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1. Einleitung

1.1. Bedeutung von Chemokinrezeptoren in der Pathogenese der Helico-

bacter pylori Gastritis und des Magenkarzinoms

Bereits seit Ende des 19. Jahrhunderts wurden wiederkehrend Berichte Uber
den mikroskopischen Nachweis von spiralformigen Bakterien auf Magen-
schleimhaut bzw. in Magenspulflissigkeit veroffentlicht (1-4). Es dauerte jedoch
bis zum Jahre 1982 bis das Phanomen hinreichend geklart werden konnte.

In diesem Jahr gelang den beiden australischen Wissenschaftlern B. Marshall
und R. Warren die Isolation und Kultur spiralformiger, begei3elter, gram negati-
ver Bakterien aus einer Magenbiopsie eines an einem Ulcus duodeni leidenden
Patienten (5). Marshall erfullte Kochs drittes Postulat, dass der isolierte Keim
beim Gesunden die entsprechende Krankheit auslost, in einem Selbstversuch.
Er brachte so den Beweis, dass der Keim, damals noch als Campylobacter py-
loridis bezeichnet, die Ursache einer Gastritis ist, die durch Eradikation des Er-
regers mit einem Antibiotikum heilbar ist (6). Als erkannt wurde, dass es sich
bei dem entdeckten Keim nicht wie zuerst angenommen um eine Campylobac-
ter Unterart, sondern um eine eigene Spezies handelt, erfolgte die Umbenen-
nung in Helicobacter pylori (H. pylori).

Marshall und Warren, die durch die Entdeckung und Erforschung des H. pylori
das Verstandnis der Pathogenese von Erkrankungen des Magens revolutionier-

ten, wurden 2005 durch die Verleihung des Nobelpreises fur Medizin geehrt (7).

H. pylori kolonisiert die epitheliale Schleimschicht und verursacht eine charakte-
ristische Entzindung der Magenschleimhaut, die als chronisch aktive Gastritis
bezeichnet wird. Diese ist gekennzeichnet durch Infiltration der Tunica mucosa
und der Foveolae gastricae mit neutrophilen Granulozyten, sowie der Ausbil-
dung eines reaktiven, follikular-lymphatischen Infiltrats (8-10). In der H.pylori
Gastritis moduliert ein charakteristisches Chemokinmilieu uber die Chemokinre-
zeptoren der einwandernden Leukozyten die Beschaffenheit des entzindlichen

Infiltrats (11-14). Die spezifische Chemokinfreisetzung wird dabei durch direkte



Interaktion von H.pylori mit Wirtszellen gesteuert. Die induzierte Immunantwort

ist ineffektiv, da es nicht zur natirlichen Eradikation des Keims kommt.

Auf dem Boden der H. pylori Infektion entstehen als sekundare Neoplasien, A-
denokarzinome des Magens (15-17). Von der WHO wird H. pylori deshalb als

definitives Karzinogen der Klasse 1 eingestuft (18). Der Weg der Karzinogene-
se fuhrt dabei vom nicht entzindeten Magen uber die H. pylori Gastritis zur in-
testinalen Metaplasie und Dysplasie und schlieBlich zum Adenokarzinom (19).

Auch Zellen von Magenkarzinomen exprimieren Chemokinrezeptoren, die die-
sen die Reaktion auf Chemokinsignale ermoglichen. Die Expression von Che-
mokinrezeptoren auf Zellen eines Magenkarzinoms wird mit einer schlechten
Prognose und der Fahigkeit zur Metastasierung assoziiert. Somit scheinen
Chemokinrezeptoren zumindest in der Auspragung des Tumorleidens eine ent-

scheidende Rolle zu spielen (20-29).

Ob H.pylori selbst, neben der Chemokinfreisetzung im Rahmen der Infektion,
auch die Expression von Chemokinrezeptoren zu regulieren vermag, ist bislang
nicht bekannt und stellt die zentrale Fragestellung der nachfolgenden Arbeit

dar.



1.2. Das Chemokin — Chemokinrezeptorsystem

1.2.1. Ubersicht Giber Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind eine Unterfamilie von Zytokinen, deren Bedeutung zunachst in

der Rekrutierung von Entzindungszellen gesehen wurde.

Chemokine werden anhand der Position von spezifischen Cysteinresten, die an
der Ausbildung der Tertiarstruktur der Peptide beteiligt sind, in vier Untergrup-
pen, die CXC, CC, C und C3XC Chemokinen unterteilt (30-32).

Vor dem ersten Cystein liegt bei ELR-positiven CXC - Chemokinen, eine Se-
quenz von drei Aminosauren bestehend aus Glutaminsaure — Leucin — Arginin,
die entsprechend der internationalen Nomenklatur als E-L-R abgekurzt wird.
Neben ihrem gemeinsamen ELRC-Motiv haben diese in der ursprunglichen
Funktion der Chemokine, durch die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten, eine
funktionelle Gemeinsamkeit.

Die bislang bekannten Vertreter der Gruppe sind IL-8, Gro-a, Gro-3, Gro-y,
ENA-78, LDGF-PBP, GCP-2.

Die ELR negativen CXC-Chemokine, ohne ein entsprechendes ELR Motiv be-
schrieben, sind funktionell beteiligt an Migrationsvorgangen von Lymphozyten.
Bekannte Vertreter sind bislang PF4, Mig, IP10, SDF-1a/B, BUNZO/STRC33, I-
TAC und BLC/BCA-1.

Im Gegensatz dazu folgen die beiden N-terminalen Cysteinreste der CC- Che-
mokine in der Aminosauresequenz direkt aufeinander. Bei den Zielzellen der
vermittelten Chemotaxis handelt es sich meist vorrangig um Monozyten und T-
Zellen, jedoch auch um B-Zellen, naturliche Killerzellen, dendritische Zellen,
sowie um basophile und eosinophile Granulozyten.

Bislang bekannte Vertreter der B-Chemokine sind Mip-1a u. 3, MDC, TECK,
TARC, RANTES, HCC-1 u. 4, DC-CK1, Mip-3a u. 3, MCP 1-4, Eotaxin, 1309,
MIP-5, MPIF-1, 6Ckine, CTACK, sowie MEC.



Von der C-Untergruppe sind bisher nur das Lymphotaktin a und 8 als einzige
Vertreter bekannt. Strukturell auffallig ist das Fehlen des ersten und dritten
Cysteins. Die Funktion des Lymphotactins besteht in der Anlockung von T-
Zellen in den Thymus.

Bei der Gruppe der C3XC Gruppe liegen zwischen den beiden N-terminalen
Cysteinen drei andere Aminosauren. Der einzige beim Menschen gefundene
Vertreter ist das Fraktalkin, welches sowohl als membranstandiges Protein, so-
wie in loslicher Form vorkommt, und chemotaktisch auf T-Zellen, Monozyten
und neutrophile Granulozyten wirkt. (30-34)

Chemokine wirken Uber Chemokinrezeptoren auf die jeweiligen Effektorzellen.
Bislang konnten 19 verschiedene Chemokinrezeptoren identifiziert werden. Die
Einteilung erfolgt in vier verschieden Gruppen, korrespondierend zur Einteilung
der Chemokine in CC-Chemokinrezeptoren, in CXC-Chemokinrezeptoren, in

XC-Chemokinrezeptoren, sowie in C3XC-Chemokinrezeptoren.

Das Bindungsverhalten der Rezeptoren zur jeweiligen Chemokin Untergruppe
ist spezifisch, sie binden jedoch in der Regel mehrere Chemokine der Unter-

gruppe (33).

Die intrazellulare Signalkaskade erfolgt abhangig von Gy, Uber Kalziumein-
strom und Aktivierung der Proteinkinase C und der Phospholipase CB2 (35).
Die Kalziumfreisetzung als kurzfristiger und rascher Effekt der Ligandenbindung
ermoglicht die zur aktiven, amoboiden Migration erforderliche Aktinpolymerisa-
tion. Daruber hinaus fungiert Kalzium als ,second messenger” mit Einfluss auf
die Genexpression. Durch die Aktivierung der Proteinkinase C, die durch
Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten eine Schlisselrolle in der Aus-
I6sung von weiteren Signalkaskaden spielt, kommt es unter anderem zur Akti-

vierung des ras — raf — MAP-Kinase Signalwegs (36, 37).

Die Bindung eines Liganden an einen Chemokinrezeptor 16st somit eine weiter-

reichende Signalkaskade aus, die Uber blof3e Zellmotilitat hinausgeht.

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iber Chemokine und ihre korres-
pondierenden Rezeptoren (siehe Anhang 1)



1.2.2. Physiologische und pathophysiologische Aspekte der

Chemokinachse

Die Expression der Chemokinrezeptoren wurde zunachst auf Zellen der myeloi-
schen und lymphatischen Reihe nachgewiesen.

Primar wurde ihre Funktion darin gesehen, den Zellen zu ermoglichen, auf
chemotaktische Signale hin, mit aktiver Migration an den Ort der Entzindung zu
reagieren (38). Neben der Wanderung der Zellen in das entzindete Gewebe,
wird auch das Geflige des entzundlichen Infiltrats selbst, durch Chemokine or-
ganisiert. Beispielweise bilden knock-out — Mause fur das Gen von BCA-1
(CXCL13) oder dessen Rezeptor CXCRS5 keine Payerschen Plaques aus (39,
40).

Die biologische Bedeutung der Chemokinsignale bei der Wanderung von Leu-
kozyten, beschrankt sich nicht allein auf entzindliche Prozesse. Es werden
auch physiologische, nicht primar inflammatorische Wanderungsvorgange von
Leukozyten, zu den lymphatischen Organen und innerhalb dieser, durch Che-
mokine vermittelt.

Einige Chemokine werden beispielsweise konstitutiv in Lymphknoten exprimiert.
Diese nehmen Einfluss auf die Migration der Lymphozyten zu den Lymphkno-
ten, steuern aber auch die Wanderung der Lymphozyten innerhalb des Lymph-
knotens. Sie sind dadurch maf3geblich am Aufbau der funktionellen Substruktur
der lymphatischen Gewebe beteiligt (41-43).

Die Chemokin Achse spielt ebenfalls eine Rolle bei homobostatischen Prozessen
anderer Gewebe, die nicht primar lymphatischen Ursprungs sind.

Zum Beispiel findet bei der kutanen Wundheilung ein engmaschiges, chemo-
kinmoduliertes Zusammenspiel zwischen eingewanderten Leukozyten, Endo-
thelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten statt. Interessanterweise dirigieren
Chemokinsignale hierbei jedoch nicht nur die einwandernden Leukozyten.
Chemokinrezeptoren werden ebenfalls von Endothelzellen, Fibroblasten und
Keratinozyten exprimiert.

Fur Keratinozyten ist die Expression von CXCR2 nachgewiesen worden. Am



Modell der kutanen Wundheilung liegen IL-8 und Gro-a insbesondere an den
Wundrandern in hoher Konzentration vor. Infolgedessen kommt es zur gerichte-
ten Proliferation der Keratinozyten, bzw. zur Einwanderung in das Wundgebiet
vom Wundrand her, und somit zur epithelialen Deckung (44).

Neben der Haut wurde die Expression von Chemokinrezeptoren auch auf ande-
ren Epithelien nachgewiesen, u.a. auf Bronchialepithel, intestinalen Epithelien
und Endometrium (45-48). Auch hier wird die Expression der Chemokinrezepto-
ren im Zusammenhang der Gewebehomoostase, sowie der Epithelzellaktivie-
rung und konsekutiven Zytokinsekretion im Rahmen inflammatorischer Prozes-

se gesehen (45, 46).

Das Chemokinrezeptorsystem ist ebenfalls Teil der Biologie maligner Tumoren.
Analog zu der Bedeutung der Chemokinrezeptoren in der Physiologie der Epi-
thelien, sind nicht nur Malignome mesenchymaler Herkunft, sondern auch Kar-
zinome in der Lage, Chemokinrezeptoren zu exprimieren. lhre Zellen sind somit
in der Lage, auf Chemokinsignale zu reagieren.

Es ist fur eine Vielzahl Karzinome der Nachweis erbracht worden, dass von den
malignen Zellen Chemokinrezeptoren exprimiert werden. Die Expression von
Chemokinrezeptoren auf den epithelialen Zellen des Karzinoms wird dabei
meist mit Tumorprogression und Metastasierung in Verbindung gebracht (49).

Zwei Rezeptoren spielen in der Tumorbiologie hierbei die Hauptrolle. Zum einen
ist dies CXCR4, zum anderen CCRY. Ihre Synthese durch die Tumorzellen
scheint hierbei, bedingt durch die maligne Entartung stattzufinden (50, 51).

Die Expression von CXCR4 wurde unter anderem in Karzinomen der Mamma
(52), Lunge (53), Blase (54), Prostata (55) und Niere (56), des Colon (57), Na-
sopharynx (58), Pankreas (59), und Magens (24), sowie im Neuroblastom (60)
und zahlreichen Malignomen mesenchymalen Ursprungs (61-63) nachgewie-
sen.

Die physiologische Bedeutung von CXCR4 und dessen Liganden CXCL12 ist
eng mit Wachstum, Entwicklung und Zelldifferenzierung verknupft.

CXCR4 interagiert nur mit einem einzigen Liganden, SDF-1 (CXCL12 nach der

systematischen Nomenklatur) (64-67).



In der menschlichen Physiologie sind neben beschriebenen Einflissen auf die
Homoostase des intestinalen Epithels und der Angiogenese weitere Zusam-
menhange beschrieben, die Ruckschlusse auf die Rolle von CXCR4 in malig-
nen Tumoren erlauben.

CXCL12 wird beim Erwachsenen u.a. von den Stromazellen des Knochenmarks
gebildet. Es interagiert mit den hamatopoetischen Stammzellen, die CXCR4
exprimieren (68, 69). Die Chemotaxis findet bei den hamatopoetischen Stamm-
zellen ausschlief3lich tber die CXCR4 - CXCL12 Achse statt, was als Mecha-
nismus fur deren selektive Einwanderung in das Knochenmark, sowie deren
Retention im Knochenmark angesehen wird (70-73). Ebenso wird die Entwick-
lung der B-Zellen im Knochenmark, sowie das zielgerichtete Einwandern der
Plasmazellen ins Knochenmark, mit deren Expression von CXCR4 und der In-
teraktion mit CXCL12 assoziiert (74, 75).

Uber einen analogen Mechanismus findet auch die Einwanderung und Ansiede-
lung der aus dem Tumorverbund dissoziierten malignen Zellen in das Kno-

chenmark im Rahmen der Metastasierung statt (49).

Weitere Gewebe, in denen CXCL12 in hoher Konzentration vorkommt sind
Lunge, Leber, Lymphknoten, Peritoneum und Gehirn, also typische ,Metasta-
senorgane®. Die dortige Ansiedelung von Tumorzellen verschiedenen Ur-
sprungs wird ebenfalls durch die Expression von CXCR4 auf den Tumorzellen
vermittelt, sodass diese in der Lage sind, auf das dort vorkommende SDF-1zu

reagieren.

CXCR4 muss somit als eines der SchlUsselproteine der Metastasierung ange-

sehen werden (49).

Auch die Expression von CCR7 wurde auf zahlreichen Tumoren nachgewiesen.
Entsprechend der physiologischen Bedeutung des Rezeptors bei der Wande-
rung von Zellen lymphatischen Ursprungs, ist die Synthese von CCR7 zunachst
auf zahlreichen Malignomen lymphatischen Ursprungs nachgewiesen worden.
CCRY ist jedoch ebenfalls nachweisbar auf zahlreichen epithelialen Tumoren,

wie zum Beispiel Karzinomen von Mamma (76), Endometrium (77), Zervix (78),



Magen (26, 27), Leber und Pankreas (79, 80), Oesophagus (81), Colon (82),
Prostata (83) oder dem malignen Melanom (84).

Die Expression von CCRY7 ist hierbei eng mit der lymphatischen Metastasierung
assoziiert. Uber einen Mechanismus, der analog zu dem fiir dendritische Zellen
beschriebenen ablauft, kann die Einwanderung und Ansiedelung der Tumorzel-
len in den Lymphknoten Uber die Interaktion von CCL21 mit CCRY7 stattfinden
(85). Auch der Einbruch der Tumorzellen in die Lymphbahnen findet via CCR7
statt (49).

Klinisch ist die Expression von CCR7 von Tumorzellen haufig mit schlechter

Prognose verknupft.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Interaktion zwischen Chemo-
kinen und Chemokinrezeptoren in der Physiologie und Pathophysiologie des
gesamten Organismus eine umfassende Bedeutung zukommt. Neben der
Chemotaxis von Leukozyten wird auch die Architektur der Lymphknoten und
der entzundlichen Infiltrate Uber Chemokine vermittelt. Auf Epithelzellen expri-
mierte Chemokinrezeptoren verschiedener Epithelien, scheinen fur die Ho-
mostase des Eptihels eine entscheidende Rolle zu spielen. Auf malignen Tumo-
ren exprimierte Chemokinrezeptoren scheinen in den Vorgang der Metastasie-
rung einzugreifen, wobei hier die beiden Rezeptoren CXCR4 und CCRY7 die
Hauptrolle spielen.

1.3. Pathogenese Helicobacter pylori assoziierter Erkrankungen unter
Berucksichtigung des Chemokin - Chemokinrezeptorsystems

Die Infektion mit H. pylori ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten weltweit.
H. pylori wird je nach geographischer Region bei 15% (weil3e Australier) bis
95% (Algerier) der untersuchten Testpersonen gefunden. In Europa betragt die



Durchseuchung durchschnittlich etwa 35%, mit zunehmendem Lebensalter
steigt der Grad der Durchseuchung (86-88).

Auf dem Boden der H. pylori Infektion entstehen die chronisch aktive Gastritis,
die gastroduodenale Ulcuskrankheit, aber auch MALT Lymphome und Magen-
karzinome (5, 15-17, 89-95).

Die Grundvoraussetzung fur die Entstehung beider Krankheitsentitaten ist die
Infektion mit H.pylori, das heil3t die Etablierung der Gewebekolonisation durch
den Keim und die Ausldsung einer entsprechenden ineffektiven Immunreaktion,

die nicht zur Eradikation des Keims fiihrt.

1.3.1. Die Helicobacter pylori Gastritis

1.3.1.1. Pathogenese der Helicobacter pylori Gastritis

H. pylori kolonisiert die Schleimschicht, die dem Oberflachenepithel des Ma-
gens aufliegt. Der Keim sichert sich trotz der induzierten Immunreaktion, das
Uberleben in seiner 6kologischen Nische, durch zahlreiche Virulenzfaktoren,
zum Beispiel der Bildung von Urease, einem hohen Grad von Mobilitat durch
die BegeilRelung, oder der Adharenz der Bakterien an Epithelzellen (96, 97).

Die induzierte inflammatorische Reaktion des Wirtes wird als chronisch aktive
Gastritis bezeichnet. Diese ist histomorphologisch charakterisiert durch Infiltra-
tion der Schleimhaut mit neutrophilen Granulozyten. Daneben kommt es zur
Akkumulation von B- und T- Lymphozyten, sowie Makrophagen in lymphfollikel-
ahnlichen Konglomeraten in der Lamina propria an der Basis der Schleimhaut
in Form eines reaktiv ausgebildeten mucosaassoziierten lymphatischen Gewe-
bes (MALT; mucosa associated lymphatic tissue) (8-10). Die induzierte Im-

munantwort ist ineffektiv, da es nicht zur naturlichen Eradikation kommt.



Die lokale Gewebeschadigung bei der H. pylori Gastritis wird Uber folgende

zwei Wege verursacht.

Erstens kommt es zur direkten Schadigung des Epithels durch H. pylori tUber
verschieden Zytotoxine, wie z.B. das cagA- oder vacA-Protein (98).

Zweitens kommt es zur Aktivierung der eingewanderten neutrophilen Granulo-
zyten durch H. pylori und zur konsekutiven Freisetzung reaktiver Sauerstoffra-
dikale (99).

Die Aktivitat der Entzindung wird morphologisch assoziiert mit dem Ausmal}
der Infiltration des Gewebes mit neutrophilen Granulozyten.

Die entscheidende Eigenschaft der Leukozyten, die ein Verlassen des Blut-
stroms und ein Einwandern in die Magenschleimhaut ermaoglicht, ist ihr Vermo-
gen, auf chemotaktische Signale reagieren zu kdnnen. Im infizierten Gewebe
werden von Epithelzellen und Makrophagen der Lamina propria Chemokine
synthetisiert; die Leukozyten tragen die entsprechenden Chemokinrezeptoren
und vermogen daher auf dieses Signal in entsprechender Weise zu reagieren.
Chemokinrezeptoren spielen somit eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
H.pylori Gastritis.

1.3.1.2. Chemokine und Chemokinrezeptoren in der Helicobacter pylori
Gastritis

Bekannte Signale die zur Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten fuhren
sind die CXC Chemokine IL-8 und Gro-a. Beide Chemokine werden in der H.
pylori Gastritis von den Epithelzellen synthetisiert. In mehreren Studien ist be-
legt, dass beide Zytokine an der Infiltration der Mucosa mit neutrophilen Granu-
lozyten wesentlich beteiligt sind (11-14).

Sie steuern die Migration der neutrophilen Granulozyten von den kleinen Gefa-
Ren der Magenschleimhaut in das Magenepithel Uber die von den Neutrophilen
exprimierten korrespondierenden Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2
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(100). CXCR1 bindet selektiv IL-8 mit hoher Affinitat, wohingegen CXCR2 un-
spezifischer eine Reihe von Chemokinen aus der CXC Familie bindet, insbe-
sondere jedoch auch IL-8 und Gro-a (101-103).

Die Konzentration von IL-8 und Gro-a als elementare Faktoren der Neutrophi-
lenrekrutierung spielen eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der H. pylori
Gastritis in der Modulation der Entzindungsaktivitat. Die Konzentration beider
Chemokine kann somit, ebenso wie die Menge der eingewanderten neutrophi-
len Granulozyten, als Korrelat der Entzindungsaktivitat angesehen werden (14,
104-108).

1.3.1.3.  Induktion von Chemokinfreisetzung in Epithelzellen durch
Helicobacter pylori

Die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine erfolgt durch Epithelzellen
und Makrophagen der Lamina propria nach deren Aktivierung, sowie durch die
neutrophilen Granulozyten selbst.

Der pathophysiologisch mal3gebliche erste Schritt der Zellaktivierung in der H.
pylori Infektion ist die Adhasion des Bakteriums Uber Adhasine an die Magene-
pithelzelle. Diese fuhrt im Weiteren zu einer Interaktion verschiedener Virulenz-
faktoren mit der Epithelzelle, was zur Aktivierung der Zelle und in Folge dessen
zur Zytokinfreisetzung fuhrt. Bekannte Mechanismen der Epithelzellaktivierung
durch H. pylori sind:

a) Die Bindung der Urease Untereinheit 3 mit CD 74

H. pylori bildet gro3e Mengen von Urease. Ungefahr 5 — 10% der bakteriellen
Gesamtproteinmasse besteht aus dem Enzym. Sie besteht aus 2 Untereinhei-
ten a und (109, 110).

Einerseits sichert das Enzym durch die katalytische Hydrolyse von Harnstoff in
COz und NH3 das Uberleben des Bakteriums in der lebensfeindlichen Umge-
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bung des Magens durch Schaffung eines hoheren pH Mikromilieus.

Zum anderen konnte gezeigt werden, dass auch in neutralem Milieu das Vor-
handensein der Urease essentiell fur die Persistenz des Bakteriums ist. Hier
kommt der oberflachlich gelegenen Urease besondere Bedeutung zu.

Die B Untereinheit agiert als Adhasin uber eine Interaktion mit CD74 und MHC Il
Komplexen. Beide Proteine werden von Magenepithelzellen exprimiert (111).
Die Bindung an MHC Il kann zur Induktion der Apoptose fuhren (112). Durch
die Bindung an CD74, der MHC Klasse llI-assoziierten invariante Kette kommt
es seinerseits zur Aktivierung des ,nuclear factor kB“ (NFkB) (113). Die Aktivie-
rung von NFkB fuhrt im Weiteren zur Aktivierung des IL-8 Genes und damit zur
Freisetzung von IL-8 (114).

b) NFkB unabhangige Aktivierung uber das outer inflammatory protein A
(OipA)

Das OipA ist ein Protein der aulReren Membran H. pyloris. In einer Studie konn-
te gezeigt werden, dass cag negative (siehe unten) H. pylori Stamme, die OipA
exprimieren in Kulturen von Magenepithelzellen 3 mal mehr IL-8 Produktion
hervorrufen, als solche ohne OipA (115). Der Mechanismus der Zellaktivierung
nimmt dabei einen NFkB unabhangigen Weg, stattdessen kommt es Uber den
JAK (Januskinase) — Stat (Signaltransduktor und Aktivator der Transkription) —
Weg zur Phosphorylierung von Stat1 und infolgedessen dann zur Sekretion von
IL-8. Das Protein der Zellmembran, welches mit OipA interagiert, ist bislang

nicht bekannt.

c¢) CagA Transfer durch den Typ IV Sekretionsmechanismus der cag
Pathogenitatsinsel

Bei der cag Pathogenitatsinsel handelt es sich um eine Gruppe von Genen, die
uber horizontalen Gentransfer zwischen H. pylori Subspecies ubertragen wer-
den konnen. Die Pathogenitatsinsel codiert fur 27 verschiedene Proteine. Sie
beinhaltet die Information fur die Ausbildung eines Typ IV Sekretionsmecha-

nismus. Uber diesen wird ein als cagA bezeichnetes Protein, sowie ein Pepti-
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doglycan in die Wirtszelle injiziert (116, 117). Das Gen fur cagA wird als Mar-
kergen der Pathogenitatsinsel angesehen. Das cagA Protein ist das bislang
einzige bekannte Effektorprotein der cag Pathogenitatsinsel. CagA besitzt meh-
rere Tyrosinreste, die in der Wirtszelle von Kinasen der Src Familie phosphory-
liert werden (118). Phosphoryliertes cagA induziert unter anderem die Tyrosin-
phosphataseaktivitat eines als SHP-2 bezeichneten Proteins. Dieses bewirkt
uber den ras-raf-MAP-Kinase Weg die Aktivierung von NFkB, wodurch es kon-
sekutiv zur Expression des IL-8 Gens kommt (119).

Das Vorhandensein der cag Pathogenitatsinsel wird mit vermehrtem Auftreten
schwererer Gastritisformen, Ulzera und mit erhohter Karzinogenitat assoziiert.
(14, 120-123). Zu erklaren ist dies teilweise durch den oben beschriebenen Me-
chanismus der zur Freisetzung von IL-8 und folglich zur Rekrutierung von

neutrophilen Granulozyten fuhrt.

Daneben kommt es durch die Ubertragung von cagA zur Anderung der Zell-
morphologie durch Einflussnahme auf Zytoskelett und Zell-Zell Kontakte, sowie
zur Anderung der Mitoserarte (124).

1.3.2. Das Magenkarzinom

Neben den entzundlichen Erkrankungen chronisch aktive Gastritis und Magen-,
bzw. Duodenalulkus, entstehen sekundar auch neoplastische Erkrankungen auf
dem Boden der H. pylori Gastritis. Sowohl MALT Lymphome des Magens (89,
95, 125), als auch das Adenokarzinome sind hier zu nennen (15-17). Es findet
sich bei 64 — 94% der Patienten mit Magenkarzinom eine H. pylori Gastritis (15,
93, 126). Das Risiko, fur Patienten mit H. pylori Gastritis an einem Magenkarzi-
nom zu erkranken wird als drei- bis sechsfach erhoht beschrieben. Von der
WHO wird H. pylori deshalb als definitives Karzinogen der Klasse 1 eingestuft
(18).
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Der Weg der Karzinogenese fuhrt dabei vom nicht entzindeten Magen Uber die
H. pylori Gastritis zur intestinalen Metaplasie, weiter zur Dysplasie und schliel3-

lich zum Adenokarzinom (19).

Zu erwahnen ist hier, dass cag positive H.pylori Stamme eine erhdohten Karzi-
nogenitat aufweisen. (14, 120-123)
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1.4. Zentrale Fragestellung der Dissertation

In der chronisch aktiven Gastritis fUhren verschiedene Wege zur Sekretion von
IL-8 und Gro-a, die wiederum neutrophile Granulozyten rekrutieren. Die Kon-
zentration von IL-8 und Gro-a spielt dabei eine zentrale Rolle in der Modulation
der Entzindungsaktivitat (7, 24, 30, 37-39). Neutrophile Granulozyten sind
durch die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 in der Lage

durch Chemotaxis auf die Cytokinsignale zu reagieren.

Daneben besitzen Chemokine und Chemokinrezeptoren eine entscheidende
Funktion in der Biologie des Magenepithels und des Magenkarzinoms.

In mehreren Studien wurde die Expression von CXCR4 und von CCR7 auf Ma-
genkarzinomen nachgewiesen (20-25, 27-29).

Beide Rezeptoren werden mit Lymphknotenmetastasierung und schlechter
Prognose, CXCR4 mit der Entwicklung einer Peritonealkarzinose assoziiert
(22).

Die zentrale Fragestellung der nachfolgenden Arbeit lautet: Kommt es un-
ter dem Einfluss von H.pylori neben der Modulation der Chemokinfreiset-

zung, auch zu einer Anderung der Expression von Chemokinrezeptoren?

Hierzu wurde zunachst mittels Immunhistochemie die Expression von CCR7,
sowie CXCR1, -2 und -4 an Gewebeschnitten von normalem und entzindetem
Magenepithel, sowie an Magenkarzinomen und intestinaler Metaplasie und
Dysplasie getestet. Die Auswahl der Rezeptoren erfolgte anhand des beschrie-
benen Vorkommens von CXCR1 und CXCR2 auf neutrophilen Granulozyten,
sowie von CCR7 und CXCR4 auf Magenkarzinomen. Nicht bekannt war bis-
lang, ob auch die entzindete Magenschleimhaut, oder die prakanzerdsen Lasi-
onen intestinale Metaplasie und Dysplasie, CCR7 und CXCR4 exprimieren.

Danach wurden verschiedene Magenzelllinien auf ihre Chemokinrezepto-

rexpression mittels fluoreszenzaktivierter Durchflusszytometrie untersucht.
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Ausgehend davon folgten Koinkubationsexperimente von neutrophilen Granulo-
zyten, sowie Magenepithelzelllinien mit H.pylori. Von besonderem Interesse war

die Frage, ob die cag — Pathogenitatsinsel von H.pylori, die Rezeptorexpression
beeinflusst.

Die Rezeptorexpression wurde auf Proteinebene sowohl durch fluoreszenzakti-
vierte Durchflusszytometrie, als auch mit konfokaler Mikroskopie nach vorheri-
ger Farbung mittels monoklonalen Antikorpern untersucht. Zur Messung des
Expressionsniveaus auf RNA Ebene, diente eine semiquantitative reverse
Transcriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR).
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2. Material und Methoden
21.

Material

21.1.

Gerate und Verbrauchsmaterialien

15 ml Réhrchen steril

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

50 ml Rohrchen steril

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Auswertungseinheit mit Software (Cellquest
PRO)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)

Elektrophoreseapparatur

Mod. A2, Owl Separation Systems (Por-
tsmouth, Niederlande)

FACScan® (Argonlaser 488nm)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Heizblock

Type 50126101, Liebisch (Bielefeld)

Insulinspritzen

U-40 Microfine, Becton Dickinson (Heidel-
berg)

Kandilen

Neoject ® 21 und 26 G Dispomed (Gelnhau-
sen)

Mikroskop

Type 4317521, Carl Zeiss (Jena)

konfokales Mikroskop TCS SP2

Leica, (Heidelberg)

Neuberger Zahlkammer,
Tiefe 100 um, 0,0025 mm?

Marienfeld (Lauda-Kdénigshofen)

Pasteur Pipetten Glas

Hartenstein (Wurzburg)

PCR Maschine:

Gene Amp PCR System 2400,
Perkin Elmer (Waltham, Mass.)

pH — Meter

pH 537, WTW (Weilheim)

Pipette 0,1 — 10 pl

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf

Pipette 10 — 100 pl

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf

Pipette 100 — 1000 pl

Pipettenspitzen

)

( )
Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)
Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)

Pipettus

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)

Spannungsquelle

Consort E835, Owl Separation Systems (Por-
tsmouth, Niederlande)

Tuberkulinspritzen 1 ml

Dispomed (Gelnhausen)

Zellkulturflaschen

Cell Star 200 ml Greiner Bio-One, (Fricken-
hausen)

Zentrifugen:

Hettich Mikro 12-24
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2.1.2. Chemikalien

Accutase ™

PAA Laboratories GmbH (Célbe)

Agarose Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)
Borsaure Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)
Chloroform Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Columbia Agar base I

Oxoid (Wesel)

DAPI Kernfarbung

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Dextran T500

Carl Roth (Karlsruhe)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen

DMSO steril

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen

EDTA

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen

Eichlésung fur pH — Meter

— | — | — [ <=

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen

embryonales Kalberserum ( FCS)

Linaris (Bettingen am Main)

Ethanol 96% vergallt

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Ethidiumbromid

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Ethylendiamintetracetat

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Ficoll Linaris (Bettingen am Main)
Gel Elution Kit Qiaex Qiagen (Hilden)

Glutamin Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)
Glycogen MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

GroRenstandard flir DNA Gele:
123 bp GroRenstandard

100 bp GréRenstandard

Invitrogen, Karlsruhe

MBI fermentas ( St. Leon-Rot)

Isopropanol

Kaliumchlorid

(
Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)
Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Kaliumhydrogenphosphat

Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Lymphoprep™ Axis Shield PoC AS (Oslo, Norwegen)
Magnesiumchlorid Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)
Natriumazid Sigma-Alrdrich (Taufkirchen

Natriumchlorid

Natriumhydrogenphosphat

)
Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)
Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

OptEIA IL-8 ELISA Set

BD Pharmingen (San Diego, USA)

Pamer Block universal blocking reagent

Bio Genex (San Ramon, USA)

Penicillin / Streptomycin
100 x Stammlésung mit
10.000 IE / ml Penicillin und
10 mg / ml Streptomycin

PAA Laboratories GmbH (Célbe)

Rinderserumalbumin (BSA)

Linaris (Bettingen am Main)

RPMI 1640

PAA Laboratories GmbH (Célbe)

Sephadex™ G — 50 fine grade

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Super Sensitive Multilink HRP detection
system

Bio Genex (San Ramon, USA)

TNFa Immunoassay

R&D Systems (Wiesbaden)
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TRIS - Base Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

TRIS HCI Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

TRIzol® Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

Trypanblau Sigma-Alrdrich (Taufkirchen)

2.1.3. Verwendete Losungen
8 g/ NaCl; 0,2 g/l KCI; 1,15 g/l Na,HPO,4 x 2 H,0; 0,2 g/l

1x PBS KoHPQOy,; 0,1 g / MgCl, x 6H,0; Einstellen auf pH 7,4 mit
NAOH / HCI

5 x TRE 270 g TRIS — Base; 100 ml 0,5M EDTA pH 8,0; 137,5 g
Borsaure; H,O ad 5 |

DEPC H,0 1 mlI DEPC ( Diethylpyrocarbonat) auf 1 | H,O tber Nacht

schitteln, autoklavieren

DNA - Auftragepuffer, Gellade-
puffer

je eine Spatelspitze Bromphenolblau und Xylencyanol, 8
ml Glycerin, 2 ml 0,5 M EDTA

Einfriermedium

20% DMSO, 80% FCS

FACS Farbepuffer

FACS Puffer mit 0,5% BSA

FACS Puffer

1 x PBS mit 0,01% NaN3;, Lésung durch 0,1 um Nitrocellu-
losemembran filtriert

low TE

10 mM TRIS/HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA

Trypanblau

5 g/l Trypanblau, 9 g/l NaCl in H,O geldst
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2.1.4.

Antikorper fur die FACS Analyse

> 7 I < w
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L
>
O
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Anti — 1gG 2b Maus 1:100 R&D Systems Clone 53504.111 MAB
CCR1 145 (Minneapolis, USA)
Anti — 1gG 2b Maus 1:100 R&D Systems Clone 48602.121 MAB
CCR2 150 (Minneapolis, USA)
Anti — 1gG 2b Maus 1:100 R&D Systems Clone 45523.111 MAB
CCR5 181 (Minneapolis, USA)
Anti — 1gG 2b Maus 1:100 R&D Systems Clone 53504.111 MAB
CCRG6 195 (Minneapolis, USA)
Anti — polyklo- Kaninchen 1:75 Charles River Lab. (Kil3legg)
CCR7 nal
Anti — polyklo- Kaninchen 1:500 Phi ProSci Inc. Cat. No. 2097
CCR8 nal (Poway, USA)
Anti — polyk- Kaninchen 1:100 Immunisierungs- Code 569/01 Charles
CCR9 lonal River Lab. (KiRlegg)
Anti — 1gG 2b Maus 1:500 R&D Systems Clone 42705.111
CXCR1 (Minneapolis, USA)
Anti — IgG1 Maus 1:250 BD Pharmingen Clone 6C6
CXCR2 (Heidelberg)
Anti — IgG1 Maus 1:500 R&D Systems Clone 49801.111 MAB
CXCR3 160 (Minneapolis, USA)
Anti — 1gG 2b Maus 1:250 Sigma Prod. Nr. C 6598
CXCR4 (Taufkirchen)
Anti — 1gG 2b Maus 1:100 Biologo BL-MCA 1835
CXCR5 (Kronshagen)
IgG1 IgG1 Maus 1:1000 BD Pharmingen Clone 107.3
(Heidelberg)
1gG2b 1gG2b Maus 1:300 Sigma Prod. Nr. M 5534
(Taufkirchen)
Anti — Maus |1Gg PE Ziege 1:2000 Jackson IR Code 715-175-151
markiert (Suffolk, UK)
Anti — Kaninchen Fab | Schwein 1:20 Dako Code F0054
FITC markiert (Hamburg)
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2.1.5. Enzyme

Taq — DNA Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)

RNAse freie DNAse | MBI fermentas (St. Leon-Rot)
M — MuLV Reverse Transkriptase ohne in-

trinsische RNAse H Aktivitat Invitrogen (Karlsruhe)
Superscript Il

2.1.6. Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide wurde bei der Firma biomers.net (UIm) nach
entsprechender Auswahl der Sequenzen in Auftrag gegeben. Die Auswahl der
Sequenzen erfolgte unter zu Hilfenahme der online verfugbaren Software ,,Pri-
mer3“ (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) durch Eingabe der cDNA Se-
quenz in die Suchmaske des Programms. Die entsprechend gefundenen mogli-
chen Primerpaare wurden Uber die Funktion des Nukleotid Blast
(http://lwww.swbic.org/origin/proc_man/Blast/tutorial_blastn.html) mit den Se-
quenzen des menschlichen Genoms verglichen, um maogliche Bindung an ande-
re cDNA Sequenzen als die gesuchte, im Vorfeld auszuschlieRen. Zusatzlich
wurden die PCR Produkte der jeweiligen Primerpaare sequenziert und die ge-
fundenen Sequenzen Uber Nukleotid Blast, mit bekannten menschlichen cDNA
Datenbanken verglichen.
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Die Sequenzen der verwendeten Primerpaare sind die folgenden:

CCR1 Forward 5 CCT GCAGCCTTCACTTTCCTCAC 3
CCR1 Reverse 5" TAG GCG ATC ACCTCC GTC ACTTG ¥
Sequenzlange: 329 Basenpaare

CCR2 Forward 5"CCAACT CCTGCCTCCGCTCTAC?3
CCR2 Reverse 5 CCGCCAAAATAACCGATGTGATAC 3
Sequenzlange: 255 Basenpaare

CCRS5 Forward 5 TGC TAC TCG GGA ATC CTAAAAACT &
CCR5 Reverse 5 TTC TGA ACT TCT CCC CGA CAAAG 3
Sequenzlange: 280 Basenpaare

CCRG6 Forward 5 TGAATC GTAATGAAGTTIG GGG TTT &
CCRG6 Reverse 5 TTC CAT CAC AAATTT CAGACCCCT ¥
Sequenzlange: 273 Basenpaare

CCRY Forward 5 ACTCCATCATTITGTTTCGTGG GC ¥
CCRY7 Reverse 5" GCT AGT ATC CAGATGCCCACACY
Sequenzlange: 364 Basenpaare

CCR8 Forward 5" CAC AGT CACATC TTG GAT GG ¥
CCR8 Reverse 5 TGT AGT CTACGC TGG AGGAACG ¥
Sequenzlange: 271 Basenpaare

CCR9 Forward 5 GGC AAAGTC TTCCTCCCAGTCTYZ
CCR9 Reverse 5" CTC ACC AAG ACACAACCAATACG Y3
Sequenzlange: 584 Basenpaare

CXCR1 Forward 5" AGG GGC CAC ACCAACCTTCTG ¥
CXCR1 Reverse 5" AGT GCC TGC CTC AATGTC TCCAYZ
Sequenzlange: 365 Basenpaare

CXCR2 Forward 5 CAG TTACAG CTC TACCCTGCCC 3
CXCR2 Reverse 5" CCA GGA GCAAGG ACAGAC CCC ¥
Sequenzlange: 451 Basenpaare

CXCR3 Forward 5" GCT CCACCTAGC TGT AGC AGAC ¥
CXCR3 Reverse 5" GCC GAC AGG AAG ATG AAGTCT GG ¥
Sequenzlange: 300 Basenpaare

CXCR4 Forward 5" CGC TTC TAC CCC AATGACTTG TG ¥
CXCR4 Reverse 5" CCA ATG TAG TAA GGC AGC CAACAG 3
Sequenzlange: 212 Basenpaare

CXCRS5 Forward 5 GCATCT TCT TCC TCT GCT GGT 3
CXCRS5 Reverse 5 GTT CCT CTAGCT ACC CAAAATGA 3
Sequenzlange: 467 Basenpaare

GAP-DH Forward 5 AAG GTC GGAGTC AACGGATIT 3
GAP-DH Reverse 5 AGATGATGACCCTTTTGG CTC &

Sequenzlange: 425 Basenpaare
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Nach Erhalt der Primer in lyophilisiertem Zustand, wurden die Pellets entspre-
chend der angegebenen Stoffmenge in Wasser aufgelost, sodass eine Stocklo-
sung von 200 pmol/ul entsteht. Fur die Verwendung in der PCR wurde die
Primerstocklosung 1:10 verdunnt.

Fur die jeweiligen Primerpaare wurden Test PCRs mit sicher positiver cDNA bei
verschiedenen Annealing Temperaturen im Schmelzpunktbereich der Primer
und MgCl, Konzentrationen im PCR Ansatz durchgefuhrt. Diejenige Kombinati-
on mit der kraftigsten und gleichzeitig scharfsten Bande wurde fur die PCR
ausgewahlt.

Die ermittelten optimalen Bedingungen der jeweiligen PCR sind die folgenden:

cDNA Annealing Temperatur MgCl, Konzentration im PCR Ansatz
CXCR1 65°C 2,5mM
CXCR2 65°C 2,5mM
CXCR3 65°C 2,5mM
CXCR4 65°C 2,5mM
CXCR5 65°C 2,5mM
CCR1 65°C 2,5mM
CCR2 65°C 2,5mM
CCR5 63°C 3,5 mM
CCRG6 63°C 3,5 mM
CCR7 63°C 2,5mM
CCR8 63°C 2,5mM
CCR9 63°C 1,25 mM
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21.7. Verwendete Zellen

2.1.7.1. Neutrophile Granulozyten des peripheren Blutes

Die Zellen wurden entsprechend der unten stehenden Protokolle isoliert. Die
jeweiligen Zellen wurden zur Titration der optimalen Antikdrperkonzentration in
der FACS Analyse benutzt. Die cDNA der isolierten Primarzellen diente als Po-
sitivkontrolle in der RT-PCR. Neutrophile Granulozyten wurden daruber hinaus
fur die Koinkubationsexperimente mit H. pylori benutzt.

21.7.2. Zelllinien von Magenkarzinomen

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um adharente Zelllinien, die aus
Karzinomen des Magens etabliert wurden. Die verwendeten Zelllinien sind na-
mentlich KATO I, HM02, 23132, 4433, 3051, 2957, 2474. KATO Ill stammt von
einem Siegelringzellkarzinom ab, die Ubrigen von Adenkarzinomen. HMO02 wur-
de von Prof. Dr. med. S. Suerbaum, med. Hochschule Hannover zur Verfugung
gestellt, KATO IIl wurde kauflich erworben, die anderen Zelllinien wurden von
der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. H.P. Vollmers des pathologischen Instituts der
Universitat Wurzburg zur Verfigung gestellt, bzw. etabliert (23132).
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2.1.8. Proben von Magengewebe

Gewebeproben aus Magenantrum und Corpus wurden von chirurgischen Ope-
rationspraparaten gewonnen, formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Funf
Praparate zeigten keine H.pylori Gastritis (1 Patient mit Oesophaguskarzinom,
4 Patienten mit Pankreaskarzinom). Hier liel3 sich H.pylori durch modifizierte
Giemsa Farbung nicht nachweisen und das Gewebe zeigte keine entzlindliche
Infiltration.

17 Patienten zeigten eine H.pylori Gastritis, davon waren in 10 Fallen intestinale
Metaplasie und in 3 Fallen niedrigradige Dysplasie nachzuweisen. Die chro-
nisch aktive Gastritis zeigte ein moderat bis starkes chronisch entzundliches
Infiltrat aus B- und T-Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten. Die Aktivitat,
gemessen an der Infiltration der Lamina Propria, des Epithels und den Drisen-
lumina mit neutrophilen Granulozyten war moderat bis stark. In allen Gewebe-
proben wurde H.pylori sicher durch modifizierte Giemsa Farbung identifiziert.
Zusatzlich wurden 24 Magenkarzinome untersucht. Diese wurden histopatholo-
gisch entsprechend der Lauren Klassifikation als intestinaler oder diffuser Typ

eingeteilt.

Die Untersuchung an menschlichem Gewebe aus Operationspraparaten erfolg-
te mit Erlaubnis der ortlichen Ethikkommission.
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2.2. Methoden

2.2.1. Immunhistochemie von Chemokinrezeptoren auf Magengewebe

Fur die Immunhistochemische Analyse, wurden monoklonale Maus-anti-
Mensch Antikorper mit spezifischem Bindungsverhalten gegen CXCR1,
CXCR2, CXCR4 und CCRY7 verwendet. Fur die Anfarbung der Chemokinrezep-
toren wurden Formalin fixierte Gewebeschnitte entparaffiniert und in 0,01 M Cit-
rat Puffer fur 3 x 5 Minuten im Mikrowellenherd inkubiert. Unspezifische Bin-
dungsstellen wurden durch die Zugabe von Kasein Losung (Power Block uni-
versal blocking reagent, Bio Genex, San Ramon, Kalifornien) und Inkubation fur
10 Minuten bei Raumtemperatur blockiert.

Die Schnitte wurden mit dem Primarantikorper in der zuvor experimentell ermit-
telten optimalen Verdinnung (CXCR1 und CXCR2 (R&D Systems) 1:200,
CCR?7 (BD Pharmingen) 1:200, CXCR4 (Sigma) 1:100) uber Nacht bei 4°C in-
kubiert. Zur Sekundarfarbung wurde ein Biotin-Streptavidin-Peroxidase System,
entsprechend dem Herstellerprotokoll mit 3,3’-Diaminobenzidin — Tetrahydro-
chlorid als Reaktionssubstrat verwendet (Super Sensitive Multilink HRP detecti-
on System; Bio Genex, San Ramon, USA) (127). Um unspezifisch Farbung
auszuschlief3en, wurde eine Kontrollfarbung mit einer Isotypkontrolle anstatt

dem Primarantikorper durchgefuhrt.
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2.2.2. Methoden in der Zellkultur

2.2.2.1. Kultivieren von Tumorzelllinien

Die oben beschriebenen, durchweg adharenten Tumorzelllinen wurden nach
dem Auftauen in eine Kulturflasche mit RPMI 1640, welches mit 10% FCS, 5%
Glutamin und 1% 100 x Stamml6sung Penicillin / Streptomycin versetzt war U-
berfuhrt und bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Sobald die Kulturflasche zu ca.
70% konfluent mit den Zellen bewachsen war, wurden diese passagiert.

Hierzu wurde das Medium mit einer Pasteur Pipette abgesaugt und die Zellen
anschlielend mit 5 ml Accutase® Uberschichtet. Es folgte eine Inkubationspha-
se von ca. 10 Minuten bei 37°C. Nach erfolgtem Ablosen der Zellen unter mik-
roskopischer Kontrolle, wurde die Zellsuspension zusammen mit 10 ml RPMI
1640 nach vorherigem Uberfiihren in sterile 50 ml Zellkulturrdhrchen, 5 Minuten
bei 480 g zentrifugiert. Das dem Zellpellet Uberstehende Medium wurde verwor-
fen. Nach Waschen mit 10 ml RPMI 1640 und Abzentrifugieren, wurden die Zel-
len in Medium aufgenommen und ein Zehntel der Suspension in eine neue Kul-
turflasche mit 30 ml Medium Uberfuhrt.

2.2.2.2. Kryokonservierung von Tumorzelllinien

Die einzufrierenden Zellen wurden in RPMI 1640 + 5% FCS + Glutamin +
Pen/Strep aufgenommen und auf Eis vorgekuhlt. Die gekuhlte Zellsuspension
mit ca. 10° Zellen wurde 1:1 mit Einfriermedium vermischt und in 2 ml Kryo-
Rohrchen verteilt und sofort bei —80°C eingefroren. Nach ca. 2 — 3 Wochen

wurden die eingefrorenen Zellen in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.
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2.2.3. Isolation von Priméarzellen

2.2.3.1. Isolation von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden von drei gesunden Freiwilligen unter Zuhilfe-
nahme eines Sedimentationsgradienten, der Natriumdiatrizoat und Dextran 500
enthalt, isoliert.

In ein 50 ml Zellkulturrohrchen wurde 25 ml 0,9% NaCl Losung, welche 3%
Dextran enthielt Gberfuhrt. In das Rohrchen wurde nachfolgend 25 ml Blut Uber-
fuhrt. Nach 20-30 Minuten Inkubation kam es zur Phasentrennung. Im Uber-
stand fanden sich die Leukozyten, die Erythrozyten sedimentierten. Der Uber-
stand wurde in ein frisches 50 ml Rohrchen uberfuhrt und fir 15 Minuten bei
480 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in RPMI
1640 resuspendiert und abermals zentrifugiert. Das Pellet, welches die gewa-
schenen Leukozyten enthielt wurde mit Lymphoprep™ weiter aufgearbeitet. Es
wurde hierzu das Protokoll des Herstellers befolgt.

Nach Resuspension des gewaschenen Pellet in 20 ml RPMI 1640 wurde dieses
vorsichtig in 50 ml Réhrchen Gberfuhrt, in die 20 ml Lymphoprep™ vorgelegt
wurden. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 550 g, ohne Bremsung der Zentri-
fuge, enthielt das Pellet die Granulozytenfraktion, sowie einige Erythrozyten.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet nochmals mit 20 ml RPMI gewa-
schen und abzentrifugiert, um die Reste des Lymphoprep™ zu entfernen. Das
vom Medium befreite Zellpellet wurde anschlieliend in 20 ml 0,2% eiskaltem
NaCl suspendiert und sofort im Anschluss mit weiteren 20 ml eiskaltem 1,6%
NaCl suspendiert. Hierdurch kam es zur Lyse der Erythrozyten in hypoosmola-
rer Losung.

Nach 8 Minuten Zentrifugation bei 480 g wurde der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in RPMI resuspendiert.

Die Uberlebensrate der Zellen wurde durch Trypanblaufarbung kontrolliert und

die Suspension fur die weiteren Experimente verwendet.
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224, Kultivierung von Helicobacter pylori

Die beiden verwendeten H. pylori Stamme NQ351 und NQ1712 wurden se-
quentiell von einem bolivischen Patienten isoliert (128).

Bei NQ1712 handelt es sich um eine Deletionsmutante der cag Pathogenitat-
sinsel (Suerbaum et al., med. Hochschule Hannover, unveroffentlichte Daten).
Die H. pylori Kulturen wurden vom Institut fur Hygiene und Mikrobiologie der
Universitatsklinik Wurzburg als Suspensionen in RPMI 1640 mit Zusatz von
10% FCS freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Die Kultur erfolgte dort auf
Blutagarplatten (Columbia Agar base I, Oxoid, Wesel, Deutschland). Dem
Nahrmedium wurde 10% Pferdeblut, 10 mg/l Vancomycin, 2.500 U/l Polymy-
xinB, 5 mg/lI Trimethoprim und 4 mg/l Amphotericin B zugesetzt. Die H. pylori
Stamme wurden fur 24 Stunden unter mikroaeroben Bedingungen bei 37°C in-
kubiert. Die Bakterien wurden daraufhin geerntet, mit RPMI 1640 gewaschen
und abzentrifugiert und in RPMI 1640 mit Zusatz von 10% FCS suspendiert. Die
Bakterienkonzentration wurde photometrisch bestimmt. Fur die Koinkubation
mit neutrophilen Granulozyten oder Magenkarzinomzelllinien wurde den Kultu-
ren eine entsprechende Menge der Suspension zugesetzt, sodass sich etwa 50
Bakterien pro Zelle im Medium befanden (bacteria at a multiplicity of infection,
MOI).

2.25. Koinkubation von Epithelzelllinien mit Helicobacter pylori

Die wie oben stehend in Kultur gehaltenen Zelllinien wurden, nach dem zu ca.
70% konfluentes Wachstum in der Kulturflasche vorhanden war, mit Accutase™
abgeldst, in Medium gewaschen und in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen
in neuen Kulturflaschen mit 30mlI RPMI + 10% FCS, ohne Zusatz von Antibioti-
ka ausgesat. Am Folgetag erfolgte, bei inzwischen wieder erreichter Adharenz
der Zellen Mediumwechsel und Zusatz von H. pylori in Konzentration von 50
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MOI. Fir jeden zur Messung vorgesehenen Zeitpunkt wurden drei Flaschen in
Kultur genommen. Eine als Kontrollgruppe, bei der dem Medium beim Wechsel
kein H. pylori zugesetzt wurde, eine mit Zusatz von NQ351, sowie eine mit Zu-
satz von NQ1712. Zum jeweiligen Messzeitpunkt wurden die Zellen abgelost,
gewaschen, in Medium resuspendiert, mit Trypanblaufarbung auf Vitalitat ge-
pruft und anschlief3end fur die Antikdrperfarbung und nachfolgende FACS Ana-
lyse, bzw. fur die RNA Isolation verwendet.

Als Messzeitpunkte wurden 0 (Kontrollgruppe vor Stimulation mit H. pylori), 24
und 48 Stunden gewahlt.

Gemessen wurde jeweils die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR1-5,
CCR1, CCR2, sowie CCR5-9 auf Proteinebene mittels FACS, auf mMRNA Ebene
mittels RT — PCR.

2.2.6. Koinkubation von neutrophilen Granulozyten mit Helicobacter pylori

Von den entsprechend des oben stehenden Protokolls isolierten neutrophilen
Granulozyten wurden ca. 1 bis 3 x 10” Zellen mit 30 ml RPMI 1640 + 10% FCS
in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt. Je Versuchsansatz wurden auch hier fur je-
den Messzeitpunkt drei Flaschen ausgesat, die Kontrollgruppe ohne H. pylori
Zusatz, und je eine Flasche fur die Koinkubation mit dem cag positiven, bzw.
cag negativen H. pylori Stamm. Als Messzeitpunkte wurden 0 (Kontrollgruppe
vor Stimulation mit H. pylori), 0,5 und 3 Stunden gewahlt. Die zugesetzte H. py-
lori Menge wurde hierbei mit 25 MOI gewahlt.

Zum Messzeitpunkt wurden die neutrophilen Granulozyten vom Medium fur 5
Minuten bei 480 g abzentrifugiert, in RPMI 1640 gewaschen, neuerlich zentrifu-
giert und in Medium resuspendiert. Die so gewonnenen Zellen wurden entspre-
chend der Protokolle mit Trypanblaufarbung auf Vitalitat gepruft und anschlie-
Rend fur die Antikorperfarbung und nachfolgende FACS Analyse, bzw. fur die
RNA Isolation verwendet.
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Gemessen wurde jeweils die Expression von CXCR1- und CXCR2- Protein mit-
tels FACS, sowie die Expression von CXCR1 und CXCR2 mRNA mittels semi-
quantitativer RT-PCR.

2.2.7. Durchflusszytometrie mit FACS Analyse

Ausgangsprodukt fur die Antikorperfarbung und nachfolgende FACS Analyse
sind durch zweimaliges Waschen in PBS + 0,5% BSA vom Medium befreite
Zellkulturzellen oder Primarzellen. Ein Aliquot von 10 pl der Zellsuspension
wurde mit 90 ul Trypanblaulosung in einem 2 ml Reaktionsgefal® versetzt und
durch vortexen gemischt. Die gefarbte Zellsuspension wurde anschliel3end in
einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt und auf Vitalitat gepruft.

Von der ungefarbten Zellsuspension wurde anschliefend die errechnete Menge
fiir 3 x 10° Zellen in ein FACS Réhrchen iiberfiihrt.

Nach der Zentrifugation bei 480 g fiir 5 Minuten und Entfernung des Uberstan-
des, wurden 100 pl des entsprechend verdunnten Primarantikorpers zum Zell-
pellet pipettiert und durch vortexen darin suspendiert. Anschlielend erfolgte 30
Minuten Inkubation bei 4°C.

Durch Zugabe von 2 ml Waschpuffer und nachfolgender Zentrifugation bei 480
g fir 5 Minuten wurden die Zellen neuerlich pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und 100 pl des entsprechend verdunnten, farbstoffkonjugierten Se-
kundarantikorpers zum Pellet pipettiert. Nach Vortexen erfolgte 15 Minuten In-
kubation bei Raumtemperatur und Dunkelheit. Es erfolgte nochmaliges Wa-
schen der Zellen in 2 ml Waschpuffer und nach der Pelletierung bei 480 g fur 5
Minuten und Verwerfen des Uberstands die Resuspendierung in 300 ml FACS
Ladepuffer.

In entsprechender Weise wurde fur jeden der zur Farbung verwendeten Anti-
korper-Untergruppen ein Zellpellet mit einem entsprechenden standardisierten
Antikorperisotyp als Negativkontrolle und zur Herausfilterung unspezifischer
Antikorperbindung inkubiert.
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Die so gefarbten Zellen wurden anschlief3end mittels Durchflusszytometer ein-
gelesen. Es erfolgte beim Einlesen die Auswahl der registrierten Zellen mittels
Gate nach Zellgrof3e und Granularitat, so dass nach Moglichkeit nur die Daten

lebender Zellen gewonnen werden.

Die Daten von 1,5 x 10* Zellen wurden gespeichert und nachfolgend durch U-
berlagerung der Fluoreszenzintensitatskurven der gefarbten Zellen und der Iso-
typkontrolle mit der entsprechenden Software (Win MDI, Cellquest Pro) ausge-

wertet.

Die fur die Farbung benutzten Antikorperverdinnungen wurden an Tonsillenzel-
len, bzw. PBLs unter Verwendung des gleichen Farbeprotokolls titriert, da von
diesen Zellspezies die Expression von Chemokinrezeptoren bekannt ist.

2.2.8. Konfokale Mikroskopie

Zytospin Praparationen der mit H.pylori koinkubierten neutrophilen Granulozy-
ten, wurden mit Aceton fixiert und mit monoklonalen Antikdrpern Maus — anti
CXCR1 und — CXCR2 mit passenden Verdunnungen gefarbt (R&D Systems).
Nachfolgend erfolgte die Antikorperfarbung mit Cy3 konjugiertem Esel anti
Maus Immunglobulin. Die Kerne wurden mit DAPI (Sigma, Hannover) gegen
gefarbt. Die gefarbten Zellen wurden unter dem konfokalen Mikroskop (TCS
SP2, Leica, Heidelberg) betrachtet.
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2.2.9. Messung von IL-8 und TNFa Protein in den Zellkulturiberstanden

mittels enzyme linked immunoassay (ELISA)

IL-8 und TNF wurden in den Zellkulturiberstanden mittels enzyme linked im-
munoassay nachgewiesen. Die Zellkulturiberstande wurden durch Zentrifugati-
on bei 10000 g fur 1 Minute von Zelldetritus und Bakterienresten gereinigt. An-
schliel3end erfolgte de Lagerung bei -20°C bis zur Messung.

Die Zytokinkonzentration (IL-8 und TNFa) in den Zellkulturiberstanden wurde
unter Verwendung von kauflichen Kits unter Einhaltung des Herstellerprotokolls
bestimmt (IL-8: OPTEIA IL-8 ELISA Set BD Pharmingen, San Diego Kalifornien;
TNFa: R&D Systems, Wiesbaden).

Die Zelluberstande wurden in passenden Verdinnungen verwendet. Die Mes-
sung von IL-8 wurde dreifach durchgefuhrt, die von TNFa doppelt. Es wurden
Mittelwerte und Standardabweichung bestimmt.
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2.210. Molekularbiologische Methoden zur Durchfuhrung der semiquantita-

tiven reverse Transkriptase — Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

2.2.10.1. Methoden zur Aufreinigung und Konzentrierung von Nukeinsaurelo-

sungen

2.2.10.1.1. Prazipitation mit Alkohol

Die Prazipitation mit Alkohol erfordert die Anwesenheit monovalenter Kationen.

Zu der Losung wurde hinzu pipettiert:

1/10 des Volumens an 3 M NaCH3;COO (Natriumacetat)
fir RNA pH 4,6; fir DNA ph 5,2,

sowie das 3 fache des Volumens 96% Vol. Ethanol

Die nach 30 Minuten bei —20°C ausgefallene Nukleinsaure wurde durch 20 Mi-
nuten Zentrifugation bei 16000 g und 4°C als Pellet gesammelt. Die Uberste-
hende Flussigkeit wurde durch Aspiration entfernt, das Pellet anschlieRend mit
70% Vol. Ethanol gewaschen, um verbleibende Salze zu entfernen, und
schlief3lich im Heizblock bei 65°C fur ca. 5 Minuten getrocknet. Das erneute

Auflosen erfolgte entweder in ddH20 oder low TE.

2.2.10.1.2. Gelfiltrationschromatographie

Zur Entfernung von niedermolekularen Verunreinigungen, wie z.B. dNTP oder
Oligonukleotiden, aus einer DNA Losung, wurde eine Gelfiltrationschroma-
tographie mit Sephadex™ G50 durchgefuhrt.

Sephadex™ G50 wurde zu 25 g/l mit ddH>O gemischt, Uber Nacht quellen las-
sen und anschlie3end autoklaviert. Zur Vorbereitung der Chromatographiesau-
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len wurde 200 pl der aufgeschuttelten Suspension in eine 2 — 20 pl Eppendorf
Filterspitze gegeben. Diese befand sich in dem mit einem Loch versehenen De-
ckel eines 1,5 ml Schraubdeckelreaktionsgefalies.

Die so beladenen Pipettenspitzen wurden zusammen mit den 1,5 ml Rohrchen
fur 1 Minute bei 720 g zentrifugiert, um die gebrauchsfertigen Reinigungssaulen
zu erhalten. Diese wurden, nachdem sie mitsamt dem Schraubdeckel auf ein
neues Rohrchen gesetzt wurden, mit der zu reinigenden DNA Losung beladen.
Nach 3 Minuten Zentrifugation bei 720 g befand sich die gereinigte DNA im E-
luat in dem 1,5 ml Auffanggefal}.

2.2.10.1.3. Praparative Gelelektrophorese von PCR Produkten

Die Gelelektrophorese selbst wurde wie unten beschrieben mit einem 2% Aga-
rose Gel in 0,5 x TBE durchgefuhrt. Das Gel wurde nach erfolgter GroRenfrag-
mentierung jedoch mit langwelligem UV Licht (Wellenlange 320 nm) betrachtet.
Die Bande wurde mit einem sterilen Skalpell moglichst eng aus dem Gel aus-

geschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt.

Zur Abtrennung der Agarose wurde das Qiagen Kit Qiaexll entsprechend dem
Herstellerprotokoll verwendet.
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2.2.10.2. Isolation von RNA

Ein Aliquot der gleichen Zellen, die in der FACS Analyse verwendet wurden
(1x 10° bei Epithelzellen; 5x 10° bei neutrophilen Granulozyten), wurde zu-
nachst in einem RNAse freien 1,5 ml Rohrchen bei 13000 RPM fur 20 Minuten
pelletiert. Das Uberstehende Medium wurde ab pipettiert und verworfen. Das
Zellpellet wurde in 800 pl TRIzol® aufgenommen. Um eine komplette Lyse der
Zellen und ein Auflosen der Zellbestandteile herbeizufuhren, wurde das durch
auf- und abpipettieren, in TRIzol® zerkleinerte Zellpellet, je zehn mal auf eine
Tuberkulinspritze durch Kanulen vom Durchmesser 21 und 26 G und zuletzt
drei Mal auf eine Insulinspritze (40 G) aufgezogen. Die Losung wurde mit 0,5 pl
Glykogen versetzt und anschlieRend mit 160 yl Chloroform Uberschichtet, 30
Sekunden gevortext, fur 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, und schliel3-
lich 15 Minuten bei 13000 RPM bei 4°C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation
kommt es im Rohrchen zu einer Schichtung: Von oben nach unten, wassrige
Phase mit geloster RNA, Interphase, bestehend aus ausgefallener DNA und
organische Phase mit gelosten Proteinen und Lipiden. Die wassrige Phase
wurde zu ca. 2/3 vorsichtig in ein RNAse freies 1,5 ml Reaktionsgefal, in wel-
chem 400 pl Isopropanol vorlagen, uberfuhrt. Dabei wurde peinlich darauf ge-
achtet, dass es zu keiner Kontamination mit Bestandteilen der Interphase kam.
Nach dem Invertieren der Rohrchen hatte die RNA 10 Minuten Zeit um bei
Raumtemperatur auszufallen. Zur Pelletierung der ausgefallenen RNA, wurden
die Proben fur 10 Minuten bei 4°C und 13000 RPM zentrifugiert. Die entstande-
nen RNA Pellets wurden nach Abkippen des Uberstandes, mit 70% Ethanol
gewaschen, um Reste von Bestandteilen des TRIzol®, wie z.B. monovalenten
Kationen oder Phenol, zu entfernen. Nach einem erneuten Zentrifugieren fur 5
Minuten bei 4°C und 13000 RPM, wurde der Uberstand, soweit als méglich, ab-
pipettiert, und die Pellets anschlielend fur 5 — 10 Minuten im Heizblock bei 65°
C getrocknet. Das Auflosen der RNA erfolgte in 20 yl DEPC H20, beschleunigt
durch § Minuten Erwarmen auf 65°C.

Gelagert wurde die RNA entweder in wassriger Losung oder noch als Pellet in
70% Ethanol bei —-70°C.
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2.2.10.3. Aufreinigung der isolierten RNA durch DNAse-| Verdau

Da es nicht moglich war fur die Chemokinrezeptoren Primerpaare zu finden,
deren PCR Produkt die Splicing-Stelle zwischen zwei Exons Uberspannt, war es
unbedingt notwendig, mogliche Kontaminationen der isolierten RNA mit geno-
mischer DNA zu eliminieren. Dazu wurde ein Enzymverdau mit RNAse freier
DNAse-| durchgefuhrt.

15 pl RNA wurden mit 2 pl 10 x Reaktionspuffer (500 mM TRIS-HCI pH 7,5; 100
mM MgCly; 10mM DTT), 2 yl DNAse-I und 1 pl RNAsin versetzt und fur 30 Mi-
nuten bei 37°C inkubiert. Die DNAse wurde durch Zugabe von EDTA 25 mM
und Erhitzen auf 65°C fur 10 Minuten inaktiviert.

2.2.10.4. Qualitatskontrolle der RNA

Die so erhaltene RNA wurde auf die Anwesendheit von Resten genomischer
DNA gepruft, indem ein Aliquot von 1 ul als Template in einer PCR (siehe un-
ten) mit einem fur die Glycerinaldehyd (3) Phosphat Dehydrogenase spezifi-
schen Primerpaar eingesetzt wurde. Unter den entsprechenden Bedingungen
wurden 40 Zyklen gefahren. 10 yl des PCR Produktes wurden auf einem 2%
Agarose Gel analysiert. Nur wenn keine Bande sichtbar war, wurde die RNA
Probe fur die reverse Transkription verwendet. Andernfalls wurde eine erneute

TRIzol® Extraktion durchgefuhrt, bzw. die Probe verworfen.
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2.2.10.5. Reverse Transkription der mRNA in cDNA

Die reverse Transkription erfolgte mit einer rekombinanten mMuLV Reversen
Transkriptase mit fehlender RNAse H Aktivitat (Superscript Il, Invitrogen).

Dazu wurden in ein nukleasefreies 1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt:
10 pl (ca. 5 pyg) aufgereinigte DNA freie RNA,
1 pl Oligo dT (15 - 18) (0,5 pQ),

1 yl Desoxyribonukleotid — Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP jeweils
zu 10 mM bei neutralem pH Wert)

Das Reaktionsgefald wurde 5 Minuten bei 65°C inkubiert, sofort danach fur ca. 1
Minute auf Eis gekuhlt, und der Inhalt durch Zentrifugation bei 13.000 RPM fur

10 Sekunden gesammelt. Hinzugefugt wurde:

4 yl des mitgelieferten 5 x Reaktionspuffers
(250 mM TRIS — HCI ph 8,3 bei RT; 27,5 mM KCI; 15 mM MgCly)

2yl 100 mM DTT

1 ul RNAsin

Nach Mischen der Proben durch Vortexen, Abzentrifugieren, und anschlielRen-
dem Inkubieren bei 42°C fur 2 Minuten, wurden die Proben im Heizblock mit 1
Ml (200 units) Superscript |l versetzt, durch auf- und abpipettieren gemischt und
50 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Polymerase wurde durch zehnminutiges Er-
hitzen auf 70°C inaktiviert.

Die cDNA wurde sofort in einer PCR eingesetzt oder bei —20°C gelagert.
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2.2.10.6. Standard Polymerasekettenreaktion mit cONA als Template

Je Ansatz wurde in einem 0,1 ml Reaktionsgefal® zusammenpipettiert:
1 -2 pl cDNA
2,5 yl 10 x PCR Puffer (200 mM TRIS-HCI, ph 8,3; 500 mM KCI)
0,5 -2,5 yl 50 mM MgCl;
5 pul dNTP Mix (jedes dNTP zu 10 mM)
0,5 yl FORWARD Primer (10 pmol)
0,5 yl REVERSE Primer (10 pmol)
0,1 yl rekombinante Taqg DNA-Polymerase (5 U/pl)
ad 25 pl HO

Die Polymerasekettenreaktion wurde der PCR Maschine ,Gene Amp PCR Sys-
tem 2400“ von Perkin Elmer, Weiterstadt durchgefuhrt. Die Reaktion begann mit
5 Minuten denaturieren bei 94°C, gefolgt von einer wiederholten Abfolge von 30
Sekunden Denaturierung bei 94°C, 30 Sekunden Hybridisierung von Primer und
cDNA bei der ermittelten, fir das Primerpaar spezifischen Annealing Tempera-
tur, und 30 Sekunden DNA Synthese bei 72°C. Beendet wurde die PCR durch
einen letzten, 5 Minuten dauernden Syntheseschritt, und anschlieendem Ab-
kiihlen auf 4°C.

Die genauen Bedingungen der PCR mit den einzelnen Primerpaaren finden

sich im Materialteil.
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2.2.10.7. Analyse von PCR Produkten mittels Elektrophorese

Die Analyse der PCR Produkte erfolgte durch elektrophoretische GroRenfrakti-
onierung auf 2% Agarose Gel in 0,5 x TBE unter der Anwesenheit von 0,8 pg/ml
Ethidiumbromid.

In die Auftragetaschen des Gels wurden 10 pl einer 1:6 Verdinnung aus Gella-
depuffer und PCR Produkt eingebracht. Daneben wurde in jedem Gel eine
Bahn mit 10 pl, des mit 4 Volumenteilen low TE und 1 Volumenteil Gelladepuf-
fer verdinnten, 100 bp Fragmentlangenstandards beladen.

Die GroRenauftrennung erfolgte bei 130 Volt fur ca. 1 Stunde. Das Gel wurde
anschlieend unter Durchleuchtung mit ultraviolettem Licht betrachtet und mit
der Videoauswerteeinheit photographiert.

2.2.10.8. Qualitatssicherung und -kontrolle in der PCR

Zur Vermeidung von Kontaminationen durch probenfremde DNA, wurden alle
stabilen, fur die PCR bendtigten Substanzen, ebenso wie alle verwendeten Re-
aktionsgefalde, Pipettenspitzen und Pipetten vor Gebrauch ca. 15 Minuten mit
UV Licht bestrahlt. AuRerdem wurden alle Proben und Reagenzien, vor jedem
Offnen der Aufbewahrungsgefale, durch Zentrifugation, am Boden der Rohr-
chen gesammelt.

Eine PCR Probe mit einem Aquivalent an Wasser, anstatt einer Template DNA,
und eine andere mit einem Template, bei dem ein sicher positiver Produkt-
nachweis gelang, sorgte bei jedem Ansatz fur den Nachweis einwandfreier, un-
verschmutzter Reagenzien.

Des Weiteren wurden das PCR Produkt jedes Primerpaares einmal vollstandig
sequenziert, und das Ergebnis mit dem Standard Nukleotid Blast
(http://lwww.swbic.org/origin/proc_man/Blast/tutorial_blastn.html) auf mogliche

Homologien zu anderen Sequenzen des menschlichen Genoms hin analysiert.
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Durch die oben aufgefuhrten Ma3nahmen ist die Richtigkeit der Ergebnisse

aufs moglichste gesichert.

2.2.10.9. Durchfuhrung der Semiquantifizierung

Der semiquantitative Nachweis spezifischer cDNA Kopien, aus dem Pool der
gesamten cDNA verschiedener Zellpopulationen einer Zellart, beruht auf dem
visuellen Vergleich der Intensitaten der Elektrophoresebanden, der durch PCR
amplifizierten DNA Fragmente.

Die Fluoreszenzintensitaten der Elektrophoresebanden erlauben Rickschlisse
auf die in der Losung vorliegenden Konzentration der jeweiligen cDNA, da die
Zyklenzahl so gewahlt wurde, dass die Amplifikation noch im Proportionalbe-
reich der Konzentrationszunahme, und nicht schon im Sattigungsbereich liegt.
Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Proben untereinander wurde zunachst eine
PCR mit einem GAP-DH spezifischen Primerpaar angesetzt. Bei cDNA von Epi-
thelzellkulturen wurden 25 Zyklen wiederholt, bei der von neutrophilen Granulo-

zyten waren es 35 Zyklen.

Die Genexpression der GAP-DH liegt, als ,housekeeping gene’, in allen Zellen
gleicher Art, ungefahr auf gleichem Niveau. Bei gleicher Fluoreszenzintensitat

der Banden der GAP-DH ist folglich die Annahme gerechtfertigt, dass Konzent-
rationen der jeweiligen cDNA Kopien in den Proben untereinander vergleichbar

sind.

Wenn die unter UV Licht erscheinenden Banden, im Gel, bei den zu verglei-
chenden Proben nicht die Gleiche Intensitat hatten, wurde die in die GAP-DH
PCR eingesetzte cDNA Menge so variiert, dass die im Gel sichtbaren Banden

die gleiche Intensitat hatten.

Die auf diesem Weg ermittelte cDONA Menge wurde dann ebenso bei der PCR

fur die Chemokinrezeptoren eingesetzt.
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2.2.10.10. Sequenzierung von PCR — Produkten

Die Sequenzierung von PCR Produkten erfolgte mit der fluoreszenzgestutzten
Didesoxyribonukleotid - Kettenabbruchmethode mit einem kauflichen Kit. Das
PCR Produkt wurde unter Zuhilfenahme einer praparativen Gelelektrophorese
in moglichst reiner Form isoliert. Die Qualitat der Reinigung wurde mit einer a-
bermaligen Gelelektrophorese eines 2 ul Aliquots der gereinigten Probe in ei-
nem Mini Gel Uberpruift. Gleichzeitig war es moglich, die ungefahre DNA Kon-
zentration der Probe abzuschatzen, indem als Vergleichsmalistab die Intensita-
ten der Banden des GrolRenstandards mit bekannter Konzentration herangezo-

gen wurde.

Ca. 30 — 50 ng der DNA Probe wurde mit 0,5 ul (10 pmol) eines Oligonukleotids
des zur Generierung des DNA Fragments verwendeten Primerpaares versetzt,
und mit Wasser auf 7 ul aufgeflllt. Hinzupipettiert wurden weiter 7 pl des Se-
guenzier Mastermixes aus dem verwendeten Kit.

Die Sequenzierung des Produktes eines neuen Primerpaares wurde jeweils mit
beiden Oligonukleotiden als Primer in einer Sequencing-PCR durchgefuhrt. In
einem Thermocycler wurden 35 Zyklen unter folgenden Bedingungen wieder-
holt:

15 Sekunden Denaturierung der DNA bei 96°C

15 Sekunden Annealing bei der Generierung des PCR Produktes ver-
wendeten Annealing Temperatur; falls diese hoher als 60°C war, wurden
hier 60°C benutzt.

4 Minuten Synthese bei 60°C

Nach erfolgter Sequenzierreaktion, wurden die Proben durch Gelfiltrati-
onschromatographie mit Sephadex G50 gereinigt und mit Hilfe von Ethanolpra-
zipitation pelletiert. Bis zur Gelanalyse wurden die Pellets bei 4°C lichtgeschutzt

aufbewabhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Chemokinrezeptoren auf neutrophilen Granulozyten unter dem Ein-

fluss von H.pylori

3.1.1. neutrophile Granulozyten verlieren die Chemokinrezeptoren CXCR1
und CXCR2 in der chronisch aktiven Gastritis

In vivo ist durch immunhistochemische Darstellung von CXCR1 und CXCR2 auf
Paraffinschnitten von Gastritiden eine Expression von CXCR2 nur sporadisch
auf neutrophilen Granulozyten nachzuweisen. CXCR1 hingegen wird auf den
neutrophilen Granulozyten der Lamina propria regelmalf3ig exprimiert, wohinge-
gen in den Druasenlumina gelegene neutrophilen Granulozyten keine CXCR1
Expression aufweisen (siehe Abb.1 S.44). CXCR1 ist also auf neutrophilen
Granulozyten in Arealen, in denen ein direkter Kontakt zu H.pylori moglich ist,
herunter reguliert. Im Nachfolgenden haben wir durch in vitro Experimente un-
tersucht, ob H.pylori selbst zur Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 auf

neutrophilen Granulozyten fuhrt.
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Abb. 1: Immunhistochemische Farbung von CXCR1 in der H. pylori Gastritis(129): Die zwei
Pfeile rechts im Bild zeigen eingewanderte neutrophile Granulozyten abseits der Driisenlumina
mit kraftiger Farbung von CXCR1. Die drei Pfeile links zeigen den nahezu vollstandigen Verlust

von CXCR1 auf den neutrophilen Granulozyten in den Driisenlumina.
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3.1.2. Induktion einer schnellen Herunterregulation von CXCR1- und
CXCR2- Protein auf neutrophilen Granulozyten durch Helicobacter

pylori in vitro, unabhangig vom cag Status

Um den Einfluss von H. pylori auf die Expression von CXCR1 und CXCR2 auf
neutrophilen Granulozyten zu untersuchen, wurden isolierte neutrophile Granu-
lozyten des peripheren Blutes mit H. pylori koinkubiert. Es wurden zwei isogene
H. pylori Stamme, NQ315 und NQ1712 die sich durch das Vorhandensein der
cag Pathogenitatsinsel unterscheiden, verwendet. NQ315 ist cag positiv,
NQ1712 ist cag negativ. Die Expression von CXCR1 und CXCR2 wurde durch
FACS Analyse untersucht.

Bei allen Experimenten (n=3) war nach 0,5 h eine vollstandige Herunterregula-
tion von CXCR1- und CXCR2- Protein nachzuweisen. Die Herunterregulation
war dabei unabhangig vom cag Status des verwendeten H. pylori Stammes.
Nach 3 Stunden war kein Nachweis von CXCR1 und CXCR2 mehr moglich.

Abb. 2.1.: 0 Stunden, Kontrolle:

CXCRt
CXCR2

1
Counts
40 80 120 160 200

Counts
40 80 120 160 200
1 1 1

SSC-H
0 200 400 600 800 1000

(=] o

0 200 400 600 800 1000 100 10! 102 10° 104 100 10! 102 103 104
FSCH FL2-H FL2-H

45



Abb. 2.2.: 0,5 Stunden, Kontrolle:
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Abb. 2.3.: 3 Stunden, Kontrolle:
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Abb. 2.1-3.: Ergebnisse der FACS-Analyse bei Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit

H. pylori.

Das Diagramm links im Bild zeigt die Zellen im Dotplot und das verwendete Aufzeichnungsgate.
Die geflllte blaue Kurve entspricht der Isotypkontrolle, die griine Kurve entspricht der Farbung
von CXCR1, bzw. CXCR2.

Die Kontrollmessung nach 0; 0,5 und 3 Stunden ohne Stimulation mit H.pylori zeigt eine kraftige
Expression von CXCR1, bzw. CXCR2.

Nach 0,5 und nach 3 Stunden kann CXCR1 oder CXCR2 auf Proteinebene nicht mehr nachge-
wiesen werden. Ein Unterschied zwischen dem cag positiven und cag negativen H.pylori

Stamm konnte nicht gefunden werden.
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3.1.3. Der Verlust von CXCR1 und CXCR2 Protein unter dem Einfluss von
H.pylori scheint auf Rezeptorinternalisation und proteolytischen Ab-

bau zurtckzufihren

Frisch isolierte neutrophile Granulozyten zeigten unter dem confokalen Mikro-
skop starke Fluoreszenzsignale fir CXCR1 und CXCR2 auf der Zellmembran
und im Zytoplasma. Die gleiche Fluoreszenzintensitat und ein gleiches Vertei-
lungsmuster des Signals konnte nach 0,5 und 3 Stunden Inkubationszeit der
neutrophile Granulozyten mit Zellkulturmedium ohne H. pylori beobachtet wer-
den. Die Koinkubation mit H. pylori fuhrte hingegen, unabhangig davon, ob es
sich um cag positive oder cag negative H. pylori Stamme handelte, bereits nach
0,5 Stunden zum vollstandigen Verlust des Fluoreszenzsignals von CXCR1 und
CXCR2 auf der Zellmembran. Fluoreszenzsignale finden sich dann nur noch
punktuell im Zytosol, was auf eine Internalisierung des Rezeptors in Vesikel und
anschlieenden Abbau hinweist (siehe Abb.3 S. 49).

48



RPMI  CagA+  CagA-

Abb. 3: confokale Farbung von CXCR1 und CXCR2 auf neutrophilen Granulozyten (rote Fluo-
reszenz: CXCR1, bzw. CXCR2; grune Fluoreszenz: Kernfarbung):

Bei der Kontrollgruppe nach 0,5 Stunden Stimulation ist, erkennbar an der roten Fluoreszenz
eine kraftige Expression von CXCR1 und CXCR2 nachzuweisen. Bei Koinkubation mit H.pylori

findet sich die rote Fluoreszenz nur noch schwach und punktuell im Zytosol.
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3.1.4. Die Regulation von CXCR1 und CXCR2 mRNA auf neutrophilen

Granulozyten ist abhangig vom H.pylori cag A Status

Zur Untersuchung des Expressionsniveaus von CXCR1 und CXCR2 auf mRNA
Ebene wurde die RNA der mit H. pylori koinkubierten Zellen isoliert und die Ex-
pression der mMRNA durch semiquantitative RT-PCR bestimmt. Die Ergebnisse
der Expression von CXCR1 und CXCR2 auf mRNA Ebene unterscheiden sich
hierbei von denen der Expression auf Proteinebene.

Nach 0,5 Stunden Koinkubation mit H. pylori ist — unabhangig vom cag Status
des verwendeten H. pylori Stammes — keine Anderung des Expressionsniveaus
der mRNA von CXCR1 oder CXCR2 festzustellen.

Nach 3 Stunden fuhrt die Koinkubation mit H. pylori zu einer verringerten Ex-
pression der CXCR1- und CXCR2 mRNA. Der cag positive H. pylori Stamm
fuhrt dabei zu einer erheblich starkeren Herunterregulation der mRNA von
CXCR1 und CXCR2 (siehe Abb. 4 S. 51).
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Abb. 4: Gelelektrophorese der PCR-Produkte bei Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit

H. pylori.
GAP-DH 35 Zyklen, CXCR1 und CXCR2 40 Zyklen

Nach 0,5 Stunden ist keine wesentliche Anderung der Expression von CXCR1 und CXCR2
mRNA bei Stimulation mit H.pylori, unabhangig von dessen cag Status im Vergleich zur Kon-

trollgruppe nachweisbar (Spalte 1-3).

Nach 3 Stunden kommt es zur signifikanten Herunterregulation der CXCR1 und CXCR2 Ex-

pression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der cag positive H.pylori Stamm bewirkt eine starkere
Schwachung des CXCR1 und CXCR2 Signals bei gleicher Expression der GAP-DH (Spalte 4-

6).
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3.1.5. TNFa und IL-8 sind nicht verantwortlich fur die schnelle Herunterre-
gulation von CXCR1 und CXCR2 bei der Koinkubation von neutrophi-

len Granulozyten mit H.pylori

Fur die Internalisierung und den schnellen Abbau von CXCR1- und CXCR2-
Protein, sind zwei unterschiedliche Mechanismen bekannt. Zum Einen ist die
Internalisierung des Komplexes aus Rezeptor und Ligand fur IL-8 und CXCR1,
bzw. CXCR2 beschrieben worden (130, 131). Dieser Mechanismus ist unab-
hangig von Tyrosinkinasen und funktioniert tber die klassischen “clathrin coa-
ted pits”.

Zum Anderen ist ein Tyrosinkinasen abhangiger Weg beschrieben, der durch
TNF-a hervorgerufen werden kann (132, 133).

Beide Mechanismen wurden Uberpruft, da bekannt ist, dass H. pylori die Frei-

setzung von IL-8 und TNF-a induziert.

Nach 0,5 Stunden Koinkubation mit H. pylori kommt es nicht zum signifikanten
Anstieg der Konzentration von TNF-a oder IL-8. Die Daten wurden in der Studie
durch ELISA der Kulturiberstande gewonnen (siehe Abb. 5 a und b S.53). Die
Freisetzung von IL-8 oder TNF-a scheinen somit nicht ursachlich fur die schnel-
le Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 zu sein.

Erst nach 3 Stunden ist ein signifikanter Anstieg der Konzentration von TNFa
und IL-8 nachzuweisen. Bei der nicht infizierten Kontrollgruppe ist kein Konzent-
rationsanstieg von TNFa oder IL-8 nachzueisen. Bei Verwendung des cag posi-
tiven H.pylori Stammes kommt es zu einem geringgradig starkeren Anstieg der
Zytokinkonzentrationen.
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Abb. 5:

a) ELISA fir TNFa im Zellkulturiiberstand bei Koinkubation von neutrophilen Granulozyten
mit H. pylori

b) ELISA fur IL-8 im Zellkulturliberstand bei Koinkubation von neutrophilen Granulozyten
mit H. pylori

Nach 0,5 Stunden ist weder bei der Kontrollgruppe, noch bei den mit H.pylori stimulier-
ten neutrophilen Granulozyten, unabhangig vom cag Status, ein signifikanter Anstieg
der Konzentration von IL-8 oder TNF-a nachweisbar.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen: In vivo kann CXCR1 und CXCR2
in Arealen, in denen neutrophilen Granulozyten in Kontakt zu H.pylori treten,
nicht nachgewiesen werden. In vitro kommt es bei direktem Kontakt H.pylori zu
neutrophilen Granulozyten, zur Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2
Protein und mRNA. Dies scheint fur das Rezeptorprotein dabei durch Internali-
sierung und intrazellularen Abbau zu erfolgen und unabhangig von TNFa und
IL-8 zu sein. Die herunter Regulation der mRNA erfolgt zeitverzogert und ist
anders als der Verlust des Rezeptorproteins, bei cag positivem H.pylori starker
ausgepragt.
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3.2. Expression von CXCR4 und CCRY7 auf epithelialen Zellen des Ma-

gens

3.2.1. Expression von CXCR4 und CCR7 auf normaler Magenschleimhaut,
intestinaler Metaplasie und Dysplasie, sowie Magenkarzinomen

Immunhistochemische Untersuchungen an Paraffinschnitten von Magenkarzi-
nomen zeigen, dass CXCR4 in der Entwicklung des Adenokarzinoms ab dem
Stadium intestinale Metaplasie und Dysplasie zunehmend exprimiert wird.
Normale Schleimhaut und das Epithel der H. pylori Gastritis zeigen nur eine
schwache Expression von CXCR4. In der intestinalen Metaplasie und Dysplasie
ist die Starke der Expression von CXCR4 hoher als in nicht entzandlicher Ma-
genschleimhaut. Von den untersuchten Magenkarzinomen exprimieren nahezu
alle kraftig CXCR4. Auf Metastasen ist ebenfalls CXCR4 nachzuweisen. Ein
Unterschied in der Expressionsstarke zwischen Primartumor und Metastase
findet sich nicht (Bilder nicht gezeigt).

CCRY7 wird in vivo auf den Magenepithelzellen aller untersuchten Patienten des
gleichen Kollektivs mit nicht entziindlicher Magenmucosa und H. pylori Gastritis

exprimiert.

Die Expression war bei Patienten mit H. pylori Gastritis eindeutig starker, als bei
Patienten mit nicht entzindeter Magenschleimhaut. Ebenfalls wird CCR7 in al-
len Bereichen mit intestinaler Metaplasie und Dysplasie, sowie von den meisten
Magenkarzinomen exprimiert. Die Intensitat der Farbung bei CCR7 positiven
Zellen von intestinaler Metaplasie, Dysplasie und Magenkarzinomen unter-
scheidet sich hierbei nicht von derjenigen der H. pylori Gastritis (siehe Abb.6 S.
59).

Diese Daten veranlassten uns, die Chemokinrezeptor Expression auf Magen-
karzinom Zelllinien zu testen. Insbesondere sollte untersucht werden, ob maogli-
cherweise H.pylori selbst zu der beobachteten, vermehrten Expression von
CCRY auf den Magenkarzinomen fuhrt.
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Abb.6: CCRY7 wird vom Epithel nicht entziindeter Magenschleimhaut (a), H.pylori Gastritis (b),

intestinaler Metaplasie (e), Dysplasie (f) und Magenkarzinomen (g, h) exprimiert. Die Isotyp —

Kontrollfarbung war negativ auf normaler (¢) und entziindeter Magenschleimhaut (d). Das Epi-
thel der H.pylori Gastritis exprimierte CCR7 eindeutig starker als die nicht entziindete Magen-

schleimhaut. Originalvergréf3erung (a-h) x400.

55



3.2.2.

Expression von Chemokinrezeptoren auf Magenepithelzelllinien

Bei den verwendeten Magenzelllinien (n= 7) konnte die Expression von
Chemokinrezeptoren auf Proteinebene mittels FACS Analyse nachge-
wiesen werden. Dabei zeigten alle untersuchten Zelllinien (7 von7) die
Expression von CCR7 und CXCR4. Prinzipiell scheint zumindest ein Teil
der Zelllinien auch in der Lage zu sein, unter bestimmten Bedingungen
weitere Chemokinrezeptoren zu exprimieren (siehe Tabelle).
Nachfolgend eine tabellarische Auffihrung der Rezeptorexpression auf
den verwendeten Zelllinien. Die Rezeptorexpression wurde als vorhan-
den gewertet, wenn die Zellen regelmafig zum Zeitpunkt der Messung
das entsprechende Chemokinrezeptor Signal aufwiesen. Die Kennzeich-
nung in der Tabelle erfolgte dann durch ,+“. Gelegentliche Expression

wurde mit ,(+)“ gekennzeichnet.

Bei Wiederholung der FACSmessung zeigten die Zelllinien teilweise ei-
nen Verlust der Rezeptorexpression. Die Chemokinrezeptor-Expression
scheint somit ein dynamischer Prozess zu sein, der unter anderem von
den Kulturbedingungen abhangig ist. Dies wurde so interpretiert, dass
die entsprechende Zelllinie prinzipiell in der Lage ist, den entsprechen-
den Rezeptor zu synthetisieren, ohne dass jedoch eine konstante Ex-
pression des Rezeptors vorliegt.
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3.2.3. Die CCRY7 Expression auf Magenkarzinom - Zelllinien wird durch

H.pylori hoch geregelt

Wie sich in den Vorversuchen gezeigt hatte, sind alle sieben verwendeten Ma-
genzelllinien in der Lage CCR7 zu exprimieren. Funf der sieben Zelllinien
exprimieren CCR7 gehauft bei Nachweis mittels FACS (KATO III, HM02, 2957,
3051, 2474). Bei zwei der sieben Zelllinien findet sich CCR7 nur sporadisch
(4433, 23132).

Bei drei der funf Zelllinien, bei denen es gehauft zur Expression von CCR7
kommt, kommt es bei der Koinkubation mit H.pylori zur Hochregulation von
CCR7 (HMO02, 2474, 3051). Das Phanomen tritt dabei unabhangig vom cag Sta-
tus des fur die Koinkubation verwendeten H.pylori Stammes auf (siehe Abb.
7.3.S.59).

Bei KATO Il und 2957 ist eine Regulation von CCR7 unter dem Einfluss von
H.pylori nicht nachzuweisen, hier findet die Expression von CCR7 jedoch auch
in der Kontrollgruppe ohne Einfluss von H.pylori auf hohem Niveau statt (siehe
Abb. 7.2. S.59).

Im Falle von vollig fehlender CCR7 Expression bleibt diese auch bei Anwesen-
heit von H. pylori negativ, wie bei zwei der sieben Zelllinien gezeigt werden
konnte (4433, 23132) (siehe Abb. 7.1. S.59).
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Abb. 7.3.

Abb. 7.1-3: Ergebnisse der FACS-Analyse bei Stimulation von Magenzelllinien mit H. pylori.
Rote Kurve: Isotypkontrolle, schwarze Kurve: Farbung von CCRY.

Bei der Messung der CCR7 Expression auf den Magenzelllinien unter dem Einfluss von H.pylori

ergeben sich drei unterschiedliche Verhaltensweisen der Zellen:

Die erste Gruppe (4433, 23132) exprimiert CCR7 bei wiederholter Messung nur selten. Hier ist
keine Regulation der Rezeptorexpression unter dem Einfluss von H.pylori festzustellen. Hier
wird exemplarisch 23132 gezeigt (Abb. 7.1.).

Die zweite Gruppe (KATO lIl, 2957) exprimiert bei wiederholter Messung zu verschiedenen
Zeitpunkten CCR7 in hohem Niveau. Hier bleibt die Expression von CCR7 unter dem Einfluss
von H.pylori konstant. Exemplarisch wird hier Katolll gezeigt. (Abb. 7.2).

Die dritte Gruppe (HM02, 2474, 3051) exprimiert bei wiederholter Messung zu verschiedenen
Zeitpunkten CCR7 in maRig starkem Niveau. Hier kommt es bei der Koinkubation mit H.pylori
zur Hochregulation von CCR7 unabhangig vom cag Status des verwendeten H.pylori Stam-

mes. Exemplarisch wird hier HM02 gezeigt (Abb. 7.3.)
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3.2.4. Die CXCR4 Expression auf Magenkarzinom — Zelllinien ist unabhan-

gig von Helicobacter pylori

In vitro kommt es bei Koinkubation von Zelllinien mit H. pylori, unabhangig vom
cag Status, des fur die Koinkubation verwendeten H.pylori Stammes, zu keiner
Anderung der Expressionsstarke von CXCR4. Weder mittels FACS, noch mit-
tels RT-PCR konnte ein Unterschied in der Expression von CXCR4 bei Inkuba-
tion mit H. pylori im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden werden (siehe Abb.
8 S. 60).
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Abb. 8: Gelelektrophorese der PCR-Produkte bei Stimulation von Magenzelllinien mit H. pylori.
GAP-DH 25 Zyklen, CXCR4 40 Zyklen:

CXCR4

[ {EI00E

CXCR4 mRNA wird von allen untersuchten Zelllinien kraftig exprimiert. Ein Unterschied des

Expressionsniveaus bei Stimulation mit H.pylori ist nicht festzustellen.
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4. Diskussion:

4.1. Regulation der Expression von CXCR1 und CXCR2 auf neutrophilen
Granulozyten durch Helicobacter pylori

In den durchgefuhrten Koinkubationsexperimenten kommt es in vitro zum Ver-
lust der Expression von CXCR1- und CXCR2- Protein bei Kontakt der
neutrophilen Granulozyten zu H. pylori, sowie zeitverzogert zur Herunterregula-
tion der mRNA.

Da immunhistochemisch, die die Magenmucosa infiltrierenden neutrophilen
Granulozyten ebenfalls keine Expression der CXCR1 und CXCR2 Proteine zei-
gen (siehe Abb.1 S. 44), hat dieses Phanomen offenbar auch in vivo eine Be-
deutung.

Die schnelle Regulation des CXCR1- und CXCR2- Proteins findet unabhangig
von der cag Pathogenitatsinsel von H. pylori statt.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die schnelle Herun-
terregulation von CXCR1 und CXCR2 bei Kontakt zu H. pylori Gber Rezeptorin-
ternalisation und schnellen Abbau geschieht (siehe Abb. 2 S.45-47 und Abb. 3
S.49).

Im Zellkulturiberstand konnten mittels Immunoblot, keine spezifischen Rezep-
torproteinfragmente von CXCR1 und CXCR2 gefunden werden, sodass nicht
von einem schnellen, extrazellularem proteolytischen Abbau Uber Rezeptors-
hedding auszugehen ist (129, 134).

Molekularbiologisch sind in der Literatur zwei unterschiedliche Mechanismen flr
die Internalisierung und den schnellen Abbau von CXCR1- und CXCR2- Protein
bekannt. Zum Einen ist die Internalisierung des Komplexes aus Rezeptor und
Ligand fur IL-8 und CXCR1, bzw. CXCR2 beschrieben worden (130, 131). Die-
ser Mechanismus ist unabhangig von Tyrosinkinasen und funktioniert Uber die
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klassischen “clathrin coated pits”.

Zum Anderen ist ein Tyrosinkinasen abhangiger Weg beschrieben, der sowohl
durch TNF-q, als auch durch die Lipopolysaccharide gram negativer Bakterien
hervorgerufen werden kann (132, 133).

Beide Mechanismen wurden Uberpruft, da bekannt ist, dass H. pylori die Frei-
setzung von IL-8 und TNF-a induziert. Nach 0,5 Stunden Koinkubation mit H.
pylori kommt es nicht zum signifikanten Anstieg der Konzentration von TNF-a
oder IL-8. Die Freisetzung von IL-8 oder TNF-a sind somit nicht ursachlich fur
die schnelle Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 (siehe Abb.5 S.53).

Ein moglicher Weg, der zu der Herunterregulation der Chemokinrezeptoren in-
folge des Kontaktes zu H. pylori fUhren konnte, ist die Interaktion bakterieller
Antigene mit ,toll-like Rezeptoren® (TLRs). TLRs sind Rezeptoren der unspezifi-
schen Immunabwehr, die von Leukozyten, sowie von Epithelien gebildet wer-
den. Sie erkennen spezifische molekulare Strukturen, die charakteristisch fur
Pathogene sind und I6sen eine intrazellulare Signalkaskade aus, die zur Zellak-
tivierung und Freisetzung von Zytokinen fuhrt (135, 136).

Eine schnelle Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 in vitro wurde be-
schrieben uber die Aktivierung von TLR 2 und TLR4 (137, 138). TLR2 bindet
Lipo- und Glycoproteine verschiedener Bakterien, TLR4 bindet die Lipopolysac-
charide gram negativer Bakterien.

FuUr H. pylori sind verschiedene Interaktionspartner fur beide genannten TLRs
beschrieben worden. TLR2 bindet z.B. das ,, H. pylori neutrophil activating pro-
tein“ (HP-NAP) oder das Hitzeschockprotein 60 (HSP-60), beides relevante Pa-
thogenitatsfaktoren (139-141). Die Interaktion mit TLR4 ist ebenfalls beschrie-
ben, wenn es auch so scheint, als ob der Keim als Ganzes betrachtet, vorrangig
uber die Interaktion mit TLR2 agiert (142, 143).

Der genaue Mechanismus, bzw. der Ausloser der schnellen Chemokinrezeptor-
protein-Regulation bleibt anhand der durchgefuhrten Experimente unklar. Er
Iasst sich nicht auf die fur die Modulation von CXCR1/2 bekannten Mechanis-

62



men zurtckfuhren. Denkbar ware eine Beteiligung der TLRs, oder eine sehr

rasche autokrin vermittelte Rezeptorinternalisation.

Neben der schnellen Herunterregulation der Expression der CXCR1- und
CXCR2- Proteine, kommt es nachfolgend ebenso zur Herunterregulation der
MRNA von CXCR1 und CXCR2. Dieser Prozess findet erst spater als die Regu-
lation auf Proteinebene statt und ist in den durchgeflhrten Experimenten nach 3
Stunden nachweisbar. Hier ist im Gegensatz zu der Regulation der Proteine ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen dem cag Status des fur die Koinkubation
verwendeten H. pylori Stammes nachzuweisen. Bei Verwendung des cag posi-
tiven H. pylori Stammes kommt es zum deutlich starkeren Ruckgang der mRNA
Expression, als bei Verwendung der Deletionsmutante. Hieraus wird geschlos-
sen, dass die Herunterregulation der CXCR1 und CXCR2 mRNA ein cag ab-

hangiger Prozess ist.

Der Mechanismus der Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 mRNA
konnte beispielsweise Uber die oben beschriebene Induktion der IL-8 Freiset-
zung, durch die Aktivierung von NFkB infolge der Injektion von cagA in die Zelle
erfolgen. Gestutzt wird diese Hypothese durch die ELISA Daten. Nach 3 Stun-
den Koinkubation der neutrophilen Granulozyten mit H. pylori ist ein signifikan-
ter Anstieg der TNF-a und IL-8 Konzentration im Medium zu verzeichnen. Die
Konzentration von IL-8 ist hierbei bei der Verwendung des cag positiven H. py-
lori Stammes signifikant hoher, als bei Verwendung des cag negativen Stam-
mes. Bei der Konzentration von TNF-a ist kein Unterschied in der Konzentration
bei cag positivem oder cag negativem H. pylori Stamm nachzuweisen (129).

Die in der Arbeit dargestellten Daten zeigen, dass die Wanderung der
neutrophilen Granulozyten in der H. pylori Gastritis auch in vivo nicht nur tber
die Modulation der Chemokine, IL-8 und Gro-a reguliert wird, sondern auch G-
ber die Modulation der korrespondierenden Chemokinrezeptoren CXCR1 und
CXCR2.
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Der Kontakt zu H. pylori fuhrt zur Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 in
vitro und in vivo. Dies konnte ein moglicher wesentlicher Schritt in der Pathoge-
nese der H. pylori Gastritis sein. Nach der Anlockung der neutrophilen Granulo-
zyten durch Freisetzung der chemotaktischen Zytokine Gro-a und IL-8 kommt
es zur Einwanderung der neutrophilen Granulozyten ins Gewebe. Bei Kontakt
zu H. pylori in den foveolae gastricae fuhrt die Interaktion zwischen neutrophilen
Granulozyten und H. pylori zum Verlust der Chemokinrezeptoren. Dadurch sind
die neutrophilen Granulozyten am Ort der Entziindung fixiert und sind nicht
mehr in der Lage auf chemotaktische Reize reagieren. Es kommt zur Gewebe-
schadigung infolge der Akkumulation der neutrophilen Granulozyten in den
Drusenlumina und der dortigen Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale. Die
eigentliche Infektion wird dabei nur ineffektiv bekampft und durch die Persistenz

von H.pylori werden weitere neutrophile Granulozyten angelockt.

4.2. Chemokinrezeptorexpression von Magenepithelzelllinien

Die Biologie der Chemokine und Chemokinrezeptoren wurde deutlich kompli-
zierter, als der Nachweis von funktionellen Chemokinrezeptoren auf epithelialen
Zellen und malignen Tumoren gelang, und gezeigt wurde, dass diese auf Che-
mokinsignale reagieren konnen. Eine besondere Rolle fur Karzinome scheint
die Expression von CCR7 und CXCR4 zu spielen.

Bislang war nicht bekannt, ob H. pylori, als eines der hauptsachlichen Pathoge-
ne des Magenkarzinoms, auch die Expression der Chemokinrezeptoren auf epi-

thelialen Zellen beeinflusst.

Zunachst wurde der Status der Chemokinrezeptorexpression auf Magentumor-
zelllinien untersucht.

Die verwendeten Magenzelllinien sind in der Lage Chemokinrezeptoren zu
exprimieren. Reproduzierbar ist die Expression der Chemokinrezeptoren nach-
zuweisen fur CXCR4, sowie fur CCR7. Von den anderen Chemokinrezeptoren

wurden einige sporadisch exprimiert.
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Die Expression von CXCR4 (20-25) und CCR7 (20, 24, 27-29) auf den Tumor-
zelllinien von Magenkarzinomen deckt sich mit den Beobachtungen anderer
Untersucher. Beide Rezeptoren wurden sowohl in vitro, als auch in vivo auf

Magenkarzinomzellen gefunden.

Unter Berucksichtigung des Ursprungs einer Zelllinie aus einer einzelnen Tu-
morzelle eines Magenkarzinoms, sowie der Annahme, dass wesentliche Merk-
male der Ursprungszelle auch wahrend der Kultur erhalten bleiben, ist die Ex-
pression der Chemokinrezeptoren durch die Zelllinien nicht unerwartet.

Sowohl fur CCR?7, als auch fur CXCR4, wurde eine Rolle in der Gewebehomo-
ostsae, die eng mit Wachstum und Zelldifferenzierung assoziiert ist, beschrie-
ben. Ahnliche Prozesse spielen auch in vitro bei der Kultivierung der Zellen eine
Rolle.

CXCR4 wird insbesondere mit der Regulation des Zellwachstums am intestina-
len Epithel in Verbindung gebracht. CCR7 wird beispielsweise beschrieben als
homoostatischer Faktor in der Niere (46, 144-147). Beide Chemokinrezeptoren
sind zudem eng verknupft mit der Pathogenese maligner Tumoren und werden

mit Tumorprogression und Metastasierung assoziiert (49-51).

421. CXCR4 Expression auf epithelialen Zellen des Magens unter dem
Einfluss von Helicobacter pylori

Die Expression von CXCR4 konnte in vitro und in vivo auf Magenkarzinomzel-

len nachgewiesen werden.

Eigene immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass nicht entzindete
Magenschleimhaut und das Epithel der H. pylori Gastritis nur eine schwache
Expression von CXCR4 zeigen.

Karzinome exprimieren nahezu alle kraftig CXCR4. Auf Metastasen ist ebenfalls
CXCR4 nachzuweisen. Ein Unterschied in der Expressionsstarke ist zwischen

Primartumor und Metastase nicht zu finden.
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In der vorliegenden immunhistochemischen Untersuchung wird CXCR4 in der
Entwicklung des Adenokarzinoms ab dem Stadium intestinale Metaplasie und
Dysplasie zunehmend exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Die Expression von CXCR4 kann somit molekularbiologisch als fester Bestand-
teil in der Pathogenese des Magenkarzinoms angenommen werden. Dies wur-
de bereits in anderen Studien thematisiert, in denen mittels cONA Microarrays
nach auffalligen Genexpressionsmustern bei Magenkarzinomen gesucht wurde
(21, 23). Nicht bekannt war bislang jedoch, dass CXCR4 bereits in den Vorsta-
dien intestinale Metaplasie und Dysplasie Uberexprimiert wird.

Beim Magenkarzinom wird die Expression von CXCR4 klinisch mit der Neigung

zur Metastasierung und mit schlechter Prognose korreliert.

Nicht bekannt war bislang, ob H. pylori als karzinogener Faktor selbst die Ex-
pression der Chemokinrezeptoren beeinflusst. Basierend auf den Literaturdaten
sowie den eigenen immunhistologischen Untersuchungen wurde unter Verwen-
dung von FACS-Analyse und RT-PCR, in Koinkubationsexperimenten mit Ma-
genkarzinom-Zelllinien und H. pylori die Expression von Chemokinrezeptoren

auf den Zelllinien untersucht.

Aufgrund der Bedeutung der cag Pathogenitatsinsel fur die Auslosung schwere-
rer Gastritiden und des gehauften Auftretens beim Karzinom, wurden fur die
Koinkubationsexperimente cag positive und cag negative H. pylori Stamme he-

rangezogen.

Bei den durchgefuhrten Koinkubationsexperimenten kommt es unter dem Ein-
fluss von H. pylori nicht zur Anderung des Expressionsmusters von CXCR4.
Weder der cag positive, noch der cag negative H. pylori Stamm andert die In-
tensitat der CXCR4 Expression auf Protein- oder mRNA-Ebene. Dieses Ergeb-

nis ist koharent zu den immunhistochemisch gefundenen Befunden.

Die Expression von CXCR4 scheint somit nicht primar mit der H. pylori Infektion
assoziiert zu sein, sondern eher bedingt durch die allgemeine Anderung der

Genexpression im Rahmen der Tumorgenese.

Die Expression von CXCR4 auf den Zellen der Magenkarzinomzelllinien scheint

daher im Rahmen der Entdifferenzierung der malignen Zellen zu geschehen.
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Die Infektion mit H. pylori spielt dabei wohl eine untergeordnete Rolle. Die The-
se ist kongruent zu den in vivo Befunden der Immunhistochemie. Hier kommt es
im Zuge der Karzinogenese zur zunehmenden Expression von CXCR4 ab dem
Stadium der intestinalen Metaplasie und Dysplasie. Die starkere Expression
von CXCR4 durch die Karzinome und Metastasen im Vergleich zur Metaplasie
und Dysplasie konnte als Folge der weiteren Entdifferenzierung in einen
stammzellahnlichen Zustand gedeutet werden.

42.2. CCRY Expression auf epithelialen Zellen des Magens unter dem Ein-
fluss von Helicobacter pylori

CCRY ist inzwischen auf zahlreichen Karzinomen gefunden worden und wird
meist mit lymphatischer Metastasierung und klinisch schlechter Prognose asso-
Ziiert (76-84).

Uber einen Mechanismus, der analog zur Einwanderung dendritischer Zellen in
den Lymphknoten ablauft, wird die Einwanderung und Ansiedelung der Tumor-
zellen in den Lymphknoten Uber die Interaktion von CCL21 in den Lymphkno-
tensinus mit CCR7 beschrieben. Auch der Einbruch der Tumorzellen in die
Lymphbahnen findet via CCR7 statt (49).

Insbesondere beim Magenkarzinom wurde die Expression von CCR7 mit
Lymphknotenmetastasierung und schlechter Prognose assoziiert (26, 27).

In vivo kommt es bei der H.pylori Gastritis zur vermehrten Expression von
CCRY7 Protein, wie durch Immunhistochemie gezeigt werden konnte (siehe Er-

gebnisse).

Auf den Magenepithelzellen aller untersuchten Patienten mit nicht entztndlicher
Magenmucosa und H. pylori Gastritis wird CCRY7 in vivo exprimiert. Die Expres-
sion war bei Patienten mit H. pylori Gastritis eindeutig starker, als bei Patienten
mit nicht entzindeter Magenschleimhaut. Ebenfalls wird CCRY7 in allen Berei-

chen mit intestinaler Metaplasie und Dysplasie, sowie von den meisten Magen-
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karzinomen exprimiert. Die Intensitat der CCR7 - Farbung in Arealen mit intesti-
naler Metaplasie, Dysplasie und Magenkarzinomen unterscheidet sich hierbei

nicht von derjenigen der H. pylori Gastritis.

Auch in vitro kommt es bei den Karzinomzelllinien zur Induktion der CCR7-
Expression bei Kontakt zu H. pylori, wobei der Effekt unabhangig vom cag Sta-

tus zu sein scheint.

Die in vitro Ergebnisse der Kostimulationsexperimente konnen als Indiz gewer-
tet werden, dass die vermehrte Expression von CCR7 in der H. pylori Gastritis
durch die Magenmucosa in vivo als Effekt des Kontakts der Epithelzellen zu H.

pylori zustande kommt.

Ein ahnlicher Effekt von H. pylori wurde bereits fur dendritische Zellen be-
schrieben. Diese exprimieren im Zuge der Ausreifung CCR7, was ihnen die
Einwanderung in die Lymphgefalie und den Lymphknoten ermdglicht, sodass
diese als antigenprasentierende Zellen in Kontakt zu den T-Zellen treten kon-
nen (148). Agenzien, die in vitro zur Ausreifung der dendritischen Zellen fuhren,
sind die Lipopolysaccharide und das Flagellin von H. pylori (149, 150).

Der Weg der Signaltransduktion, der zur Ausreifung der dendritischen Zellen
fuhrt, lauft unter anderem Uber die Stimulation der ,toll-like receptors® (TLRs)
durch bakterielle Antigene ab. Die Expression von TLRs als Rezeptoren der
unspezifischen Immunabwehr durch dendritische Zellen ist bekannt. Auch be-
kannt ist eine Induktion der CCR7 Expression durch die dendritischen Zellen bei
Stimulation der TLRs (151-153).

Fur das Magenepithel wurde die Expression von TLR4, TLR5 und TLR9 nach-
gewiesen (154). Die Induktion der CCR7 Expression konnte dementsprechend
ahnlich dem Modellsystems der dendritischen Zellen via Aktivierung der TLRs

ablaufen.

Ein anderer, moglicher Signalweg der Induktion von CCR7 auf den Epithelzel-
len kdnnte die Modulation der intrazellularen Signaltransduktion durch die Akti-
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vierung von NFkB in Folge der Adhasion mit H. pylori darstellen.
Eine Induktion der Expression von CCR7 durch Aktivierung von NFkB wurde
beschrieben (155).

Bekannt ist, dass es durch die Injektion von H.pylori cagA via Typ IV Sekreti-
onsapparat in die Epithelzelle zur Aktivierung von NFkB kommt. Bei den Koin-
kubationsexperimenten war die Regulation von CCR7 jedoch unabhangig vom
cag Status des verwendeten H. pylori Stammes. Dennoch kdnnte der Signal-
weg mit der Aktivierung von NFkB einhergehen, da neben der cag Pathogeni-
tatsinsel noch andere Wege der NFkB Aktivierung durch H. pylori bekannt sind.
Beispielsweise fuhrt die Interaktion der Urease Untereinheit B mit CD74 zur Ak-

tivierung von NFkB (113).

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine direkte Interaktion von H.pylori mit
der Magenepithelzelle, zu einer Hochregulation des CCR7 Rezeptors fuhrt. Der

Signaltransduktionsweg bleibt jedoch unklar.
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5. Zusammenfassung:

Bekanntermal3en fuhrt die H.pylori Infektion des Magens uber eine komplexe
Modulation des Chemokinsystems zur Ausbildung der H.pylori Gastritis. Die
Chemokinrezeptorexpression in der H.pylori Gastritis ist jedoch bisher noch fast
nicht untersucht. Das Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der Chemokin-
rezeptorexpression im Magen und die Testung eines Einfluss von H.pylori auf

die Expression von Chemokinrezeptoren.

In vitro fuhrt die Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit H. pylori zu einer
schnellen Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2 auf Proteinebene durch
Rezeptorinternalisation und intrazellularen Abbau. Der Effekt ist unabhangig
vom cag Status von H. pylori, sowie von TNF-a- oder IL-8. Als moglicher
Signaltransduktionsmechanismus fur diesen Effekt ware die direkte Interaktion
von H. pylori mit ,toll-like receptors® (TLRs) denkbar.

Auf mRNA Ebene kommt es in vitro bei der Inkubation von neutrophilen Granu-
lozyten mit H. pylori zu einer Herunterregulation von CXCR1 und CXCR2
MRNA nach 3 Stunden. Dieser Effekt tritt bei Inkubation mit einem cag positiven
H. pylori Stamm verstarkt auf und kdnnte bedingt sein durch autokrine Herun-
terregulation der Expression von CXCR1 und CXCR2 durch IL-8.

In vivo exprimieren neutrophile Granulozyten in der H. pylori Gastritis in den
Krypten ebenfalls vermindert CXCR1 und CXCR2.

Sowohl die Expression der Chemokine als auch der korrespondierenden Che-

mokinrezeptoren wird somit durch H.pylori beeinflusst.

Es lasst sich somit der folgende Pathomechanismus postulieren:

Nach dem Eintritt der neutrophilen Granulozyten in die Schleimhaut, kommt es
Uber den direkten Kontakt mit H.pylori zum Verlust der Chemokinrezeptoren.
Die neutrophilen Granulozyten konnen somit nicht mehr auf Chemokinsignale
reagieren und werden in der Magenschleimhaut immobilisiert. Dort setzen sie
reaktive Sauerstoffradikale, proinflammatorische Zytokine und Chemokine frei,
die zur Schleimhautschadigung fuhren.
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Magenkarzinome exprimieren die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCRY7. Die
Expression wird mit der Neigung zur Metastasierung und einer schlechten klini-

schen Prognose assoziiert.

In unseren Untersuchungen wird CXCR4 in vivo wahrend des Prozess der Kar-
zinogenese im Magen ab dem Stadium der intestinalen Metaplasie exprimiert.
Bei Inkubation der Zelllinien mit cagA positiven und cagA negativen H. pylori —
Stammen, kommt es zu keiner Anderung der Expression von CXCR4. Die In-
fektion mit H. pylori ist zwar die Voraussetzung fur die Genese der intestinalen
Metaplasie, scheint jedoch nicht ursachlich an der Expression von CXCR4 be-

teiligt zu sein.

CCRY tritt in vivo auf den Magenepithelien der H. pylori Gastritis, der intestina-
len Metaplasie, Dysplasie und Magenkarzinomen auf. In vitro fuhrt die Koinku-
bation von CCR7 tragenden Magenzelllinien mit H. pylori zur Hochregulation
von CCR7 kommt. Die Expression von CCR7 auf Karzinomzellen wird ebenfalls
moglicherweise durch eine begleitende Infektion mit H. pylori begunstigt.

Der Effekt der CCR7 Induktion durch H. pylori in vitro ist unabhangig vom cag
Status des fur die Infektion verwendeten H. pylori Stammes. Die Hochregulation
von CCRY ist moglicherweise bedingt durch die intrazellulare Aktivierung von
NFkB infolge der H. pylori Infektion. Denkbar ware auch eine Induktion der Ex-
pression von CCR7 in den Magenepithelzellen in TLR abhangiger Weise, aqui-

valent zu Mechanismen, die in dendritischen Zellen beschrieben wurden.

Es lasst sich abschlieRend feststellen, dass die H.pylori Infektion nicht nur die
Freisetzung von Chemokinen, sondern auch die Expression von Chemokinre-
zeptoren wesentlich beeinflusst. Neutrophile Granulozyten verlieren in direktem
Kontakt zu H.pylori die Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2. Auf Epithel-
zellen fuhrt der direkte Kontakt zu H.pylori zur vermehrten Expression von
CCRY. Die direkte Regulation von Chemokinrezeptoren durch H.pylori scheint
also sowohl bei der H.pylori Gastritis, als auch bei der Entstehung und Progres-

sion von Magenkarzinomen eine Rolle zu spielen.
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6. Abkurzungsverzeichnis
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Anhang 1: Chemokine und die zugehorigen Rezeptoren

3

Chemokinz Systematischer- | Chromosomes Zielzelle= Rezeptor=
Namex
o
TELR*CXC-= CXCL= 2] % ]
IL-8x 8w 4a Neutrophil,-basophil - T-cellx CXCR1, 2=
GROqx 1= 4 Neutrophils (13XCR2->>-
]
GROB= P 4 Neutrophilz CXCR2=
GROyx= 3 A Neutrophils CHCR2=
ENA-78x Su Az Neutrophil= CHACR2=
LDGF-PBP= T G Fibroblast, neutrophils CHCR2=
GCP-2% [S&] Az Neutrophil= CHCR2=
TELR-CXC = ] w o o
PF4= Az A Fibroblasts Unknowins
Mli g O 4n Activated T-cell« CXCR3=
IP-10= 10= A Activated T-cell (Ty1-=-Ty2 )= CXCR3=
SDF-10/p= 12% 10% CD34*bone-marrow-cell - T-cell -dendritic-cell -B-cell - CHCR4w
naive-B-cell -activated CD4- T-cell=
BUNZO/STRC33= 16= 17= T-cell NK-T-cell= CHXCR6=
|-TACx 11= 4z Activated T-cell= CXCR3=
BLC/BCA-1= 13% 4z Naive-B-cells, activated CD4-T-cells= CXCR5#=
CCx CCL= ] u M
MIP-1= 3u 17s Monocyte/macrophage, T-cell-{Ty1-> Tn2) -NK-cell - CCR1,5%
basophil,-immature-dendritic-cell,-bone-marrow:-cell=
MIP-1px= i 17= Monocyte/macrophage, T-cell (Th1-= Tu2) - NK-cell,- CCR1,5=
basophil,-immature-dendritic-cell,-bone-marrow-cell=
MDCx= 22u 16 Immature-dendritic-cell, IA-NK-cell - T-cell-{Th2-> Ty1), | CCR4=
thymocytex
TECK= 25x 19x Macrophage, thymocytes,-dendritic-cells CCR9=
TARCx 17 16 T-cell-{Th2->Ty1), immature-dendritic-cell -IA-NK-cell, T- |CCR4x=
cell-(Th2-> Ty1), thymocytex
RANTES= Su 174 Monocyte/macrophage, T-cell-{memory T-cell-> T-cell,: | CCR1,3,5%
Th1-=Th2), NK-cell,-basophil -eosinophil -dendritic-cell=
HCC-1= 14 17 Monocytes CCR1=
HCC-4x= 16x 17x honocytes CCR1=
DC-CK 1= 18% 17 Naive T-cell-=T-cell= Unknowmnz
MIP-30= 20= 2n T-cell-{memory T-cell-= T-cell) -peripheral-blood: CCR6=
mononuclear-cell, bone-marrow-cell-dendritic-cell=
MIP-3Rx 19 5] Naive: T-cell -mature-dendritic-cell -B-cell= CCR7x=
MCP-1= P 17% T-cell, monocyte,-basophil« CCR2=
MCP-2= 8t 17% T-cell monocyte -eosinophil -basophil= CCR2=
MCP-3= Ta 17 T-cell -monocyte -eosinophil -basophil,-dendritic-cell= CCR2x=
MCP-4x 13% 17= T-cell, monocyte -eosinophil, basophil,-dendritic-cell= CCR2, 3=
° Nones 12% {(11)= Eosinophil,-monocyte - T-cellx CCR2=
Eotaxins 1% 17% Eosinophil= CCR3=
Eotaxin-2/MPIF - 2= 24z Vn T-cell-(?) -eosinophil -basophil= CCR3=
[-309= 1= 17= Neutrophil-(TCA-3-only), T-cell= CCR8=
MIP-5/HCC-2= 158 17= T-cell monocyte, neutrophil-{?),-dendritic-cell= CCR1, 3=
MPIF -1 23x 17 (?)m Monocyte  T-cell-{resting), neutrophil-{?)= Unknowinz:
B6Ckinex 21 5] Naive T-cell,-B-cell, mesangial cells-(?)= CCRT7x
CTACK= 27x oL Tcell= CCR10=
MECx 28= Sut T-cell, eosinophil= CCR10, 3=
C-and-CX3Cx o b o B
Lymphotactins XCL- 1= 1-(1)= T-cell, NK-cell= XCR1=
Fractalkinex CX3CL 1= 16= T-cell ) monocyte, neutrophil-(?)= CX3CR 1=

rELR-refers to-the-three-amino-acids that-precede-the first cysteine- residue- of the- CXC-motif - If these-amino-acids-are- Glu-
Leu-Arg-(ie'ELR*) - then-the-chemokine-is-chemotactic-for-neutrophils-while-if they-are-not-(ELR-)-then-the-chemokine-is-
chemotactic-for lymphocytes g
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