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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Klinische Bedeutung von Helicobacter pylori

H. pylori-assoziierte Erkrankungen

Die Revolutionierung der Theorie der Pathogenese von Erkrankungen des Magens und
des Duodenums begann 1983 mit der Entdeckung von Helicobacter pylori (H. pylori)
durch die australischen Forscher Marshall und Warren. Sie assoziierten erstmals die
aktive chronische Gastritis und peptische Ulzera mit einer bakteriellen Besiedelung der
Magenschleimhaut und kultivierten den Erreger - damals als Campy-lobacter pyloridis
bezeichnet - aus Antrumbiopsien infizierter Patienten [33, 55].

Inzwischen ist die Bedeutung von H. pylori als atiopathogenetischer Cofaktor nicht nur
bei der Entstehung der aktiven chronischen Gastritis und der Ulcera ventriculi et
duodeni gesichert, sondern auch sein Zusammenhang mit dem Adenokarzinom des
Magens und dem MALT-Lymphom (MALT= mucosa-associated lymphoid tissue)
allgemein anerkannt [7, 8, 42, 54, 58].

Epidemiologie

H. pylori ist ein weltweit in der Humanpopulation verbreitetes Bakterium, dessen
Prozentsatz der Pravalenz in Industrielandern in etwa dem Durchschnittsalter der
Untersuchten in Jahren entspricht, d.h. bei 50-Jahrigen entspricht die Pravalenz 50%.
In Entwicklungslandern sind bereits bis zu 80% der 20-Jahrigen durchseucht. Die
Infektion mit H. pylori erfolgt meist im Kindesalter direkt von Mensch zu Mensch ohne
Geschlechtspraferenz und persistiert in der Regel ohne adaquate Therapie lebens-
lang. Niedriger soziodtkonomischer Status, Kinderreichtum und enge Wohnverhalt-
nisse gelten als gesicherte Risikofaktoren. Die Reinfektionsrate nach einer erfolg-

reichen Eradikationstherapie liegt im Erwachsenenalter unter 1,5% [25].

Pathogenese

Im Selbstversuch von Marshall et al. flihrte die orale Ingestion von H. pylori zur akuten
oder chronischen Gastritis [34]. Die Besiedelung der Magenschleimhaut mit H. pylori
induziert histologisch betrachtet stets eine lokale Entzindungsreaktion und eine
systemische humorale Immunantwort [8]. Das Bakterium aus der Gruppe der
gramnegativen gekrimmten Stabchen nistet sich felderférmig bevorzugt auf der
Antrumschleimhaut Uberdeckt von Mucus ein, so dass es vor dem bakteriziden

Magensaft geschitzt wird [33].



EINLEITUNG

Das Spektrum der durch H. pylori induzierten aktiven chronischen Gastritis (B-Gastritis)
reicht von einer asymptomatischen, klinisch irrelevanten minimalen Infiltra-tion der
Lamina propria bis hin zu schwersten Entziindungen mit der Bildung von
Mikroabszessen und reaktiven Zellatypien [14]. Eine schwere Antrumgastritis mit
konsekutiver Hyperaziditdt des Magens erhdht das Risiko fur die Entstehung von
Ulcera duodeni. Kommt es dagegen infolge einer zusatzlichen schweren Corpus-
gastritis mit zunehmender Atrophie und intestinaler Metaplasie zur Hypochlorhydrie, so
steigt das Risiko fur ein Magenkarzinom [24]. Die Ursachen fir diese enorme
pathogenetische Variabilitdt sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Es werden
sowohl stammspezifische Unterschiede der Erreger beziglich bestimmter
Pathogenitatsfaktoren, als auch komplexe Reaktionen des Wirtes auf die Infektion
vermutet. Diskutiert wird auch ein Zusammenhang mit antigastrischen Autoimmun-

prozessen [24].
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1.2 Wichtige Virulenzfaktoren von H. pylori

Helicobacter pylori hat eine Reihe von Virulenzfaktoren entwickelt, die ihm die
Kolonisation, Persistenz und Gewebsschadigung im Magen als dkologische Nische
ermdglichen, wahrend das saure Milieu fir fast alle anderen Bakterien keine
Uberlebenschance bietet.

Eines der markantesten Merkmale von H. pylori ist die Bildung gro3er Mengen von
Urease, ein Enzym, das die Spaltung von Harnstoff in Ammoniak und Kohlendioxid
katalysiert. Indem sich das Bakterium mit einer Wolke von Ammoniak umgibt, kann es
die bakterizide Saure des Magensaftes neutralisieren [35]. Das Molekil der fir die
Kolonisation von H. pylori absolut essentiellen Urease besteht aus den zwei Unter-
einheiten UreA (30 kDa) und UreB (64 kDa) [52].

Mit Hilfe seiner Geildeln (Flagellen) erreicht H. pylori eine aufliergewdhnlich hohe
Motilitat, die ihm die Fortbewegung auch in dem viskésen Mucus der Magenschleim-
haut ermdéglicht. Diese Eigenschaft ist flr die Persistenz der Bakterien essentiell. Die
fur Helicobacter Spezies typische Flagellenhille (flagellar sheath) scheint die
saurelabilen Filamente der Geifldeln vor dem Einfluss der Magensaure zu schiitzen [49,
50]. Eines der flagellar sheath-Proteine mit 29 kDa (HpaA) wurde genauer untersucht
und als Hamagglutinin identifiziert [22, 31]. Hauptbestandteil der Filamente ist das
Flagellin A (FlaA) mit einem Molekulargewicht von 54 kDa [30, 49].

Die zellschadigende Wirkung von H. pylori wird durch das vakuolisierende Zytotoxin
(VacA) hervorgerufen, das eine Vakuolisierung im Zytoplasma der Endothelzellen des
Magens bewirkt. Das VacA-Toxin kommt in 50-65% der klinischen H. pylori-Stamme
vor und erscheint unter denaturierenden Bedingungen als 87 kDa-Protein [10, 11]. Die
Toxinproduktion steht in enger Verbindung mit dem vacA Genotyp s1. Dieser Genotyp
ist nicht nur assoziiert mit einer verstarkten Gastritis und dem Auftreten von Ulcera
duodeni, sondern auch mit dem Gen cagA [2, 5, 45].

Mehrere Studien haben inzwischen ein vermehrtes Vorkommen von Serum-antikérpern
gegen VacA bei Patienten mit einem Adenokarzinom des Magens festgestellt [20, 44].
Auch dem Cytotoxin-assoziierten Antigen (CagA) wird eine Assoziation mit schwereren
Gastritisformen mit Atrophie und intestinaler Metaplasie sowie mit Ulcera duodeni und
dem Magenkarzinom zugeschrieben [12, 38, 44]. Das 120 kDa- [12] oder 128 kDa-
Protein [9] dient als serologischer Marker flr das Vorhandensein der sogenannten
Pathogenitatsinsel von H. pylori, einer gréReren Gensequenz, die nur in 60-70% der H.

pylori-Stamme existiert [50].



EINLEITUNG

Die Erkenntnis, dass bestimmte Proteine von H. pylori wie CagA und VacA als
mogliche Pathogenitatsfaktoren besondere Bedeutung besitzen, hat auch wichtige
Konsequenzen in der H. pylori-Diagnostik. Der direkte oder indirekte Nachweis von H.
pylori allein reicht nicht mehr aus. Um zwischen pathogenen und wenig oder
apathogenen Stdmmen unterscheiden zu koénnen, werden Tests erforderlich, die
einzelne spezifische Proteine bzw. ihre entsprechenden Antikdrper nachweisen

kdnnen.
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1.3 Diagnostische Moglichkeiten einer H. pylori-Infektion

Durch die neu erlangte zentrale Bedeutung von H. pylori bei vielen Magen-
erkrankungen und den damit verbundenen veranderten Therapieansatz besteht ein
hoher Bedarf an zuverlassigen und einfachen Diagnostikverfahren. Generell kann man
die verfugbaren Tests nach ihrer Invasivitdt unterscheiden. Die invasiven Verfahren
sind mit einer Gastroskopie und gleichzeitiger Biopsie verbunden. In der
Routinediagnostik dominieren der Urease-Schnelltest und die Histologie, wahrend die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und die Bakterienkultur mit Resistenztestung eher
Forschungszwecken oder speziellen Indikationen wie z.B. epidemiologischen Studien
vorbehalten sind [14, 25, 53, 56].

Zu den nicht-invasiven Testverfahren zahlen der '*C-Atemtest und verschiedene
serologische Methoden zum Nachweis von Antikérpern gegen H. pylori, insbesondere
der ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent assay) und der Westernblot [1, 14, 18,
23, 25, 29, 53, 54]. Der Antikdrpernachweis aus Urin oder Speichel ist generell
mdglich, hat sich jedoch bisher nicht entsprechend bewahrt.

Wahrend der "*C-Atemtest besonders zur Therapiekontrolle nach erfolgter Eradikation
eingesetzt wird, dient die Serologie derzeit meist dem Screening einer H. pylori-
Infektion, epidemiologischen Untersuchungen oder der Diagnostik bei Kindern. Nahezu
alle H. pylori-positiven Patienten zeigen eine dauerhafte humorale Immun-antwort,
solange die Kolonisation besteht [26, 51]. Am haufigsten sind Antikorper des Typs 1gG
im Serum nachweisbar, wahrend IgA unregelmafig und IgM nur selten auftreten [23,
26, 54]. Kosunen et al. [26] fanden aullerdem einen Abfall des IgG-Titers um
mindestens 50% 6 Monate nach erfolgreicher Eradikationstherapie.

Neue Erkenntnisse auf molekularer Ebene flihren derzeit zu einer differenzierteren
Betrachtung und Trennung von H. pylori in Stdmme mit unterschiedlicher Pathogeni-
tat. Dieser Fortschritt erfordert auch in der Diagnostik die Entwicklung spezifischerer
Tests, um die Basis flr eine individuellere Therapie von H. pylori-infizierten Patienten
zu schaffen. Einige serologische Tests sind bereits in der Lage, einzelne H. pylori-
Proteine, die als Pathogenitatsfaktoren diskutiert werden, getrennt nachzuweisen.
Antikorper gegen CagA oder VacA sind signifikant haufiger im Serum von Patienten mit
einem Adenokarzinom des Magens nachweisbar, als in der Kontrollgruppe von
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen [44]. Eine weitere Studie [9] fand bei
75,3% der Patienten mit gastroduodenalen Erkrankungen und bei 100% der Patienten
mit Ulcus duodeni im ELISA eine Immunantwort gegen CagA.

Dies lasst einen Zusammenhang zwischen CagA und der Ulzerogenese vermuten.
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Wegen der hohen Immunogenitat von CagA erscheint der Nachweis seiner Serum-

antikorper zur ldentifizierung von Hochrisikopatienten gut geeignet.

Tabelle 1.1 Ubersicht der gingigen Verfahren zur H. pylori-Diagnostik

Methode Material Vorgehen Nachweis von

direkter Antigennachweis

Giemsa-, Eosin- Bakterien, zusatzlich
Histologie Biopsie Hamatoxylin- oder Beurteilung der hervor-
Silberfarbung gerufenen Pathologie

et | o o
Nahrboden usatzlich Erstellen eines
Antibiogramms

Mikrobiologie Biopsie

Biopsie - .
Genetik (Stﬁhl Polymerase- spezifischen Nukleotid-
Speichél Kettenreaktion sequenzen, Differenzierung
’ verschiedener Stamme
Magensaft)
indirekter Nachweis
Inkubation in A
Sohnelitest | BoPsie | Medium mitpr- | B N eace
Indikator
Testmahlzeit mit 13 .

13 13 ) C-Kohlendioxyd aus Harn-
C-Atemtest Atemluft C-markiertem stoffspaltung durch Urease
Harnstoff

ELISA H. pylor:—spg;!flschen
Serumantikérpern
Serologie Serum spezifischen
Serumantikérpern gegen
Westernblot einzelne H. pylori-Proteine,

Differenzierung eventueller
Pathogenitatsfaktoren

[25]
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1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist, einen neuen Westernblot zum Nachweis von spezifischen IgG-
Antikérpern gegen Proteine von Helicobacter pylori zu entwickeln und zu evaluieren,
um ihn in der serologischen H. pylori-Diagnostik etablieren zu kénnen. Bei der
Entwicklung des Tests wurde besonderer Wert gelegt auf die Kombination von
Zuverlassigkeit, gemessen an einer hohen Sensitivitdt und Spezifitdt, und Praktika-
bilitdt in der Routinediagnostik.

Es soll ein Ubersichtliches Schema zur Auswertung des Westernblots erarbeitet
werden, das eine zuverlassige serologische Diagnostik im Sinne der Unterscheidung
zwischen H. pylori-positiven und -negativen Patienten ermdglicht.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Qualitdt und den Vor- und
Nachteilen unseres Tests im Vergleich zu bereits etablierten serologischen Verfahren.
Darum sollen die Ergebnisse unseres Westernblots denen eines kommerziellen ELISA
gegenibergestellt werden.

Um dem heutigen Forschungsstand mit einer differenzierten, in der Routine
praktikablen Diagnostik gerecht zu werden, soll weiterhin die Frage beantwortet
werden, ob der Westernblot zur Detektion von Antikrpern gegen den Pathogenitats-
faktor CagA eingesetzt werden kann, und inwieweit dies tatsachlich prognostische
Relevanz besitzt.

Unter Bertcksichtigung der wissenschaftlichen Literatur beschaftigt sich diese Arbeit
mit der Frage nach Moglichkeiten und Grenzen von serologischen Testverfahren in der
H. pylori-Diagnostik auf der Basis unseres neuen Westernblots sowie nach méglichen

Veranderungen im klinische Umgang mit einer H. pylori-Infektion.
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2 MATERIAL

2.1 Patientenkollektiv

Die fur die vorliegende Studie verwandten Seren stammen von insgesamt 114
Patienten, die sich zur Abklarung einer gastroenterologischen Beschwerdesympto-
matik in einer von flnf verschiedenen Hamburger Arztpraxen (siehe Abbildung 2.1) im
Zeitraum von November 1997 bis Januar 1998 vorstellten. Bei 102 Patienten wurde
eine Gastroskopie mit Biopsien durchgefuhrt, und eine H. pylori-Diagnostik im Sinne
eines Urease-Schnelltests sowie eine histologisch-mikroskopische Untersuchung
angeschlossen. 72 Patienten hatten sowohl einen positiven Urease-Schnelltest, als
auch einen positiven Nachweis von H. pylori in der histologischen Farbung, und
wurden daraufhin als H. pylori-positive Patienten definiert.

30 Patienten zeigten negative Ergebnisse in beiden Untersuchungen, so dass sie in
die Gruppe der H. pylori-negativen Patienten aufgenommen wurden. Weitere 9
Patienten mit negativem '>C-Atemtest und 3 beschwerdefreie, im ELISA negative
Blutspender wurden in die H. pylori-negative Patientengruppe eingeschlossen (siehe
Abbildung 2.2).

Patienten mit unvollstandigen oder gegensatzlichen Befunden in Urease-Schnelltest
und Histologie konnten wegen ihres fraglichen H. pylori-Status nicht in diese Studie
aufgenommen werden. Aufgrund langer persistierender Antikérper kénnen serolo-
gische Tests bei erfolgreich therapierten Patienten falsch positiv ausfallen [26, 51]. Aus
diesem Grund wurden Patienten der H. pylori-negativen Gruppe mit anamnestisch

bereits erfolgter Eradikationstherapie von der Studie ausgeschlossen.
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Abbildung 2.1 Herkunft der Patientenseren nach beteiligten Arztpraxen
Dr. med. Ell'zf.d[c)): (f:fg) Dr. med. Fenner
Schlecht (n=9) P direkt (n=3) Dr. med.
Dr. med. N\ \ / Kirchhof (n=64)

Mischke (n=12) ™~ s

Dr. med.
Haack (n=21)

Abbildung 2.2 Zusammensetzung des Patientenkollektives
H. pylori-negative Patienten H. pylori-positive Patienten
beschwerdefrei
3C-Atemtest und ELISA-
negativ (n=9) negativ (n=3) Urease-
| Schnelltest und
AN __ Histologie positiv
Urease- (n=72)
Schnelltest und
Histologie

negativ (n= 30)
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2.2 Datenerhebung

Zur Datenerhebung dienten zwei Fragebdgen, die nach Ricksprache mit den
behandelnden Arzten entwickelt wurden. Die Patientendaten wurden vertraulich und
anonym weiterbearbeitet. Der Fragebogen an Patienten vor einer Magenspiegelung
(siehe Anhang) erfasste Basisdaten wie Alter, Gréf3e und Gewicht des Patienten sowie
Angaben zu der Art der Beschwerdesymptomatik. Hierfir waren 9 typische
Beschwerden bei gastrointestinalen Erkrankungen vorgegeben: Schmerzen, Brennen
oder Druck im Oberbauch, Schmerzen hinter dem Brustbein, Sodbrennen, Volle-
gefiihl, Schluckbeschwerden, Ubelkeit/Erbrechen, Gewichtsabnahme, Bldhungen und
LuftaufstoRen. Die individuelle Bedeutung der einzelnen Symptome konnte in Form
einer Graduierung (hdufig, manchmal, nein) angekreuzt werden.

Im zweiten Abschnitt des Fragebogens wurden die Dauer der Beschwerdesympto-
matik, bereits erfolgte Therapieversuche sowie die Medikamentenanamnese erfasst.
Der dritte Abschnitt befasste sich mit allgemeinen Risikofaktoren, die zum Auftreten
von gastrointestinalen Beschwerden pradisponierten. Dazu gehdrten Operationen an
Magen, Darm oder Speiseréhre, die Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika,
Stress, Rauchen sowie die Familienanamnese. Zur Erkennung von Ubergewicht als
weiteren Risikofaktor wurde der Body Mass Index (BMI) nach der Formel BMI=
Gewicht [kg]/GroRe [m]* berechnet. Dabei galten Patienten mit einem BMI > 25 kg/m?

als ubergewichtig.

Der Fragebogen Diagnostik und Befunde der Helicobacter pylori-Evaluation (siehe
Anhang) richtete sich an den gastroskopierenden Arzt und befasste sich im Kernstiick
mit den Gastroskopiebefunden. Zum Ankreuzen vorgegeben waren die Diagnosen
Ulcus ventriculi, Ulcus duodeni, Gastritis, Magenkarzinom, MALT-Lymphom und
Refluxdsophagitis sowie die Komplikationen Blutung, Perforation, Penetration, Magen-
ausgangsstenose und karzinomatése Entartung. Es bestand die Moglichkeit zur
Angabe sonstiger Diagnosen und zur genaueren Lokalisation der Befunde. Zuséatzlich
wurde das Ergebnis des Urease-Schnelltests erfasst.

Des weiteren sollten bereits vor der gastroskopischen Diagnostik durchgefihrte

Therapiemalinahmen, insbesondere eine Eradikationstherapie, vermerkt werden.

10
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2.3 Untersuchungsmaterial

Das Einverstandnis der Patienten fir die Untersuchung ihres Blutes auf Antikorper
gegen Helicobacter pylori und fir die Verwendung ihrer Daten zu Studienzwecken
wurde in den beteiligten Arztpraxen eingeholt.

Von den 114 Patienten wurden im Rahmen einer Routineblutentnahme durch peri-
phere Venenpunktion zusatzlich ca. 10 ml Vollblut gewonnen. Maximal 48 Std. nach
Abnahme und Zwischenlagerung des Materials bei +7°C erfolgte die Zentrifugation bei
4800 U/min far 3 min zur Abtrennung zellularer Bestandteile. Nach der Aliquo-tierung
und Beschriftung wurde das Serums bei -70°C bis zur weiteren Verarbeitung

eingefroren.

11
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3 METHODEN

3.1 Untersuchungsablauf

Abbildung 3.1

FRAGEBOGEN
v
BASISDIAGNOSTIK

Urease-Schnelltest Histologie = Gastroskopie  '*C-Atemtest

v
GRUPPENAUFTEILUNG, AUSSCHLUSS

— T
H. pylori-positive Patienten H. pylori-negative Patienten

v
ELISA

v
HERSTELLUNG DES WESTERNBLOTS

v
DURCHFUHRUNG DES WESTERNBLOTS

«— \

Spezifische Antikorper Patientenseren

v
AUSWERTUNG DES WESTERNBLOTS

v
VERGLEICH DER ERGEBNISSE VON ELISA UND WESTERNBLOT

v
UNTERSUCHUNG VON CagA ALS PATHOGENITATSFAKTOR
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3.2 Durchfiihrung der etablierten Helicobacter pylori-Diagnostik

Gastroskopie und Urease-Schnelltest

Die gastroskopische Untersuchung und die fiir die weitere Diagnostik erforderlichen
Biopsien wurde von erfahrenen gastroskopisch geschulten Arzten (Dr. med. Haack, Dr.
med. Kirchhof, Dr. med. Klapdor, Dr. med. Mischke, Hamburg) in Anlehnung an die
Empfehlungen einer Expertenrunde 1995 [13] durchgefiihrt. Die Erfassung der
Untersuchungsbefunde erfolgte gemal der Kriterien auf dem Fragebogen Diagnostik
und Befunde der Helicobacter pylori-Evaluation (vgl. Abschnitt 2.2).

Direkt nach der Probeentnahme schloss sich der Urease-Schnelltest (HUT) nach der
Gebrauchsanweisung des Herstellers (Astra, Wedel) an. Die Biopsie wurde in einen
mit Harnstoff und einem pH-Indikator versehenen Behalter gebracht. War H. pylori
vorhanden, wurde der Harnstoff durch das Enzym Urease gespalten, und der
entstehende Ammoniak verursachte im Sinne eines erhdhten pH-Wertes einen

Farbumschlag.

Histologisch-mikroskopische Untersuchung
Die histologische Untersuchung der gastroskopisch gewonnenen Biopsien wurde mit
Hilfe einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung durch erfahrene Pathologen (Praxis Dr. med.
Thilo Hartmann, Gemeinschaftspraxis Dres. med. A. Angelkort und W. Krause, Ham-
burg) durchgefiihrt. Die Untersuchung auf H. pylori im Sinne eines Nachweises
gekrimmter Stabchenbakterien erfolgte im Giemsa-Praparat.
Zur Beurteilung der Gastritis fand die 1990 anlasslich des Weltkongresses fur Gastro-
enterologie erarbeitete Sydney-Klassifikation [37] in Einklang mit der Klassifikation der
Arbeitsgemeinschaft fir Gastroenterologie der Deutschen Gesellschaft flir Pathologie
von 1989 Anwendung [19, 47]. Dabei diente das Ausmal} der lymphoplasmazellularen
Infiltration der Lamina propria zur Beurteilung des Schweregrades der Entziindung. Die
Dichte der neutrophilen Granulozyten im Untersuchungspraparat stellte hingegen ein
Mal fir die Aktivitat der Entziindung dar.
Die Begriffe A-, B- und C-Gastritis wurden in dieser Arbeit wie folgt benutzt:
Typ A: Autoimmungastritis der Corpusschleimhaut
Typ B: (aktive) chronische Antrumgastritis bei H. pylori-Besiedelung
Typ C: chemisch induzierte Gastritis durch Gallereflux oder durch

nichtsteroidale Antirheumatika
In die Auswertung der Histologiebefunde wurden samtliche im Befundbericht

aufgefihrten Pathologien aufgenommen. Veranderungen, die der ndheren Beschrei-
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bung der Hauptdiagnose B-Gastritis dienten, wurden als histologische Zusatzbefunde

bezeichnet.

3C-Atemtest
Der *C-Atemtest basiert auf dem Prinzip der Erstbeschreiber Graham et al. 1987 [18].

Er erfolgte mit dem IRIS® (Infrarot Isotopen) - Analysator gemafl Anleitung des
Herstellers (Wagner, Bremen) durch Fachkrafte des Labors Dres. med. Fenner
(Hamburg). Je eine Atemprobe wurde direkt vor und 30 Minuten nach oraler
Verabreichung der 75 mg 'C markierten Harnstoffs (Promochem, Wiesel) abge-
nommen. War H. pylori im Magen des Patienten vorhanden, wurde der Harnstoff durch
Urease gespalten, und das entstehende markierte CO, abgeatmet. Der Anstieg des *C
in der CO,-Ausatemluft der zweiten Atemprobe des Patienten wurde infrarot-
spektrometrisch gemessen. Bei einem Ergebnis groRer oder gleich 5%. galt der '*C-
Atemtest als positiv, wahrend Werte bis 4%o als negativ bewertet wurden. Von 4,01%o

bis 4,99%. war das Ergebnis grenzwertig.

Enzyme-linked-Immunoassay (ELISA)
Alle an der Studie beteiligten Seren wurden im H. pylori ELISA der Firma Biorad

(Minchen) gemaly Herstelleranweisung im Labor Dres. med. Fenner (Hamburg)
getestet. Es erfolgte der getrennte quantitative Nachweis von IgG, IgM und IgA-
Antikérpern. Die jeweiligen Mindestwerte flr einen positiven Antikérperbefund waren
wie folgt definiert: IgG 20 U/ml, IgA 20 U/ml, IgM 40 U/ml. Sobald ein Serum einen
positiven IgG-Befund aufwies, galt der ELISA - unabhéangig vom IgA oder IgM-
Antikorperstatus - als Hinweis auf eine chronische Infektion als positiv. Ebenfalls
ELISA-positiv waren Seren mit gleichzeitig positivem Nachweis von IgA und IgM-
Antikérpern. Traten isoliert nur IgA oder IgM-Antikérper auf, so wurde der ELISA als
fraglich bewertet, da es sich sowohl um eine Frihphase einer H. pylori-Infektion, als
auch um eine unspezifische Begleitreaktion handeln konnte. Lagen die Titer aller drei
Antikorpertypen unterhalb der Mindestgrenze, so wurde der ELISA ebenfalls als

negativ interpretiert.
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3.3 Prinzip des Westernblots

Das Western-Blotting ist eine immunologische Technik zum Nachweis bereits geringer
Mengen bestimmter Proteine. In der serologischen H. pylori-Diagnostik entsprechen
diese Proteine Antikdrpern (Immunglobulinen) gegen als Antigen wirkende Proteine
von H. pylori.

Dem Westernblot geht die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) voraus,
die eine Methode zur Trennung der H. pylori-Proteine darstellt.

Das Prinzip beruht auf unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Proteine
im elektrischen Feld. Als Tragermedium dienen Polyacrylamidgele, die als Molekular-
siebe wirken, und deren PorengroRe durch die Polymerisation unterschiedlicher
Konzentrationen von Acrylamid und Methylenbisacrylamid (einem quervernetzenden
Reagens) variiert werden kann. Unter denaturierenden Bedingungen durch Zusatz des
Detergenses Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) lassen sich die
Proteine hauptsachlich aufgrund ihrer Masse in Polyacrylamidgelen trennen. Bei
Anlegen einer Spannung erfolgt die Wanderung der Protein-SDS-Komplexe zur Anode,
wobei kleine Proteine rascher durch das Gel wandern als grof3ere. Die Beweglichkeit
der meisten Proteine ist dem Logarithmus ihrer Masse direkt pro-portional. Auf diese
Weise entstehen sogenannte Banden aus Proteinen gleichen Molekulargewichtes
(siehe Abbildung 3.2a).

Nach der Auftrennung der H. pylori-Proteine in der SDS-PAGE erfolgt das Blotting, der
Proteintransfer auf eine Polymerschicht wie z.B. Nitrocellulose (siehe Abbildung 3.2b),
um die Proteine bei der anschlieRenden Immundetektion dem 1. Antikdrper besser
zuganglich zu machen. Dieser entspricht in unserem Fall den Antikdrpern gegen H.
pylori-Proteine im Serum infizierter Patienten. Als nachster Schritt werden die Antigen-
Antikdrperkomplexe mit einem 2. Antikorper inkubiert, der spezifisch fir den 1.
Antikorper ist (Anti-Human-Antikérper). Durch Variation des 2. Antikdrpers lassen sich
isoliert einzelne Isotypen (IgG, IgA oder IgM) der Serumantikdrper nach-weisen. An
den 2. Antikdrper ist ein Enzym (z.B. alkalische Phosphatase) gebunden, das die
Reaktion eines farblosen Substrats zu einem gefarbten Produkt katalysiert. Auf diese
Weise lassen sich die Immunkomplexe in Form von gefarbten Protein-banden sichtbar
machen (siehe Abbildung 3.2c).
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Abbildung 3.2 Prinzip des Westernblots

a) SDS-PAGE

Probe in Geltasche

I Proteinbanden

|

|

Polyacrylamidgel

1

b) Proteintransfer auf Polymerschicht (Blotting)

H. pylori-Proteine

| Polymerschicht

¢) Immundetektion

Serumantikorper alkalische Phosphatase- farbloses farbiges
assoziierter Anti-Human-AK Substrat Produkt
Reaktion zwischen H. pylori- Reaktion zwischen 1. und Enzymatische Umsetzung
Proteinen und 1. Antikdrper enzymmarkierten 2. Antikdrper des Substrates
[48]
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3.4 Herstellung und Gewinnung des H. pylori-Antigenmaterials

Fur die Westernblots (SDS-PAGE) wurde ein Gesamtzelllysat von Helicobacter pylori
eingesetzt. Der H. pylori-Stamm 18 (Becton Dickinson, Heidelberg) wurde auf Blut-
agarplatten (Schaedler™, BBL, Becton Dickinson, Heidelberg) unter mikroaerophilen
Bedingungen (Campylobacter-Gas-Generating Kit, BR 60, Oxoid, Wesel) Uber 3 Tage
bei 37°C kultiviert. Zur Bakteriengewinnung wurden die Kolonien in 2 ml PBS (siehe
Puffer, Lésungen, Chemikalien fiir die Immundetektion S.20) aufgenommen und 2 min
mit 10.500 g bei RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde zum
Abwaschen der mit den Bakterien lose assoziierten Proteine das Sediment in 1 ml 4°C
Hochsalzpuffer (modifiziert nach Fujiki et al. '82 [17]; 0,5M KCI; 20mM Tris pH 7,5; 5
mM DDT; 3 mM MgCl,) solubilisiert und fiir 2 min bei 10.900 U RT zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstandes wurde dieser Zentrifugationsschritt wiederholt. Nach
verwerfen des Uberstandes wurde das Sediment gewogen (Feuchtgewicht) und in 5x
SDS-Probenpuffer aufgenommen (285 mg/ml, siehe Puffer, Lésungen, Chemikalien fiir
SDS-PAGE und Westernblot S.18), 5 min bei 95°C gekocht und zur Aufbewahrung bei

-30°C eingefroren.
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3.5 Herstellung des Helicobacter pylori-Westernblots

3.5.1 Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien im Reinheitsgrad zur Analyse

von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

Puffer, L6sungen, Chemikalien fiir SDS-PAGE und Westernblot
20% SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate=Sodium-Lauryl-Sulfate)
20 g SDS

-losen in 90 ml a. dest., unter Rihren auf 68°C erhitzen

- auf RT (Raumtemperatur) kihlen
- auffullen auf 100 mi
30% Acrylamid/0,8% bis-Acrylamid
150 g Acrylamid (Sigma, Deisenhofen)

4 g Bis-Acrylamid (Sigma, Deisenhofen)
- unter RUhren l16sen in 400 ml a. dest., auffillen auf 500 ml
- filtrieren durch Einmal-Sterilfilter (V115, 0,45 Am, Sartorius, Gottingen)
- bei 4°C dunkel lagern
10% APS (Ammoniumperoxydisulfat)

- 30 mg APS mit Feinwaage in Eppendorftube einwiegen

- auflésen in 300 ul a. dest., bei 4°C zwei Tage haltbar
TEMED (N,N,N’,N’,-Tetramethyl-ethylendiamin)

- lagern bei 4°C

Elektrophoresepuffer (10x Elpho)
30 g Trisbase (Roth, Karlsruhe)
144 g Glycin
- unter Rihren auflésen in 800 ml a. dest., ergibt pH 8,3, auffillen auf 11

zum Gebrauch (1x Elpho):
100 ml 10x Elpho
5 ml 20% SDS

- auffullen auf 1 | mit a. dest.
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Tabelle 3.1 Herstellung von Trenngel- und Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
(4x Tris-Cl/SDS pH 8,8) (4x Tris-CI/SDS pH 6,8)
91 g Trisbase 6,05 g Trisbase

=Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan) (Roth, Karlsruhe)

Trisbase unter Rihren in

300 ml a. dest. 40 ml a. dest.

auflosen. Mit

1N HCI (ca.100 ml 1,5 N HCI) auf pH 8,8 1N HCI (ca. 6,5 ml HCI konz.) auf pH 6,8

einstellen.

0,5 ml 20% SDS 0,5 ml 20% SDS

dazugeben, auf

500 ml 100 ml

auffillen. Filtrieren durch Einmal-Sterilfilter

V500, 0,45 um V115, 0,45 um
(Sartorius, Gottingen) (Sartorius, Gottingen)

Bei 4°C lagern

5x SDS-Probenpuffer (nach Brand) mit DTT
25,25 g Glycerin 99%
16,5 ml Tris-Stocklésung 2M Tris, 16,6% SDS pH 6,8
1,93 g DTT (Sigma, Deisenhofen)
0,05 g Bromphenolblau-Na-Salz
a) ansetzen der Tris-Stockldsung 2M Tris, 16,6% SDS pH 6,8:
- 24,228 g Trisbase (Roth, Karlsruhe) in 50 ml a. dest. 16sen
- mit rauchender HCI den pH-Wert auf 6,8 einstellen

- 16,6 g SDS dazugeben, unter Rihren und eventuellem Erhitzen I6sen

- auf 100 ml auffillen
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b) Bromphenolblau und das DTT vorlegen

- Glycerin einwiegen, 5 ml a. dest. hinzufiigen

- 16,5 ml Tris-Stocklésung hinzufligen, unter Ridhren mit Magnetrihrer und evtl.

Erhitzen mischen

- mit a. dest. auf 50 ml auffillen und erneut mit Magnetrthrer grindlich mischen

Blotpuffer
5,81 g Trisbase (Roth, Karlsruhe)

2,93 g Glycin
1,875 ml 20% SDS
200 ml Methanol

- auffullen auf 1 | mit a. dest.

Puffer, L6sungen, Chemikalien fiir die Inmundetektion
PBS-Waschpuffer (pH 7,2-pH 7,3)

1,4 g Na;HPO,x2H,0

0,2 g KH,PO,

0,2 g KCI

8,0 g NaCl

- auf 1000 ml mit a. bidest. aufflillen, Lagerung bei 4°C

Verdunnungspuffer (fir Serum und Konjugat)
100 ml PBS-Waschpuffer
50 ul Tween 20
- mischen, Lagerung bei 4°C
Blocklésung
3 g Magermilchpulver (Reformhaus)

- in 100 ml Verdinnungspuffer (37°C) auflésen
- Menge nach Bedarf stets frisch herstellen
Avidin-AP_Conjugat (Biorad, Miinchen)
- Lagerung bei 4°C
Substratpuffer (pH 9,4)
1,52 g Tris-Hydrochlorid (Roth, Karlsruhe)
11,0 g Trisbase (Roth, Karlsruhe)
5,47 g NaCl
1,016 g MgCl,x6H,0
-in 1000 ml a. bidest. 16sen, Lagerung bei 4°C

Substratlésungen fiir Alkalische Phosphatase:
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a) NBT (Nitro-blue-Tetrazolium) Stocklésung (10 mg/ml):
100 mg NBT (Sigma, Deisenhofen)

-in 10 ml a. bidest. I6sen, Lagerung im Dunkeln bei 4°C

b) BCIP (5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat-Dinatriumsalz) Stocklésung (50 mg/ ml):
- 100 mg BCIP (Sigma, Deisenhofen)
- in 2 ml a. bidest. I6sen, Lagerung eingefroren bei -20°C
Stopp-Puffer (10x PBS-EDTA, pH 7,2-7,3)
14 g Na;HPO4x2H,0
2,0 g KH,PO4
2,0 g KCI
80,0 g NaCl
7,444 g Na-EDTA (Sigma, Deisenhofen)
-in 1000 ml a. bidest. 16sen, Lagerung bei 4°C

- zum Gebrauch 1:10 verdinnen

Molekulargewichtsstandards

.Kaleidoskope Prestained Standard® (Biorad, Miinchen)

Der gefarbte Standard diente bei der SDS-PAGE der Laufkontrolle der Proteine und
enthielt 7 unterschiedlich gefarbte Proteine mit Molekulargewichten zwischen ca. 200
und 6,5 kDa.

.Biotinylated SDS-PAGE Standard® (Biorad, Miinchen)

Anhand des biotinylierten Markers wurde nach der Immundetektion eine Berechnung

der Molekulargewichte der immunreaktiven Banden durchgefiihrt. Die enthaltenen
Proteine besaflen Gewichte von 200, 116.25, 97.4, 66.2, 45, 31, 21.5, und 14.4 kDa.
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Antikérper

Alkalische Phosphatase konjugierte Ziege anti-human-lgG (Dianova, Hamburg)

spezifische Antikérper gegen H. pylori-Proteine (siehe Tabelle 3.2)

Die monoklonalen Antikérper GF6, I11C9, F3B1 und G4C5 wurden freundlicherweise

von Dr. C. W. Penn, School of Biological Science, University of Birmingham, United
Kingdom bereitgestellt. Der Antikérper gegen CagA (#3, Lot.15.12.1994) wurde
freundlicherweise von Dr. A. Covacci, Immunobiological Research Institute of Siena,

Chiron Vaccines, Italien zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 3.2 Spezifische Antikdrper zur Imnmundetektion von H. pylori-Proteinen

Antikorper gewonnen aus Spezies Antigen Referenz
GF6 Maus, monoklonal (ﬂageh'aﬁag]eath) [22, 31]
1C9 Maus, monoklonal UreA [52]
F3B1 Maus, monoklonal FlaA [30]
G4C5 Maus, monoklonal UreB [52]
#3, Lot. 15.12.1994 | Kaninchen, polyklonal CagA [9]
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3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Elektrophorese wurde nach dem von Laemmli 1970 [27] erstmals beschriebenen

Prinzip durchgefuhrt.

Herstellung des Polyacrylamidgels
Fur die SDS-PAGE in Mini Protean Il-Kkammern der Firma Biorad (Miinchen) wurden
Gradienten-Trenngele mit Konzentrationen von 10%, 11% und 14% nach Tabelle 3.3

hergestellt. Die Angaben gelten fir 4 Gele der Grée 8,3 cm x 9,5 cm x 0,75 mm.

Tabelle 3.3 Herstellung des Gradienten-Trenngels

Gelkonzentration
Zugabe von
10% 1% 14%

30% Acrylamid/
0,8% Bisacrylamid 2,5 ml 2,75 ml 3,63 ml
Trenngelpuffer 1,80 ml 1,88 ml 1,88 ml
aqua dest. 3,13 ml 3,13 ml 2,25 ml
TEMED 0,005 ml 0,005 ml 0,005 ml
10% APS 0,02 ml 0,02 ml 0,02 mi

Nach Zugabe des APS und Mischen durch Schwenken wurden die Gele sofort
gegossen.

Pro Gel wurden erst 1,1 ml des 14%igen Gels, dann 1,4 ml 11%, dann 1,2 ml 10%
vorsichtig langs der Glasplattenspalte gegossen, um ein Durchmischen der Schichten
zu vermeiden. Zum luftdichten Abschluss wurde das Trenngel wahrend der Polymeri-

sation (ca. 30 min) mit aqua dest. Uberschichtet.
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Tabelle 3.4 Herstellung des Sammelgels
Zugabe von Menge fiir 4 Gele
30% Acrylamid/ 12 mi
0,8% Bisacrylamid '
Sammelgelpuffer 2,2 ml
aqua dest. 5,2 mi
TEMED 25 ul
Bromphenolblau
in Tris pH 6,8 30l
10% APS 80 pl

Die Sammelgelherstellung erfolgte nach Tabelle 3.4. Nach Entfernen des aqua dest.
auf dem polymerisierten Trenngel und Zugabe des APS zur Sammelgellésung wurde
das Sammelgel sofort auf das Trenngel gegossen. Zur Konstruktion einer Tasche
wurde ein Kamm mit einem Zahn bis zur vollstandigen Polymerisation (ca. 30 min) 1
cm tief in die Lésung gesteckt, so dass das Sammelgel eine Hohe von 0,5 cm erhielt.

Um ein Schrumpfen der Tasche zu vermeiden, wurde mehrfach Gelldsung nach-gefiilit.

Elektrophorese

Die Gelplatten wurden in die Halterungen der Mini Protean Ill-Kammern (Biorad,
Munchen) eingespannt und in 1x Elektrophoresepuffer (4°C) in die Fullwanne gestellt,
so dass die Platten ca. 1 cm tief im Puffer standen. Die obere Wanne wurde ebenfalls

mit 1x Elektrophoresepuffer (4°C) gefillt.
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Tabelle 3.5 Vorbereitung der Proben

Molekulargewichtsstandard

Menge pro Gel

.Kaleidoskope Prestained Standard® 5l
,Biotiylated SDS-PAGE Standard*® 7,5 ul
5x SDS-Probenpuffer n. Brand+DTT (80°C) 3,5 ul

H. pylori-Proteine

Menge pro Gel

1:10-Verdinnung des Gesamtzelllysats

8x10 ul

Die Probenvorbereitung wurde nach den in Tabelle 3.5 angegebenen Mengen

vorgenommen. Die Molekulargewichtsstandards wurden mit dem Probenpuffer (80°C)

gemischt, 5 min bei 95°C gekocht und in die einzige Tasche geflillt.

Zur Herstellung der Probe aus denaturierten H. pylori-Proteinen wurde eine 1:10

Verdunnung des Gesamtzelllysats (siehe Absatz 3.4) mit 5x SDS-Probenpuffer nach

Brand+DTT (80°C) verwandt. FUr eine mdglichst gleichmaRige Verteilung der Probe

wurden auf jedes Gel mit der Multipipette 8x10 ul Verdinnung in die durchgehende

Tasche eingebracht. Nachdem sich die Proben in ca. 2-3 min gesetzt hatten, wurde die

Gelelektrophorese zur Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht bei 200 V fir

ca. 45 min durchgefuhrt. Sie wurde beendet, wenn die blaue Bande des ,Kaleidoskope

Prestained Standard“ gerade das Gelende erreicht hatte.
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3.5.3 Proteintransfer auf Nitrocellulose

Der Proteintransfer auf Nitrocellulose erfolgte im Westernblot semi-dry-Verfahren mit
dem Semi-Dry-Blotter von Biorad (Minchen). Daflr wurde ein Blatt in Blotpuffer
eingeweichte Nitrocellulose (8,2 x 6,9 cm) auf 4 Blatt blotpuffergetranktes Filterpapier
gelegt. Das Gel wurde darlber geschichtet und ebenfalls von 4 Blatt nassem
Filterpapier abgedeckt. Zur Vermeidung von Luftbldschen wurde ein Glasstab mit
leichtem Druck Uber die einzelnen Schichten gerollt. Der Proteintransfer erfolgte bei 15
V fur 45 min.

Nach dem Westernblot wurde die Nitrocellulose mit einem Numerierungsaufkleber
versehen und entsprechend in Streifen geschnitten, wobei die jeweils 2 randstandigen
Streifen der mit H. pylori-Proteinen besetzten Membran verworfen wurden. Nach dem
Trocknen wurden die Streifen in verschlieRbare Plastikréhrchen gegeben und bei +7°C

aufbewahrt.
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3.6 Immundetektion

Zur ldentifizierung einiger typischer H. pylori-eigener Proteine und deren Lokalisation
auf dem Westernblot erfolgte die Immundetektion mit den in Tabelle 3.2 beschrie-
benen spezifischen Antikérpern. Daran schloss sich die Testung aller Seren der H.
pylori-positiven und -negativen Patienten auf dem Westernblot an.

Bei der Immundetektion wurde mit den Patientenseren und den spezifischen Anti-
korpern prinzipiell gleichermal3en verfahren. Die Blotstreifen wurden mit Hilfe einer
Pinzette mit der Vorderseite nach oben in die Reagenzreservoirs der Inkubations-
wanne (Multiwell-Plastikschale) gegeben und in je 2 ml PBS-Waschpuffer 5 min unter
Schwenken durchfeuchtet. Nach Absaugen des Waschpuffers wurden die Streifen zur
Blockierung freier Bindungsstellen sofort mit 2 ml Blocklésung (37°C) versehen und
unter Schwenken 15 min inkubiert.

Nach grundlichem Entfernen der Blocklésung wurden die Streifen mit 2 ml einer in
Tabelle 3.6 erlauterten Verdinnung des Patientenserums, bzw. der spezifischen

Antikérper (in Verdiinnungspuffer 37°C) versehen.

Tabelle 3.6 Verdiinnungen des 1. Antikorpers
Antikorper Verdiinnung

Patientenserum 1:100

GF6 1:10

F3B1 1:10

11C9 1:10

G4C5 1:10

#3, Lot. 15.12.94 1:100

Um eine Bindung zwischen den H. pylori-Proteinen und den entsprechenden Anti-
kdrpern zu erreichen, erfolgte eine Inkubation bei 37°C fur 1 Std. 15 min. Nach Ab-
saugen der Verdinnung des 1. Antikérpers wurden die Streifen 3x gespult und 5 min
mit 2 ml PBS-Waschpuffer unter Schwenken gewaschen. Dieser Waschvorgang wurde

mit 1x spllen wiederholt.
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Tabelle 3.7 Herstellung der Konjugatgebrauchslésung

Konjugat Verdiinnung

alkalische Phosphatase konjugierte

Ziege anti-human-IgA 1:1000
+ Avidin-AP Conjugat 1:6000
Tabelle 3.8 Herstellung der Substratgebrauchsléosung
Zugabe von Menge fiir 5 Streifen
Substratpuffer 10 ml
NBT-Stocklésung 330 ul
BCIP-Stocklésung 33 ul

Die Konjugatgebrauchslosung zur Detektion des 1. Antikdrpers und des biotinylierten
Molekulargewichtsstandards wurde nach Tabelle 3.7 mit Verdinnungspuffer herge-
stellt. Die Streifen wurden nach Zugabe von je 2 ml Konjugatgebrauchslésung 1 Std.
bei RT unter Schwenken inkubiert. Nach Absaugen des 2. Antikérpers wurde der
zweimalige Waschvorgang wie oben wiederholt.

Die Substratgebrauchsldsung wurde aus den in Tabelle 3.8 angegebenen Sub-stanzen
frisch zubereitet und bis zur Verwendung dunkel aufbewahrt. Nach Zugabe von 2 ml
Substratgebrauchslésung zu jedem Streifen konnte unter 5-mindtigem Schwenken die
Reaktion zwischen Konjugat und Substrat im Sinne einer Anfarbung der Proteinbanden
beobachtet werden.

Nach Absaugen des Substrats wurde die Reaktion mit 2 ml Stopp-Puffer beendet, und
die Streifen anschlieRend zwischen Filterpapier getrocknet. Die trocknen Streifen
wurden mit Hilfe von selbstklebender Bucheinbinderfolie auf Overheadfolien geklebt,

beschriftet und im Dunkeln aufbewahrt.
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3.7 Auswertung des Westernblots

3.7.1 Ablesen der immunreaktiven Proteinbanden auf dem Westernblot

Samtliche immunreaktiven Proteinbanden aller Westernblots der getesteten
Patientenseren wurden hinsichtlich ihrer Lage und ihrer Intensitaten erfasst. Zur
Vermeidung von Ungenauigkeiten aufgrund von subjektiven Unterschieden in der
Beurteilung wurde die Untersuchung aller Westernblots von einer einzigen Person
durchgefihrt.

Chargenvergleich

Trotz mdglichst gleicher Bedingungen bei der Herstellung der einzelnen Westernblot-
Chargen lieRen sich geringfligige Schwankungen, z.B. bei der Trenngellange und der
Dauer der Gelelektrophorese nicht vermeiden. Um die Lage der Proteinbanden
verschiedener Chargen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde aus jeder Charge
ein Westernblotstreifen eines positiven Kontrollserums zum Entwurf einer Schablone
verwandt. Diese Schablone diente als Grundlage fir die Auswertung der Western-blots
der Patientenseren. Auf dem Kontrollstreifen nicht identifizierbare Protein-banden, die
auf spater ausgewerteten Westernblots auftraten, wurden nachtraglich auf der

Schablone aufgetragen.

Molekulargewichtsbestimmung der immunreaktiven Proteinbanden

Zur Molekulargewichtsbestimmung diente der biotinylierte Molekulargewichtsstandard,
der bei der Immundetektion mit dem Avidin-AP Conjugat reagierte. Mit Hilfe einer
graphischen Darstellung der definierten Molekulargewichte der Markerproteine gegen
ihren RF (RF = die bei der SDS-PAGE zuriickgelegte Strecke der Proteine geteilt
durch die Gesamtlange des Trenngels) in einer Eichkurve wurden die Molekular-

gewichte der immunreaktiven H. pylori-Proteine ermittelt.

Intensitédten der Proteinbanden
Zur Erfassung der einzelnen Proteinbanden in ihren unterschiedlichen Intensitaten
wurde ein Schema zum Ablesen der Bandenstarke festgelegt:

0 = nicht sichtbar

1 = schwach/dinn

2 = kraftig

3 = sehr dick/sehr kraftig
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Diese Kategorisierung diente der spateren Berechnung, ab welcher Intensitat eine
Proteinbande auf dem Westernblot als positiv zu bewerten ist, bzw. inwiefern die
Intensitat einer Proteinbande die Unterscheidung zwischen H. pylori-positiven und
-negativen Patienten ermdglicht. Zu diesem Zweck erfolgte die in 3.7.2 dargestellte

Berechnung des Cutpoints jeder Proteinbande.
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3.7.2 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der freundlichen Unterstlitzung von
Prof. Dr. J. Berger, Institut fur Biomathematik und Datenverarbeitung der Universi-
tatsklinik Eppendorf, Hamburg. Wegen des relativ kleinen Stichprobenumfanges kam
der ,exakte Test" von R.A. Fisher (Fisher-Test) zur Anwendung [46].

Beim Ablesen der immunreaktiven Proteinbanden auf dem Westernblot wurden die
Bandenintensitaten 0 bis 3 unterschieden. Die Intensitat allein konnte jedoch noch
keinen Aufschluss Uber die Wertigkeit einer Proteinbande (positiv oder negativ) geben.
Die statistische Auswertung dieser Daten mit dem Fisher-Test diente fir jede
Proteinbande der Festlegung des Punktes der besten Trennscharfe (Cutpoint)
zwischen H. pylori-positiven und -negativen Patientenseren. Der Cutpoint war in
diesem Zusammenhang definiert als die starkste Intensitat einer Proteinbande, bei der
sie noch als negativ bewertet wurde.

Zur Erstellung eines Auswertungsschemas flir den Westernblot wurden nach
Berechnung der Cutpoints die positiven und negativen Proteinbanden in den beiden
Vergleichsgruppen gezahlt. Daraus wurde Spezifitdt, Sensitivitdt und Anteil richtiger
Befunde (Resultatvaliditat) jeder einzelnen Proteinbande rechnerisch ermittelt. Um zu
Uberprifen, ob eine Kombination mehrerer Proteinbanden bei der Interpretation diese
Kriterien noch verbessern konnte, wurden das Auftreten von 10 Proteinbanden mit
hoher Spezifitat und relativ hoher Sensitivitat (120, 72, 35, 31, 30.5, 27, 26, 23, 17 und

15.5 kDa) auf den UreA-negativen Westernblots ausgewertet.
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3.8 Untersuchung der Proteinbande CagA auf dem Westernblot

Die vielfach in der Literatur als Pathogenitatsfaktor beschriebene Proteinbande CagA
sollte auch auf unserem Westernblot auf ihren Nutzen hinsichtlich des Erkennens einer
Infektion mit starker pathogenen H. pylori-Stdammen Gberprift werden. Zu diesem
Zweck wurden die H. pylori-positiven Patienten nach ihrem Gastroskopie-befund in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Die Haufigkeit der CagA-Bande auf Westernblots von
Patienten mit Ulcus ventriculi oder Ulcus duodeni wurden mit der Haufigkeit bei
Patienten mit anderen Diagnosen (zusammengefasst: Gastritis, Duo-denitis,
Refluxdsophagitis und Gallereflux) und mit einem Normalbefund verglichen.

Zur Untersuchung einer Korrelation zwischen dem Auftreten der CagA-Bande auf dem
Westernblot und dem Schweregrad / Aktivitatsgrad der B-Gastritis sowie der
Manifestation einer intestinalen Metaplasie oder Schleimhautatrophie wurden deren
Haufigkeiten bei CagA-positiven und -negativen Patienten der H. pylori-positiven

Gruppe verglichen.
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4 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse dieser Arbeit setzen sich aus zwei Teilen zusammen. Der erste Teil
basiert auf der Auswertung der Fragebdgen, die von den beteiligten Arzten und von
den Patienten ausgeflillt wurden. Die Daten dienen der genaueren Beschreibung des
Patientenkollektives und dem Vergleich der H. pylori-positiven mit der H. pylori-nega-
tiven Patientengruppe. Bei der Auswertung wurden jeweils folgende Kriterien der
beiden Gruppen gegenlber gestellt: Alter, gastroskopische Diagnosen, histologische
Diagnosen, Beschwerdesymptomatik sowie unterschiedliche Risikofaktoren flir das
Auftreten von Magenbeschwerden.

Im zweiten Teil werden die Ergebnisse des Helicobacter pylori Westernblots
dargestellt. Nach der Identifizierung der immunreaktiven Proteinbanden und der
statistischen Auswertung des Westernblots werden diese Ergebnisse mit den
Validitatskriterien eines kommerziellen ELISA verglichen. Am Ende stehen die

Ergebnisse der Untersuchung der Proteinbande CagA als Pathogenitatsfaktor.
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4.1 Analyse des Patientenkollektives

Alter

Insgesamt 114 Patientenseren wurden in diese Studie aufgenommen. In der H. pylori-
positiven Gruppe betrug das Alter 19 bis 83 Jahren (Median 57 Jahre), die H. pylori-
negativen Patienten waren zwischen 7 und 85 Jahren alt (Median 42 Jahre) (siehe
Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1 Altersverteilung der H. pylori-positiven und -negativen Patienten

25+

21 EH. pylori-positive
Patienten (n=72)

B H. pylori-negative
Patienten (n=42)

Anzahl

0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Altersgruppe (Jahre)

Gastroskopische Diagnosen

Fir diese Studie wurden die gastroskopischen Untersuchungsbefunde von insgesamt
101 Patienten ausgewertet. In der Gruppe der H. pylori-positiven Patienten wurde als
haufigste gastroskopische Diagnose eine Gastritis gestellt. 31 der 71 untersuchten
Patienten wiesen eine reine Gastritis auf, in weiteren 16 Fallen lag sie zusatzlich zu
anderen pathologischen Veranderungen vor. An zweiter Stelle imponierten Ulcera
duodeni, die insgesamt in 14 Fallen gastroskopisch entdeckt wurden. Ulcera ventriculi
sowie eine Refluxdsophagitis wurden bei jeweils 9 Patienten diagnostiziert. Bei 5
Patienten bestand gastroskopisch kein pathologischer Befund.

Unter den 30 gastroskopisch untersuchten H. pylori-negativen Patienten war mit 17
Fallen der makroskopische Normalbefund die meist gestellte Diagnose. Eine Gastritis
bestand in 12 Fallen, Ulcera duodeni oder ventriculi wurden im Kontrast zur H. pylori-

positiven Gruppe nicht beschrieben. Zusatzlich zur Gastritis bestand bei 4 Patienten
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eine Refluxésophagitis, und ein Patient wies gastroskopische Zeichen einer aphtésen
Bulbitis auf. Bei einem Patienten zeigte sich allein ein Gallereflux.

Die Verteilung der einzelnen Diagnosen finden sich in den Balkendiagrammen der
Abbildungen 4.2 und 4.3. Da auf dem Fragebogen Mehrfachnennungen bei gastro-
skopischen Diagnosen moglich waren, ergab sich eine Gesamtsumme an Diagnosen,

die Uber der Anzahl der Patienten lag.

Abbildung 4.2 Gastroskopische Diagnosen

der H. pylori-positiven Patienten (n=72)

Gastritis

Ulcus duodeni
Ulcus ventriculi
Refluxdsophagitis
Normalbefund
Duodenitis
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keine Angabe

50
Anzahl

Abbildung 4.3 Gastroskopische Diagnosen

der H. pylori-negativen Patienten (n=30)

Normalbefund
Gastritis
Refluxdsophagitis

aphtose Bulbitis

Gallereflux
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Histologische Diagnosen
Uber insgesamt 102 Patienten lagen histologische Diagnosen aus gastroskopisch

gewonnenen Biopsien des Magens, des Duodenums oder des Osophagus vor. Alle 72
H. pylori-positiven Patienten wiesen bei der histologischen Beurteilung eine chronische
Antrumgastritis (B-Gastritis) auf. In Kombination mit der Gastritis wurden auf’erdem in
4 Fallen Ulcera ventriculi sowie bei einem Patienten ein Magenkarzinom diagnostiziert.
Bei 3 weiteren Patienten lagen als Zweitdiagnose pathologische Osophagusbefunde,
und bei zwei Patienten gering aktive chronische Duodenitiden vor (siehe Abbildung
4.4). Histologische Zusatzbefunde, die in den Biopsien der H. pylori-positiven Patienten

mit B-Gastritis erhoben wurden, sind in Tabelle 4.1 differenziert.

Abbildung 4.4 Histologische Hauptdiagnosen

der H. pylori-positiven Patienten (n=72)

B-Gastritis

Ulcus ventriculi*
Magenkarzinom*
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Tabelle 4.1 Histologische Zusatzbefunde der

H. pylori-positiven Patienten mit B-Gastritis (n=72)

Zusatzbefund Anzahl
intestinale Metaplasie 18
herdférmige Atrophie 10

lymphofollikulare Hyperplasie 6
entziindliches Odem 5
Schleimhauterosionen 3
foveolare Hyperplasie 3
petechiale Blutungen 2

Die genauere Klassifikation der B-Gastritiden unserer H. pylori-positiven Patienten

ergab einen Uberwiegenden Anteil an aktiven chronischen Antrumgastritiden mafRigen

Schweregrades (40 von 72 Patienten) (siehe Abbildung 4.5). In Bezug auf den

Aktivitatsgrad der B-Gastritis lag der Schwerpunkt auf den Graden 1 und 2, die

zusammen bei 58 Patienten des Gesamtkollektives diagnostiziert wurden (siehe

Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.5 Schweregrad der B-Gastritis
der H. pylori-positiven Patienten (n=72)
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Abbildung 4.6 Aktivititsgrad der B-Gastritis
der H. pylori-positiven Patienten (n=72)
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Wahrend keine der Biopsien der H. pylori-positiven Patienten einen Normalbefund
zeigte, war dies bei 16 der 30 histologisch untersuchten H. pylori-negativen Patienten
der Fall. In dieser Gruppe wurden neben zwei C-Gastritiden hauptsachlich leichte
pathologische Befunde erhoben, wie unspezifische entziindliche Odeme und mini-male
Gastritiden. Bei nur einem Patienten bestand eine geringe aktive chronische
Cardiagastritis mit einer mafigen aktiven chronischen erosiven Duodenitis. Ulzera,
Karzinome oder andere Zusatzdiagnosen waren histologisch nicht nachweisbar (siehe
Abbildung 4.7).

Abbildung 4.7 Histologische Hauptdiagnosen

der H. pylori-negativen Patienten (n=30)
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Beschwerdesymptomatik

Auf dem Fragebogen an Patienten vor einer Magenspiegelung (siehe Anhang) hatten
die Patienten die Madglichkeit, bei neun vorgegebenen Beschwerden jeweils zu
differenzieren, ob diese haufig, manchmal oder nicht empfunden wurden. Bei der
Auswertung stellten sich Schmerzen, Brennen oder Druck im Oberbauch sowohl in der
H. pylori-positiven als auch -negativen Patientengruppe als Hauptbeschwerden heraus.
In Gber der Halfte der Falle wurden sie als haufig auftretende Beschwerden
angegeben, wahrend nur 11 bzw. 29% der Patienten gar nicht dartber klagten.
Weiterhin imponierten in beiden Gruppen als Leitsymptome Véllegefihl, Luftauf-stolden
und Blahungen. Sodbrennen wurde von rund der Halfte aller Patienten manchmal oder
haufig beklagt. Weitere Symptome, wie z.B. Ubelkeit und Erbrechen, traten
unregelmafiger auf. Wahrend 89% der H. pylori-positiven Patienten zu der Frage nach
Schluckbeschwerden nein angaben, so litten 38% der H. pylori-negativen Patienten
zumindest manchmal darunter.

Die prozentualen Haufigkeiten der einzelnen Beschwerden in den zwei Vergleichs-
gruppen sind in den Balkendiagrammen der Abbildung 4.8 dargestellt. Der Ubersicht-
lichkeit halber wurde jeweils eine Reihenfolge erstellt, die sich an der aufsteigenden

Haufigkeit der Angabe nein orientierte.
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Abbildung 4.8
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Risikofaktoren

Bei der Auswertung der Patientenangaben beziglich der Risikofaktoren fiel ein deutlich

héherer Anteil an Zigaretten-Rauchern unter den H pylori-negativen Patienten (48%)

im Vergleich zu den H. pylori-positiven Patienten (28%) auf. Auch der Faktor Stress

wurde haufiger von H. pylori-negativen Patienten angeben (63% vs. 41%). Wahrend

die Halfte der H. pylori-positiven Patienten mit einem Body Mass Index (BMI) tber 25

kg/m? als {ibergewichtig angesehen werden mussten, war es in der Vergleichsgruppe

lediglich ein Funftel. Die tagliche Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika

(NSAR) wurde in beiden Gruppen von je 10% der Patienten bestatigt, wahrend

insgesamt eine Voroperation am Gastrointestinaltrakt zu vernachlassigen war (siehe

Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2 Haufigkeiten von Risikofaktoren fiir die

Begiinstigung von Magenbeschwerden

Risikofaktor

H. pylori-positive

H. pylori-negative

Patienten Patienten
Zigaretten 19/69 (28%) 10/21 (48%)
Stress 28/69 (41%) 12/19 (63%)
Ubergewicht 37/71 (52%) 4/20 (20%)

regelmaRig NSAR

7/69 (10%)

2/21 (10%)

Operation an Magen,
Darm oder Speiserdhre

1/70 (1%)

0/21 (0%)
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4.2 Evaluierung des Helicobacter pylori-Westernblots

4.2.1 Identifizierung H. pylori-eigener Proteine auf dem Westernblot mit Hilfe

spezifischer Antikbrper

Durch Inkubation der Helicobacter pylori Westernblot-Streifen mit den spezifischen
Antikérpern konnten 5 typische H. pylori-Proteine auf dem Westernblot identifiziert
werden. 4 Antikorper detektierten jeweils genau eine Proteinbande auf dem Western-
blot: HpaA (29 kDa), UreA (30 kDa), FlaA (54 kDa) und UreB (61 kDa). Der Antikérper
gegen CagA reagierte neben der detektierten hochmolekularen 120 kDa-Protein-bande
noch mit drei weiteren niedermolekularen Proteinen (siehe Abbildung 4.9).

Nach Berechnung der Molekulargewichte der identifizierten Proteine ergab sich die in
Tabelle 4.3 dargestellte Zuordnung der H. pylori-Proteine zu den entsprechenden

Proteinbanden auf dem Helicobacter pylori Westernblot.

Tabelle 4.3 Zuordnung der H. pylori-eigenen Proteine

zu Proteinbanden auf dem Westernblot

H. pylori-eigenes Protein | Proteinbande
HpaA 29 kDa
UreA 30 kDa
FlaA 54 kDa
UreB 61 kDa
CagA 120 kDa
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Abbildung 4.9 Durch spezifische Antikorper identifizierte Proteinbanden
auf dem Westernblot
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12: Westernblot inkubiert mit einem H. pylori-positiven Kontrollserum
13 - 17: Westernblots inkubiert mit den spezifischen Antikérpern gegen
CagA (13), UreA (14), UreB (15), FlaA (16), HpaA (17)
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4.2.2 Identifizierung aller immunreaktiven Proteinbanden auf dem Westernblot

Die Bestandsaufnahme samtlicher detektierter Proteinbanden und ihrer Intensitaten auf
den 114 Westernblots der H. pylori-positiven und -negativen Patienten ist im Anhang
(S. 83-84) dargestellt. Es ergab sich insgesamt eine Anzahl von 32 immun-reaktiven
Proteinbanden mit Molekulargewichten von 120 kDa bis 13 kDa (Zusammenfassung
siehe Tabelle 4.4)

Abbildung 4.10 Beispiel einiger reprasentativer Westernblots
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Tabelle 4.4

H. pylori-positive Patienten (n=72)

Anzahl der abgelesenen Proteinbanden-Intensititen

auf den Westernblots beider Vergleichsgruppen

H. pylori-negative Patienten (n=42)

Bande Intensitat

kDa 0 1 2 3
120 16 24 26 6
95 45 27 0 0
90 47 21 4 0
72 20 41 11 0
64 26 33 12 1
61 35 26 10 1
57 58 12 2 0
56 12 9 16 35
54 6 23 41 2
50 50 21 1 0
49 30 24 16 2
47 47 24 1 0
46 37 31 4 0
45 16 38 11 7
42 45 20 7 0
41 43 25 4 0
39 49 22 1 0
35 47 18 5 2
33 39 14 14 5
31 39 23 7 3

30.5 58 9 3 2
30 5 37 21 9
29 44 24 4 0
27 56 15 1 0
26 8 29 24 11

25.5 70 2 0 0
23 40 26 6 0
21 71 1 0 0
19 26 36 9 1
17 68 4 0 0

15.5 50 13 9 0
13 22 32 16 2

Bande Intensitat
kDa 0 1 2 3
120 38 4 0 0
95 42 0 0 0
90 42 0 0 0
72 39 2 1 0
64 38 4 0 0
61 37 4 1 0
57 41 1 0 0
56 29 10 2 1
54 14 21 7 0
50 41 0 1 0
49 41 1 0 0
47 41 1 0 0
46 42 0 0 0
45 35 7 0 0
42 42 0 0 0
41 41 1 0 0
39 38 4 0 0
35 42 0 0 0
33 41 0 1 0
31 42 0 0 0
30.5 41 1 0 0
30 41 1 0 0
29 41 1 0 0
27 42 0 0 0
26 36 6 0 0
255 39 3 0 0
23 41 1 0 0
21 41 1 0 0
19 40 2 0 0
17 41 1 0 0
15.5 38 2 2 0
13 29 8 5 0
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4.2.3 Statistische Auswertung des Westernblots

a) Errechnete Cutpoints der einzelnen Proteinbanden

Der Fisher-Test ergab fir die Uberwiegende Anzahl der Proteinbanden Cutpoints von
0. Lediglich bei der 56 kDa- und 54 kDa-Proteinbande wurde ein Cutpoint von 1
berechnet. Die nach diesem Beurteilungsschema errechneten Anzahlen der positiven
und negativen Proteinbanden in den beiden Vergleichsgruppen sind in Tabelle 4.5
dargestellt. Die graphische Darstellung in Abbildung 4.11 zeigt besonders deutlich, wie
unterschiedlich stark das Auftreten der einzelnen Proteinbanden mit dem H. pylori-
Status der Patienten korrelierte. Die 30 kDa-Bande UreA war bei 67 der 72 H. pylori-
positiven Patienten positiv, wobei sie nur bei 1 der 42 H. pylori-negativen Patienten
auftrat. Antikbrper gegen das 26 kDa-Protein war bei 64 der H. pylori-positiven
Patienten und bei 6 der H. pylori-negativen Patienten nachweisbar, wahrend es flir das

120 kDa-Protein CagA bei 56 und 4 Patienten der jeweiligen Gruppe der Fall war.
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Tabelle 4.5 Anzahl positiver und negativer Proteinbanden

auf den Westernblots der beiden Vergleichsgruppen

Proteinbande Cutpoint | Bewertung H. pylori-Status
kDa o, .
positiv.  negativ
positiv 56 4
0

120 negativ 16 38
95 0 positi.v 27 0
negativ 45 42
ositi 25 0

90 0 POSTV
negativ 47 42
72 0 positi.v 52 3
negativ 20 39
64 0 positi.v 46 4
negativ 26 38
61 0 positi.v 37 5
negativ 35 37
57 0 positi.v 14 1
negativ 58 41
56 1 positi.v 51 3
negativ 21 39
54 1 positi.v 43 7
negativ 29 35
iti 22 1

50 0 posi |.v
negativ 50 41
49 0 positi.v 42 1
negativ 30 41
iti 25 1

47 0 posi |.v
negativ 47 41
46 0 positi.v 35 0
negativ 37 42
iti 56 7

45 0 posi |.v
negativ 16 35
42 0 positi.v 27 0
negativ 45 42
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Proteinbande

H. pylori-Status

kDa Cutpoint | Bewertung
positiv negativ
41 0 Dositi.v 29 1
negativ 43 41
39 0 positi.v 23 4
negativ 49 38
35 0 positi.v 25 0
negativ 47 42
33 0 positi.v 33 1
negativ 39 41
31 0 positi.v 33 0
negativ 39 42
iti 14 1
30,5 0 postlv
negativ 58 41
30 0 positi.v 67 1
negativ 5 41
29 0 positi.v 28 1
negativ 44 41
27 0 positi.v 16 0
negativ 56 42
26 0 positi.v 64 6
negativ 8 36
25.5 0 positi.v 2 3
negativ 70 39
23 0 positi.v 32 1
negativ 40 41
21 0 positi.v 1 1
negativ 71 41
19 0 positi.v 46 2
negativ 26 40
iti 4 1
17 0 posi |.v
negativ 68 41
15.5 0 positi.v 22 4
negativ 50 38
iti 50 13
13 0 positiv
negativ 22 29
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Abbildung 4.11
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b) Spezifitdt, Sensitivitdt und Anteil richtiger Befunde der Proteinbanden

Die 32 Proteinbanden wiesen eine Spezifitdt von 69% bis 100% auf, wobei 27
Proteinbanden Gber 90% lagen. Die Proteinbanden mit 95, 90, 46, 42, 35, 31 und 27
kDa besafllen die hdchste Spezifitdt von 100%. Mit 97,6% ebenfalls hochspezifisch
waren die 57, 50, 49, 47, 41, 33, 30.5, 30 (UreA), 29 (HpaA), 23, 21 und 17 kDa-
Proteinbanden. Auch die 19 kDa-Bande (96,2%), die 72, 56 und 25.5 kDa-Bande
(jeweils 92,9%), sowie die 120 (CagA), 64, 39, und 15.5 kDa-Bande (jeweils 90,5%)
wiesen eine Spezifitdt von Uber 90% auf. Darauf folgten die Proteinbanden mit
Molekulargewichten von 61 kDa (UreB) (88,1%), 26 kDa (85,7%) und 54 (FlaA) und 45
kDa mit einer Spezifitat von je 83,3%. Im Vergleich zu den anderen Proteinbanden war
die 13 kDa-Bande mit 69% relativ unspezifisch (siehe Abbildung 4.12).

In der Sensitivitat unterschieden sich die Proteinbanden erheblich starker, als in ihrer
Spezifitat. Die Werte erstreckten sich zwischen 93,1% und 1,4%. Die 30 kDa-Bande
(UreA) lag mit 93,1% deutlich an der Spitze, gefolgt von der 26 kDa-Bande mit 88,9%,
der 120 kDa (CagA)- und 45 kDa-Bande mit jeweils 77,8%. Die Proteinbanden mit 72
kDa (72,2%) und 56 kDa (70,8%) hatten noch eine Sensitivitat tGber 70%. 6 Protein-
banden wiesen Werte zwischen 70% und 50% auf: 13 kDa (69,4%), 64 kDa (63,9%),
19 kDa (63,9%), 54 kDa (59,7%), 49 kDa (58,3%) und 61 kDa (51,4%). Fur weitere 14
Proteinbanden wurde eine Sensitivitdt zwischen 50% und 30% berechnet (46 kDa
(48,6%), 33 und 31 kDa (je 45,8%), 23 kDa (44,4%), 41 kDa (40,3%), 29 kDa (38,9%),
95 und 42 kDa (je 37,5%), 90, 47 und 35 kDa (je 34,7%), 39 kDa (31,9%), 50 und 15,5
kDa (je 30,6%)). Die geringsten Werte (unter 30%) wurden fur die 6 Banden mit 27 kDa
(22,2%), 57 kDa und 30,5 kDa (je 19,4%), 17 kDa (5,6%), 25.5 kDa (2,8%) und 21 kDa
(1,4%) ermittelt (siehe Abbildung 4.13).

Der aus Spezifitdt und Sensitivitat errechnete Anteil richtiger Befunde (Resultatvalidi-
tat) ergab fur die 32 Proteinbanden Werte zwischen 94,7% und 36%. UreA (30 kDa)
stellte sich als die Proteinbande mit dem héchsten Anteil richtiger Befunde (94,7%) zur
Beurteilung des H. pylori-Status heraus. An zweiter und dritter Stelle standen die 26
kDa-Proteinbande (87,7%) und CagA (120 kDa) mit 82,5%. Fur die restlichen 29
Proteinbanden lag der Wert unter 80% (siehe Abbildung 4.14).

Die genaueren statistischen Berechnungen zur Bewertung des optimalen Trenn-
punktes fiir die 30 kDa-Bande UreA ergaben eine Spezifitat von 97,6% (95%-Konfi-

denzintervall 0,874-0,999) und eine Sensitivitdt von 93,1% (95%-Konfidenzintervall
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0,845-0,977). Der Likelihood Quotient eines positiven Befundes betrug 39,1 (95%-
Konfidenzintervall 5,63-271,31) und der Likelihood Quotient eines negativen Befundes
0,07 (95%-Konfidenzintervall 0,031-0,166).
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Abbildung 4.12 Spezifitat der einzelnen Proteinbanden
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Abbildung 4.13 Sensitivitit der einzelnen Proteinbanden
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Abbildung 4.14 Anteil richtiger Befunde der einzelnen Proteinbanden
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c) Versuch der Kombination mehrerer Proteinbanden zur Testauswertung

Die Kombination der Auswertung der 30 kDa-Bande UreA mit einzelnen anderen
Proteinbanden hatte bei den meisten Proteinbanden entweder keinen Vorteil oder eine
erhdhte Sensitivitat bei Senkung der Spezifitat (z.B. CagA, 26 kDa) zur Folge. Wurde
bei negativer UreA-Bande eine der 3 Proteinbanden mit 35, 31, oder 30,5 kDa zur
Beurteilung herangezogen, so konnten bis zu 2 der 114 Patientenseren zusatzlich
richtig ihrem H. pylori-Status zugeordnet werden. Bei der Kombination von UreA mit
der 31 kDa-Bande ergab sich somit ein Anteil richtiger Befunde von 96,5% (siehe
Tabelle 4.6). Wurden alle 3 Proteinbanden bericksichtigt, und galt der Westernblot bei
Auftreten der UreA-Bande oder einer dieser 3 Banden als positiv, konnten die

Gutekriterien des Tests nicht weiter verbessert werden.

Tabelle 4.6 Giitekriterien des Tests bei Auswertung der 30 kDa-Bande

in Kombination mit einzelnen anderen Proteinbanden

kombinierte | Sensitivitdt | Spezifitit | Anteil richtiger
Proteinbande (%) (%) Befunde (%)
120 kDa 97,2 90,5 94,7
72 kDa 94,4 92,9 93,9
35 kDa 94,4 97,6 95,6
31 kDa 95,5 97,6 96,5
30,5 kDa 94,4 97,6 95,6
27 kDa 94,4 95,2 94,7
26 kDa 94,4 85,7 90,4
23 kDa 94,4 95,2 94,7
17 kDa 94,4 95,2 94,7
15,5 kDa 95,8 88,1 93,0

56



ERGEBNISSE

4.2.4 Zusammenfassung der Evaluierungsergebnisse

Auf unserem Helicobacter pylori Westernblot wurden 32 immunreaktive Proteinbanden
identifiziert. 5 Proteinbanden konnten mit Hilfe spezifischer Antikorper typischen H.
pylori-Antigenen (CagA, UreB, FlaA, UreA und HpaA) zugeordnet werden. Mit
Ausnahme zweier Banden (54 und 56 kDa) wurde auf dem Westernblot bereits eine
schwach sichtbare Proteinbande als positiv bewertet. Die Mehrzahl der Proteinbanden
stellte sich als hochspezifisch fur eine Besiedelung mit H. pylori heraus, jedoch traten
viele nur auf einer geringen Zahl von Westernblots auf, so dass die Sensitivitat gering
war. 3 Proteinbanden (54 kDa (FlaA), 45 und 13 kDa) zeigten eine Spezifitat unter
85%.

Die 30 kDa-Proteinbande (UreA) hatte von allen Banden die héchste Sensitivitat und
die zweith6chste Spezifitdt. Daraus resultierte fir UreA der grofdte Anteil richtiger
Befunde von 94,7%. Die alleinige Auswertung dieser einzelnen Proteinbande zur
Beurteilung des H. pylori-Status erzielte ausreichend gute Ergebnisse in unserem
Helicobacter pylori Westernblot. Die richtigen Befunde des Tests konnten maximal um
2 von 114 durch zusatzliche Berlcksichtigung der 31 kDa-Banden verbessert werden.
Uber Art oder Funktion oder Herkunft dieses Proteins, das auf 45,8% der Western-
blots H. pylori-positiver, jedoch auf keinem der H. pylori-negativen Patienten auftrat,
lagen uns keine Daten vor.

Als Schlussfolgerung aus diesen Daten wurde die 30 kDa-Bande UreA als bester
Marker auf dem Westernblot fir das Vorliegen von IgG-Serumantikorpern gegen
Helicobacter pylori als Ausdruck einer Besiedelung des Magens mit dem Bakterium
identifiziert. Auf diese Weise erzielte unser Test eine Spezifitdt von 97,6% (95%-
Konfidenzintervall 0,874-0,999) und eine Sensitivitdt von 93,1% (95%-Konfidenz-
intervall 0,845-0,977). Der Likelihood Quotient eines positiven Befundes betrug 39,1
(95%-Konfidenzintervall 5,63-271,31) und der Likelihood Quotient eines negativen
Befundes 0,07 (95%-Konfidenzintervall 0,031-0,166).
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4.3 Vergleich des Westernblots mit einem kommerziellen ELISA

Von jedem der 114 Patientenseren wurde als serologische Vergleichsdiagnostik
zusatzlich ein kommerzieller, in der Routinediagnostik etablierter ELISA durchgefihrt.
In der Gruppe der 72 H. pylori-positiven Patienten wurden 65 Patientenseren richtig als
positiv beurteilt, wahrend sich 6 Seren im ELISA negativ darstellten. Ein Serum entzog
sich mit dem Befund ,fraglich“ der Diagnosestellung. Von den 42 H. pylori-negativen
Patienten bestatigte sich die Diagnose im ELISA bei 31 Seren. In 2 Fallen wurden die
Seren als positiv bewertet, und bei 9 Patientenseren blieb der serolo-gische Status
fraglich (siehe Tabelle 4.7).

Der durch den Westernblot diagnostizierte H. pylori-Status stimmte insgesamt in 108
von 114 Fallen mit der Einteilung der Patienten in die beiden Referenzgruppen Uberein.
Im ELISA dagegen konnten nur 96 Patientenseren richtig beurteilt werden (siehe
Tabelle 4.8).

Tabelle 4.7 Ergebnisse von ELISA und Westernblots im Vergleich

ELISA Westernblot

Patientengruppe ) o _ _ -
negativ positiv fraglich negativ positiv

H. pylori-positive

Patienten (n=72) 6 65 1 5 67
H. pylori-negative

Patienten (n=42) 3 2 9 41 1

Tabelle 4.8 Giitekriterien von ELISA und Westernblot im Vergleich

Giitekriterium ELISA Westernblot
Spezifitat 73,8% 97,6%
Sensitivitat 90,3% 93,1%
Anteil richtiger Befunde 84,2% 94,7%
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4.4 Bestatigung der Proteinbande CagA als Pathogenitatsfaktor

Mit Hilfe des spezifischen Kaninchen-Antikdrpers gegen CagA konnte neben drei
zusatzlich aufgetretenen Proteinbanden die 120 kDa-Bande auf dem Westernblot als
CagA identifiziert werden. Die CagA-Bande trat bei 77,8% der H. pylori-positiven und
bei 9,5% der H. pylori-negativen Patienten auf.

Bei der Untersuchung der CagA-Bande in Gruppen verschiedener Gastroskopie-
diagnosen fiel auf, dass die Proteinbande haufiger auf Westernblots von Patienten mit
einem Ulkusleiden (91%) auftrat, als bei solchen von Patienten mit anderen Diagnosen
(71%). In der Gruppe der Patienten mit einem Ulcus duodeni war die CagA-Bande in
100% auf dem Westernblot nachweisbar, bei Patienten mit Ulcera ventriculi waren es
75%. Ein Ulcus ventriculi stellte sich histologisch als Magen-karzinom heraus. Ein
Patient mit positiver CagA-Bande bot gastroskopisch gleich-zeitig je ein Ulcus ventriculi
und duodeni. In dem Patientenkollektivn mit anderen pathologischen
O0sophagogastroduodenalen Befunden betrug der Anteil CagA-positiver Westernblots
75%. Bei gesonderter Betrachtung der Patienten mit gastro-skopischen Normalbefunde
sank die Haufigkeit der CagA-Bande auf 40% (siehe Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9 Haufigkeit der CagA-Bande auf Westernblots

H. pylori-positiver Patienten nach gastroskopischen Diagnosen

Diagnose CagA-positive Westernblots

Ulcus ventriculi’ (n=8) 6 (75%)’

Ulcus duodeni (n=13) 13 (100%)
Ulcera ventriculi et _ o

duodeni (n=1) ! (100%)

Gastritis, Duodenitis,
Gallereflux oder (n=44) 33 (75%)?
Refluxdsophagitis?

Normalbefund (n=5) 2 (40%)

" davon histologisch 1 Magenkarzinom

2 davon 1 Osophaguskarzinom
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Hinsichtlich des Schweregrades der B-Gastritis ergab sich eine gréRere Zahl starkerer
Entziindungen bei den Patienten mit CagA-positiven Westernblots. Knapp 20% wiesen
eine maRige bis starke oder starke aktive chronische Antrumgastritis auf, wohingegen
diese Schweregrade bei den CagA-negativen Patienten nicht auftraten. Wahrend also
100% der Patienten mit diesen starken Antrumgastritiden Anti-CagA-Antikorper
bildeten, lag der Prozentsatz bei Patienten mit geringem (60%) oder gering bis
maRigem (46%) Schweregrad der Gastritis zusammen nur noch bei 52%. Bei
Patienten mit maRiger aktiver chronischer Antrumgastristis wurde zu 85% die CagA-
Bande im Westernblot nachgewiesen.

Eine ahnliche Tendenz lie sich beziglich des Aktivitatsgrades verzeichnen. Die
Grade 2 bis 3 oder 3 wurden bei 17,8% der Anti-CagA-Antikdrper-positiven, jedoch bei
0% der -negativen Patienten diagnostiziert. Einer 100%igen Nachweisrate von Anti-
CagA bei Patienten mit hohem Aktivitdtsgrad der B-Gastritis standen 71% CagA-
positive Westernblots bei den leichten Aktivitatsgraden 0 (100%), 1 (72%) und 1 bis 2
(60%) gegenuber. Eine Gastritis des Aktivitatsgrades 2 war zu 85 % mit positiven Anti-
CagA-Antikoérpern verbunden.

Die Betrachtung der histologischen Zusatzbefunde bei B-Gastritis zeigte, dass die
intestinale Metaplasie in 83% und die Schleimhautatrophie in 80% der Falle mit einer
Immunantwort gegen CagA auf dem Westernblot verbunden waren (siehe Tabelle
4.10).
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Tabelle 4.10 Haufigkeit der CagA-Bande auf Westernblots

H. pylori-positiver Patienten nach histologischen Diagnosen

Schweregrad der B-Gastritis CagA-positive Westernblots
gering (n=10) 6 (60%)
gering bis maRig (n=11) 5 (46%)
mafig (n=40) 34 (85%)
mafig bis stark (n=3) 3 (100%)
stark (n=8) 8 (100%)

Aktivitatsgrad der B-Gastritis

CagA-positive Westernblots

0 (n=1) 1 (100%)
1 (n=32) 23 (72%)
1 bis 2 (n=5) 3 (60%)
2 (n=21) 18 (85%)

2 bis 3 (n=4) 4 (100%)

3 (n=6) 6 (100%)
nicht spezifiziert (n=3) 1 (33%)

Zusatzbefunde CagA-positive Westernblots

intestinale Metaplasie (n=18) 15 (83%)
Schleimhautatrophie (n=10) 8 (80%)
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5 DISKUSSION

5.1 Diskussion der Evaluierungsergebnisse

In dieser Arbeit wird ein neuer Westernblot zur Erkennung von 1gG-Serumantikérpern
gegen Helicobacter pylori vorgestellt und evaluiert.

Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern wurden 5 Antigene auf dem Westernblot als
typische H. pylori-Proteine identifiziert (120 kDa =CagA, 61 kDa =UreB, 54 kDa =FlaA,
30 kDa =UreA und 29 kDa =HpaA). Dies erlaubt eine Ubertragung der wissenschaft-
lichen Erkenntnisse Uber diese Proteine auf die entsprechenden Westernblot-Antigene.
So ist eine bessere Beurteilung der Relevanz der vorliegenden Daten mdglich.
Weiterhin konnte eine erfolgreiche Herstellung des Westernblots mit wichti-gen H.
pylori-Proteinen und eine korrekte Molekulargewichtsbestimmung angezeigt werden.
Der Antikorper gegen CagA reagierte zwar mit mehreren Antigenen schwach auf
unserem Westernblot, was auf Unreinheiten zuriickzufihren sein kann, jedoch ist unter
Berticksichtigung der Herstellerangaben und der Literatur eine eindeutige Zuordnung

zur 120 kDa-Bande maglich.

Es wurde ein Interpretationsschema flir den Test entwickelt, bei dem die Beurteilung
einer einzigen Proteinbande ausreichte. Die 30 kDa-Bande, die mit Hilfe eines
monoklonalen Antikdrpers als Urease-Untereinheit A identifiziert wurde, stellte sich als
bester Marker fir eine Infektion des Patienten mit H. pylori heraus, und der
Westernblot erzielte somit eine Spezifitat von 97,6%, eine Sensitivitat von 93,1% und
einen Anteil richtiger Befunde (Resultatvaliditdt) von 94,7%. Er kann also als
zuverlassiger Test in der serologischen H. pylori-Diagnostik angesehen werden, und
seine Ergebnisse sind im Vergleich zu denen bereits beschriebener Westernblots
durchaus als gut einzustufen. Hinsichtlich der Spezifitat scheint er sogar einen Vorteil
zu bieten.

In der einfachen Interpretation ist dieser Westernblot anderen Tests mit zum Teil
komplizierten Auswertungsschemata Uberlegen. Aucher et al. [6] beschrieben einen
Immunoblot mit 12 immunreaktiven Proteinbanden. Das Vorhandensein von mindes-
tens einer der drei Banden von 54, 35 oder 42 kDa galt als bester Marker fir eine H.
pylori-Infektion (Sensitivitat 95%, Spezifitat 82%). Der Immunoblot von Nilsson et al.
[40] erreichte bei einer Spezifitat von 92,5% eine Korrelation mit H. pylori-Kultur-
positiven Patienten von 97,5%, wenn Banden von 110/120 kDa und/oder zwei von finf

Proteinen niedrigen Molekulargewichts (26, 29, 30, 31 und 33 kDa) auftraten. Eine IgG-
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Antikérperantwort auf Proteine mittleren Molekulargewichts (43 bis 66 kDa) wurde als
unspezifisch eingeschatzt. Andersen und Espersen [1] entdeckten bei 97% der H.
pylori-positiven Patienten IgG-Antikérper gegen ein oder mehrere Polypeptide mit 36,
30, 27, 25 oder 19 kDa, jedoch reagierten auch 18% der Seren der H. pylori-negativen
Patienten in gleicher Weise. Karvar et al. [23] bewerteten ihren Immunoblot als positiv,
wenn lgG-Antikorper gegen mindestens ein Protein hohen Molekular-gewichts (87 bis
128 kDa) oder gegen mindestens zwei Proteine niedrigen Molekulargewichts (22 bis 33
kDa) nachgewiesen werden konnten (Sensitivitat 98%, Spezifitdt 71%).

Die Ergebnisse dieser Arbeiten, dass Proteinbanden aus dem hochmolekular-
gewichtigen Bereich, insbesondere die 120 (128) kDa-Bande CagA, sowie Protein-
banden mit niedrigen Molekulargewichten besonders gut zur H. pylori-Diagnostik
geeignet sind, lassen sich in der vorliegenden Arbeit bestatigen. Nach UreA wiesen die
26 kDa-Bande und CagA den hochsten Anteil richtiger Befunde auf. Ein 26 kDa-Protein
wurde in einer Studie als speziesspezifisches Antigen von H. pylori identifiziert [41]. Ob
dieses Protein mit unserem Antigen gleichen berechneten Molekulargewichts
Ubereinstimmt, lasst sich derzeit nicht beantworten. Es erscheint jedoch eher
unwahrscheinlich, da unser Protein nur eine Spezifitdt von 85,7% aufweist. Dieses
Beispiel verdeutlicht die schlechte Vergleichbarkeit der Proteinbanden auf verschie-
denen Westernblots, die in unterschiedlichen Herstellungsweisen und Ungenauig-
keiten bei der Molekulargewichtsbestimmung begriindet ist. So kénnte auch unser 27
kDa-Protein mit einer Spezifitdt von 100% dem beschriebenen Protein entsprechen.
Weitere 6 Antigene (95, 90, 46, 42, 35 und 31 kDa) zeigten auf dem neuen
Westernblot eine 100%-ige Spezifitdt. Genauere Informationen zu diesen Proteinen
liegen nicht vor. Da sie nur auf einer geringen Zahl der Westernblots der H. pylori-
positiven Patienten auftraten, stellten sie sich nicht als geeignete Marker einer H.
pylori-Infektion heraus.

Eine Kombination der UreA-Bande mit der 31 kDa-Bande konnte bei der Interpretation
der Westernblots zwar 2 weitere Patientenseren richtig als positiv erkennen, jedoch
erscheint uns diese Kombination angesichts des geringen Vorteils nicht sinnvoll. Die
leichte Verbesserung der Sensitivitat kann ebenso nur zufallig bedingt und bei der
Testung eines grofleren Patientenkollektives nicht mehr nachweisbar sein. In
Zweifelsfallen kdnnten allerdings zusatzliche Proteinbanden bei der Interpretation des
Westernblots sinnvoll sein.

Ebenso wie bei Nilsson et al. [40] stellten sich die Proteinbande mit 54 kDa (Flagellin)
und die 45 kDa-Bande als relativ unspezifisch heraus. Dies ist flr das Flagellin nicht

verwunderlich, da auch andere Krankheitserreger wie z.B. Campylobacter jejuni,
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Treponema pallidum und Borrelia burgdorferi mit Flagellen ausgestattet sind, und somit
Kreuzreaktionen bei Seren von Patienten mit entsprechenden anderen Infektionen
auftreten kénnen [1, 22, 40, 41]. Auch von anderen H. pylori-Proteinen ist Uber
Kreuzreaktionen berichtet worden [1, 21], wie z.B. das 60 kDa Heat-shock-Protein, das
auch in anderen gram-negativen Bakterien vorkommt. Ein 14 kDa-Antigen zeigte eine
hohe Kreuzreaktivitdit mit Pseudomonas aeruginosa und Campylobacter jejuni [21].
Diese Antigene sind nicht mit Sicherheit Proteinen auf dem hier beschriebenen
Westernblot zuzuordnen, jedoch fand sich in Ubereinstimmung mit diesen Daten die
Proteinbande mit der niedrigsten Spezifitat (69%) bei 13 kDa. Weitere Untersuchungen
des Westernblots hinsichtlich mdglicher Kreuzreaktionen sollten zur Testsicherheit an

diese Evaluierung angeschlossen werden.

Urease ist als fur die Kolonisation von H. pylori essentielles Enzym mit weiteren, noch
nicht vollstandig geklarten Funktionen vielfach beschrieben worden, und die Struktur
des Proteins mit den zwei Untereinheiten UreA und UreB ist gut bekannt [15, 35, 50,
52]. Da Urease grundsatzlich in jedem H. pylori-Bakterium enthalten ist, und
stammesspezifische Unterschiede in der Proteinstruktur von UreA nicht beschrieben
sind, erflllt UreA wichtige Kriterien flr den zuverlassigen Einsatz als Antigen in der
serologischen H. pylori-Diagnostik. Es hat sich auch in anderen Studien bereits als
sehr spezifisches 30 kDa-Antigen erwiesen [1, 23, 40], obwohl es noch weitere
Bakterien mit Ureaseaktivitat gibt, deren Proteinstrukturen der Urease von H. pylori
ahneln [35, 52].

Es ist allerdings keine Publikation bekannt, in der UreA zur alleinigen Auswertung
eines Westernblots vorgeschlagen wird. Eine Studie, die die IgG-Antikdrperantwort auf
Urease in der H. pylori-infizierten mexikanischen Bevdlkerung mittels ELISA-Technik
untersuchte, fand lediglich bei einem Anteil von 38% Anti-Urease-Antikorper [28].
Karvar et al. [23] identifizierte auf 69% der Westernblots seiner H. pylori-positiven
Patienten IgG-Antikérper gegen UreA. Diese deutlich niedrigeren Zahlen im Vergleich
zu unserem Ergebnis kénnten beispielsweise durch eine geringere Empfindlichkeit der
verwendeten Tests oder einen héher gewahlten Cutpoint der 30 kDa-Bande bedingt
sein, so dass niedrige Antikorpertiter nicht als positiv erkannt werden. AuRerdem wird
ein Vergleich verschiedener Bevdlkerungen und Rassen dadurch erschwert, dass

moglicherweise Unterschiede in der Immunantwort bestehen.

5 Seren der 72 H. pylori-positiven Patienten zeigten auf dem Westernblot keine 1gG-

Antikérperantwort auf das 30 kDa-Protein UreA. Weiterfiihrende Untersuchungen
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waren erforderlich, um die Frage zu klaren, ob diese Seren mit Hilfe eines anders
konzipierten Interpretationsschemas korrekt identifiziert werden koénnten. Beispiels-
weise reagierten 3 der 5 Seren mit CagA, das mit einer Spezifitdt von 90,5% und einer
Sensitivitat von 77,8% ebenfalls flr die Berlicksichtigung bei der Auswertung in Frage
kame. 2 dieser 3 anti-CagA-positiven, anti-UreA-negativen Patientenseren reagierten
auch im ELISA positiv. Diese Ergebnisse stitzen die Theorie, dass die
Antikérperantwort auf H. pylori deutlich zwischen Individuen variiert, und dass kein
einzelnes Antigen von allen positiven Seren erkannt wird [1, 36]. Der Grund dafir
scheint in der Antigenvariabilitdt verschiedener H. pylori-Stdmme liegen, deren
Relevanz fir die serologische Diagnostik sehr unterschiedlich eingeschatzt wird [16,
54].

2 der 5 auf dem Westernblot anti-UreA-negativen Patientenseren waren im ELISA
ebenfalls negativ, ein Befund blieb fraglich. Der Grund flr die Diskrepanz zwischen
serologischen Ergebnissen und Antigennachweis kénnte in einer fehlenden Sero-

konversion trotz Infektion der Patienten, z.B. aufgrund einer Immunsuppression liegen.

Bei dem Vergleich unseres Tests mit dem kommerziellen ELISA erzielte der
Westernblot sowohl eine héhere Sensitivitat (93,1% vs. 90,3%) als auch eine deutlich
bessere Spezifitat (97,6% vs. 73,8%). Verantwortlich sind dafir insbesondere die 10
ELISA-Befunde, die als fraglich beurteilt werden mussten. Diese Seren wiesen einen
isoliert erhdhten IgA-Titer auf, der sowohl fir die Frihphase einer H. pylori-Infektion
sprechen, als auch im Sinne einer unspezifischen Reaktion auftreten kann. Nachtrag-
lich musste der positive IgA-Titer bei 9 Seren aus der H. pylori-negativen Gruppe als
unspezifische Reaktion gedeutet werden (vgl. S. 14). Der Vorteil des Westernblots liegt
in der Erkennung einzelner Proteinbanden und somit der besseren Unter-scheidung
zwischen spezifischen und unspezifischen Antikérperreaktionen, wahrend der
verwendete ELISA aus wenig oder ungereinigtem Antigen besonders der Gefahr
unerkannter Kreuzreaktionen ausgesetzt ist. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den
Erkenntnissen zahlreicher Studien [3, 40, 57]. Weiss et al. [56] fanden beim Vergleich
zweier Tests mit dem gleichen Antigenmaterial bessere Ergebnisse im ELISA als im
Westernblot. Mogliche Erklarungen seien Unterschiede bei der Bindung der Proteine
auf Plastik oder Nitrocellulose und Strukturveranderungen der Proteine wahrend der
Elektrophorese oder des Blottings. Die Daten sind hier aufgrund unterschiedlicher
Antigenzusammensetzungen nicht direkt vergleichbar. Weiterhin wurde im ELISA von

Weiss et al. lediglich IgG, nicht aber das bei uns unspezifisch reagierende IgA
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nachgewiesen. Die Studie zeigt jedoch, dass die ELISA-Technik nicht prinzipiell als

ungenauer zu bewerten ist als die Westernblot-Methode.
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5.2 Einfluss der Methodik auf die Ergebnisse

Aus dem oben genannten Grund der Variabilitdt in Antigenen und Immunantwort
basieren die Mehrzahl der serologischen Tests nicht auf dem Nachweis eines
einzelnen Antigens, sondern auf der Kombination mehrerer spezifischer Proteine. Es
sind unterschiedliche Herstellungsmethoden fir das Antigenmaterial beschrieben
worden. Zu den gelaufigsten gehdren Gesamizelllysate und saure Glycinextrakte,
wobei kein eindeutiger Vorteil eines der Verfahren erkannt wurde [1, 6, 23, 40, 54].
Unser Westernblot aus einem Gesamtzelllysat von H. pylori entspricht somit einem der
Standardverfahren.

Wir beschrankten uns auf den Nachweis von Antikérpern des Typs IgG, da dieser in
mehreren Studien als zuverlassigster serologischer Marker einer H. pylori-Infektion
identifiziert wurde [23, 26, 54]. Der Nutzen des IgA-Nachweises dagegen wird kontro-
vers diskutiert, wahrend IgM-Antikérper nur sehr unregelmalig auftreten [23, 26, 43,
53, 54]. Eventuell kdonnte die Sensitivitdt unseres Tests durch den kombinierten
Nachweis von IgG und IgA noch verbessert werden. Da Hinweise darauf bestehen,
dass gelegentlich Patienten ohne Nachweis von IgG eine reine IgA-Immunantwort auf
H. pylori ausbilden [26, 53], ware es interessant, die 5 auf unserem Westernblot falsch-
negativ diagnostizierten Patienten zusatzlich auf IgA-Antikbrper zu Uberprifen.
Allerdings gab unsere Studie beim Vergleich des Westernblots mit dem ELISA
Hinweise darauf, dass gerade die IgA-Antikérper im Sinne von unspezifischen
Reaktionen fur einen Teil der falsch-positiven ELISA-Befunde verantwortlich sind.

Ein weiterer wichtiger methodischer Faktor, der einen Einfluss auf unsere Ergebnisse
hatte, war die Wahl der Referenzmethoden. In dieser Arbeit wurde der H. pylori-Status
bei der Mehrzahl der Patienten durch eine Kombination aus Urease-Schnelltest und
Histologie nachgewiesen. Wegen einer felderformigen Verteilung der Bakterien auf der
Magenschleimhaut kann die Biopsie zu falsch-negativen Befunden flihren, so dass die
Spezifitat unseres Westernblots in Wirklichkeit eventuell noch héher liegen kénnte [14,
33]. Einer von 42 als H. pylori-negativ eingruppierten Patienten wurde im Westernblot
ebenso wie im ELISA positiv beurteilt. Dies kann entweder an einem Biopsiefehler,
Kreuzreaktionen mit Antikdrpern gegen einen anderen Erreger oder persistierenden
Antikérpern nach ausgeheilter H. pylori-Infektion (26, 51) liegen.

Auf dem Nachweis der Ureaseaktivitdt von H. pylori basierende Tests, wie auch der
hier verwendete "*C-Atemtest und der Urease-Schnelltest, sind stéranfallig in Bezug
auf eine Therapie mit Protonenpumpenhemmern, Wismuthsalzen und insuffizienten

Antibiotika [14]. Zwar wurden Patienten der H. pylori-negativen Gruppe mit bekannter
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bereits erfolgter Eradikationstherapie von der Studie ausgeschlossen, jedoch galt dies
nicht fir andere Magentherapeutika oder flir Antibiotikatherapien aus sonstigen
Indikationen, Uber die uns keine Informationen vorlagen.

Die variierenden Referenzmethoden in der H. pylori-negativen Gruppe stellen einen
weiteren potentiellen Storfaktor dar. Da der "*C-Atemtest als zuverlassiger Tests in der
H. pylori-Diagnostik allgemein anerkannt ist [3, 14, 53], diirfte allerdings die Korrektheit
der Gruppeneinteilung insgesamt nicht beeintrachtigt sein. Lediglich die 3
beschwerdefreien, im ELISA als negativ identifizierten Blutspender bergen wegen des
fehlenden Antigennachweises ein hdheres Risiko der falsch-negativen Einteilung, da

sich nachtraglich ein leichter Mangel an Spezifitdt des ELISA (73,8%) herausstellte.

Die Zusammensetzung des Patientenkollektivs kann grundsatzlich einen Einfluss auf
die Ergebnisse einer Testevaluation ausiben. Unser Patientenkollektiv kann als
reprasentativ angesehen werden. Die Auswahl der Patienten erfolgte zufallig und ohne
Bertiicksichtigung weiterer Kriterien, abgesehen von einheitlichen Test-ergebnissen zur
Definierung des H. pylori-Status. Die Patienten unterschieden sich nicht auffallig
hinsichtlich des Alters und der Beschwerdesymptomatik, die Veranlassung der H.
pylori-Diagnostik war. Dies bestatigt die Theorie, dass H. pylori keine spezifischen
Beschwerden verursacht, die sich von einer Oberbauch-symptomatik anderer Ursache
unterscheiden lieRen [1]. Erst durch die Befunde der Gastroskopie und der
anschlielenden Histologie waren deutliche Unterschiede hinsichtlich der Pathologien
in den beiden Vergleichsgruppen erkennbar. Die H. pylori-positiven Patienten hatten
insgesamt haufiger schwere pathologische Befunde wie Ulcera duodeni et ventriculi
und aktive chronische Gastritiden mit histologischen Zusatzbefunden wie intestinalen
Metaplasien und Schleimhautatrophien. In der Gruppe der H. pylori-negativen
Patienten wurden hingegen seltener ein gastro-skopisches oder histopathologisches
Korrelat fur die angegebenen Beschwerden festgestellt. Normalbefunde traten
haufiger, peptische Ulzera oder schwere Gastritiden nicht auf. Diese Ergebnisse
bestatigen unser reprasentatives Patienten-kollektiv, da die Korrelation von H. pylori
mit den genannten Erkrankungen bereits weitreichend beschrieben wurde [7, 33, 42,
54, 55, 58]. Aus unseren Befunden lasst sich schliel3en, dass unser Westernblot durch
seine hohe Spezifitdt bei einem negativen H. pylori-Befund bereits mit hoher
Wabhrscheinlichkeit einen schweren pathologischen 6sophagogastroduodenalen
Befund bei Patienten mit unspezifischen dyspeptischen Beschwerden ausschliel3t.

Zur Untersuchung, ob in der H. pylori-negativen Gruppe andere Ursachen fir die

Beschwerden erkennbar waren, wurden die auf dem Patientenfragebogen erhobenen
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Daten Uber allgemeine Risikofaktoren ausgewertet. Die H. pylori-negativen Patienten
beinhalteten einen hdheren Prozentsatz an Zigarettenrauchern (48% vs. 28%) und
stressbelasteten Menschen (63% vs. 41%) im Vergleich zu H. pylori-positiven
Patienten. Diese Faktoren kdnnten flr die dyspeptischen Beschwerden mitverant-
wortlich sein. Die regelmaliige Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR)
kénnte bei 10 % der Patienten, und Ubergewicht bei 20% eine urséchlich Rolle spielen.
Allerdings ist die Zahl der adipdsen H. pylori-positiven Patienten deutlich héher (50%),
und eine NSAR-Einnahme kam in beiden Gruppen gleich haufig vor. Selbstverstandlich
kénnen auch andere Pathologien unterschiedlichsten Ursprungs die unspezifische
Beschwerdesymptomatik der H. pylori-negativen Patienten verursachen. Zu nennen
sind hier beispielsweise Herzerkrankungen, Stérungen der Organfunktionen von
Gallenblase und Pankreas, Motilitatsstorungen sowie Erndhrungsgewohnheiten und
seelische Faktoren. Operationen am Gastrointestinal-trakt spielten in unserem
Patientenkollektiv keine wesentliche Rolle.

Zu der Auswertung des Patientenkollektives ist allgemein anzumerken, dass sich
aufgrund der relativ kleinen Fallzahlen aus den Daten lediglich Hinweise auf mogliche
Zusammenhange oder Unterschiede gewinnen lassen, die fur signifikante Aussagen

durch grolere Studien bestatigt werden missten.
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5.3 Eignung des Westernblots zur Erkennung von Pathogenitatsfaktoren

Das Protein CagA stellte sich auf unserem Westernblot als 120 kDa-Antigen dar, und
Anti-CagA-Antikdrper wurden in 77,8% der Seren der H. pylori-positiven Patienten
nachgewiesen. Diese Daten stimmen mit den Literaturangaben Uberein [9, 44, 45].
Lediglich das Molekulargewicht von CagA wird unterschiedlich zwischen 120 und 140
kDa angegeben, wobei Xiang et al. [59] die Grolienvariabilitdt dieses Antigens auf dem
Westernblot auch nachwies. Wir kénnen schlussfolgern, dass unser Westernblot gut
zur lIdentifizierung von Anti-CagA-Antikdrpern geeignet ist. Serumantikdrper gegen
CagA korrelieren gut mit dem Vorhandensein der Pathogenitatsinsel von H. pylori,
einer Gensequenz, die fir die Codierung von CagA und weiteren potentiellen
Pathogenitatsfaktoren verantwortlich gemacht wird [4, 50]. Die Mehrzahl der neueren
Studien postuliert eine Korrelation der Infektion mit CagA-positiven H. pylori-Stammen
mit dem Auftreten von Ulzera und schweren Gastritiden [4, 12, 38, 44, 59]. Diese
Daten werden in unserer Studie bestatigt. 100% unserer Patienten mit Ulcera duodeni
sowie 100% der Patienten mit Antrumgastritiden der Schweregrade mafig bis schwer
und schwer und der Aktivitdtsgrade 2 bis 3 und 3 wiesen Serumantikdrper gegen CagA
auf, wahrend die Rate bei leichteren Pathologien deutlich niedriger war (siehe Tabelle
4.9 und 4.10). Kirchner et al. [24] beschrieb die intestinale Metaplasie und die
Schleimhautatrophie im Rahmen einer Gastritis als Vorstufe zum Adenokarzinom des
Magens. Als Cofaktor wirke bei der Karzinomentstehung eine Autoimmunreaktion. In
unserer Studie wiesen 15 der 18 Patienten (83%) mit intestinaler Metaplasie und 8 von
10 Patienten (80%) mit Schleimhautatrophie Anti-CagA-Antikdrper im Westernblot auf.

Signifikante Aussagen sind bei den relativ kleinen Fallzahlen nicht sicher mdglich,
jedoch geben all diese Daten einen Hinweis darauf, dass mittels unseres Western-
blots Hochrisikopatienten mit hoher Wahrscheinlichkeit anhand der Serumantikérper
gegen CagA erkannt werden konnen. Dies kdnnte in Zukunft Konsequenzen flr die
weitere Diagnostik und eine differenziertere Therapie haben.

Ahnlich wie bei CagA wird auch dem Zytotoxin VacA eine Bedeutung als
Pathogenitatsfaktor beigemessen, und eine Assoziation des vacA-Genotyps s1
insbesondere mit dem Auftreten von Ulcera duodeni beschrieben [2, 5, 45]. Allerdings
besteht eine schlechte Korrelation der Anti-VacA-Antikdrper mit der in vitro toxin-
bildenden Aktivitat eines H. pylori-Stammes, und ihre Beziehung zum vacA-Genotyp ist
unklar [4]. Nach diesen Quellen sind die Anti-VacA-Antikdrper nicht zur Diagnostik
geeignet. Auf unserem Westernblot konnte das Antigen VacA nicht sicher mittels eines

monoklonalen Antikorpers identifiziert werden. Neben eventuellen technischen
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Ursachen besteht auch die Moglichkeit, dass unser Antigenmaterial aufgrund von
Antigenvariationen unterschiedlicher H. pylori-Stamme [2, 11, 45, 59] beispielsweise
kein VacA enthalt. Vor oben genanntem Hintergrund ist dies nicht unbedingt als
klinisch relevantes Defizit zu werten.

Eine Reihe von Stérfaktoren kann die Untersuchung der Pathogenitatsfaktoren
erschweren. An erster Stelle stehen Faktoren, die eigenstandig, also unabhangig vom
H. pylori-Status, gastroskopische Befunde oder die Histomorphologie verandern. In
diesem Zusammenhang sind vor allem die haufig verordneten Protonenpumpen-
hemmer zu nennen. Einerseits verschleiern sie die Beschwerdesymptomatik und
stéren den H. pylori-Nachweis, insbesondere bei Tests, die auf dem Ureasenachweis
basieren. Ein durch H. pylori verursachtes Ulkus kann unter Omeprazol-Therapie ggf.
nicht mehr gastroskopisch nachgewiesen werden. Andererseits kénnen Protonen-
pumpenhemmer bei Langzeiteinnahme beispielsweise selbst eine Schleimhaut-
atrophie verursachen.

Als weiterer Storfaktor ist die weit verbreitete Einnahme von nichtsteroidalen
Antirheumatika zu sehen, von der in unserem Kollektiv immerhin 10% der Patienten
betroffen sind. NSAR wirken selbst ulzerogen, und kénnen so eine erhdhte Ulkus-
haufigkeit bei primar wenig pathogenen H. pylori-Stammen vortauschen. Weiterhin
beschreibt Atherton [4] eine erhdhte Ulkusgefahr bei H. pylori-positiven Rauchern im
Vergleich zu Nichtrauchern.

Inwieweit unsere Ulkus-Patienten im einzelnen von den jeweiligen Stdrfaktoren

beeinflusst wurden, musste in genaueren Untersuchungen geklart werden.
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5.4 Indikationen und Grenzen unseres H. pylori Westernblots

Mit dem neu entwickelten Westernblot ist es mdglich, Patienten auf nicht invasivem
Wege mit hoher Spezifitat und Sensitivitat auf ihren H. pylori-Status hin zu testen. Als
serologisches Verfahren ist der Westernblot im Vergleich zu anderen Methoden
verhaltnismaRig unempfindlich gegentber Stdrfaktoren wie Protonenpumpenhem-
mern, Wismuthsalzen oder insuffizienten Antibiotika [14].

Sein einfaches Auswertungsschema ermdoglicht den Einsatz des Westernblots in der
Routinediagnostik, ohne dass mit groRen untersucherabhangigen Schwankungen
gerechnet werden muss.

Wegen seiner hohen Spezifitat und Sensitivitat kann der Westernblot zur Bestatigung
positiver oder Klarung fraglicher Befunde im ELISA herangezogen werden.

Die Antikorperverlaufe bei einer H. pylori-Infektion sind umfangreich untersucht
worden. Demnach kommt es 6 Monate nach erfolgreicher Eradikationstherapie zu
einem Abfall des IgG-Titers um mindestens 50% [26]. Insofern ist der Westernblot
prinzipiell auch zur Therapiekontrolle geeignet. Da wir die Patienten nach bereits
erfolgter Eradikationstherapie von der Studie ausgeschlossen haben, liegen flr den
neuen Westernblot hierzu allerdings bisher keine Daten vor. Das Thema sollte

Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen sein.

Die hohe Durchseuchung mit H. pylori in Kombination mit einer extrem grof3en
Variabilitat der klinischen und pathologischen Befunde bei einer H. pylori-Infektion
fordert die Entwicklung differenzierter diagnostischer Tests. Mit Hilfe des Nachweises
von Anti-CagA-Antikérpern lassen sich Patienten mit einem hohen Risiko fiir schwere
H. pylori-Infektionen von Patienten mit einem geringeren Risiko unterscheiden. Ein
schwerer pathologischer Befund, wie z.B. ein Ulkus, bei einer Infektion mit einem
niedrig pathogenen H. pylori-Stamm sollte in Zukunft Anlass fir die Suche nach
anderen mdglichen Ursachen sein.

Bei Patienten mit unspezifischen Oberbauchbeschwerden und negativem Westernblot-
Ergebnis lasst sich eine schwerer pathologischer Befund des Magens mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausschlieRen. Aus diesen Grinden koénnte der Westernblot als
Screeningmethode in der H. pylori-Diagnostik eingesetzt werden, bevor invasive und
kostenintensivere MalRnahmen durchgefihrt werden. Bei Patienten unter 45 Jahren
ohne Alarmsymptome mit positivem H. pylori-Nachweis kann die Therapie laut

Maastricht Konsensus Report ohne Gastroskopie erfolgen [13, 32].
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Davon auszuschlieRen sind wahrscheinlich altere Patienten, bei denen das Risiko fir
die Entwicklung eines Magenkarzinoms zunimmt. Es scheint in den Expertenrunden
[32] Konsens darlber zu herrschen, dass bei Patienten ab 45 Jahren eine
Gastroskopie zur Sicherheit auch heute notwendig ist. Im langeren Verlauf eines
Magenkarzinomleidens lasst sich H. pylori haufig nicht mehr nachweisen. Ob es sich
dabei um falsch-negative Befunde handelt, oder ob H. pylori wegen veranderter
Milieubedingungen im Verlauf verschwindet, ist nicht erwiesen. Nach Hirai et al. [20]
sind allerdings auch bei negativer Kultur noch haufig Antikérper (insbesondere Anti-
VacA-Antikdrper) im Serum nachweisbar. In diesen Fallen ist also die Serologie

sensitiver als der Antigennachweis.

73



DISKUSSION

5.5 Perspektiven

Diese Studie zeigt, dass der beschriebene Westernblot zuverlassig und einfach in der
Routinediagnostik angewendet werden kann. Sie leistet somit einen Beitrag zur
Etablierung und zur Erweiterung der Indikationen der serologischen H. pylori-
Diagnostik, die bisher noch nicht zu den Standardverfahren gehort.

Ziel in der zukulnftigen H. pylori-Diagnostik sollte sein, eine zuverlassige Aussage uber
den H. pylori-Status zu treffen und dem Patienten gleichzeitig unnétig invasive und
kostenintensive Verfahren zu ersparen. Andererseits gilt es natirlich, schwere
Erkrankungen wie Ulzera und Magenkarzinome rechtzeitig und sicher zu diagnosti-
zieren. Das bedeutet, dass eine Selektion zwischen lediglich H. pylori-besiedelten
Personen und ernsthaft erkrankten Patienten getroffen werden sollte. Dies kénnte
durch die genaue Differenzierung von unterschiedlich pathogenen H. pylori-Stammen
moglich werden. Auf dem Gebiet der Pathogenitatsfaktoren ist noch intensive
molekulare Forschung erforderlich, um weitere Faktoren und ihre klinische Bedeutung
(z.B. iceA [4]) zu identifizieren, und die Diagnostik entsprechend zu optimieren. Erst
dann wird eine individuell dem Risikoprofil angepasste Therapie jedes einzelnen
Patienten mdglich. Im Optimalfall kénnten die herausgefilterten Hochrisikopatienten
gegebenenfalls bereits vor dem Auftreten schwerer Erkrankungen praventiv behandelt

werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wird ein neu entwickelter Westernblot zum Nachweis von IgG-Serum-
antikbrpern gegen H. pylori evaluiert. Bei 114 Patienten mit Oberbauchbeschwerden
wurde mittels Histologie, Urease-Schnelltest und *C-Atemtest der H. pylori-Status
festgestellt. 72 Seren von H. pylori-positiven und 42 Seren von H. pylori-negative
Patienten wurden anschlieBend auf dem Westernblot getestet. Es wurden 32
immunreaktive Proteinbanden mit Molekulargewichten von 13 bis 120 kDa identifiziert.
5 dieser Proteine konnten mittels monoklonaler Antikorper als die typischen H. pylori-
eigenen Proteine CagA, UreB, UreA, FlaA und HpaA identifiziert werden. Die 30 kDa-
Bande UreA zeigte den H. pylori-Status mit dem hochsten Anteil richtiger Befunde von
94,7% an. Mit einer Spezifitdt von 97,6% und einer Sensitivitat von 93,1% ist die
alleinige Auswertung der UreA-Bande auf dem Westernblot ausreichend und kann
durch die Kombination mit weiteren Proteinbanden nicht sicher verbessert werden. Im
Vergleich zu dem kommerziellen ELISA, der in dieser Studie lediglich eine Spezifitat
von 73,8% und eine Sensitivitat von 90,3% aufwies, bietet der Westernblot Vorteile, da
unspezifische Reaktionen besser erkannt werden konnen. Die 120 kDa-Bande CagA
bestatigte sich auf dem Westernblot als Pathogenitatsfaktor. Sie war auf 100% der
Westernblots von Patienten mit Ulcus duodeni, starker B-Gastritis oder mit B-Gastritis
hoher Aktivitdtsgrade (2 bis 3 und 3) nachweisbar. Die Haufigkeit bei gastro-
skopischen Normalbefunden lag dagegen nur bei 40%. Aufgrund sehr kleiner
Fallzahlen Iasst sich diesbeziiglich allerdings keine signifikante Aussage treffen.

Der beschriebene Westernblot ist als zuverlassiger nichtinvasiver Test in der H. pylori-
Routinediagnostik und als Screeningverfahren anwendbar. Er wurde allerdings noch
nicht entsprechend eingesetzt, da die serologische H. pylori-Diagnostik bisher nicht als
Standardverfahren im klinischen Alltag etabliert ist. Weitere Studien sollten klaren, ob
er auch zur Therapiekontrolle geeignet ist. Die Erweiterung der Indikationen der
serologischen H. pylori-Diagnostik kann den Patienten invasive MaRnahmen ersparen.
Mit der weiteren Erforschung der Pathogenitatsfaktoren von H. pylori kénnte die

Serologie in Zukunft eine risikoadaptierte Behandlung ermdglichen.
Ein Teil der Daten dieser Arbeit wurde bereits auf dem 3rd International Workshop on

Pathogenesis and Host Response in Helicobacter Pylori Infections, 1.-4.7.1998 in

Helsingar, Denmark in Form eines Posters veroffentlicht.
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8 ANHANG

Diagnostik und Befunde der

Helicobacter pylori-Evaluation

Patientenname: ..........c.ocociiiiiiii i Arzt:
VOrName: ......ooooiiiiiiiiieiceeee e
Pat.nr.: .o
O Erstsymptomatik O Rezidiv Beschwerden seit: .................ccociiin.
[0 Gastroskopie: O Ulkus ventriculi O Ulkus duodeni O Gastritis: .....ccoovveeeenn.
O Magenkarzinom OMALT-Lymphom O Refluxdsophagitis
Yo 0153 (o =SSO
(0] e 111571 o] o L PSSRSO
Komplikationen:
O Magenblutung O Perforation O karzinomatdse Entartung
O Penetration O Magenausgangsstenose
Yo 0153 (o 1= SRS
O CLO-Test: O positiv O negativ [ grenzwertig

Angeforderte Untersuchungen:

OHistologie

O Atemtest

OSerologie (bitte 1 R6hrchen Vollblut oder Serum einsenden)

Ist der Patient schon vor der Diagnostik therapiert worden? OJa ONein
MeEAIKAMENTE: ... et

Ist bereits einmal eine Eradikation durchgefihrt worden? OJa O Nein

BemMeErKUNG N et e e e e e e e e e e e e e
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ANHANG

Fragebogen an Patienten vor einer Magenspiegelung

Pat.nr: ... Initialen: ......... mannlich J weiblich J
Datum: ..o Grofe: ...oooeeeeeeeeees cm
Alter: oo Jahre Gewicht: ..o kg
Hatten Sie in der letzten Zeit Haufig Manchmal Nein
- Schmerzen, Brennen oder Druck im Oberbauch? O O O

- Schmerzen hinter dem Brustbein? O O O

- Sodbrennen? O O O

- Vollegefihl? O O O

- Schluckbeschwerden? O O O

- Ubelkeit / Erbrechen? O O O

- Gewichtsabnahme? O O O

- Blahungen? O O O

- LuftaufstolRen? O O O

- Seit wann haben Sie diese Beschwerden? Seit e

- Waren Sie friher schon einmal wegen ahnlicher Beschwerden in Behandlung? ( bitte Arzt angeben)
DeI Dr. e OJa ONein
- Haben Sie innerhalb der letzten 4-6 Wochen Medikamente gegen Magenbeschwerden

genommen? Wenn ja, WelChe? ... ONein
- Sind Sie Vegetarier? OJa O Nein
- Sind Sie schon einmal operiert worden an
O Magen, ODarmoder [JSpeiserohre? ONein
- Nehmen Sie Schmerzmittel, z.B. Aspirin, ASS, Diclofenac, Voltaren, etc. ein? O Nein
Wenn ja, welche? ..., Wie Oft? oo
- Wie viele Zigaretten rauchen Sie? (o7 TR pro Tag O Keine
- Glauben Sie, oft stark belastenden Stress zu haben?[JJa ONein

- Gibt/gab es Familienangehdrige mit

O Magenerkrankungen oder [ Magenkrebs? ONein
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Patienten

ri-positiver

Proteinbandenintensitaten auf Westernblots H. pylo
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Proteinbandenintensitaten auf Westernblots H. pylori-negativer Patienten
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