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Kurzreferat

H. pylori ist ein wesentlicher Risikofaktor bei der Karzinomentstehung des Magens. In den
meisten Fillen verlauft die Infektion asymptomatisch und nur ein kleiner Teil der Betroffenen
entwickeln, entsprechend der Kaskade praneoplastischer Veranderungen, Magenkarzinome.
Zahlreiche genetische und epigenetische Faktoren und die Interkation des Immunsystems mit
der Umwelt sind mit den unterschiedlichen Phdnotypen assoziiert. MiRNAs regulieren die
Expression ihrer Zielgene und kénnen aufgrund ihrer Stabilitit und Nachweisbarkeit in
Korperfliissigkeiten und -geweben als molekulare Biomarker fiir bestimmte Erkrankungen
geeignet sein. Die normale Magenschleimhaut zeigt ein einzigartiges miRNA-
Expressionsmuster. Existierende Daten deuten darauf hin, dass die miR-155 eine besondere
Rolle bei der H. pylori Infektion und der Kaskade der Magenkarzinogenese spielen kénnte. In
dieser Studie, wurde ein etabliertes Magenkarzinogenese INS-GAS-Mausmodell verwendet, bei
dem die Tiere prakanzerdse Veranderungen und schliefdlich Karzinome entwickeln, um die
miR-155 - H. pylori Achse im Mausmodell besser charakterisieren zu konnen. Wir fithrten
Genexpressionsanalysen der miR-155 durch, die Riickschliisse des Einflusses auf die T-Zellen
zulassen und den Zusammenhang zur Karzinomentstehung darlegen. Mit dem Fortschreiten
der Correa-Kaskade und der H. pylori Infektion beobachteten wir einen allmahligen Anstieg
der miR-155 in Gewebeproben des Magenkorpus der INS-GAS-Maus. Mit Hilfe der miR-155
Expression evaluierten wir ein von uns entwickeltes Scoring-System zur Objektivierbarkeit
des Th17 /Treg-Gleichgewichts. Zusammenfassend konnte ein Anstieg der Expression der miR-
155 mit zunehmender H. pylori Infektion und dem Fortschreiten der Correa-Kaskade gezeigt
werden. Weitere Studien sind notwendig um die therapeutische Relevanz der miR-155
Manipulation in Bezug auf die Erkrankungsentwicklung zu untersuchen und die Rolle in
Pradiktion und Entwicklung von neoplastischen Verdnderungen als potentielle Biomarker zu

evaluieren.

Schliisselworter: microRNA, miR-155, Helicobacter pylori, INS-GAS, Biomarker.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Helicobacter pylori

Bereits um das Jahr 1900 wurden spiralférmige Bakterien in den Magen von Hunden und
Katzen sowie beim Menschen dokumentiert (1). Eine dauerhafte Besiedlung wurde jedoch
aufgrund der im Magen vorherrschenden lebensfeindlichen Bedingungen, wie dem sauren pH-
Wert, iiber einen langen Zeitraum ausgeschlossen. Die australischen Arzte Berry Marshall und
Ben Robin Warren beschrieben im Jahr 1983 ein, in der Magenmukosa von Patienten mit
chronischer Gastritis und gastroduodenaler Ulkuskrankheit vorkommendes, spiralig
gekriimmtes Bakterium. Sie konnten dieses gramnegative, mikroaerophile Stabchen bei der
Mehrzahl der Patienten nachweisen und auf unselektiven Nahrboden anziichten. Dr. Marshall
unternahm 1984 einen Selbstversuch, um seine Hypothese zu verifizieren. Er flihrte sich die
Bakterien durch das Trinken einer Suspension selbst zu, litt kurze Zeit spater unter einer

Gastritis und heilte sich durch die Einnahme von Antibiotika.

‘

Zunachst wurde das Bakterium aufgrund klassischer Merkmale der Gattung ,Campylobacter
zugeordnet und Campylobacter pyloridis, spater Campylobacter pylori, genannt (2). Nach
genauerer Untersuchung regten Goodwin et al. aufgrund biochemischer und struktureller
Unterschiede zu Campylobacter an, den Keim einer eigenen Gattung zuzuordnen; es folgte die
Umbenennung in Helicobacter pylori (H. pylori) (3, 4). Im Jahr 2005 wurde Marshall und
Warren (2) fiir diese Entdeckung der Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin verliehen. Seit
der Entdeckung wurde der Zusammenhang zwischen H. pylori und verschiedenen
gastrointestinalen Erkrankungen wie Magen- und Duodenalulkus, Adenokarzinom des Magens
und MALT-Lymphom intensiv erforscht und 1994 wurde H. pylori durch die WHO als
Karzinogen erster Ordnung eingestuft (5). Inzwischen gilt H. pylori als Hauptverursacher
chronischer Gastritiden und der Ulkuskrankheit. Uber 50 % der Weltbevélkerung sind mit H.
pylori infiziert (6). Die Pravalenz unterliegt abhdngig von geografischer Lokalisation und
soziobkonomischem Status einer starken Schwankung. Die Infektion erfolgt haufig vertikal von
der Mutter auf das Kind und persistiert, ohne Eradikation, lebenslang (7). H. pylori kann mit
nicht invasiven (13C-Harnstoff-Atemtest, Stuhlantigennachweis) und invasiven Testverfahren

(Histologie, Kultur, Urease-Schnelltest) nachgewiesen werden (8).
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Bakteriologie und Virulenzfaktoren

H. pylori ist ein spiralig gewundenes, gramnegatives und durch vier bis sechs unipolar
angeordnete Flagellen bewegliches Stabchenbakterium mit einer Lange von 2-4 pm und einer
Breite von 0,5-1 pm (9). Es wachst unter mikroaerophilen Bedingungen mit geringem
Sauerstoffanteil von 2-5 %, einem Kohlendioxidanteil von 5-10 % wund einer
Umgebungstemperatur von 37 °C (10). Das Bakterium besitzt eine Reihe von Faktoren, die fiir
die Invasion und die Induktion einer akuten und spater chronischen Infektion zentral sind.
Dabei hdngt das Ausmafi der Entziindung von wirtsabhdngigen Faktoren und
stammspezifischen Unterschieden ab. Als erstes ist das Enzym Urease zu nennen. H. pylori
produziert grof3e Mengen des Enzyms, das den im Magen vorhandenen Harnstoff in Ammoniak
und Kohlendioxid umwandelt, um sich vor dem sauren pH-Wert des Magens zu schiitzen (11).
Die Mobilitat ist fiir die Infektion neuer Wirtsorganismen und zusammen mit der Urease fiir
die Kolonisation unabdingbar. Durch die Flagellen, die aus jeweils einem Geif3elfilament und
einer Flagellenhiille bestehen, ist das Bakterium in der Lage, sich im mukdsen Schleim zu
bewegen und die Epithelzellen zu erreichen (9). Im Tiermodell verlieren weniger bewegliche
Stamme von H. pylori durch eine Mutation eines der fiir das Geifselfilament kodierenden Gene
flA und fIB die Fahigkeit, den Magen dauerhaft zu besiedeln (12). Zum Schutz vor der Peristaltik
des Magens besitzen H. pylori-Stdamme Oberflichenmembranproteine, die als
Adhasionsmolekiile wirken und durch Interaktion mit zelluldren Rezeptoren die Haftung an
den Epithelzellen vermitteln. H. pylori besitzt eine Vielzahl von Genen, die fiir Proteine der
dufderen Membran kodieren, als Beispiele hierfiir gelten BabA, SabA, AlpA und AlpB (13-15).
Ein lokal wirkender Virulenzfaktor ist das Vakuolating cytotoxin das die Bildung von Vakuolen
in Epithelzellen initiiert (16). Bei 50-60 % der Gastritis-Patienten und bei nahezu allen
Patienten mit gastroduodenaler Ulkuskrankheit kommt ein weiteres, im engen
Zusammenhang mit VagA stehendes Zytotoxin vor. Bei Kontakt mit der Epithelzelle wird
dieses ,Cytotoxin-associated Gene A’ (CagA) iber ein Sekretionssystem (74SS) in die Zelle
geschleust und reagiert mit einer Vielzahl von Molekiilen, was zur Verdnderung der
Signaltransduktion fiihrt (17). Durch die Adaptation an den Wirt und die lange

Kolonisationszeit unterliegen H. pylori-Stamme einer hohen Variabilitat (18).

1.2 Das Magenkarzinom

Uber die Hilfte der Weltbevélkerung ist mit H. pylori infiziert (6). H. pylori kann {iber einige
Jahrzehnte unbemerkt im Magen des Menschen leben, dort die Magenschleimhaut schadigen

und die Hormonausschiittung verdndern. Durch die Nutzung verschiedener Virulenzfaktoren
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kann das Bakterium die Entziindungsreaktion des Wirts modulieren und eine chronische
Gastritis und Magengeschwiire auslésen. Das Adenokarzinom des Magens ist die vierthaufigste
durch Krebs verursachte Todesursache weltweit (19). Jedes Jahr sterben rund 700 000
Menschen an diesem Malignom. Die hdchste Inzidenz herrscht in Ostasien, Osteuropa und
Zentral- und Siidamerika vor (19,20). Die regionalen Unterschiede werden durch bessere
Kiihlketten, weniger Salzaufnahme, weniger gerducherte Speisen, verbesserte Hygiene und
weniger Nikotinkonsum erklart (21). Die durch H. pylori ausgel6ste chronische Entziindung ist
eine der Hauptursachen, obwohl nur ein kleiner Teil der Infizierten im Verlauf ein
Magenkarzinom entwickeln. Dies ldsst auf verschiedene Interaktionen zwischen Pathogen und
Wirt, wie spezielle Virulenzfaktoren unterschiedlicher H. pylori-Stamme, hier vor allem CagA,
und eine individuelle Inmunantwort des Patienten schlief3en. Des Weiteren ist die Entstehung
des Magenkarzinoms abhidngig vom Geschlecht, Nikotinabusus sowie der Aufnahme von

gerducherten und gesalzenen Speisen (21).

Histomorphologisch kénnen nach Lauren drei Typen des Magenkarzinoms unterschieden
werden: diffuses Wachstum, intestinales Wachstum und der Mischtyp. Der diffuse Typ besteht
aus infiltrativ wachsenden neoplastischen Zellen, die wenige oder keine glanduldren
Strukturen ausbilden. Der intestinale Typ liegt vor, wenn die Zellen kohasiv wachsen, driisige
Formationen ausbilden und dabei eine typische histologische Schrittfolge durchlaufen - von
der normalen Magenschleimhaut zur chronischen Gastritis, zur atrophischen Gastritis, liber
intestinale Metaplasie, Dysplasie bis zum Adenokarzinom (22,23). Diese Abfolge
prakanzeroser Verdnderungen wird Correa-Kaskade genannt (Abb. 1). Die erste histologische
Verdnderung ist die aktive chronische Gastritis, die als nicht-atrophische chronische Gastritis
persistiert, oder sich zu einer multifokalen atrophische Gastritis (MAG) entwickeln kann. Die
MAG ist der erste Schritt der prakanzerdsen Kaskade, gefolgt von der Metaplasie, der Dysplasie

als “Carcinoma in situ” und schlief3lich dem invasivem Karzinom des Magens (24).

Makroskopisch kann das Wachstum in polypoid, fungiform, ulzerierend und infiltrativ
unterschieden werden. Diese Einteilung wurde nach Borrmann benannt (22). Eine weitere
Klassifikation der WHO in die histologischen Typen differenziert wie folgt: tubulares,
papillires und muzinéses Adenokarzinom, gering kohasives Karzinom, Siegelringkarzinom

und gemischtes Karzinom (22).
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\

Gastroduodenale Magenkarzinom
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Krankheitsentstehung durch H. pylori.
Die rechte Seite der Abbildung stellt die prakanzerésen Verdnderungen dar (24).

1.3 INS-GAS-Mausmodell

Die zugrundeliegenden pathologischen und molekularen Mechanismen zur Entstehung des
Magenkarzinoms sind noch nicht abschliefdend geklart. Zur Beschreibung der Karzinogenese
wurde ein authentisches Tiermodell benétigt. Da die Haltung von Mausen kosteneffektiv ist,
die Reproduktion schnell erfolgt, eine zum menschlichen Organismus dhnliche genetische
Ausstattung gegeben ist und die Mdéglichkeit zur Genmanipulation besteht, haben sich diese
Modelle gegen solche mit Ratten, Katzen und Schweinen zum Verstindnis der
Krankheitsentstehung durchgesetzt (25). Es konnten zwei H. pylori-Stimme identifiziert
werden, die eine dauerhafte Kolonisation in Mausmagen verursachen. Der H. pylori-Sydney-
Strain 1 (HpSS1) und Helicobacter felis (H. felis) besitzen die Fahigkeit, in der infizierten Maus
eine chronische Gastritis und prakanzerdse Lasionen, dhnlich der Correa-Kaskade, zu
verursachen (26). Wildtyp-Mause koénnen jedoch kein Magenkarzinom entwickeln (26). Die
INS-GAS-Maus wurde erstmals im Jahr 2000 beschrieben (27). Sie ist in der Lage, spontan
atrophische Gastritis, Metaplasie und im Alter von 20 Monaten Adenokarzinome des Magens
auszubilden. Das Modell, auf Basis FVB/N transgen veranderter Tiere, beruht auf einem
zugefiithrten Fusionsgen aus dem humanen Gastringen sowie einem Insulinpromotor und
weist permanent hohe Mengen Gastrin auf (28). Gastrin ist ein Peptidhormon des Magen-
Darm-Traktes, wird in den G-Zellen im Antrum des Magens gebildet und tiber die Blutbahn zu

den entsprechenden Rezeptoren der Belegzellen der Magenschleimhaut transportiert. Dort
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wird die Protonenabgabe stimuliert und der pH-Wert des Magens durch Sekretion von
Salzsaure gesenkt. In frithen Stadien zeigen INS-GAS-Mause eine erhdhte Salzsdauresekretion
sowie eine erh6hte Anzahl an Parietalzellen. Im Alter von fiinf Monaten sinkt die Anzahl der
Parietalzellen und die Sduresekretion nimmt ab. Sobald die Miuse 20 Monate alt sind,
entwickeln sie metaplastische und dysplastische Veranderungen und schlief3lich Karzinome
(27). Eine H. pylori Infektion kann die Ausbildung kanzerdser Veranderungen auf weniger als
acht Monate reduzieren. Mdnnliche Mause entwickeln dabei aufgrund fehlender ovarieller

Ostrogenproduktion schneller Adenokarzinome (29).

1.4 Micro-Ribonukleinsaure

1.4.1 Geschichte und Einleitung

Das Magenkarzinom bleibt lange symptomlos und wird dadurch haufig erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert und behandelt. Seit geraumer Zeit wird fiir ein
besseres Verstandnis der Karzinogenese, und entsprechenden praventiven Mafdnahmen, nach
tumorspezifischen Biomarkern gesucht, die eine nicht invasive Friihdiagnostik ermdéglichen
und in verschiedenen Korperfliissigkeiten sowie im Tumor selbst nachweisbar sind (30). Im
Jahr 1993 wurde von Lee et al. (31) und Wightman et al. (32) eine Gruppe kleiner, nicht
kodierender RNA-Molekiile entdeckt (33). Diese wurde 2001 aufgrund ihrer Grofde von 22
Nukleotiden Micro-Ribonukleinsdure (miRNA/miR) genannt. Diese Molekiile sind in
samtlichen Korperfliissigkeit wie Blut, Stuhl, Urin und in den Zellen selbst nachweisbar. Die
miRNA bindet an das 3'-UTR der mRNA und beeinflusst abhingig von der Kompatibilitat der
Basen die Hemmung der Genexpression. Dabei regulieren mehrere miRNAs eine mRNA.
Dadurch ergibt sich ein komplexes Netzwerk auf posttranskriptionaler Ebene. Abhdngig von
der Komplementaritdat kommt es bei partieller Bindung zur Translationshemmung und bei

perfekter Basenpaarung zur Spaltung der Ziel-mRNA (34,35).

1.4.2 Biogenese

Die Promotorregionen der miRNA kdnnen genau wie die der mRNA durch Methylierung und
Verdanderung der Histone beeinflusst werden (36). Die Gene der miRNA sind im Genom
gespeichert und werden im Nukleus durch die RNA-Polymerase-II in pri-miRNA transkribiert
(Abb. 2), die sich zu einer Schleife zusammenlagert. Ein Mikroprozessorkomplex - bestehend
aus einer RNase 1l Drosha und dem RNA-Bindungsprotein DGCR8 - formt die pri-miRNA in eine

70-80 bp grofde pre-miRNA um, die eine charakteristische Haarnadelstruktur annimmt
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(34-38). Durch Exportin 5 (XPO5/ranGTP) wird die pre-miRNA aktiv aus dem Zellkern in das
Zytoplasma transportiert, wo es durch einen anderen Komplex aus einer RNase III Dicer und
dem TAR-RNA-Bindungsprotein TRBP in die 22 bp grofde doppelstrangige miRNA umgewandelt
wird (34,37). Sobald sie entwunden und einzelstrangig vorliegt, verbindet sich einer der
beiden Striange mit dem miRISC-Komplex (39). Dieser Komplex besteht aus der miRNA und
einem Protein der Argonauten-Familie. Er kann die Aktivitit der Zielgene durch zwei
Methoden herunterregulieren. Enthdlt der miRISC-Komplex AGO 2, kommt es zur
zytoplasmatischen Spaltung. Sobald AGO 1, 3 und 4 im Komplex enthalten sind, wird die
Translation gehemmt und die Deadenylation induziert (34, 40). Der miRISC-Komplex reguliert
eine Vielzahl zellularer Mechanismen wie Zelldifferenzierung, Embryogenese, Proliferation

und die Entstehung von neoplastischen Zellen (41).

pre-miRNA

[ oermar

Doppelstrang- miRNA

'

Tz a1z

Zytoplasmatischen Hemmung der
Spaltung Translation

Abb. 2: MiRNA-Biogenese (42)
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1.4.3 MiRNA und das Magenkarzinom

Das Magenkarzinom ist eine der haufigsten durch Krebs verursachten Todesursachen weltweit
(19). MiRNAs spielen eine zentrale Rolle in biologischen Prozessen, einschliefilich
Zellproliferation, Metastasierung, Differenzierung und Apoptose. Eine fehlerhafte Expression
der miRNAs kennzeichnen Krebserkrankungen (43). Aufgrund der Tatsache, dass miRNAs
spezifisch fiir verschiedene Gewebe und Zelllinien sind, wurden bereits verschiedene miRNA-
Muster in verschiedenen Krebsarten nachgewiesen. Dies ist sowohl fiir den diagnostischen, als
auch fiir den prognostischen Wert von besonderer Bedeutung. Die gezielte Behandlung
spezifischer miRNAs konnte eine Alternative bei der Therapie von Krebserkrankungen sein.
Zahlreiche miRNAs wurden als Marker bei der Entziindung des Magens und bei der
Karzinogenese beschrieben, darunter miR-21, miR-143, miR-145, miR-201 und miR-335.
Diesen miRNAs ist das verminderte Vorkommen beim Magenkarzinom gemeinsam (44). Unter
den vielen miRNAs, die bei einer chronischen Gastritis und dem Magenkarzinom vorkommen,
nimmt die miR-155 durch ihre Hochregulation eine Schliisselrolle ein. Die erh6hten miR-155-

Spiegel koénnen somit von klinisch-translationaler Bedeutung sein (45).

1.4.4 MiRNA-155

Die miR-155 wird unter physiologischen Bedingungen im Thymus und in der Milz exprimiert.
In geringen Mengen ist sie auch in anderen Geweben nachweisbar. Die Transkription wird
durch den AP-1-Komplex (46) und durch den Transkriptionsfaktor NF-kB (47) reguliert. Bisher
wurden 140 Zielgene identifiziert, die durch die miR-155 gesteuert werden. Dabei handelt es
sich vor allem um Tumorsupressorgene, aber auch Proteine der Imnmunmodulation und der
Entziindungsreaktion (48). Eine Erhohung konnte in verschiedenen Tumoren wie dem
Pankreaskarzinom (49), dem Zervixkarzinom (50), dem Bronchialkarzinom und dem
kolorektalen Karzinom (51), aber auch bei H. pylori-positiven Patienten nachgewiesen werden
(48). Bei einer Infektion mit H. pylori konnen erhéhte Werte in T-Zellen wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und in den Epithelzellen des Magens - selbst bei Mdusen — nachgewiesen
werden (52). Die miR-155 spielt eine zentrale Rolle bei der Expression von Th1- und Th17-
Zellen und somit bei der Kontrolle der Infektion. Es wurde bereits gezeigt, dass miRNA-155-/-
Mduse durch fehlende Immunantwort der oben genannten T-Zellen und die damit verbundene
fehlende IFN-a- und Interleukin(IL)-17-Produktion nicht in der Lage waren, eine H. pylori-
Infektion zu kontrollieren (53). Eine Uberexpression der miRNA fiihrt im Gegensatz dazu zu

einem verminderten Uberleben des Bakteriums (54). Die miR-155 reguliert das angeborene
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und das erworbene Immunsystem und kontrolliert die Zytokinausschiittung sowie die

Antikorperproduktion (48).

1.5 Immunologische Prozesse im Magenkarzinom

Im Kampf gegen Tumorerkrankungen spielt das Immunsystem eine der wichtigsten Rollen.
Einerseits schiitzt das Immunsystem vor Tumorentstehung und Metastasierung, andererseits
fordert es durch Einflussnahme auf die Tumorumgebung auch die Tumorbildung (55). Das
Immunsystem des Wirts beeinflusst den Infektionsverlauf (56). Die Persistenz des Erregers
lasst auf die ineffektive Immunantwort schliefien. Auch wenn die meisten mit H. pylori
infizierten Individuen asymptomatisch bleiben, pradisponiert die Infektion zur Entwicklung

verschiedener prakanzerdser Veranderungen (24).

1.5.1 Das angeborene und das erworbene Immunsystem

Das Immunsystem wird in einen angeborenen und einen erworbenen Teil gegliedert. Das
angeborene Immunsystem umfasst als zentrale antigenprasentierende Zellen die
dendritischen Zellen sowie die Makrophagen und die neutrophilen Granulozyten. Ihnen
gemeinsam ist, dass sie potenzielle Gefahren anhand molekularer Muster erkennen kénnen.
Anders als beim angeborenen Immunsystem bildet sich das spezifische, also erworbene
Immunsystem erst im Laufe des Lebens durch direkten Kontakt mit Krankheitserregern. Das
erworbene Immunsystem besteht aus zwei grofden Gruppen von Lymphozyten, den B- und den
T-Lymphozyten (57). Die B-Lymphozyten gehéren zur humoralen Abwehr. Sie verwandeln
sich bei Antigenkontakt in Plasmazellen und produzieren Antikérper (58). Die T-Zellen sind
Teil der zellularen Abwehr, werden im Thymus gebildet und iiber die Blutbahn zu den
sekundiren lymphatischen Organen transportiert. Solange diese Zellen ihr spezifisches
Antigen noch nicht getroffen haben, werden sie naive T-Zellen genannt und zirkulieren
zwischen Blut und lymphatischen Organen. Bei Kontakt mit dem Antigen differenzieren sie zu
Effektorzellen. Diese konnen wiederum in CD4+-T-Helferzellen und CD8+-zytotoxische T-

Zellen eingeteilt werden (59,60).

1.5.2 Immunantwort durch Helicobacter pylori

Im Rahmen der Infektion des Menschen mit H. pylori ist die immunologische Reaktion auf das
Pathogen schnell, wenn auch unspezifisch durch das angeborene Immunsystem. Die
Erkennung des Bakteriums erfolgt iiber Makrophagen und dendritische Zellen. Daraufthin wird

eine Vielzahl an proinflammatorischen Zytokinen (IL-6, IFN-y) ausgeschiittet, die wiederum
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die Haupteffektorzellen zum Ort der Entziindung rekrutieren (61). Die Hauptaufgabe dieser
Makrophagen und Neutrophilen liegt in der Abtétung dieser Bakterien, dabei schiitten sie
zusdtzlich weitere Zytokine aus. Dies fiihrt zur Verstirkung der Entziindungsreaktion. Bei
zahlreichen Erkrankungen reicht diese Inmunreaktion zur Beseitigung der Bakterien aus. Bei
einem H. pylori-Befall bleibt eine effektive Abwehr des Bakteriums jedoch aus (56). Das
erworbene Immunsystem reagiert zeitlich versetzt durch Stimulation mittels
antigenprasentierender Zellen und Aktivierung von Lymphozyten mit der Produktion H.
pylori-spezifischer T-Zellen (62). Die CD4+-Helferzellen, wie Th1, Th17 und regulatorische T-
Zellen (Treg), iibernehmen die wesentliche Rolle der erworbenen Immunabwehr. Es kommt
eher zu einer Zellschdadigung als zur Eliminierung des Bakteriums (63). Moglicherweise
induziert H. pylori eine milde chronische Entziindung zur Sicherung des Uberlebens durch eine
Th1l-und Th17-vermittelte Imnmunantwort. Ein Anstieg der T.eg-Zellen wurde bei der Infektion
mit H. pylori ebenfalls beschrieben (64). Diese Zellreihe ist jedoch eher fiir eine verminderte
Immunreaktion und moglicherweise fiir die lebenslange Persistenz des Erregers

verantwortlich (65).

1.5.3 CD4+-T-Helferzellen

CD4+-T-Helferzellen spielen eine wichtige Rolle in der immunologischen Reaktion und deshalb
wird in diesem Kapitel auf die Charakterisierung eingegangen. Die T-Helferzellen sind durch
das spezifische Oberflachenantigen CD4+ charakterisiert und kénnen aufgrund der von ihnen
ausgeschiitteten Zytokine in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden. Bei Kontakt mit
einem entsprechenden Antigen entwickelt sich aus Vorlduferzellen eine der fiinf
Hauptgruppen - Th1-, Th2-, Th17-, Tru- oder Treg-Zellen (Abb. 3), die jeweils unterschiedliche
Aufgaben im Immunsystem erfiillen (66). Die Entwicklung von Th1l-Zellen wird durch die
Zytokine IL-12 und IFN-y verursacht. Die Zellreihen zeichnen sich durch die Produktion von
IFN-y aus, aktivieren Makrophagen und sind dadurch in der Lage, intrazelluldre Erreger zu
beseitigen. Zur Differenzierung der Th2-Zellen wird IL-4 benétigt. Zentrale Funktionen der
Th2-Zellen sind die B-Zellaktivierung und die Antikorpersynthese. Zusatzlich aktivieren sie
durch die eigene Produktion von IL-4 und IL-5 eosinophile und basophile Granulozyten. Eine
H. pylori-Infektion verursacht eine gemischte Th1l- und Th2-Immunantwort mit
entsprechendem Zytokinmilieu (67, 68). Die spezifischen B- und T-Zellen sind jedoch nicht in
der Lage, die H. pylori-Infektion effektiv, nach aktuellem Wissenstand unter iiblichen

Bedingungen, zu beseitigen (69).
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1.5.3.1 Th17-Zellen

Durch den Einfluss von TGF-f und IL-6 differenzieren naive T-Zellen in proinflammatorische
Th17-Zellen (70). Diese Untergruppe exprimiert den fiir diese Zellreihe charakteristischen
Transkriptionsfaktor RORyt (71-73). Zur Entwicklung der Th17-Zellen wird STAT3 bendtigt,
der durch IL-6 direkt aktiviert wird. Die Th17-Zellen produzieren verschiedene Zytokine, wie
IL-17A, IL-17F und IL-22. IL-17 nimmt eine zentrale Position in der Abwehr extrazellularer
Bakterien und Pilze ein und produziert antimikrobielle Peptide fiir die Barrierefunktion

gastrointestinaler Epithelzellen.

1.5.3.2 Regulatorische T-Zellen

Treg-Zellen stellen eine bedeutende Untergruppe der T-Zellen dar und nehmen eine zentrale
Stellung in der Toleranzentwicklung und der Entstehung von Autoimmunerkrankungen ein.
Sie entwickeln sich bei Vorhandensein von TGF-f bei gleichzeitig fehlendem Einfluss von IL-6
oder anderen proinflammatorischen Zytokinen. IL-6 wird durch Zellen des angeborenen
Immunsystems hergestellt, wenn fremde Erreger auftauchen. Bei deren Absenz ist die IL-6-
Produktion gering und es kommt zur Produktion von regulatorischen T-Zellen, die eine
tiberschieflende Immunantwort verhindern. Die Teg-Zellen machen 5-10 % der CD4+-T-Zellen
aus und ist durch eine im Vergleich zu anderen CD4-Zellen hohere Expression von CD25
charakterisiert. Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wird speziell von den CD4+-CD25high-T -
Zellen exprimiert und stellt somit einen molekularen Marker fiir diese Zellreihe dar (74, 75).
Ausgehend von den CD4+-CD25high-T e-Zellen konnen die natiirlich vorkommenden und die
peripher induzierten Treg-Zellen unterschieden werden. Die peripher induzierten Treg-Zellen
entwickeln sich erst bei Antigenkontakt in sekundar lymphatischen Organen, nicht im Thymus
wie die natiirlich vorkommenden T.eg-Zellen. Beide Untergruppen sind in der Lage, TGF-3 und
IL-10 zu produzieren. Die regulatorischen T-Zellen supprimieren die Aktivierung und
Proliferation der Effektorzellen und unterdriicken so die Immunantwort bei einer H. pylori-

Infektion (76).
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Abb. 3: T-Zell-Differenzierung bei einer H. pylori Infektion (63)

1.6 Rolle der miRNA-155 auf die Immunreaktion

Th17-Zellen und Teg-Zellen sind zwei Untergruppen der T-Zellen, die entgegengesetzte Effekte
auf die Funktion des Immunsystems haben (66). Wahrend Thl7-Zellen sich
proinflammatorisch auswirken, beeinflussen Treg-Zellen das Immunsystem
antiinflammatorisch. Das Gleichgewicht dieser beiden Zellreihen ist von entscheidender
Bedeutung bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen und entziindlichen
Erkrankungen (63, 77). Fiir die Abgrenzung zu Th17-Zellen werden verschiedene Zytokine wie
TGF-B, kombiniert mit IL-6 oder IL-21 bendtigt (53), ebenso wie der spezifische
Transkriptionsfaktor RORyt (54). IL-17A wird, neben IL-17F, IL-21 und IL-22, als
charakteristisches Zytokin von den Th17-Zellen exprimiert und aktiviert Neutrophile und
Makrophagen um feindliche Organismen zu bekdmpfen (78). Regulatorische T-Zellen

entwickeln sich in Anwesenheit von TGF-f und dem Transkriptionsfaktor FoxP3 (79).
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Zusatzlich ist IL-2 fiir das Wachstum dieser Zellen entscheidend (80). Die Treg-Zellen kommen
in einer natiirlichen und einer induzierbaren Form vor. Sie iiben den hemmenden Effekt auf
das Immunsystem entweder im direkten Kontakt, durch hemmende Zytokine wie IL-10 oder
durch TGF-B aus, um sich selbst zu stimulieren. Regulatorische T-Zellen nehmen eine
wesentliche Rolle in der Pravention von Autoimmunerkrankungen sowie der Abwehr gegen
Infektionen und Tumorerkrankungen ein (81). TGF-f kann also abhingig von der
Zytokinumgebung sowohl die Entwicklung von Th17-Zellen als auch Treg-Zellen stimulieren.
Bei der Entstehung von Autoimmun-, Infektions- und Krebserkrankungen ist das
Gleichgewicht dieser beiden Zellreihen haufig gestért (82,83). Die miR-155 ist sowohl
Bestandteil von B-Zellen, T-Zellen und dendritischen Zellen, als auch an ihrer Entwicklung und
an der Entstehung von iiber 60 Krankheiten beteiligt (84,85). Vigorito et al. beschrieben die
Notwendigkeit der miR-155 fiir die Entwicklung der regulatorischen T-Zellen (86,87). Die miR-
155 ist ebenfalls fiir die Differenzierung der Th17-Zellen notwendig (88). Eine Vielzahl von
Regulationsmechanismen der positiven oder negativen Verstarkung der Th17-Zellen und der
regulatorischen T-Zellen ist bereits bekannt. Zentrale Transkriptionsfaktoren zur
Differenzierung der verschiedenen Zellreihen sind RORyt und FoxP3, die direkt durch die miR-
155 beeinflusst werden (89). Das Zusammenspiel ist jedoch dufderst komplex und von
zahlreichen Faktoren wie dem Foxhead box protein 01 (FOX01) Zytokinen und verschiedenen

Signalwegen abhangig (90-92).

1.7 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Die Expression von miRNAs im Hinblick auf die praneoplastischen Verdnderungen,
entsprechend der Correa-Kaskade und die Auswirkungen auf das Immunsystem wurden
bisher nur ungeniigend untersucht. In den Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe wurde iiber
einen stufenweisen Anstieg der miR-155 in Gewebeproben des Magenkorpus und des -
antrums bei Patienten mit Fortschreiten der prdkanzerdsen Verdnderungen (chronischer
nicht-atrophische Gastritis, atrophische Gastritis, Magenkarzinom) berichtet (93). Das Ziel der
Arbeit ist die Veranderungen der miR-155 in der Mukosa in Gewebeproben des Magenkorpus
im Zusammenhang mit T-Zellen und der damit verbundenen Balance des Immunsystems zu
untersuchen. Daraus koénnten sich Therapieansidtze entwickeln, die direkt die T-Zellen

modulieren und so Einfluss auf die Karzinogenese haben.

- Charakterisierung der Expression der miR-155 in Gewebeproben des Magenkorpus in

Abhangigkeit vom Fortschreiten der Correa-Kaskade im INS-GAS Mausmodell
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Vergleich der miR-155 Expression in mannlichen und weiblichen INS-GAS Mausen
Evaluation der Th17 und Tieg- Zellreihen in dem Model
Korrelation der Th17/Teg-Zellenmarkern und der Expression der miR-155

Scoring-Systems der Th17/T..g-Balance des Immunsystems
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Zum Verstiandnis der Magenkarzinogenese ist ein authentisches Tiermodell notwendig, das
der Karzinomentstehung im menschlichen Kérper dhnlich ist. In dieser Arbeit wurde ein INS-
GAS-Mausmodell verwendet, bei dem die Tiere prdakanzerdse Veranderungen und schlief3lich
Karzinome entwickelten. Der INS-GAS-Mausstamm und die Extraktion der Gewebeproben
wurde freundlicherweise von Frau Dr. Sabine Franke und Frau Dr. Kathrin Frauenschlager aus
dem Institut fiir Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg zur Verfligung
gestellt. Die Bestimmungen der Deutschen Tierschutzverordnung wurden bei allen
tierexperimentellen = Arbeiten eingehalten. Die Haltung der Mause und die
Tierversuchsvorhaben erfolgten entsprechend der Genehmigung nach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes (TierSchG) durch das Landesverwaltungsamt Halle/Saale (AZ 42502 - 2 -
702 UniMD).

Die Etablierung des Mausmodells und die histopathologische Untersuchung des
Magengewebes waren Bestandteil einer anderen Promotion und werden an dieser Stelle nur
in kurzer Form aus Verstandnisgriinden erlautert. INS-GAS-Mause, erstmalig durch Wang et
al. 1993 beschrieben, exprimieren menschlich zugefiigtes Gastrin unter einem
Insulinpromotor (94). Durch ein Fusionsgen aus humanem Gastrin-Gen und einem
Ratteninsulinfragment produzieren die Tiere nahrungsgetriggert permanent hohe Dosen
humanen Gastrins. Ohne eine H. pylori Infektion entwickeln INS-GAS-Mduse im Alter von ein
bis drei Monaten eine milde Hypergastrindmie in Verbindung mit einer erhohten
Magensduresekretion und einer erhéhten Anzahl an Belegzellen. Mit zunehmendem Alter
zeigen die Tiere einen fortschreitenden Verlust an Belegzellen und signifikante Verdanderungen
wie Atrophie, Metaplasie und Dysplasie. Im Alter von 20 Monaten entwickeln INS-GAS-Mause
invasive Magenkarzinome (95). Durch eine H. pylori Infektion wird diese Entwicklung deutlich

beschleunigt.

Das Kollektiv umfasste insgesamt 61 Mause (n = 61), davon waren 19 weiblich und 42
mannlich. Die H. pylori-negative Kontrollgruppe bestand aus 24 Mausen, die Gruppe der
infizierten Tiere aus 37 Mdusen. Das gesamte Kollektiv wurde in vier Gruppen der Altersstufen

12, 24, 36 und 50 Wochen unterteilt. Um die Zahl der benétigten Tiere moglichst klein zu
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halten und damit die weitere Toétung von Mausen zu vermeiden, wurde die Kontrollgruppe

nicht um weitere Tiere erganzt.

2.2 Methoden

2.2.1 Tierhaltung

Der H. pylori-Status der Tiere wurde durch regelmafdige Polymerasekettenreaktions (PCR)-
Kontrollen und Screenings erhoben. Im Falle einer vorliegenden Infektion erfolgte die
Ubergabe der Jungtiere an eine H. pylori-freie Amme 24 Stunden nach der Geburt. Die Haltung
und Aufzucht erfolgte unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPB) in einzelbeliifteten
Kafigen (IVC; ,individually ventilated cages‘) mit den Mafden 25 x 40 x 20 cm. Es wurden bis zu
fiinf Tiere gleichen Geschlechts gemeinsam gehalten. Der Boden wurde mit Sdgespanen befiillt,
die regelmiafiig durch die Tierpfleger und Mitarbeiter gewechselt wurden. Jeglicher Umgang
mit den Mdusen erfolgte unter sterilen Bedingungen ohne Verwirbelungen. Ein regelmafdiger
Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils zwolf Stunden wurde eingehalten. Die Tiere hatten jederzeit
Zugang zu Trinkwasser aus sterilen Flaschen und zu keimfreier oder bestrahlter, fiir Nagetiere
vorgesehener Nahrung. Es herrschte eine kontinuierliche Temperatur von 22 °C und eine
Luftfeuchtigkeit von 50 %. Die Haltung und der Umgang mit den Tieren erfolgte unter den

Bestimmungen der deutschen Tierschutzverordnung (96).

2.2.2 Infektion

Den Mausen wurden im Alter von acht bis zwolf Wochen an drei aufeinander folgenden Tagen
108 CFU H. pyloriin 0,2 ml Losung intragastral appliziert. Die Tiere wurden mit der Hand fixiert
und der Nacken liberstreckt, so dass eine gerade Linie zwischen Mund und Magen entstand.
Die Spitze eines gekiirzten Urethralkatheters wurde durch die Mundhdéhle und den Pharynx
bis in den Oesophagus vorgeschoben. Die Verabreichung der HpSS1-Suspension erfolgte
langsam und unter Beobachtung der Maus. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten in analoger
Weise ein keimfreies Fliissigkeitsmedium (96). Der H.pylori Sydney Stamm 1 (HpSS1) wurde
von Lee etal. 1997 isoliert. Es wurde festgestellt, dass HpSS1 mehrere Mausstamme konsistent

besiedeln und eine iiber mehrere Monate andauernde Infektion hervorrufen kann (97).

2.2.3 Probengewinnung

Zur Kontrolle des H. pylori-Status wurden zwolf Wochen nach der Infektion Blut- und

Stuhlproben von den Tieren der infizierten Gruppen auf das Bakterium tiberprift. Die Mause
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wurden im jeweiligen Alter von 12, 24, 36 und 50 Wochen post infectionem (wpi) mit CO>
narkotisiert und durch zervikale Luxation gemafd Tierschutzgesetz getdtet; im Anschluss
wurde die Organentnahme durchgefiihrt. Es erfolgte eine griindliche Desinfizierung mit
70%igem Ethanol, ein longitudinaler Schnitt zur Er6ffnung des Bauch- und Brustraums und
eine gleichzeitige Entnahme der gesamten inneren Organe. Wahrend der Fixierung des
proximalen Duodenums und distalen Oesophagus konnte der Magen abgetrennt und
anschliefdend mit 0,9%iger NaCl-Losung gespiilt werden. Der Magen wurde entlang der grofden
Kurvatur eroffnet und mit sterilem Puffer ausgiebig gewaschen. Die Gewebeproben (20-50
mg) von Antrum und Korpus wurden seziert und sofort in Fliissigstickstoff schockgefroren

(96).

2.2.4 Praparation der RNA aus Gewebe

Zur Isolation der totalen RNA aus dem tiefgefrorenen Magengewebe wurde das RNeasy Plus
Universal Mini Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland), basierend auf der von Chomczynski und
Sacchi beschriebenen Single-Step-Methode, verwendet. Fiir das Durchmischen der Proben
wurde ein Vortex-Mischer verwendet. Zu Beginn der Laborarbeit musste eine Zentrifuge auf
4°C vorgekiihlt werden. Zum Pipettieren wurden Eppendorf Pipetten und sterile RNase-freie
Pipettenspitzen (SafeSeal Tips Professional, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)
verwendet. Die Verarbeitung des Gewebes erfolgte nach dem internen Protokoll wie im
Weiteren dargestellt. Pro Extraktion wurden bis zu 50 mg einer Probe eingesetzt, die mit 900
ul QIAzol Lysis Reagenz versetzt und durch einen Homogenisator homogenisiert wurden. Die
genannte Phenol- und Guanidinisothiocyanatlésung denaturiert Proteine und inhibiert die
vorhandenen RNasen, die fiir die Hydrolyse der Phosphordiesterbindungen und damit fiir die
Spaltung der RNA verantwortlich sind. Nach Zusatz von Chloroform erfolgte die
Phasentrennung und die Proben wurden bei 12 000 x g und 4 °C iiber 15 Minuten zentrifugiert
(Haraeus Biofuge Fresco, Haraeus Holding GmbH). Die homogene Losung trennt sich in drei
Phasen. Eine obere, RNA enthaltende, wassrige Phase und eine untere organische Phase, in der
sich die Proteine befinden. Die mittlere Schicht beinhaltet die DNA und trennt die beiden
genannten Phasen voneinander. Die RNA wird in ein Eppendorf-Gefafd libertragen, mit
100%iger Ethanollosung versetzt, durch langsames Pipettieren gemischt und in eine Saule
gegeben. Anschlieflend wird 15 Sekunden lang bei 13000 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert (Hettich Zentrifuge, Hettich Ag) und der Uberstand verworfen. Durch drei
aufeinander folgende Waschvorgange mit RWT- und RPE-Puffer und darauf folgende

Zentrifugierungen bindet die gesamte RNA an die Membran der Saulen. Die Elution der RNA
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erfolgt schlief3lich mit 2 x 35 pl RNase-freiem Wasser und zwei letzten Zentrifugationsschritten

liber jeweils eine Minute bei 13 000 x g.

Material: RNeasy Plus Universal Mini Kit™ (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 900 ul QIAzol Lysis
Reagenz (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 180 ul Chloroform (Karl Roth GmbH), 100%iger Ethanol
(entwidssert, unvergalit), 700 ul RWR-Puffer (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 2 x 500 ul RPE-Puffer
(QIAGEN, Hilden, Deutschland)

2.2.5 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA in der Probe erfolgte im Anschluss an die Isolation
mittels eines UV-Photometers (Eppendorf BioPhotometer, Eppendorf). Das Gerat besteht aus
einer Lichtquelle und einer Vorrichtung, die nur monochromatisches Licht passieren lasst. Die
Messung der absorbierten Lichtintensitit wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm
vorgenommen. Die Probe wurde mit RNase-freiem Wasser in einem Verhéltnis von 5:65
verdiinnt. Die Konzentration wurde mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes (x = OD2sonm X
40 x Verdiinnungsfaktor) aus der optischen Dichte, wobei eine Einheit 40 pg/ml RNA
entspricht, und einem spezifischen Multiplikationsfaktor errechnet. Aus dem Quotienten
OD260/0D2g0 konnte die Proteinkontamination und damit der Reinheitsgrad der Probe

bestimmt werden. Dieses Verhiltnis sollte Werte zwischen 1,8 und 2,2 ausweisen.

2.2.6 Genexpressionsanalysen

Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) besteht aus einem Denaturierungs-, einem Annealing-
und einem Elongationsschritt. Zunachst wird die doppelstrangige Template-DNA durch
Erhitzung mit der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz aufgespalten (Denaturierung). Durch
eine Temperaturabsenkung kommt es zur Hybridisierung der im Uberschuss vorhandenen
Oligonukleotide (Primer) an die 3'-Enden der beiden Einzelstrdnge (Annealing). Weiterhin
wird eine temperaturstabile DNA-Polymerase bendétigt. Die haufig fiir die PCR verwendete
Tag-Polymerase stammt vom Bakterium Thermus aquaticus und hat ein Temperaturoptimum
von 72 °C. Durch den Zusatz wird der Primer in 5'-3'-Richtung verlangert und der DNA-Strang
so lange komplementiert, bis ein exaktes Abbild der Template-DNA vorliegt (Elongation). Zur
Vervielfiltigung einer mRNA und zur Bestimmung der Menge eines Genprodukts muss der

gewlinschte Abschnitt mittels Reverser Transkription (RT) in complementary DNA (cDNA)
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umgeschrieben werden. AnschliefRend wird er als Ausgangsstoff fiir die quantitative PCR

verwendet.

Reverse Transkription

Die isolierte mRNA wird zunachst durch das Enzym ,Reverse Transkriptase’ (RNA-abhdngige
DNA-Polymerase) in eine einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Durch die zusatzliche DNA-
abhingige DNA-Polymerase-Aktivitit entsteht der komplementdre Strang. Die Reverse
Transkriptase wurde erstmals in Retroviren (Humanes Immundefizienz-Virus) beschrieben.
Flir diese Untersuchung wurden das TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit,in dem 100M
Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs; molekulare Bausteine der DNA), Reverse
Transkriptase, 10 x RT-Buffer und RNase-Inhibitoren enthalten sind, und der TagMan-Primer
5 x (Primer mit Haarnadelstruktur) genutzt (Tabelle 1 und 2). Zur Herstellung des
Mastermixes fiir die Reverse Transkriptase-Reaktion wurden die benétigten Komponenten auf

Eis aufgetaut und kurz per Vortex-Gerat durchmischt, damit kein Bodenabsatz bestehen blieb.

Tabelle 1: Material RT

Reagenz Volumen
Aqua dest. 5,66 ul
10 x Reverse-Transkriptase-Puffer 1,5 ul
Reverse Transkriptase (50 U/pl) 1l
RNase-Inhibitor (20 U/pl) 0,19 ul
100 M dNTPs 0,15 ul
Primer (5fach konzentriert) 1,5 ul
RNA-Probe 5ul
Total 15 ul

Tabelle 2: Arbeitsschritte RT

Temperatur Zeit
Inkubation 16 °C 30 min
Reaktion 42 °C 45 min
Denaturierung 85 °C 5 min
Kihlung 4°C o

Material: Standardprotokoll fiir AMV-RT (Promega, Mannheim, Deutschland), Thermocycler
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Real-Time Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die Quantifizierung der entstandenen Reaktionsprodukte erfolgt mittels Fluoreszenzmessung
nach jedem Zyklus der Kettenreaktion am Ende der Elongation in Echtzeit, wobei die
Fluoreszenzintensitat mit der gebildeten Menge an DNA korreliert. Der Fluoreszenzfarbstoff
,SYBR Green’ interkaliert in die doppelstrangige DNA und emitiert Licht der Wellenldnge 521
nm, wenn es mit Licht der Wellenldnge 494 nm angeregt wird. Bei dem TagMan-Prinzip (wird
ein weiteres Oligonukleotid zu den beiden bereits vorhandenen Primern hinzugefiigt, dessen
3'-Ende blockiert ist, damit es selbst nicht als Primer fungiert. Fluorchrom 1 (Reporter) und
Fluorchrom 2 (Quencher) sitzen an den Enden des Oligonukleotids in ausreichender Ndhe
zueinander, wobei jedes ein spezifisches Anregungs- und Emissionsspektrum besitzt. Die
Energie wird nun vom Reporter nicht als spezifische Wellenldnge abgegeben, sondern direkt
an den Quencher weitergeleitet, der daraufthin Licht seiner charakteristischen Wellenlange
abgibt. Durch die Exonukleaseaktivitit der Tag-Polymerase wird die TagMan-Sonde am 5'-
Ende abgebaut - es kommt zur Entfernung von Reporter und Quencher und eine steigende
Fluoreszenz kann gemessen werden. Bei den beiden oben genannten Prinzipien wurden
zusdtzlich Housekeeping-Gene (f-Actin und snoR202) als Standard bestimmt, die in den
untersuchten Gewebeproben konstant exprimiert werden (Tabelle 3-6). Die Vermehrung der
DNA erfolgt anfangs exponentiell und verlangsamt sich schliefllich zu einem linearen
Wachstum. Der deutliche Anstieg und gleichzeitige Durchbruch der Basislinie ist als C.-Wert
definiert. Er gibt die relative Konzentration des gesuchten Genproduktes an. Die Auswertung
wurde mittels AAC-Methode durchgefiihrt, indem zuerst der AC: aus der Differenz des
Housekeeping-Ci-Wertes und des C-Wertes der Probe errechnet wird und anschlief3end der

25C-Wert.

Die Amplifikationen der spezifischen Genprodukte erfolgten durch die Two-Step-RT-PCR am
iCycler (Biorad, Deutschland). Die One-Step-RT-PCR unterscheidet sich durch die direkt
vorgeschaltete RT. Da auch Primerdimere den ,SYBR Green‘-Farbstoff einlagern kénnen, wurde
eine Schmelzkurvenanalyse durch langsame Temperatursteigerung (von 50 °C bis 95 °C) zur
Uberpriifung der PCR-Produkte vorgenommen. Das Amplifikat besitzt eine charakteristische
Schmelztemperatur, bei der es zur Aufspaltung des DNA-Doppelstranges in zwei Einzelstrange
kommt. Eine Unterscheidung ist durch den erniedrigten Schmelzpunkt unspezifischer

Produkte méoglich.
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Tabelle 3: Material - Quantitative Real-Time PCR

Material und Methoden

Reagenz Volumen
Aqua dest. 10,9 ul
QuantiTect SYBRGreen PCR  MasterMix (Qiagen, Hilden, | 12,5 pl
Deutschland)
Primer forw. 0,2 ul
Primer rev. 0,2 ul
cDNA, 1:3 verdiinnt 1,2 ul
Total 25 ul
Tabelle 4: Arbeitsschritte - Quantitative Real-Time PCR
Programm Temperatur Zeit
Aktivierung der Tag-Polymerase 95 °C 15 min
Denaturierung der Nukleinsauren 94 °C 15 sec
Annealing (Bindung der Primer) 59 °C 30 sec
Elongation des DNA-Stranges 72°C 30 sec
45 Wiederholungen der genannten Schritte
Schmelzkurve 50-95°C 10 min
Tabelle 5: Material - Quantitative TagMan-PCR
Reagenz Volumen
Aqua dest. 0,5 ul
TagMan MasterMix 5ul
Primer TagMan (siehe Tabelle 1) 0,5 ul
cDNA-Probe 4 ul
Total 10 ul
Tabelle 6: Arbeitsschritte - Quantitative TagMan-PCR
Programm Temperatur Zeit
RT 50°C 2 min
Aktivierung der Tag-Polymerase 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Annealing 60°C 60 sec
40 Wiederholungen der genannten Schritte
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2.2.7 Statistische Auswertung

Zur Auswertung wurden alle Daten in eine Microsoft-Excel-Tabelle iibertragen und
anschlieféend mit Graph Pad Prism 9 (GraphPad Software. Inc, San Diego, California, USA)
statistisch analysiert. Normalverteilte Daten wurden parametrisch mittels ANOVA und t-Test
fiir gepaarte und ungepaarte Stichproben ausgewertet. Bei Unterschieden nicht
normalverteilter Daten kam der nicht parametrische Kruskal-Wallis- bzw. Mann-Whitney-U-
Test zur Anwendung, der durch den post-hoc Dunn’s-Test (als Test auf signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen) erganzt wurde. Die grafische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte in Boxplots mit Maximal- und Minimalwert, den 25. und 75. Perzentilen
sowie dem 50. Perzentil (Median). Fiir alle Testverfahren galt eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von p < 0,05 als statistisch signifikant. Fiir die quantitative Beurteilung der Genexpression (x-
fache Anderung) wurde fiir Gewebeproben die 2-AAC-Methode verwendet. Aufgrund der nicht
parametrischen Daten erfolgte die Berechnung anhand des Medians. Fiir Serumproben und die
Kontrollen wurde jeweils eine Differenz aus dem Ci-Wert der miRNA und der Referenz-miRNA
bestimmt. Die Differenz dieser beiden Ergebnisse wurde dann mit negativem Vorzeichen mit
der Basis 2 in den Exponenten gesetzt (2-AAC:). Das folgende Ergebnis entspricht der
Expressionsdnderung. Zur Testung einer Abhangigkeit zwischen zwei Stichproben wurde die
nicht parametrische Spearman-Korrelationsanalyse angewandt und die Regressionsgerade
mittels Berechnung grafisch dargestellt. Zur Erstellung von Abbildungen wurde Adobe

Photoshop verwendet. Die Datenbankrecherche erfolge mit PubMed.

2.2.8 Eigenanteil

Im Rahmen der Promotion wurden folgende Versuchsschritte in Eigenleistung durchgefiihrt:

= Extraktion der RNA aus Gewebeproben der INS-GAS-Maus sowie der CXG-Maus (nicht
Bestandteil dieser Arbeit)

= Bestimmung der miRNA-155, RORyt, IL-17, FoxP3 und IL-10 mittels RT und qRT-PCR

= Statistische Auswertung der Ergebnisse unter Betreuung durch Dr. rer. nat. Wiebke

Schirrmeister und Prof. Dr. Alexander Link
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3 Ergebnisse

Die Auswertung der Dissertation umfasst die Untersuchung der miR-155-Expression in
Gewebeproben des Korpus der INS-GAS-Maus in Abhangigkeit des H. pylori-Status. Es werden
zundchst eine Charakterisierung der Studienkohorte sowie eine Darstellung der
normalisierten miRNA-Messwerte vorgenommen. Des Weiteren wird die miR-155 durch
Genexpressions- und Korrelationsanalysen als wesentlicher Einflussfaktor der

Entziindungsreaktion untersucht.

3.1 Charakterisierung der Versuchstiere

Die Kohorte umfasste insgesamt 61 Mause (n = 61), davon waren 19 weiblich und 42 méannlich.
Die H. pylori-negative Kontrollgruppe (KO IG) bestand aus 24 Mausen, die Gruppe der
infizierten Tiere (IG) aus 37 Mausen. Das gesamte Kollektiv wurde in vier Gruppen der
Altersstufen 12, 24, 36 und 50 Wochen unterteilt. Die Mindestgruppengrofde lag bei 4 Tieren,
die durchschnittliche Grofde lag bei 7,6 Mausen pro Gruppe, von denen durchschnittlich 5,3
Miannchen und 2,4 Weibchen waren. Die Alters- und Geschlechterverteilung ist in Tabelle 7
dargestellt. Hier wird eine Dominanz des maéannlichen Geschlechts und der Gruppe mit

hoherem Alter deutlich.

Tabelle 7: Darstellung der Versuchstiere einschlief3lich der Alters- und
Geschlechterverteilung

Alter Anzahl n Anteil in Prozent weiblich mannlich
(Wochen)

KO IG 12 4 16,6 0 (0 %) 4 (100 %)
24 4 16,6 1 (25 %) 3(75%)
36 7 29,2 2 (28,6 %) 5(91,4 %)
50 9 37,5 3(33,3%) 6 (66,6 %)

H.p.+ 12 5 13,5 0 (0 %) 5 (100 %)
24 10 27,0 3 (30%) 7 (70 %)
36 9 24,3 5 (55,6 %) 4 (44,4 %)
50 13 351 5(38,5 %) 8 (61,5 %)

KO IG: H. pylori-negative INS-GAS Mause der Kontrollegruppe. H.p.+: H. pylori infizierte INS-GAS Mause.
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3.2 MiRNA-155

3.2.1 Genexpressionsanalysen der miR-155

Um eine Charakterisierung der miR-155 Verdnderungen zu ermoglichen, fiel unter der
Beachtung der Magenphysiologie die Entscheidung in einem ersten Schritt auf die
Untersuchung der miR-155 im Korpus des Magens der INS-GAS-Maus einzugehen. Da die H.
pylori-Infektion in diesem Mausmodell wesentlich zur Entwicklung eines Adenokarzinoms des
Magens beitrug, war es sinnvoll, zunachst einen moglichen Zusammenhang zwischen der miR-
155, dem H. pylori-Status und dem Alter der Mause zu untersuchen. Es wurden
Genexpressionsanalysen mittels qPCR durchgefiihrt. Die Bestimmung der miR-155 erfolgte bei
infizierten und nicht infizierten Tieren aus dem Magenkorpus der INS-GAS-Mause im Alter von
12, 24, 36 und 50 Wochen am Ende des Experiments. Unabhingig vom Alter der H. pylori-
negativen INS-GAS-Maus konnte kein Unterschied der miR-155 Expression festgestellt
werden. Die Kontrollgruppen im Alter von 12, 24, 36 und 50 Wochen wiesen eine homogene
Expression mit lediglich geringem Anstieg bei zunehmendem Alter auf, jedoch ohne Anderung
der Signifikanz (Abb. 4A). Bei Betrachtung der H. pylori-negativen Kontrollgruppen, bestehend
aus allen Tieren unterschiedlichen Alters, und den H. pylori infizierten INS-GAS-Mausen
konnten wir signifikante Unterschiede feststellen. Es konnte bei H. pylori infizierten Mausen
mit zunehmendem Alter eine deutliche Erhohung der miR-155 gezeigt werden (p = 0,0002)
(Abb. 4B). Bei der detaillierten Betrachtung im Alter von 12 (p = 0,0159), 36 (p = 0,0115) und
50 (p = 0,0170) Wochen zeigte sich ein stetiger Anstieg und signifikant hohere Werte der
miRNA-155 bei H.pylori-infizierten Tieren im Vergleich zur gleichaltrigen Kontrollgruppe. Die
Expression bei 24 Wochen alten, H. pylori-positiven Tieren war nicht signifikant erh6ht (Abb.
4C).
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Abb. 4: miR-155 Expression im Magengewebe
von IG-Mdausen

A: miR-155 Expression in der IG-
Kontrollgruppe. Gewebeentnahme erfolgte im
Alter von 12-50 Wochen.

B: miR-155-Expression in Gewebeproben des
Magenkorpus bei H. pylori-positiven IG-Mausen
verglichen mit einer Kontrollgruppe

C: miR-155-Expression in Gewebeproben des
Magenkorpus bei H. pylori-positiven IG-Mausen
sowie in Kontrollen

Die Werte sind als relative miRNA-Expression
dargestellt, jeweils normalisiert auf snoR202
mithilfe der 2ACT-Methode. Die Analyse wurde
mittels Kruskal-Wallis-Test (A)/ Mann-Whitney-U-
Test (B und C) durchgefiihrt und die Signifikanz (*)
als*p<0,05*p<0,01**p<0,001 dargestellt.
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3.2.2 Geschlechtsspezifische Expression der miR-155

Eine signifikante geschlechtsspezifische Expression der miR-155 der INS-GAS-Mause im
Rahmen einer H. pylori-Infektion konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 5). Das
Kollektiv umfasste im Alter von 12 Wochen bei den H. pylori-infizierten INS-GAS-Mausen keine
weiblichen Tiere. Bei der Betrachtung der Versuchstiere im Alter von 24, 36 und 50 Wochen
war jedoch ein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied der Expression der miR-155
erkennbar. Die miR-155-Expression der mannlichen Versuchstiere stieg im Vergleich zur KO
G stark an (p =0,0001). Auch bei den weiblichen Tieren war ein Anstieg der H. pylori-positiven
INS-GAS-Mause erkennbar (p=0,0126).

1 0-1 = I *kk I

1 Abb. 5: Geschlechtsspezifische miR-155-Expression in

Gewebeproben des Magenkorpus bei H. pylori-

N 102 positiven IG-Mausen verglichen mit einer

E Kontrollgruppe.

g Mannlich H.p.+ (blau) umfasst die 24, 36 und 50 Wochen

2 103 alten Tiere (n=19 blau). Weiblich H.p.+ (lila) umfasst die

0 24,36 und 50 Wochen alten Tiere (n=13).

x 104 Die Werte sind als relative miRNA-Expression dargestellt,

E jeweils normalisiert auf snoR202 mithilfe der 2CT-
Methode. Die Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis-Test

105 durchgefiihrt und die Signifikanz (*) als * p < 0,05 **p <
! ! ! 0,01 ***p < 0,001 dargestellt.
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3.3 Th17-Zellen
3.3.1 Gruppenanalysen - Transkriptionsfaktor RORyt und

Interleukin-17

Die Th17-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Abwehr extrazelluldrer Bakterien. Als
charakteristischer Transkriptionsfaktor kann RORyt fiir die Th17-Zellen nachgewiesen
werden. Diese proinflammatorischen Zellen produzieren verschiedene Zytokine wie IL-17A,
IL-17F und IL-22, die die Inmunantwort modulieren. In den durchgefiihrten Experimenten lag
der Fokus auf IL-17A. Durch die quantitative Real-Time PCR wurden sowohl RORyt als auch

IL-17A aus Proben des Magens von INS-GAS-Mausen untersucht. Es konnten wesentliche
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Unterschiede in der Expression zwischen infizierten Mausen und der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Wahrend die H. pylori-negativen Tiere unabhingig vom Alter keine
Anderung der Expression von RORyt und IL-17A zeigten (Abb. 6 A und B), konnte ein

wesentlicher Unterschied in der Expression von RORyt bei infizierten Tieren nachgewiesen

werden.
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Abb.6: Genexpression im Magengewebe von H. pylori-negativen IG-Miusen
A:. RORyt-Expression in der KO IG. Gewebeentnahme erfolgte im Alter von 12-50 Wochen.
B: IL-17-Expression in der KO IG. Gewebeentnahme erfolgte im Alter von 12-50 Wochen.

Die Werte sind als relative Expression dargestellt, jeweils normalisiert auf b-Actin mithilfe der 2cT-
Methode. Die Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt.

Die hochsignifikanten Unterschiede der RORyt-Expression bei den 24 (p = 0,0097), 36 (p <
0,001) und 50 Wochen (p < 0,001) alten Tieren wurden dargestellt (Abb. 7A). Bereits im Alter
von 12 Wochen stieg der Transkriptionsfaktor fiir Th17-Zellen deutlich an. Im Vergleich zur H.
pylori-negativen Kontrollgruppe stiegen die RORyt-Werte mit zunehmendem Alter und somit
fortschreitender Karzinogenese kontinuierlich an. Obwohl IL-17 von Th17-Zellen produziert
wird, kann die IL-17-Expression nicht mit der RORyt-Expression gleichgesetzt werden.
Abbildung 7 visualisiert die signifikanten Unterschiede zwischen den nicht infizierten und den
H. pylori-positiven Tieren. Bei Gegentiberstellung der gesamten Kohorte der Kontrollgruppe
und der H. pylori-positiven, altersentsprechend aufgeteilten Tiere ist eine deutliche Tendenz
erkennbar. Auch die Expression von IL-17 stieg mit zunehmendem Alter an. Genau wie bei der
Expression von RORyt war im Alter von 12 Wochen zwar eine Erh6hung erkennbar, jedoch
ebenfalls ohne signifikante Unterschiede. Im Alter von 24 Wochen stieg die Expression der
infizierten Tiere bereits deutlich an (p < 0,01), um im Alter von 36 und 50 Wochen

Maximalwerte zu erreichen (p < 0,001).
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Abb.7: Genexpression im Magengewebe von H. pylori-positiven und negativen IG-Miusen

A und C: RORyt-Expression in Gewebeproben des Magenkorpus bei H. pylori-positiven IG-Mausen

verglichen mit einer Kontrollgruppe

B und D: IL-17-Expression in Gewebeproben des Magenkorpus bei H. pylori-positiven IG-Mausen

verglichen mit einer Kontrollgruppe

Die Werte sind als relative Expression dargestellt, jeweils normalisiert auf b-Actin mithilfe der 2cT-
Methode. Die Analyse wurde mittels Mann-Whitney-U-Test (A und B) bzw. Kruskal-Wallis-Test (C
und D) durchgefiihrt und die Signifikanz (*) als * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 dargestellt.
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3.3.2 Korrelationsanalysen - Transkriptionsfaktor RORyt und

Interleukin-17

Die zentralen Risikofaktoren der Karzinogenese der INS-GAS-Maus sind die Infektion mit H.
pylori und das zunehmende Alter. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der miR-155-
Expression und proinflammatorischen Th17-Zellen zu untersuchen, erfolgten
Korrelationsanalysen der miR-155 sowohl mit RORyt - als wesentlichem Transkriptionsfaktor
dieser Zelllinie - als auch mit dem von Th17-Zellen produzierten IL-17. Es zeigten sich positive
Korrelationen zwischen der miR-155-Expression und der Expression von RORyt (r = 0,1072;
p =0,0479) (Abb. 8). Im jungen Alter von 12 Wochen (r=0,9778; p = 0,0014) (Abb. 9 A) sowie
im Alter von 50 Wochen (r = 0,3773; p = 0,0255) (Abb. 9 D) konnte ein signifikanter
Zusammenhang dargestellt werden. In den Einzelkorrelationsanalysen der 24 und 36 Wochen

alten Tiere war kein Zusammenhang zu erkennen.

RORyt/miR-155

Abb.8: Korrelation zwischen

Y = 0.3365"X + 0.0006 RORyt-Expression und miR-155-

0.020 p=0,0479 (signifikant) Expression im Magenkorpus der
r=0,1072 I1G-Maus.
L 00157 . o Die Analyse wurde mittels
& Spearman-Korrelationsanalyse
8 0.010 durchgefiihrt, n = 37. Es wurde
] * jeweils die relative Expression
0.005 verwendet, fiir miRNA-155
b &, normalisiert auf snoR202 und fiir
0.000- o . b , RORyt normalisiert auf b-Actin -
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 beides mithilfe der 2°cT-Methode.
IG MiR155
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RORyt/miR-155
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Abb.9: Korrelation zwischen RORyt -Expression und miR-155-Expression im
Magenkorpus der IG-Maus.

A: Korrelation zwischen RORyt und miR-155-Expression im Magenkorpus der IG-Maus im Alter
von 12 Wochen, zusatzliche Einzeichnung einer Regressionsgeraden, n = 5. B: Korrelation
zwischen RORyt und miR-155-Expression im Magenkorpus der IG-Maus im Alter von 24
Wochen, zusitzliche Einzeichnung einer Regressionsgeraden, n = 10. C: Korrelation zwischen
RORyt und miR-155-Expression im Magenkorpus der IG-Maus im Alter von 36 Wochen,
zusitzliche Einzeichnung einer Regressionsgeraden, n = 9. D: Korrelation zwischen RORyt und
miR-155-Expression im Magenkorpus der IG-Maus im Alter von 50 Wochen, zusatzliche
Einzeichnung einer Regressionsgeraden, n = 13.

Die Analyse wurde mittels Spearman-Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Es wurde jeweils die
relative Expression verwendet, fiir miR-155 normalisiert auf snoR202 und fiir RORyt
normalisiert auf b-Actin, beides mithilfe der 2¢T-Methode.

In dhnlicher Weise wurde der Zusammenhang zwischen miR-155 und IL-17 untersucht. Hier
konnte unabhangig vom Alter der H. pylori-infizierten Tiere keine Korrelation der Expression
beschrieben werden (r = 0,03478, p=0,2691) (Abb. 10 A). Bei der Betrachtung der 12 Wochen
alten INS-GAS-Mause mit einer H. pylori-Infektion war jedoch eine signifikante positive
Korrelation der beiden Parameter vorhanden (r = 0,8746, p = 0,0196) (Abb. 10 B). Die
Korrelationsanalysen von miR-155 und IL-17 bei 24 (r = 0,2620; p=0,1305), 36 (r = 0,007927;
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p = 0,8198) und 50 (r = 0,01724; p=0,6690) Wochen alten Mausen zeigte keine signifikante

Assoziation.

Tabelle 8: Ubersicht erhobener Korrelationsanalysen zwischen miR-155 und
RORyt sowie zwischen miR-155 und IL-17

miRNA-155 im  Pvale Spearmanr Signifikanz *
Alter von
(Wochen)
RORyt 12 0,0014 0,9778 X
24 0,9095 0,0017 ns
36 0,9558 0,0005 ns
50 0,0255 0,3773 *
IL-17 12 0,0196 0,8746 *
24 0,1305 0,2620 ns
36 0,8198 0,0080 ns
50 0,6690 0,0172 ns

(Signifikanz (*) als * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 dargestellt, ns entspricht nicht signifikant)

IL-17/miR-155

12 Wochen

Y = 0.09772*X - 5.985¢-005
r=0,8746
p = 0,0196 (signifikant)
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Y =0.03410*X + 0.0003
o r=0,03478
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Abb. 10: Korrelation zwischen IL-17-Expression und miR-155-Expression im Magenkorpus

der IG-Maus.

A: Korrelation zwischen IL-17- und miR-155-Expression im Magenkorpus der IG-Maus unabhangig
vom Alter, zusétzliche Einzeichnung einer Regressionsgeraden, n = 37.

B: Korrelation zwischen IL-17- und miRNA-155-Expression im Magenkorpus der IG-Maus im Alter
von 12 Wochen, zusatzliche Einzeichnung einer Regressionsgeraden, n = 5. Die Analyse wurde
mittels Spearman-Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Es wurde jeweils die relative Expression
verwendet, fiir miRNA-155 normalisiert auf snoR202 und fiir IL-17 normalisiert auf b-Actin, beides
mithilfe der 24cT-Methode.
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3.4 Regulatorische T-Zellen

3.4.1 Gruppenanalysen - Transkriptionsfaktor FoxP3 Interleukin-10
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Abb. 11: Genexpression im Magengewebe von H. pylori-negativen IG-Miusen
A: FoxP3-Expression in der KO IG. Gewebeentnahme erfolgte im Alter von 12-50 Wochen.
B: IL-10-Expression in der KO IG. Gewebeentnahme erfolgte im Alter von 12-50 Wochen.

Die Werte sind als relative Expression dargestellt, jeweils normalisiert auf b-Actin mithilfe der 2cT-
Methode. Die Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt.

Die regulatorischen T-Zellen haben durch die Hemmung von Effektorzellen einen
antiinflammatorischen Effekt und nehmen eine zentrale Rolle in der Persistenz der H. pylori-
Infektion ein. Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wird speziell von den CD4+-CD25high-T ,-Zellen
exprimiert und stellt somit einen molekularen Marker fiir diese Zelllinie dar. TGF-f sorgt fiir
die Differenzierung von naiven T-Zellen und regulatorischen T-Zellen und wird auch durch
diese zusammen mit dem IL-10 sezerniert. In diesem Experiment wurde die Expression von
FoxP3 und IL-10 unter dem Einfluss einer H. pylori-Infektion im INS-GAS-Mausmodell
untersucht. In der Kontrollgruppe konnten unabhingig vom Alter keine Anderungen im

Expressionsniveau von IL-10 und FoxP3 festgestellt werden (Abb. 11 A und B).

Wie in Abbildung 12 A dargestellt wird, fielen die deutlichsten Unterschiede der Expression
von FoxP3 beim direkten Vergleich infizierter und negativer Tiere im Alter von 12 Wochen auf
(p = 0,0012). Wahrend die 24 Wochen alten Mause keine signifikante Erhéhung von FoxP3
zeigten (p = 0,0831), konnten in den 36 (p = 0,0197) und 50 Wochen (p = 0,0316) alten Tieren

signifikante Unterschiede festgestellt werden. Beim Vergleich aller Kontrollgruppen
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unterschiedlichen Alters mit den entsprechenden H. pylori-positiven 1G-Gruppen wurde die
Erhohung von FoxP3 zwar bei allen Altersgruppen sichtbar, jedoch nur bei 36 und 50 Wochen
alten Mausen deutlich (p < 0,05) (Abb. 12 C). Das IL-10 wird von antiinflammatorischen
regulatorischen T-Zellen exprimiert und spielt eine zentrale Rolle in der Persistenz der H.
pylori-Infektion. Zuvor (Abb. 12 B) konnte bereits eine Erhohung des Transkriptionsfaktors
FoxP3 im Alter von 12 Wochen mit persistierendem Anstieg entsprechend des Alters gezeigt
werden. Bei der Betrachtung der Expression von IL-10 zeigte sich eine Erhéhung jedoch nur
im Alter von 50 Wochen (p =0,0111) (Abb. 12 B). Beim Vergleich aller nicht infizierten Mause
unterschiedlichen Alters mit der Expression des antiinflammatorischen IL-10 infizierter

Mause kam ein dhnliches Ergebnis zustande (p < 0,01) (Abb. 12 D).
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Abb. 12: Genexpression im Magengewebe von H. pylori-positiven und negativen IG-Miusen
A und C: FoxP3-Expression in Gewebeproben des Magenkorpus bei H. pylori-positiven IG-Mausen
verglichen mit einer Kontrollgruppe
B und D: IL-10-Expression in Gewebeproben des Magenkorpus bei H. pylori-positiven IG-Mausen
verglichen mit einer Kontrollgruppe

Die Werte sind als relative Expression dargestellt, jeweils normalisiert auf b-Actin mithilfe der 2cT-
Methode. Die Analyse wurde mittels Mann-Whitney-U-Test (A und B) bzw. Kruskal-Wallis-Test (C
und D) durchgefiihrt und die Signifikanz (*) als * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 dargestellt.
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3.4.2 Korrelationsanalysen - Transkriptionsfaktor FoxP3 und

Interleukin-10

FoxP3 und IL-10 wurden auf einen Zusammenhang mit der Expression von miR-155 gepriift.
In ausgewadhlten Altersklassen zeigte sich eine positive Korrelation der gepriiften Parameter
(Abb. 13). Fiir eine positive Korrelation von IL-10 und FoxP3 wurden nachfolgend beispielhaft
Abbildungen erstellt.

Tabelle 9: Ubersicht erhobener Korrelationsanalysen zwischen
miR-155 und FoxP3 sowie zwischen miR-155 und IL-10

miRNA-155 im  Pvale Spearmanr Signifikanz *
Alter von
(Wochen)
FoxP3 12 0,0496 0,7730 *
24 0,0621 0,3699 ns
36 0,6967 0,0230 ns
50 0,4136 0,0616 ns
IL-10 12 0,2508 0,4018 ns
24 0,3177 0,1243 ns
36 0,9205 0,0015 ns
50 0,0012 0,6308 x

(Signifikanz (*) als * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 dargestellt, ns entspricht nicht signifikant)
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Abb. 13 A und B: Korrelation zwischen IL-10-
C FoxP3/12 Wochen und der miR-155-Expression. C: Korrelation
zwischen FoxP3- und der miR-155-

Y = 0.06035*X + 3.187e-005 Expression

p=0,0495(signifikant) A: Korrelation zwischen IL-10- und miR-155-
0.0004 — =0,7730 Expression im Magenkorpus der IG-Maus,
. zusitzliche Einzeichnung einer
0.0003 Regressionsgeraden, n = 37.
b ® B: Korrelation zwischen IL-10- und miR-155-
uﬁ_ 0.0002 - Expression im Magenkorpus der IG-Maus im
) Alter von 50 Wochen, zusétzliche Einzeichnung
- 0.0001 4 einer Regressionsgeraden, n = 13.
F C: Korrelation zwischen FoxP3- und miR-155-
0.0000 -+ Expression im Magenkorpus der IG-Maus im
0.000 0.002 0.004 0.006 Alter von 12 Wochen, zusétzliche Einzeichnung
IG MiR155 einer Regressionsgeraden, n = 5. Die Analyse

wurde mittels Spearman-Korrelationsanalyse
durchgefiihrt. Es wurde jeweils die relative
Expression verwendet, fiir miRNA-155
normalisiert auf snoR202 und fiir FoxP3 und IL-
10 normalisiert auf b-Actin, alles mithilfe der
24cr-Methode.

3.5 Th17 und Treg- Balance

3.5.1 Th17/Treg - Scoring

Sowohl Th17-Zellen, als auch regulatorische T-Zellen nehmen eine wichtige Rolle in der
Immunreaktion nach einer H.pylori-Infektion ein. Um eine mdgliche Objektivierbarkeit des
Th17/Tre -Gleichgewichts im INS-GAS-Mausmodell zu untersuchen, entwickelten wir ein
Scoring-System. Dazu erfolgte eine Addition der 22¢-Werte der Th17-spezifischen RORyt- und
IL-17-Expression und der T -spezifischen FoxP3- und IL-10-Expression. Die beiden Werte

wurden in ein Verhdltnis gesetzt.
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(28€tRORyt + 28CtIL — 17)
(28CtFoxP3 + 28¢t I — 10)

Score =

Mit zunehmendem Alter der H. pylori-positiven INS-GAS-Mduse konnte eine Dysbalance mit
einer Dominanz von RORyt und IL-17 gegeniiber Foxp3 und IL-10 nachgewiesen werden.
Verglichen mit der Kontrollgruppe der Gesamtkohorte (KO IG) zeigte sich bei H. pylori-
infizierten Tieren im Alter von 36 (p = 0,001) und 50 Wochen (p = 0,007) ein signifikanter
Anstieg und entspricht damit einer, im Vergleich zur FoxP3- und IL-10-Expression, vermehrten

RORyt- und IL-17-Expression (Abb. 14).

*k

5 —_— ! Abb. 14: Verhiltnis der (RORyt+IL-
i 17)/(FoxP3+IL-10)
1021 Expression im Magenkorpus der INS-GAS-
Maus, Gewebeentnahme erfolgte im Alter
10"+ i von 12-50 Wochen, Vergleich mit einer H.
o 1004 * pylori-negativen Kontrollegruppe im Alter
‘g E von 12-50 Wochen.
® 107+ Die Werte sind als relative miRNA-
1024 Expression dargestellt, jeweils normalisiert
auf b-Actin mithilfe der 2ACT-Methode. Die
10%4 | Analyse wurde mittels Kruskal-Wallis-Test
durchgefiihrt und die Signifikanz (*) als *
104 T T T T T p<0,05*p<0,01**p<0,001 dargestellt.

KOIG 12 24 36 50

Alter H.p.+ in Wochen
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3.5.2 Korrelationsanalyse - miR-155 und Th17/Treg-Score

Das entwickelte Scoring-System wurde auf einen Zusammenhang mit der Expression von miR-
155 gepriift. Insgesamt zeigte sich eine positive Korrelation der gepriiften Parameter (r =
0,3434; p = 0,0063 (Abb. 15)). Die Korrelation veranschaulicht den Zusammenhang der miR-
155 Expression und, durch einen Score > 1, der Dysbalance der Immunreaktion mit einer

Dominanz von RORyt und IL-17 gegentiber Foxp3 und IL-10.

r=0,3434 Abb. 15: Korrelation
0.1 p=0,0063 (signifikant) zwischen der miR-155-
Expression im
0.01 ° % . Magenkorpus der 1G-Maus

© ° i und dem Th17 /Treg-

© e & L Score.

g 00017 °%g® Die Analyse wurde mittels

= 0.":“‘ ° ®e Spearman-

0.0001 - * e O Korrelationsanalyse
durchgefiihrt. Es wurde die
0.00001 : : : relative Expression, fiir

miRNA-155 normalisiert auf
snoR202, verwendet,
mithilfe der 2¢cT-Methode.

1 1 1 1
0.00010.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Score
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4 Diskussion

Der Zusammenhang zwischen der chronisch entziindlichen Gastritis, die haufig mit einer H.
pylori Infektion einhergeht und dem Adenokarzinoms des Magens ist wissenschaftlich sehr gut
belegt. Dennoch sind die molekularen Mechanismen der H. pylori Onkogenitat in Anbetracht
dessen, dass nur ein Teil der Patienten von neoplastischen Verdnderungen betroffen ist, bisher
nicht vollstandig verstanden. In der vorliegenden Studie haben wir die Expression der miR-
155, die im Rahmen einer H. pylori Infektion haufig dereguliert und mit einer chronischen
Entziindung verkniipft ist, in einem in vivo Mausmodell untersucht. Fiir die Studie wurde ein
INS-GAS-Mausmodell verwendet, bei dem die Tiere prakanzerdse Verdanderungen und
schlief3lich invasive Karzinome entwickelten. Diese Arbeit zielt spezifisch auf die Frage nach
der miR-155 Interaktion in der T-Zell-Immunantwort durch proinflammatorische Th17- und
antiinflammatorische Treg-Zellen und der dazugehorigen Zytokine im Rahmen einer H. pylori-
Infektion ab. Neben diesen Kernaspekten werden in den folgenden Abschnitten auch die
Auswahl der Versuchstiere, beeinflussende Faktoren der miR-155-Expression sowie

praanalytische Gedankengange und Limitationen prasentiert.

4.1 Charakterisierung der INS-GAS-Maus und des Mauskollektivs

Das Adenokarzinom des Magens ist die vierthaufigste durch Krebs verursachte Todesursache
weltweit (19). Zum Verstindnis der Entstehung dieser Krebserkrankung ist ein authentisches
Tiermodell notwendig, welches der Karzinomentstehung im menschlichen Kérper dhnlich ist.
In den letzten Dekaden wurde nach einem Mausmodell, welches der menschlichen Physiologie
und Krankheitsentstehung entspricht, gesucht (98). Wildtyp-Mause insgesamt entwickeln
jedoch nur selten spontan Magenkarzinome (99), so dass die Tiere entweder mit H. pylori oder
anderen chemischen Karzinogenen getriggert werden miissen (100). Alternativ kann die
spontane Karzinomentstehung durch transgen veranderte Tiere herbeigefiihrt werden (101).
In den beschriebenen Experimenten wurde das INS-GAS-Mausmodell genutzt, um die von H.
pylori verdnderte Genexpression zu untersuchen. Durch INS-GAS (FVB/N) transgen
verdnderte Mause wurde bereits die Rolle von Gastrin auf die Karzinomentstehung untersucht
(102). Gastrin wird von G-Zellen der Magenmukosa produziert und ist durch den Einfluss auf
die Parietalzellen fiir die Sdureproduktion des Magens verantwortlich. Die INS-GAS-Mause
zeigten anfangs eine deutlich erh6hte Saureproduktion und eine erhdhte Anzahl von
Parietalzellen. Im Alter von 20 Wochen dnderte sich dies jedoch zu einer verminderten

Saureproduktion und einer verminderten Anzahl an Parietalzellen. Im Alter von 20 Monaten
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entwickelten die INS-GAS-Mause spontan Metaplasien, Dysplasien und schliefilich
Magenkarzinome (27). Durch eine Helicobacter-Infektion wurde der Zeitraum auf < 40
Wochen verkiirzt. Umgekehrt konnte durch eine frithe Eradikationstherapie der bereits
infizierten INS-GAS-Mause eine verminderte epitheliale Proliferation und somit eine

verzogerte Entwicklung von Karzinomen beobachtet werden (103).

Die histologische Aufarbeitung des Models erfolgte bereits in den vorgehenden Arbeiten und
daher wurde in dem vorliegenden Teil dieser Arbeit darauf verzichtet. Weiterhin haben sich
bereits diverse Publikationen mit der Karzinogenese und den histologischen Unterschieden
abhingig vom Alter und vom H. pylori-Einfluss im INS-GAS-Mausmodell beschaftigt
(27,101,103). Die zur Verfiigung stehende Anzahl der Versuchstiere entspricht den iiblichen
Normen, da diese Zahl fiir die Erfassung eines relevanten Unterschieds in Abhdngigkeit des
Alters ausreichend ist. Diese Aussage wird auf die Ergebnisse von Fox et al. (29) bei Fallzahlen
in dhnlicher Groéfienordnung gestiitzt. Um das Leid der Tiere zu verringern wurden keine

zusdtzlichen Tiere fiir dieses Experiment verwendet.

4.2 Rolle von miR-155

Mehrere Studien haben bereits die unterschiedliche miRNA-Expression in karzinogen
verdnderten Gewebeproben des Magens beschrieben und die Rolle bei der
Karzinomentstehung diskutiert (104,105). Es wird von friihzeitigen Veranderungen der
miRNAs im Verlauf der Krankheitsentstehung des Magenkarzinoms ausgegangen (93). Auch
Ergebnisse aus unserer eigenen Klinik haben bereits einen allmdhlichen Anstieg der
Expression der miR-155 in Korrelation mit der Correa-Kaskade gezeigt (93). Fiir verschiedene
molekulare Subtypen des Magenkarzinoms wurden einzigartige miRNA-Expressionsmuster

beschrieben (105).

In den letzten Jahren wurden wesentliche Erkenntnisse gewonnen, die die bedeutende Rolle
der miRNA bei Erkrankungen des Magens untersuchten. Aufgrund ihrer hohen Stabilitat und
der Nachweisbarkeit in verschiedensten Geweben sind diese Molekiile als Biomarker geeignet.
Flir die klinische Diagnostik wird aufgrund der Kosten- sowie Ressourceneinsparung und der
Patientensicherheit nach einem im Kreislauf zirkulierendem Biomarker gesucht. Die
Arbeitsgruppe um Mahboobi et al. (106) konnte eine fiinffach erh6hte Expression der miR-155
im Serum von H. pylori infizierten Patienten im Vergleich zur H. pylori negativen
Kontrollgruppe zeigen. In invasiv gewonnenen Gewebeproben des Magens wurde eine 10-fach
erh6ohte miR-155-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Die Verdanderungen

im Gewebe bieten also prazisere Informationen. Um Ergebnisse auf héchstem Niveau zu
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erhalten haben wir uns in dieser Arbeit auf Gewebeanalysen fokussiert. @ Neben
epidemiologischen = und  genetischen  Faktoren beeinflussen @ miRNAs  durch
posttranskriptionale Regulation von Tumorsupressorgenen und Onkogenen die Entstehung
gastrointestinaler Tumore (107). Fiir verschiedene Tumorentititen wurden bereits
verschieden MiRNA-Expressionsmuster beschrieben (108,109). In einer der ersten Studien
zur miRNA-155 haben Petrocca et al. die Veranderung bei der chronischen Entziindung der
Magenschleimhaut gezeigt (110). MiR-155 nimmt auch eine Schliisselrolle im angeborenen
und erworbenen Immunsystem ein und ist ein entscheidender Regulationsfaktor in der B- und
T-Zelldifferenzierung und -funktion. Die miRNA-155 spielt neben anderen miRNAs eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle von Entziindungen und malignen Magenerkrankungen und
kann daher ein Prognosemarker fiir Magenkrebs und das Stadium der chronischen Gastritis
sein. Es existieren bereits einige Studien, die sich intensiv mit der miR-155 und deren Anstieg

durch eine H. pylori-Infektion beschaftigen (111,112).

In einem ersten Schritt untersuchten wir in dieser Studie die Expression der miR-155 im
Korpus des Magens der INS-GAS-Maus von H. pylori infizierten Tiere verglichen mit einer H.
pylori negativen INS-GAS-Kontrollgruppe. Die Gewebeentnahme erfolgte im Alter von 12 bis
50 Wochen. Wir konnten die bereits verdffentlichten Ergebnisse zur miR-155 Expression
bestitigen. Bei der H. pylori negativen Kontrollgruppe zeigte sich keine signifikante Anderung
der Expression mit zunehmendem Alter. In der vorliegenden Arbeit konnte die miR-155
Expression in Gewebeproben sehr gut zwischen den H. pylori infizierten Tieren und der
Kontrollgruppe unterscheiden (Abb. 4C). Die Ubertragbarkeit auf menschliche Zellen wurde
bereits von Wan et al. untersucht und zeigte in verschiedenen Zellen menschlicher
Gewebeproben ebenfalls ein hohes Expressionslevel der miR-155 wahrend einer H. pylori

Infektion (49,55).

Die durch das Bakterium ausgeloste Immunreaktion ist komplex. Sowohl die
Entziindungsreaktion als auch die Immunantwort sind unféahig, das H. pylori vollstandig zu
eliminieren, was zu einer lebenslangen Persistenz im Organismus fiihrt. Bereits aus unserer
Klinik wurde ein Anstieg der Expression der miR-155 in Korrelation mit dem Fortschreiten der
Correa-Kaskade im menschlichen Organismus beschrieben (93). Die eigenen Daten zur
Expression der miR-155 in Gewebeproben sind mit den o. g. Resultaten vereinbar, wenngleich
wir uns ausschlief3lich auf Proben des Corpus bezogen haben. Die Abldufe der Inflammation
und der Karzinogenese im Corpus sind flir weiterfithrende Erlduterungen ausreichend, daher
verzichteten wir in dieser Studie auf erneute Untersuchungen des Antrums. Ein Unterschied

der miR155-Expression verschiedener Regionen im Magen wurde ebenfalls bereits durch
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unsere Arbeitsgruppe beschrieben. Das Antrum zeigte in diesen Untersuchungen im Vergleich

zum Corpus signifikant geringere Expressionen der miR-155 (93).

Nachdem wir einen schrittweisen Anstieg der miRNA-Expression entsprechend den Stadien
der Correa-Kaskade gezeigt haben, wollten wir auch einen moéglichen Zusammenhang der
vermehrten Expression mit dem H. pylori-Status prifen. Tatsachlich war die Expression der
miR-155 bei den H. pylori infizierten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe stark erhéht (Abb.
4B). Obwohl die miRNA-Expression auch in der Kontrollgruppe leicht erh6ht war, erreichten
die Unterschiede keine statistische Signifikanz. Dieses Ergebnis kann flir den klinischen
Einsatz von grofder Bedeutung sein. Eine Reduktion des Expressionsniveaus der miR-155
wahrend einer H. pylori Infektion konnte die Entwicklung einer chronischen Gastritis bis zum

Magenkarzinom verhindern (111).

Bei einer anderen miRNA, der miR-223, wurde bereits eine hohere Expression beim
Magenkarzinom mit H.pylori-Infektion - im Vergleich zu Magenkarzinomen ohne Infektion -
und eine signifikant hohere Expression bei gesunden Probanden mit H. pylori - verglichen mit
solchen ohne Infektion - festgestellt (113). Auch die hier verwendeten INS-GAS-Mause weisen
hohe zirkulierende Gastrinspiegel auf und entwickeln ausnahmslos eine atrophische Gastritis
und eine Achlorhydrie. Aufgrund der bereits veroffentlichten Studien zum INS-GAS-
Mausmodell (96,100,114) kann von einer Karzinomentstehung der H. pylori-positiven Mause
im Alter von 50 Wochen ausgegangen werden. Die bereits im Alter von 12 und 24 Wochen
signifikante Erhohung der Expression unterstreicht den Einfluss von H. pylori. Die Tiere der
Kontrollgruppe entwickeln auch im Alter von 50 Wochen - dem Modell entsprechend - bereits
Dysplasien. Dies erklart den geringen, nicht signifikanten Anstieg der Expression der miR-155

in der Kontrollgruppe.

4.3 Geschlechterabhingigkeit

Die Tumorentstehung bei der INS-GAS-Maus unterscheidet sich im Allgemeinen abhdngig vom
Geschlecht. In unseren Analysen konnte ein ausgepragter Anstieg der Expression der miR-155
der mannlichen Versuchstiere im Alter von 24, 36 und 50 Wochen nachgewiesen werden.
Jedoch war auch bei den weiblichen Tieren ein geringerer Anstieg der miR-155-Expression
erkennbar. In der H. pylori negativen Kontrollgruppe war kein Unterschied der miR-155
Expression zwischen mannlichen und weiblichen Tieren erkennbar. Die mannlichen Mause
reagieren schneller und starker auf H. pylori und haben im Vergleich zu den weiblichen Mausen
ein erhohtes Karzinomrisiko (29). Diese Unterschiede liegen vor allem an der

Hormonsekretion. Die durch weibliche Tiere produzierte Ostrogene haben einen protektiven
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Effekt, zusatzlich kénnen Androgene die Karzinomentwicklung in mannlichen Mausen
verstirken (29). Ahnliche Effekte wurden bereits im menschlichen Organismus beschrieben

(115).

Wegen der Verfiigbarkeit der Proben konnten nur wenige Proben, beispielsweise der
weiblichen Tiere im Alter von 12 Wochen zur systematischen Beurteilung zu diesem Zeitpunkt,
verwendet werden. Bei Betrachtung der Dynamik {iber die Zeit lasst sich ein valider Einblick
in die geschlechtsspezifischen Veranderungen der miR-155 erkennen. Bei der Betrachtung der
dlteren Versuchstiere im Alter von 24, 36 und 50 Wochen war ein signifikanter

geschlechtsspezifischer Unterschied der Expression der miRNA-155 erkennbar.

4.4 Der Einfluss der miR-155 auf das Immunsystem

Eine H. pylori Infektion 16st im Organismus eine Vielzahl von Reaktionen aus und das
Immunsystem nimmt eine wichtige Rolle bei der Regulierung und Persistenz der Infektion ein.
Ergebnisse aus unserer eigenen Klinik und aus dieser Studie haben bereits einen allmahlichen
Anstieg der Expression der miR-155 in Korrelation mit der Correa-Kaskade gezeigt (93). Die
anhaltende chronische Entziindung 16st verschiedene molekulare Mechanismen aus (116). Die
individuelle Immunantwort ist eine der Hauptursachen fiir die Persistenz des Bakteriums. In
dieser Studie wollten wir nun die Balance des Immunsystems im Rahmen der chronischen
Infektion und dem Fortschreiten der Karzinogenese durch Expressionsanalysen von Zytokinen
und Transkriptionsfaktoren in Verbindung mit Th17- und Treg-Zellen im Zusammenhang mit

der miR-155 untersuchen.

4.4.1 Der Einfluss der miR-155 auf Th17-Zellen

Th17-Zellen sind fiir die Abwehr des Wirts gegen Krankheitserreger von entscheidender
Bedeutung, wurden aber auch mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen und

Karzinogenese in Verbindung gebracht (117).

Wir haben uns in dieser Studie auf RORyt als wesentlichen Transkriptionsfaktor fiir die
proinflammatorischen Th17-Zellen und das von ihnen produzierte Zytokin IL-17 fokussiert.
Da es sich um eine Explorationsstudie handelt, stand zunichst die Beurteilung der miRNA-
Expression im Mittelpunkt und die Anzahl an T-Zellen wurde nicht detailliert dargestellt.

Von besonderer Bedeutung war hier der signifikante Anstieg der Expression von RORyt und
auch von IL-17, sowohl zu Beginn der H. pylori-Infektion als auch mit zunehmendem Alter der

INS-GAS-Mause. Es zeigten sich positive Korrelationen im Alter von 12 und 50 Wochen
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zwischen der miR-155-Expression und der Expression von RORyt als wesentlicher

Transkriptionsfaktor der Th17-Zellen.

Entsprechend der aktuellen Studienlage sind Th1- und Th17-Zellen an der Reaktion auf H.
pylori beteiligt (67,118). Durch die antigenprasentierenden Zellen und die damit verbundene
Zytokinausschiittung von IL-1f3, IL-23 und IL-6 werden Th17-Zellen aktiviert (119). RORyt
wird direkt durch die miR-155 beeinflusst, unterstiitzt dadurch die Differenzierung der Th17-
Zellen und nimmt so Einfluss auf die Inmunantwort (63). Die Befunde der hier vorliegenden
Studie stimmen mit den Beschreibungen von Yao et al. im Wesentlichen tiberein (120). Shi et
al. zeigten an Ratten, denen die Fahigkeit zur IL-17-Produktion fehlte, eine verminderte H.
pylori-Kolonisation und eine verminderte Entziindungsreaktion (118). IL-17 spielt eine
wesentliche Rolle in der weiterfiihrenden Zytokinausschiittung und der Rekrutierung von
Neutrophilen. Shiomi et al. stellten in einem Mausmodell den von IL-17 abhdngigen Anstieg
der Neutrophilen in der Submukosa und der Lamina propria des Magens dar (78). Muzino et
al. schilderten ebenfalls die Erh6hung von IL-17 bei Patienten mit durch H. pylori verursachten
Ulcera (121). Diese Erkenntnisse wurden von Luzza et al. auch in menschlichen Gewebeproben
des Magens geschildert. Die Genexpression von IL-17 war bei H. pylori-positiven Patienten im

Vergleich zur negativen Kontrollgruppe deutlich erhéht (80).

Auch wir konnten in der vorliegenden Studie einen Anstieg der IL-17-Expression im Rahmen
der H. pylori-Infektion feststellen. Bei den 12 Wochen alten Tieren sahen wir jedoch trotz der
kiirzlich erfolgten H. pylori-Besiedlung keinen Unterschied zur negativen Kontrollgruppe. Die
INS-GAS-Mause des Experiments wurden im Alter von acht bis zwolf Wochen mit H. pylori
infiziert, woraufthin Proben des Magens mittels PCR untersucht wurden. Dies kann mit der erst
kurz zuriickliegenden Infektion in Zusammenhang gebracht werden. Das Immunsystem
reagiert innerhalb der ersten zwei bis drei Tage auf eine H. pylori-Infektion - zuerst
unspezifisch durch die angeborene Immunabwehr. Die Ausschiittung von Zytokinen und die
Aktivierung der T-Zellen als Teil des erworbenen Immunsystems nimmt einige Wochen in
Anspruch. Die fritheste T-Zell-Antwort wurde nach zwei Wochen detektiert (77).
Zusammenfassend lasst sich eine Korrelation der Expression der miR-155 und der Th17-Zellen

mit zunehmendem Alter der H. pylori infizierten INS-GAS-Mause nachweisen.

Die Rolle von IL-17 bei der Entziindungsreaktion unterscheidet sich von derjenigen bei der
Tumorentstehung im Magen. Die entarteten, sich unkontrolliert vermehrenden Zellen des
Organismus sind in Zellverbiande bestehend aus Fibroblasten, Fettzellen, Muskelzellen, aber
auch Immunzellen eingebettet. Dieses unmittelbare Umfeld des Tumors kann

immunsuppressiv wirken und so die erhdhte Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine
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begiinstigen. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde immunhistochemisch ein erhohtes IL-
17-Level mit einem verminderten Uberleben assoziiert (78). Eine wiederum andere Studie
untersuchte den Zusammenhang zwischen der IL-17-Expression und dem erhdéhten invasiven
Wachstum des Karzinoms selbst oder dem verstarkten Gefafwachstum des Adenokarzinoms

des Magens (79).

4.4.2 Der Einfluss der miR-155 auf regulatorische T-Zellen

In unserer Studie wurde die Expression von FoxP3 und IL-10 unter dem Einfluss einer H.
pylori-Infektion im INS-GAS-Mausmodell untersucht. Bei der H. pylori-induzierten
Entziindungsreaktion und der Persistenz des Erregers nehmen regulatorische T-Zellen eine
zentrale Rolle ein. Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wird speziell von den CD4+-CD25high-T -
Zellen exprimiert und stellt somit einen molekularen Marker fiir diese Zelllinie dar. IL-10 wird
von regulatorischen T-Zellen exprimiert. Im Rahmen unserer Untersuchungen war die
Erhéhung von FoxP3 zwar bei allen Altersgruppen sichtbar, jedoch nur im Alter von 36 und 50
Wochen signifikant (p < 0,05). Bei der Betrachtung der Expression von IL-10 zeigte sich eine
Erhohung jedoch nur im Alter von 50 Wochen (p = 0,0111).

Treg-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der immunologischen
Toleranz und und sind sowohl an der H. pylori vermittelten Entziindungsreaktion als auch an
der Persistenz des Erregers beteiligt. Die regulatorischen T-Zellen wirken entweder direkt im
Zell-Zell-Kontakt oder beglinstigen die Zytokinausschiittung von TGF-3 und IL-10 (63). Vier
Untergruppen dieser Zellart sind bekannt: die natiirlich vorkommenden FoxP3-CD4+CD25+high-
Treg-Zellen, die peripher induzierten FoxP3-T..g-Zellen, die historisch vorkommenden IL-10
produzierenden Trl-Zellen sowie die TGF-f produzierenden Th3-Zellen (68). Die ersten
beiden Zellarten exprimieren den spezifischen Transkriptionsfaktor FoxP3. Der Verlust dieser
Zellen fithrt zu schweren Autoimmunerkrankungen (85). Die Depletion dieser Zellen bei
gesunden erwachsenen Maiusen filihrte zur Entwicklung eines Autoimmun-
Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS), welches innerhalb von 3 Wochen den Tod der Tiere
herbeifithrte (122). Die natiirlich vorkommenden FoxP3-CD4+CD25+high-T,..-Zellen
kontrollieren die durch Th1 produzierten Effektorzellen, wohingegen Th17-Zellen vor allem

von peripher induzierten Treg-Zellen kontrolliert werden (84).

In nahezu allen bisher vorliegenden Studien wurde eine erhdhte Expression von Treg-Zellen im
Fall einer H. pylori-Infektion beschrieben (63,85,123). Die Infektion mit H. pylori findet beim
Menschen haufig im Kindesalter statt. Harris et al. haben die Unterschiede der Treg-Zellen bei

Kindern und Erwachsenen untersucht. Es zeigte sich eine weniger ausgepragte
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Entziindungsreaktion bei Kindern und eine erh6hte Expression der Tiee-Zellen und der von
ihnen produzierten Zytokine IL-10 und IGF-f3 (124). Es kann also angenommen werden, dass
regulatorische T-Zellen die Entzlindung im Magen verringern, jedoch die Persistenz des
Erregers ermoglichen. Die Aktivitdt der Treg-Zellen scheint eine plausible Erklarung fiir eine
moderate Akutphase der Infektion zu sein, die in eine chronische Entziindung und Persistenz

libergeht.

Dazu passend konnten bei dieser Untersuchung in der H. pylori-negativen Kontrollgruppe
sowohl fiir FoxP3 als auch fiir IL-10 keine Verdnderungen der jeweiligen Expression
festgestellt werden (Abb. 11). Bei Betrachtung der mit H. pylori besiedelten Mause fiel eine
vermehrte, teilweise auch signifikante Expression auf. Auch aus der eigenen Klinik sind bereits
Daten dazu publiziert (63,75). Kandulski et al. haben ein starkes Abhangigkeitsverhaltnis von
Treg-Zellen und IL-10 bereits postuliert (63). Ubereinstimmend dazu konnten wir eine erhéhte
Expression von FoxP3 als Transkriptionsfaktor der Treg-Zellen feststellen. Zu diesem Zeitpunkt
war auch eine I[L-10-Erh6éhung bei den INS-GAS-Mausen im Alter von 50 Wochen erkennbar.
Mit zunehmendem Alter der INS-GAS-Mdause tritt eine zunehmende Zellschddigung und
schlief’lich ein invasives Karzinom auf. Die eigenen Ergebnisse bekraftigen die bereits im Jahr
2006 von Enarsson et al. vertretene Ansicht liber die erhdhte Expression der Treg-Zellen beim
Magenkarzinom (125). Dies wurde 2007 durch Wang et al. noch einmal bestatigt (51). Durch
die Gruppe um Perrone wurde eine erhohte Expression der regulatorischen T-Zellen bei
Patienten mit Magenkarzinom abhangig vom TNM-Stadium im Tumorgewebe festgestellt (55).
Diese Analysen versprechen eine mogliche Prognoseabschitzung durch regulatorische T-

Zellen.

Es wurde auch bereits ein Zusammenhang zwischen miR-155-Expression und FoxP3
beschrieben, wobei die miR-155 an der Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen beteiligt
sein konnte (126). Lu et al. fanden heraus, dass eine erhohte Expression der miR-155 fiir eine
steigende Anzahl von FoxP3 und die Bildung von T.e-Zellen erforderlich ist (127). FoxP3
bindet an eine DNA-Sequenz, die fiir die Kodierung der Vorstufe BIC der miR-155

verantwortlich ist (128). Daraus resultiert ein direkter Einfluss von FoxP3 auf die miR-155.

Ein relevanter Zusammenhang zwischen der Expression der miRNA-155 und FoxP3 konnte in
unserer Studie nur fiir Tiere im Alter von 12 Wochen dargestellt werden. Eine positive
Korrelation zwischen miR-155- und IL-10-Expression in H. pylori-infizierten Tieren bestand

hingegen unabhangig vom Alter der INS-GAS-Mause.
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4.5 MiR-155-Modulationsmechanismen der Th17- und Treg-Balance

Th17-Zellen und regulatorische T-Zellen sind zwei Untergruppen der T-Zellen, die, soweit
angenommen, entgegengesetzte Effekte auf die Funktion des Immunsystems haben (73).
Wahrend Th17-Zellen sich proinflammatorisch auswirken, beeinflussen T.e-Zellen das
Immunsystem antiinflammatorisch (76,77). Der Anstieg des Anteils der Th17-Zellen
zusammen mit der Abnahme der regulatorischen T-Zellen sind moéglicherweise entscheidende
Faktoren der Pathophysiologie der H. pylori Infektion assoziierten Erkrankungen wie
beispielsweise Neoplasien. In dieser Arbeit postulieren wir, dass das Gleichgewicht der
Immunzellen und das damit verbundene miRNA-Profil sowohl als pradiktiver
beziehungsweise prognostischer Biomarker als auch als potenziell therapeutischer Ansatz in
der Behandlung von Patienten mit einer H. pylori Infektion dienen kénnte. Das hypothetische
Ziel konnte sein die Th17/T.e-Balance gezielt so auszugleichen, dass der Entwicklung von
Erkrankungen wie peptischen Ulkuserkrankungen, Autoimmunerkrankungen und der

Karzinogenese entgegengewirkt wird.

Durch Yao et al. (120) wurde bereits gezeigt, dass die miR-155 einen positiven Einfluss auf die
Differenzierung regulatorischer T-Zellen und Th17-Zellen sowie die spezifischen
Expressionsfaktoren dieser Zelllinien, FoxP3 und RORyt, hat. Das Zusammenspiel ist jedoch
komplex und von zahlreichen Faktoren wie Forkhead-Box-Protein 01, Zytokinen und
verschiedenen Signalwegen abhdngig (86-88). Durch die Arbeitsgruppe wurde sowohl in vivo
als auch in vitro eine vermehrte Expression von FoxP3 abhingig von der miR-155 gezeigt
(126). Eine signifikante Erh6hung der IL-10-mRNA und ein Anstieg von IL-10 in Zellkulturen
konnte nicht dargestellt werden. Auch wir konnten eine Erh6hung von IL-10 nur im Alter von
50 Wochen nachweisen. Es lag hier, zum einen eine Erhéhung der miR-155 sowie der
regulatorischen Zellen vor, zum anderen jedoch auch eine zunehmende Zellschadigung. Die
verminderte Expression von IL-10 beim invasiven Karzinom des Magens wurde bereits
diskutiert (s. 0.). Die Gruppe um Lu beschrieb den Einfluss von miR-155 auf die Differenzierung
der Treg-Zellen ebenfalls (127). Auch wir konnten eine signifikante Verringerung der

Expressionsniveaus von IL-10 und FoxP3-mRNA beobachten.

Der Anteil an Th17-Zellen war in unserer Studie deutlich erhéht. Dies schlussfolgerten wir aus
einer vermehrten Expression des spezifischen Transkriptionsfaktors RORyt und des Zytokins
IL-17 (Abb. 7 A-D), als auch aus erhohten Werten der miR-155, die sich mit zunehmendem
Alter der H. pylori-infizierten INS-GAS-Mause zeigten. Eine positive Korrelation konnte

zwischen RORyt und miR-155 gefunden werden. Ein kausaler Zusammenhang wurde durch
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die verschiedenen Genexpressionsanalysen in den beschriebenen Experimenten jedoch nicht
bewiesen. Der Anstieg der miR-155, des Transkriptionsfaktors der Th17-Zellen und des
dazugehorigen Zytokins IL-17 sprechen jedoch dafiir. Hier bedarf es weiterfiihrender

Untersuchungen.

Die miR-155 hemmt direkt den ,supressor of cytokine signaling 1 (SOCS1), der wiederum den
,Signal transducer and activator of transcription(p-STAT) 5 in Treg-und p-STAT3 in Th-17-Zellen
supprimiert (120,129). Durch die wegfallende Hemmung von SOCS1 kommt es zur
tibermafigen Aktivierung von STAT5 und STAT3, zur Differenzierung von Treg und Th17 sowie
zur vermehrten Expression von FoxP3 und RORyt (Abb. 16). Bei Abwesenheit der miR-155
entsteht hingegen eine iibermafdige Aktivierung von SOCS1 und damit fehlende Hemmung von
STAT3 und STATS5. Damit wurde durch Yao et al. ein verminderter Anteil von Th17- und Treg-
Zellen bei T-Zellen gezeigt (120). Foxhead Fox O1 (Foxo 1) bindet an RORyt und supprimiert
die IL-17-Produktion (86). Auf der anderen Seite wird Foxo 1 zur FoxP3-Expression in Treg-
Zellen benotigt (130). Durch Aktivierung von IL-21 und IL-6 differenzieren sich Th17-Zellen.
Das IL-6 gilt wiederum als starker Suppressor von FoxP3 und fiihrt zur Negativverstarkung
der Treg-Zellen (131). Zusammenfassend {ibt die miR-155 also einen negativen Einfluss auf den
Januskinase-Signal-Transduction-and-Activator-of-Transcription (JAK/STAT)-Signalweg aus.
Alterationen in diesem Signalweg konnen fiir eine Vielzahl von Pathomechanismen
verantwortlich sein. Eine Hemmung der Januskinase zeigte kiirzlich grofie Erfolge bei der

Behandlung der rheumatoiden Arthritis (132).
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Abb.16: Regulation der Th17- und Treg-Zelldifferenzierung und -funktion durch miR-155 (120)

4.6 Th17 /Treg - Scoring

Die Immunantwort auf eine H.pylori Infektion ist komplex und unterliegt verschiedenen
Einflussfaktoren. Wir haben mit der Idee des ,Molekularen Steady State“ eine gewisse
Dominanz von Th17-Zellen gegeniiber T.g-Zellen festgestellt, welches auf eine aktivere
Entwicklung von Th17-Zellen und eine Unterdriickung von Treg-Zellen hindeutet. Basierend
auf diesen Beobachtungen fragten wir uns, ob ein leicht anwendbares Scoring-System weiteres
diagnostisches Potential haben kénnte, auch wenn es nicht einen direkten Bestandteil dieser

Arbeit darstellt.

Das Alter des menschlichen Organismus ist einer der wichtigsten Risikofaktoren, da sich die
Immunantwort auf H. pylori im Verlauf des Lebens andert (124,133). Im kindlichen
Organismus iiberwiegt die Antwort durch regulatorische T-Zellen mit entsprechend héherer
Ausschiittung von FoxP3 und IL-10. Daher ist die Magenmukosa im Kindesalter anfalliger fiir
ein H. pylori Infektion, ist jedoch auch mit einer geringen Entziindungsreaktion assoziiert. In
Gebieten mit hoher H. pylori Durchseuchungsrate erfolgt die Infektion haufig bereits im
Kindesalter (134). Die Infektion persistiert, ohne Behandlung, in der kindlichen Magenmukosa
lebenslang (135). Gliicklicherweise entwickeln die meisten infizierten Kinder, durch eine

Herunterregulation der Th17-Antwort, keine Komplikationen wie eine Gastritis als Folge der
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H. pylori Infektion (135). Bei erwachsenen Menschen, die dauerhaft mit H. pylori infiziert sind
liberwiegt, im Vergleich zu nicht infizierten Menschen, die Anzahl der infiltrierenden
Leukozyten wie B- und T-Zellen, Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen (136,137). Bei
Erwachsenen steht die die Th17-Immunantwort im Vordergrund, was auf eine anhaltende
chronische Entziindung hindeutet. Die von Th17-Zellen ausgeschiitteten Zytokine sind mit
mehr Zellschiadigung assoziiert und begiinstigen somit die Entstehung von Ulcera im Magen

(138).

Wir haben versucht mit Hilfe des Scoring-Systems das Th17 /T -Gleichgewicht im INS-GAS-
Mausmodell darzustellen. Man kénnte spekulieren, dass mit zunehmendem Alter der H. pylori-
positiven INS-GAS-Mause und der damit einhergehenden Persistenz der Inflammation eine
Dominanz von RORyt und IL-17 gegeniiber Foxp3 und IL-10 vorhanden ist (Th17/Treg > 1).
Dies entspricht den bereits vorliegenden Ergebnissen, die bereits eine Dominanz der Th17-
Immunantwort mit zunehmendem Alter, verglichen mit der Inmunantwort beispielsweise im
kindlichen Organismus (Th17/T. < 1), zeigten. Die o.g. Studien beziehen sich jedoch auf
menschliche Organismen (133, 139).

4.7 Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus

Die Uberexpression von miR-155 kann von zentraler klinischer Bedeutung sein, da sie als
Hinweis fiir mogliche einzusetzende Therapien zur Senkung des miR-155-Spiegels fungiert
und die Entziindungsreaktion so einddmmen kann (140). Um die miR-155 zukiinftig fiir
diagnostische und auch therapeutische Zwecke zu nutzen, sind weiteren Experimente in

humanen Proben notwendig.

Die derzeit verfiigbaren Daten zeigen eine umgekehrte Beziehung zwischen Tieg-Zellen und
Karzinomen (141). Eine hohe FoxP3-Expression in Tumorzellen steht fiir eine geringere
Uberlebenschance bei Magenkarzinomen, mdglicherweise im Zusammenhang mit
Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Lymphozyten in der Mikroumgebung. Neuere
immunologische Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Fehlregulation bestimmter
miRNAs, z. B. miR-155, im Zusammenhang mit einer H. pylori-Infektion von entscheidender
Bedeutung fiir maligne Signalwege ist und zur Deregulierung von Genen fiihrt, die fiir die
Kontrolle der genomischen Stabilitit relevant sind. Klinische Strategien, die darauf abzielen,
die Uberexpression von miR-155 zu verhindern, kénnen daher eine vielversprechende

Methode zur Therapie von Tumoren darstellen (141).
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4.7 Limitationen

Trotz der ersten Ergebnisse zu diesem Thema sollen an dieser Stelle einige Limitationen wie
das Studiendesign und die Analyse als Solche erwahnt werden.

Durch die Kooperation mit dem Institut fiir Pathologie durften wir die bereits verfiigharen
Proben des etablierten Mausmodells verwenden und konnten auf weitere Versuchstiere und
das damit einhergehende Leid der Tiere verzichten. Aus diesem Grund ist die Proportion der
Tiere, beispielsweise der mannlichen und weiblichen Tiere, nicht vollstindig. Die ungleiche
Verteilung der Geschlechter stellte fiir bestimmte Fragen eine Limitation dar.

Des Weiteren gibt es zahlreiche Methoden zur Evaluation von miRNA im Gewebe. Die von uns
verwendete TagMan-basierte qPCR hat gegeniiber Microarrays den Vorteil der hohen
Spezifitit und Sensitivitit sowie der Maoglichkeit der miRNA-Quantifizierung. Dagegen
erlauben Microarrays die gleichzeitige Untersuchung einer Vielzahl von miRNAs. Wir fiihrten
im Rahmen unserer Studie kein miRNA-Profiling durch, sondern untersuchten lediglich die
Expression der miR-155 in Gewebeproben des Magens der INS-GAS-Maus. Andere miRNAs
konnten in diesen Proben ebenfalls verandert und méglicherweise als potenzieller Biomarker
des Magenkarzinoms besser geeignet sein. Ein Vorteil der gezielten Auswahl der miR-155
konnte die Vermeidung moglicher Verzerrungen durch ein ungezieltes Screening einer grof3en
Anzahl von miRNAs sein. Wie bereits diskutiert, deuten mehrere Studien auf die Relevanz der

miRNA-155 im Zusammenhang mit einer H. pylori-Infektion und dem Magenkarzinom hin.

Ein weiterer  wesentlicher Diskussionspunkt sind die unterschiedlichen
Normalisierungsmethoden in den hier zitierten Studien. In dieser Arbeit wurde zur
Normalisierung der miR-155 die etablierte Referenz ,snoR202‘ verwendet. Die Wahl der
Referenz kann einen Einfluss auf die Interpretation der Daten und damit auf den Vergleich
verschiedener Arbeiten haben. Aktuell gibt es jedoch keine einheitliche Strategie zur optimalen
Normalisierung fiir Expressionsanalysen der miRNAs (142). Dies betrifft jedoch vor allem die

zirkulierende miRNA, so dass die Ergebnisse dieser Studie davon nicht betroffen sein sollten.

Wegen des uns zur Verfligung stehenden Materials erfolgte keine histologische
Abschlussuntersuchung der einzelnen Gewebeproben der Tiere. Auch wenn die Ergebnisse
dazu recht eindeutig sind, wire eine histologische Validierung zur Bestitigung

winschenswert. Letztendlich basieren unsere Untersuchungen auf der gleichen Kohorte und

es kann nicht mit letzter Sicherheit bewiesen werden ob tatsiachlich alle Tiere in unserem
Experiment im Alter von 50 Wochen eine schwere Dysplasie/Neoplasie aufwiesen. Die

Diskussion stiitzt sich auf vergleichbare Daten aus parallelen Untersuchungen. Dafiir werden
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neue Mausexperimente oder weitere Untersuchungen in humanen Proben benétigt. Vor allem

der zweite Aspekt ist zur Evaluation der Ubertragbarkeit auf den Menschen relevant.

Es konnte gezeigt werden, dass miR-155 in Gewebeproben der Magenmukosa der INS-GAS-
Maus durch ein direktes Zusammenspiel entziindlicher Prozesse vermehrt exprimiert wird
und sich daher als Biomarker fiir das Vorliegen einer H. pylori-Infektion eignen kénnte. Ob sich
die miR-155 auch als Biomarker fiir das Vorliegen von Magenkarzinomen eignet, kann aus
unserer Studie nicht geschlussfolgert werden. Letztlich bleibt unklar, ob die Erhéhung der
miR-155 auch ohne H. pylori-Besiedlung bei fortgeschrittener Karzinogenese auftreten wiirde.
Die Untersuchung des Anstiegs der miR-155 in Proben wie Serum und Stuhl und somit die

Eignung als nicht invasiver Biomarker muss zukiinftig gepriift werden.

Bereits aus Vorarbeiten der Gruppe konnte eine eindeutige Verbindung zwischen der miR-155
und der durch H. pylori induzierten Gastritis festgestellt werden. Aber die mit der miR-155
verbundene immunologische Analyse ist keinesfalls vollstindig, daher liefern diese Daten

wertvolle Ergebnisse.

4.8 Ausblick

In der hier vorliegenden Arbeit haben wir versucht einen tieferen Einblick in die
immunologischen Prozesse der H. pylori induzierten Entziindungsreaktion in der INS-GAS-
Maus mit Fokus auf miR-155 zu gewinnen. In einem nachsten Schritt sind Studien mit einer
grofleren Studienpopulation und einem ausgeglichenen Geschlechterverhaltnis notwendig.
Auch Studien mit anderen Mausmodellen und miR-155-Knockout-Mause kénnen interessante
Ansatzpunkte darstellen. Vor dem Hintergrund einer potenziellen klinischen Nutzung der
miRNAs sollten auch humane Studien angelegt werden. Die Ubertragbarkeit unseres Scoring-
System zur Objektivierbarkeit des Th17/T.es -Gleichgewichts sollte gepriift werden. Dazu sind

auch Untersuchungen in-vitro zur Priifung der Entziindungsaktivitat denkbar.

Die Mechanismen der miRNA-Freisetzung im Rahmen der Immunreaktion scheinen
unzureichend erforscht. Zu diesem Thema und zur genaueren Physiologie der miRNAs bedarf
es weiterer Studien. Das immunologische Verstindnis kann nicht nur fiir die Diagnostik,

sondern moéglicherweise auch in der potenziellen Therapie eingesetzt werden.

Molekulare Impfstoffe bieten grofies Potential und waren ein wichtiger Schritt in der
Privention chronischer Infektionen. Die Ubertragbarkeit auf andere Erkrankungen mit

komplexen Reaktionen des Immunsystems wie Autoimmunerkrankungen sollte genauer
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betrachtet werden. Da die miR-Expression zell- und gewebsspezifisch ist miissen Effekte auf

nicht erkrankte Zellen beriicksichtigt werden.

60



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die durch H. pylori ausgeldste chronische Entziindung des Magens ist eine der Hauptursachen
fiir die Entstehung des Magenkarzinoms. Die von der normalen Magenschleimhaut liber die
chronische Gastritis, die atrophische Gastritis sowie die intestinale Metaplasie und Dysplasie
bis hin zum Adenokarzinom fithrende Sequenz wird als Correa-Kaskade bezeichnet und stellt
eines der wichtigsten Modelle fiir die Karzinogenese dar. Die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen zur Entstehung des Magenkarzinoms sind noch nicht abschliefdend geklart. In
dieser Arbeit fithrten wir Genexpressionsanalysen der miR-155 in Gewebeproben des Korpus
im INS-GAS-Mausmodell durch, bei dem die Tiere Dysplasien und Karzinome entwickelten.
Diese Genexpressionsanalysen der miR-155 lassen Riickschliisse des Einflusses auf die Th17-
Zellen und Treg-Zellen zu und legen den Zusammenhang zur Karzinomentstehung dar. Mit dem
Fortschreiten der H. pylori Infektion und des Alters der Tiere beobachteten wir einen Anstieg
der miR-155 Expression. Auch konnte ein geschlechtsspezifischer Unterschied der Expression
der miR-155 festgestellt werden. Die mannlichen Tiere zeigten, im Vergleich zu den weiblichen
Tieren, einen deutlichen Anstieg. Zusdtzlich wurde der Einfluss der miR-155 auf das
Gleichgewichtder Th17 /Treg-Zellen in Gewebeproben im INS-GAS-Mausmodell untersucht. Zur
weiteren Evaluation eines moglichen immunologischen Gleichgewichts entwickelten wir ein
Scoring-System. Es zeigte sich mit zunehmendem Alter der mit H. pylori infizierten Tiere eine
vermehrte Expression der miR-155 und eine vermehrte Expression der proinflammatorischen
Th17-Zellen. Es zeigte sich jedoch auch ein, im Vergleich zur Expression der Th17-Zellen,
deutlich geringerer Anstieg der Expression der regulatorischen T-Zellen. Zu diesem Zweck
wurden Verdanderungen der Expression der miR-155 in der Mukosa in Gewebeproben des
Magenkorpus im Zusammenhang mit T-Zellen und der damit verbundenen Balance des
Immunsystems untersucht. Inwieweit daraus sich Therapieansatze entwickeln kénnen, die
direkt die T-Zellen modulieren und so Einfluss auf die Karzinogenese haben bedarf weiterer
Untersuchungen. Sowohl das T-Zell-Gleichgewicht als auch die miR-155 kdénnen zukiinftig
durch Immunmodulation Ansatzpunkte sowohl praventiver Mafinahmen als auch
therapeutischer Mafinahmen bei der Behandlung der H. pylori Infektion und des
Magenkarzinoms sein. Die Verschiebung der Th17/T.eg-Gleichgewichts zugunsten der Th17-
Zellen konnte einen zusitzlichen Faktor der Pathophysiologie der H. pylori Infektion
assoziierten Erkrankungen darstellen. Das hypothetische Ziel konnte sein die Th17/Tres-
Balance gezielt so auszugleichen, um die Entwicklung von Erkrankungen wie peptische

Ulkuserkrankungen und der Karzinogenese entgegen zu wirken.
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