagA-Expression bzw. -Translokation (P1∆CagA-, Hp0543) 

konnten jedoch in AGS-Zellen eine ähnliche MMP-1 Expressionssteigerung 

erzielen wie die verwendeten Wildtypen (P1, Hp26695). Crawford et al. (2003) 

konnten zeigen, dass die Induktion der MMP-7 Expression in AGS-Zellen 

ebenfalls CagA-unabhängig ist. Ebenso ist die zelluläre IL-8 Sekretion abhängig 

von der strukturellen Integrität des T4SS, nicht jedoch von der CagA-Translokation 

in die Zelle (Selbach et al., 2002). Möglich ist, dass neben CagA ein weiteres bzw. 

weitere Effektormoleküle durch das T4SS in die Wirtszelle transferiert werden. 

Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Untersuchungen hinsichtlich der zellulären 

Motilität/Invasivität überein: Stämme mit defekter Pathogenitätsinsel induzierten 

weder das sogenannte Scattern, noch wirken sie sich auf die Zellmigration durch 

Matrigel®-beschichtete Polycarbonfilter aus (Al-Ghoul et al., 2004, Krüger et al., 

2005). CagA(-)-Mutanten können jedoch durch bislang ungeklärte Mechanismen 

die zelluläre Motilität deutlich steigern (Al-Ghoul et al., 2004). Demzufolge könnte 

MMP-1 in vivo ein downstream Faktor im komplexen Regulationsprozess der H. 

pylori verursachten Gewebezerstörung darstellen, der z.B. an Prozessen zellulärer 

Motilität beteiligt sein könnte.  

 

 

5.3.4 Potentielle Regulatoren der H. pylori-abhängigen MMP-1 
Überexpression 

 
 

5.3.4.1 Zytokine/Chemokine 
 

H. pylori stimuliert in den Wirtszellen die Produktion entzündlicher Zytokine und 

Chemokinen (Shimoyama und Crabtree, 1997). Botenstoffe wie EGF, TNF-α und 

IL-1ß sind auch für die MMP-1 Expression von Bedeutung (Pillinger et al., 2005). 

In der vorliegenden Arbeit konnte die Auswirkung von drei Chemokinen auf die 
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MMP-1 Expression bestätigt werden: Il-1ß und TNF-α induzieren eine deutliche, 

TGF-ß eine leichte und IL-6 keine Erhöhung von MMP-1 auf mRNA- und 

Proteinebene. Dennoch scheinen diese Botenstoffe im Falle der H. pylori-

induzierten MMP-1 Expressionssteigerung eine untergeordnete Rolle zu spielen, 

da neutralisierende Antikörper gegen IL-1ß, IL-6, TNF-α und TGF-ß keine 

signifikante Reduktion des MMP-1 Levels zur Folge hatten. Für die 

Expressionssteigerung von MMP-1 müssen also andere durch H. pylori 

ausgelöste Faktoren und Signale eine Rolle spielen. 

 

 

5.3.4.2 Signalwege 
 

Neuere Studien belegen die Beteiligung von ERK1/2, JNK und p38 Signalwegen 

an der Regulation der MMPs (Brauchle et al., 2000, Reunanen et al., 2002, Lai et 

al., 2003). Diese Signalkaskaden werden in AGS-Zellen durch H. pylori aktiviert 

(Naumann, 2005). Mimuro et al. (2002) wiesen nach, dass intrazelluläres CagA an 

Grb2 (growth receptor bound 2) bindet und in einer Aktivierung des Ras/Mitogen-

aktiverten Protein-Kinase Kinase (MEK)/extrazelluläre Signal-regulierte Kinase 

(ERK) Signalweges resultiert, was zu zellulärer Motilität ("Scattern") und 

Proliferation  führt.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die H. pylori-induzierte MMP-1 

Expressionserhöhung von der Aktivierung von ERK1/2 und JNK abhängt: Die 

Verwendung von U0126 (ERK1/2) bzw. SP600125 (JNK) hatte eine vollständige 

MMP-1 Repression zur Folge.  

Die experimentelle Inhibition von NF-κB (IKK-NBD, APDC) zeigte keinen Effekt 

auf die MMP-1 Expression, was auf eine untergeordnete Rolle bei der MMP-1 

Expressionserhöhung hindeutet. Dies lässt sich dadurch erklären, dass die 

Aktivierung der Transkription des MMP-1 Genes hauptsächlich durch andere 

Faktoren, wie AP-1, gesteuert wird (Okuno et al., 2002, Sun et al., 2002). 

Barchowsky et al. (2000) beschreiben die Stimulation des AP-1 Signalweges in 

der transkriptionellen MMP-1 Genexpression in Synovialfibroblasten des 

Kaninchens als essentiell. 
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Auch die Inhibition von p38 (SB203580) wirkte sich nicht auf die H. pylori-

induzierte MMP-1 Expression aus, was ebenfalls auf geringe Rolle dieses 

Signalweges bei der MMP-1 Regulation hindeutet. 

Eine Regulation von MMP-1 über ERK1/2 und/oder JNK wurde bereits in 

humanen Fibroblasten der Haut und des Zahnfleisches (Deroanne et al., 2005, 

Kida et al., 2005), Monozyten (Lai et al., 2003), invasiven  Melanomen (Huntington 

et al., 2004), Chondrozyten (Ho et al., 2005) und TNF-α-/IL-1ß-stimulierten 

Magenepithelzellen (Pillinger et al., 2005) beschrieben. Im Gegensatz dazu findet 

sich über MMP-1 Regulation durch p38 widersprüchliche Literatur. In einigen 

Studien wird diesem Signalweg keine Bedeutung bei der MMP-1 Regulation 

beigemessen. Andere Studien belegen dagegen eine signifikante 

Expressionserhöhung. Dies könnte zum einem an den unterschiedlich 

verwendeten Konzentrationen des Inhibitors SB203580 liegen oder sogar ein 

zelltypspezifischer Effekt sein. Andererseits konnten Pillinger et al. (2005) mit der 

gleichen Konzentration von p38-Inhibitor SB203580 eine signifikante Erhöhung 

der MMP-1 Expression bei gleichzeitiger ERK-Aktivierung feststellen. Vielleicht 

spiegelt die dort verwendete TNF-α/IL-1ß-Stimulation nicht die komplexen 

Aktivierungsmechanismen, die durch eine H. pylori-Infektion in Epithelzellen 

verursacht werden, wieder.  

Für die Expressionsregulation anderer MMPs wie MT1-MMP (Huntington et al., 

2004), MMP-9 (Mori et al., 2003) oder MMP-13 (Pillinger et al., 2005) sind andere 

Signalwege und Faktoren beschrieben. MMP-7 wird jedoch, wie auch MMP-1, in 

der H. pylori-Infektion über ERK1/2 reguliert (Crawford et al., 2003). Einige 

potentielle MMP-1 Stimulatoren, wie HGF und u-PAR/uPA, werden ebenfalls über 

ERK1/2 aktiviert. Somit könnte die H. pylori-induzierte MMP-1 Überexpression 

auch auf interagierende Faktoren zurückzuführen sein (Ridley, 2001, Sossey-

Alaoui et al., 2005).  

In Hinblick auf die zelluläre Motilität (vgl. 5.3.2.2) sind Rho-GTPasen wichtige 

Schlüsselregulatoren, bedingt durch die Umorganisation des Zytoskeletts (Sossey-

Alaoui et al., 2005). Zu den am besten charakterisierten Mitgliedern dieser 

Proteinfamilie gehören RhoA, Rac1 und Cdc42. RhoA reguliert die Bildung von 

Stressfasern aus bestehenden Aktinfilamenten, Rac1 und Cdc42 bilden durch de 

novo-Polymerisation von Aktinfilamenten Lamellopodien und Filopodien aus 

(Kaverina et al., 2002). 
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Im cDNA-Microarray ergab sich für Rac1 eine Verdopplung der Expression unter 

Einfluss von H. pylori. Wie bereits in Abschnitt 5.3.1 erwähnt, wirkt sich die 

Expression von Rac1 auf die MMP-1 Expression von Fibroblasten aus 

(Kheradmand et al., 1998). Rac1 und Cdc42 haben jedoch in humanen Derma-

Fibroblasten einen antagonistischen Effekt auf die MMP-1-Expression (Deroanne 

et al., 2005). Die Autoren schlagen eine Beteiligung von WASP/WAVE-Proteinen 

an der MMP-1-Expressionserhöhung vor, da eine Reduktion der Aktivität von 

Cdc42 keinen Einfluss auf die Aktivität von Rac1 hat. Die Mitglieder der WAVE-

Familie sind Schlüsselkomponenten der Aktin-Polymerisierungs-Maschinerie, die 

schließlich zu zellulärer Migration führt (Takenawa et al., 2001). Sossey-Alaoui et 

al. (2005) identifizierten WAVE3 als Aktivator von MMP-1 in Neuroblastoma-

Zellen. In der H. pylori-induzierten MMP-1 Expression der Magenmukosa könnte 

neben ERK1/2 und JNK also sogar noch ein dritter Signalweg über WASP/WAVE-

Proteine bestehen.  

Insgesamt betrachtet scheint die H. pylori-Infektion eine komplexe Aktivierungs-

Maschinerie in Gang zu setzen, die unter anderem auch eine massive 

Überproduktion von proteolytischen Enzymen induziert. 
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6. Zusammenfassung 
 
 

Das Bakterium Helicobacter pylori besiedelt die humane Magenschleimhaut im 

Bereich der Antrum- und Corpus-Region und ist heute als Hauptverursacher von 

chronischen Gastritiden und der peptischen Ulkuskrankheit identifiziert. Das 

Bakterium induziert in seinen Wirtszellen eine Entzündungsreaktion und trägt zur 

Entstehung von Magenkarzinomen bei. Unter chronischen 

Entzündungsbedingungen trägt die extrazelluläre Sekretion von Matrix 

Metalloproteinasen (MMPs) beträchtlich zur Zerstörung der Gewebestruktur bei. 

MMPs spielen daher in der Pathogenese von Magenerkrankungen eine wichtige 

Rolle. 

Um die Pathogenese von H. pylori im Magen unter in vivo-näheren Bedingungen 

untersuchen zu können, wurde zusätzlich zu etablierten Zellkulturmodellen in 

dieser Arbeit eine Methode zur Isolierung primärer Magenepithelzellen etabliert. H. 

pylori veränderte das Genexpressionsmuster von Magenepithelzellen: von 96 

Genen des eingesetzten cDNA-Microarrays, die in Prozessen wie zellulärem 

Wachstum, extrazellulärem Matrixumbau und Signaltransduktion involviert sind, 

wurden 17 Gene signifikant hoch- und 19 Gene signifikant herunterreguliert. Da 

MMP-1 den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge das am stärksten unter H. pylori-

Einfluss hochregulierte Gen ist, wurden alle folgenden Untersuchungen auf diese 

Protease fokussiert. 

Die H. pylori-induzierte MMP-1 Expressionserhöhung wurde auf mRNA- 

(quantitative PCR) und Protein-Ebene (Western Blot, MMP-1 Aktivitäts-ELISA, 

Immunhistochemie) sowohl in vitro (AGS- und primäre Magenepithelzellen) als 

auch in vivo (Biopsiematerial) bestätigt. Die MMP-1 Expressionserhöhung ist im 

Gewebe ein additiver Effekt von Epithelzellen und den Fibroblasten der Stromas. 

Die MMP-1 Expressionserhöhung in AGS- und primären Magenepithelzellen       

ist weiterhin abhängig vom Vorhandensein des funktionellen                          

Typ IV-Sekretionssystems, jedoch nicht von cagA.  

Obwohl die Zytokine Il-1ß und TNF-α in vitro eine deutliche Erhöhung von MMP-1 

auf mRNA- und Proteinebene auslösen konnten, hatte die Neutralisierung dieser 

Faktoren während der H. pylori-Infektion keine signifikante Reduktion des MMP-1 

Levels zur Folge. Für die Expressionssteigerung von MMP-1 müssen also andere 
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Faktoren und Signale eine Rolle spielen. In dieser Abeit wurden ERK 1/2 und JNK 

Signalkaskaden als essentielle Faktoren der MMP-1 Expressionserhöhung in 

AGS- und primäre Magenepithelzellen nach Infektion mit H. pylori nachgewiesen.  

Weitere Studien zur funktionellen Beteiligung von MMP-1 an Prozessen des 

Gewebeumbaus im Rahmen der Entwicklung von Magenulcera und Karzinomen 

und Untersuchungen zur Entschlüsselung von Faktoren, deren Funktionen und 

beteiligten Regulationskaskaden der H. pylori-induzierten MMP-1 

Expressionserhöhung sind nötig, um ein besseres Verständnis für die molekularen 

Zusammenhänge und potentielle neue Therapiekonzepte zu erhalten.    
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Raumtemperatur 

Sekunde(n) 



                                                                                                   Abkürzungsverzeichnis 

SDS 

s.o. 

s.u. 

TA

Tab. 

TBE 

TEMED 

Tm 

TNF-α 

Tris  

TRITC 

U 

ÜN 

u-PA 

u-PAR 

UV 

V  

VacA 

vgl. 

Vol 

v/v 

WHO 

w/V 

wt 

X-Gal 

z.B.  

z.T. 

°C 

Sodiumdodecylsulfat 
siehe oben 

siehe unten 

Annealing Temperatur 

Tabelle 
Tris/Borat/EDTA-Puffer 

N, N, N’, N’- Tetramethylendiamin 

Schmelztemperatur 

Tumornekrosefaktor alpha 

Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan 

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

units (Internationale Einheiten) 

über Nacht 

Urokinase-Plasminogenaktivator 

Urokinase-Plasminogenaktivator Rezeptor 

ultraviolettes Licht 

Volt 

vakuolisierendes Zytotoxin A 

vergleiche 

Volumen 

Volumenanteil 

Welt Gesundheitsorganisation, World Health Organisation 

Gewichtsanteil 

Wildtyp 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-g 

zum Beispiel 

zum Teil 

Grad Celsius 
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