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ABSTRAKT

Einleitung: Die Infektion mit dem magensaftresistenten Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) ist
bis heute eine der wichtigsten Ursachen flr Gastritiden und gastroduodenale Ulzera und stellt einen
bedeutenden Risikofaktor fiir das Magenkarzinom dar. Angesichts der Zunahme von Antibiotika-
Resistenzen ware die Entwicklung einer zuverlassigen Impfung gegen H. pylori ein entscheidender
Fortschritt in der Prophylaxe gastrointestinaler Erkrankungen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war im Rahmen einer Impfstudie gegen Helicobacter pylori, in
Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut (MPI) flr Infektionsbiologie Berlin und der Charité-
Universitatsmedizin Berlin, die Rolle der natlrlichen Forkhead-Box-Protein P3 (FOXP3)
exprimierenden regulatorischen T-Lymphozyten (Trg) in der Mukosa von Antrum und Duodenum
flr den Schutz vor einer H. pylori-Persistenz sowie fur die Immunmodulation wéhrend einer Infekti-
on zu untersuchen. Zudem sollte das Zytokinmuster der antiinflammatorischen Zytokine Interleukin-
4 (IL-4) und Interleukin-10 (IL-10) sowie des immunmodulatorischen Zytokins Interferon-y (INFy)
und des proinflammatorischen Zytokins Tumornekrosefaktor-o (TNFa) im Verlauf der Infektion
aufgezeigt werden.

Methoden: 43 gesunde H. pylori negative Probanden wurden randomisiert und in drei Gruppen
eingeteilt. Untersucht wurden der H. pylori Urease A/B exprimierende Impfstoff (DB2) bei 11 Pro-
banden, der ein H. pylori spezifisches Antigen HP231 exprimierende Impfstoff (DB4) bei 11 Pro-
banden und eine Kontrollgruppe mit 21 Probanden, welche nur Adjuvans, Typhoral® L, eine orale
Vaccine gegen Typhus, erhielten. Alle Probanden erhielten sechs Wochen nach der Impfung eine
Dosis von 10° Bakterien des Challenge-Stammes (H. pylori Baylor Stamm). Die histopathologischen
Befunde der Antrum- und Duodenum-Schleimhautbiopsien wurden vor und wahrend der Infektion
aufgezeigt.

Mittels Immunhistochemie wurde die Expression der FOXP3+ T in den Antrum- und Duodenum-
Biopsien untersucht. Die Bestimmung der Zytokine (INFy, TNFo, IL-4 und IL-10) aus den
Biopsieuberstdnden erfolgte mittels Multiplex-Analysen mit den Cytometric bead array (CBA)
gefolgt von Analyse mittels Durchflusszytometrie.

Ergebnisse: Von 43 Probanden gelang insgesamt 9,3% (4 Probanden) die Infektion zu eradizieren.
Davon war ein Proband aus der Gruppe DB4; drei Probanden waren aus der Kontrollgruppe. Fur die
FOXP3+ T,¢ sowie fiir die sezernierten Mengen aller vier Zytokine (INFy, TNFa, IL-4 und IL-10)
ergaben sich im Verlauf der Infektion keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den



beiden Impfgruppen und der Kontrollgruppe. Die Eradizierer wiesen jedoch ein moderat von den
Nicht-Eradizierern abweichendes Zytokin- und FOXP3-Muster auf.
Schlussfolgerung: Die Impfstoffe DB2 und DB4 hatten keinen protektiven Einfluss auf die H. pylori-

Infektion. Anhand der Ergebnisse ist nicht hinreichend moglich zu beurteilen, auf welche Weise es
den Eradizierern gelang, die Infektion zu bekdampfen. Jedoch wird die Hypothese, dass eine erfolg-

reiche Eradikation mit einer Unterstitzung der Th1-Antwort zusammenh&ngen musse, bestatigt.

ABSTRACT

Introduction: Infection with the bacterium Helicobacter pylori (H. pylori) is still one of the leading
causes of gastritis and gastro-duodenal ulcer and predisposes to risk for gastric cancer. Considering
the increasing prevalence of resistance to antibiotics, the development of a reliable vaccine against
H. pylori infections would constitute a major advance in the prevention of gastrointestinal illnesses.
The objective of this work, which was carried out as part of a collaborative Helicobacter pylori
vaccine study of the Max Planck Institute (MPI) for Infection Biology in Berlin and the Charité
University Medicine Berlin, was to identify and characterize the role of forkhead box protein P3
(FOXP3)-expressing regulatory T lymphocytes (Trg) in the antral and duodenal mucosa in the pro-
tection against H. pylori persistence and in the immunomodulation during infection. The work in-
cludes the analysis of expression patterns of anti-inflammatory cytokines interleukin-4 (IL-4) and
interleukin-10 (IL-10), of the immunomodulatory cytokine interferon-y (INFy), and of the pro-
inflammatory cytokine tumor necrosis factor oo (TNFa) during the course of an infection.

Methods: 43 healthy H. pylori-negative participants were randomly assigned to three groups. Eleven
participants received the H. pylori Urease A/B vaccine (DB2), another 11 participants received a
vaccine with the H. pylori-spezific antigen HP231 (DB4), and a control group of 21 participants
received the adjuvant only (Typhoral® L, an oral typhoid vaccine). All participants received a dosis
of 10° bacteria of the H. pylori Baylor strain six weeks after vaccination. Histopathological examina-
tions of the antral and duodenal mucosa biopsies were performed before and during the infection.
Expression of FOXP3+ Trq in the antrum and duodenum was assessed with immunohistochemistry.
Cytokine concentrations (INFy, TNFa, IL-4 und I1L-10) in the biopsy supernatants were measured via
multiplex analyses using the Cytometric bead array (CBA), followed by flow cytometry.

Results: Four of the 43 (9.3%) eradicated the infection (one participant from the DB4 group and

three participants from the control group). There were no significant between-group differences



regarding either FOXP3+ T,q Or cytokine levels (INFy, TNFo, IL-4 und 1L-10) during the course of
the infection. Participants successfully eradicating H. pylori exhibited, however, moderate alterations
of cytokine and FOXP3 patterns.

Conclusion: The DB2 and DB4 vaccines had no protective influence on H. pylori infection. The
present results do not provide sufficient information with respect to a potential mechanism underly-
ing H. pylori eradication. The study nevertheless provides further support for the hypothesis that

successful eradication involves the Thl immune response.



1 Einleitung

1.1 Historisches

Unabhéngig voneinander beschrieben bereits im Jahre 1893 der italienische Arzt, Giulio Bizzozero,
und im Jahre 1906 der deutsche Arzt, Walter Krienitz, Bakterienwachstum im Magen [1, 2].

Jedoch galt lange die dogmatische Leitlinie, dass im sauren Milieu des Magens kein Wachstum der
Bakterien maoglich ist.

Wieder entdeckt wurde dieses Magenbakterium in den Magenbiopsien der Patienten von dem austra-
lischen Pathologen Robin Warren 1979. Die Kultivierung der Bakterien gelang dem Pathologen
jedoch erst 1982 [3].

Dem australischen Mikrobiologen Marshall gelang es im Selbstversuch, nach oraler Aufnahme der
aus den Magenbiopsien der Patienten kultivierten Bakterien, eine Gastritis auszulésen, den Erreger
aus dem eigenen Magenbiopsat zu kultivieren und die Gastritis mit Metronidazol und mit einem
Bismut-Préparat erfolgreich zu therapieren bzw. die Bakterien zu eradizieren; mit diesem Selbstver-
such war bewiesen, dass eine Magenbesiedlung mit diesen Bakterien eine Gastritis zur Folge haben
kann [4].

Robin Warren und Barry Marshall wurden 2005 fir die Entdeckung von Helicobacter pylori mit dem

Nobelpreis fur Physiologie/Medizin ausgezeichnet [5].

Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein obligat pathogenes spirales gramnegatives Bakterium, das bei
der Halfte der Weltbevoilkerung die Schleimhaut des Magens und Duodenums kolonisiert und die
Ursache der chronisch-aktiven Gastritis, verantwortlich fur die meisten Ulzera von Gastrum und
Duodenum (peptisches Ulkus), ein Co-Faktor bei der Entwicklung des Magenkarzinoms ist [6] und
laut WHO seit 1994 als Klasse-I-Karzinogen gilt [7]. Uberdies wird in letzter Zeit intensiver Gber die
Rolle von H. pylori bei der Entwicklung der neurodegenerativen Erkrankungen und der metaboli-

schen Syndromen diskutiert [8].

1.2 Epidemiologie

Etwa die Hélfte der Weltbevolkerung ist mit H. pylori infiziert. Aufgrund des genetischen Polymor-
phismus von H. pylori ist anzunehmen, dass der moderne Mensch seit Anbeginn seiner Existenz mit
diesem Erreger infiziert ist [9]. Die Infektionen werden in der Regel bereits in der friihen Kindheit

erworben und persistieren ohne therapeutische Intervention meistens lebenslang [10].



Die Infektionsrate hat in den vergangenen Jahrzehnten stark abgenommen. In Industrieldandern ist die
Préavalenz mit 20 bis 50 % deutlich niedriger als in Entwicklungslandern, wo meist der Gberwiegende
Teil der Bevolkerung, bis zu 80%, infiziert ist [11].

In Deutschland ergaben zwei groRere Studien mit 945 und 540 Schulkindern eine Pravalenz von 9
bis 13 % [12; 13]. Bei den Erwachsenen liegt die H. pylori-Pravalenz bei etwa 20 bis 30 % [14].

Ubertragungswege und Infektionsrisiken

Die bisher bekannten Wirte von H. pylori sind der Mensch und einige nicht menschliche Primaten
[15]. Der Ubertragungsweg der Infektion ist jedoch noch nicht sicher geklart. Es scheint plausibel,
dass in Entwicklungslandern, aufgrund mangelhafter hygienischer Bedingungen, der fékal-orale
Ubertragungsweg dominiert; in den Industrielandern hingegen soll der bevorzugte Modus der Uber-

tragung der gastro-orale Weg sein [16, 17].

Andere Ubertragungswege, wie durch Hausfliegen, Hunde, Katzen oder Lebensmittel, haben sich als
eher unwahrscheinlich herausgestellt [18; 19]. Jedoch wurde H. pylori in seltenen Féllen von Haus-

tieren isoliert, so dass deren Anwesenheit ein Risikofaktor fiir die Infektion sein kdnnte [20].

1.3 Diagnostik

Zur Diagnostik einer H. pylori-Infektion wurden mehrere Testverfahren entwickelt, die eine Sensiti-
vitat und Spezifitat von tUber 90 % erreichen. Zu den invasiven Tests, deren Grundlage die Biopsie
des Magens bzw. Duodenums ist, gehort die Histologie und die Kultur. Es besteht allerdings auch die
Maoglichkeit das Biopsat mittels Urease-Schnelltest (HUT — Helicobacter Urese Test/URT — Urease
rapid test) binnen kirzester Zeit zu tberprifen [21].

Zu den nicht-invasiven Methoden gehort der *C-Harnstoff-Atemtest, mit welchem der Erreger indi-
rekt nachgewiesen wird. Hierzu gehdren auch alle Antigentests, die mit Stuhl-, Urin- oder Speichel-
proben durchgefiihrt werden kdénnen. Des Weiteren besteht noch die Mdglichkeit, das Serum auf
Antikdrper gegen H. pylori zu untersuchen, wobei diese Methode meist nur bei groRen epidemiologi-
schen Untersuchungen genutzt wird [22]. Fir klinische Fragestellungen werden meist Histologie,
Kultur und *C-Harnstoff-Atemtest angewandt [23].

1.4 Therapie
Sofern die H. pylori-Infektion klinisch ohne Beschwerden bleibt, ist eine Behandlung in der Regel

nicht erforderlich, es sei denn, dass zum Beispiel anamnestisch ein erhdhtes Magenkarzinomrisiko
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vorliegt. In jedem Falle angezeigt ist eine Behandlung jedoch immer dann, wenn Ulzera von Magen
oder Duodenum vorliegen [21].

Als Therapie der ersten Wahl wird die sog. Tripeltherapie empfohlen. Diese umfasst die Behandlung
mit einem Protonenpumpenhemmer (PPI) sowie den beiden Antibiotika: Clarithromycin (2x500mg)
und Metronidazol (2x400mg) (Italientische Tripeltherapie). Anstelle von Metronidazol ist auch der
Einsatz von Amoxicillin (2x1000mg) moglich (Franzdsische Tripeltherapie). Bei Therapieversagern
kommen als Alternativen Ciprofloxacin, Rifabutin, Tetracyclin oder Bismut-Préparate in Frage [21,
24, 25, 26].

Die H. pylori - Eradikationsrate nimmt aufgrund der Antibiotika-Resistenz in den letzten Jahren
konstant ab. Beispielweise sind nach Selgrad et al. (2013) in Mitteldeutschland die primére, sekundé-
re und tertidre H. pylori - Resistenzrate von Clarithromycin, Levofloxazin und Metronidazol bis zu
80%. Dagegen zeigen Tetracycline und Rifabutin mit <5% komparativ niedrigere Resistenzraten und
Amoxicillin-Resistenz wurde nicht beobachtet; entsprechend empfiehlt sich in Mitteldeutschland die
Franzosische Tripeltherapie anzuwenden [27]. Alternativ konnen kinftig die Bismut-basierte Quad-
rupeltherapie (PPI, Bismut, Metronidazol, Tetracyklin) oder die konkomitierende Vierfachtherapie

(PPI, Clarithromycin, Amoxicillin, Metronidazol) zur Anwendung kommen [28].

1.5 Histopathologie

Die initiale Besiedlung der Magenschleimhaut durch H. pylori fihrt regelméfiig aufgrund bakterieller
Faktoren und Wirtskomponenten zu einer akuten Entziindungsreaktion. Zu den wichtigsten bakteriel-
len Pathogenitéts- bzw. Virulenzfaktoren zéhlen Flagellen, die der Fortbewegung dienen [29, 30],
Adhasine, die die entscheidende Rolle beim Anheften der Bakterien an die Epithelzellen spielen und
damit fir die Induktion einer Entziindungskaskade maf3geblich sind [31], Urease — ein Harnstoff in
Ammoniak und CO, spaltendes und damit pH-neutralisierendes Enzym, cagA (cytotoxin-associated
gene A) — ein hochgradig immunogenes Antigen, vacA (vacuolating toxin A) — ein Epithelzellen
schadigendes Toxin, LPS (Lipopolysaccaride) — eine Oberflachenstruktur des Bakteriums und
cagPAI (cag-Pathogenitatsinsel), die das cagA in die Zellen einschleust [32, 33, 34, 35]; OipA (Ou-
ter Membran Inflammatory Protein) und BabA (blood-group-antigen-binding adhesine) sind eben-
falls Adhé&sine, die die Vermehrung proinflammatorischer Zytokine, wie IL-8, und damit die
neutrophyle Infiltration in die Mukosa verursachen [36, 37]. Auf der Seite des Wirts sind sowohl die
genetische Pradisposition als auch der Lebensstil bedeutsam [38].

Die akute Entziindung geht im Anschluss bei fast allen Infizierten in eine chronische Gastritis Uber,

die in der Regel lebenslang persistiert, sofern sie nicht behandelt wird [16; 39].
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Typisches Merkmal der chronischen Entziindungsreaktion ist die Infiltration der Magenschleimhaut
mit neutrophilen Granulozyten, T- und B-Lymphozyten und Monozyten. Man spricht in diesem
Zusammenhang auch von einer chronisch-aktiven Gastritis. Priméar bedingt ist diese durch die Anhef-
tung der Bakterien an die Zellen der oberflachlichen Magenschleimhautzellschicht, die zunachst eine
Interleukin-(IL)-8-Produktion durch die Epithelzellen auslost, was dann wiederum ein Signal fur den
starken Granulozyteneinstrom in die Submukosa ist. Es folgt die Expression weiterer Zytokine, wie
IL-1R3, IL-2, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF) a. SchlieBlich wandern auch Plasmazellen, Mak-
rophagen und B-Lymphozyten ein [24].

Das Ausmal’ der Mukosa-Schéadigung korreliert stark mit dem Ausmal3 der neutrophilen Infiltration.
Diese hat einen direkten toxischen Effekt auf die Epithelzellen, da sie eine Freisetzung von freien
Sauerstoffradikalen und Proteasen induziert. Die Sauerstoffradikale konnen dann DNA-
Schédigungen verursachen, was wiederum eine maligne Entartung der Zellen zur Folge haben kann
[40].

Bei etwa der Halfte der Patienten geht die chronisch-aktive Gastritis in eine atrophische Gastritis
uber. Diese Form pradisponiert zum Magenulkus, zu Metaplasien und zum Magenkarzinom. Das
Duodenalulkus tritt im Zusammenhang mit der atrophischen Gastritis kaum auf, sondern kommt
vorwiegend bei der chronisch-aktiven Gastritis vor. Umgekehrt sind Magenulkus, Metaplasien und
Karzinome bei der chronisch-aktiven Form selten [41]. Man schétzt, dass das Risiko von H. pylori-
positiven Individuen, im Laufe des Lebens eine Ulkuserkrankung zu entwickeln, bei etwa 10 bis 20
Prozent liegt. Das Risiko flr die Entwicklung eines Magenkarzinoms liegt bei etwa 1 bis 2 Prozent
[42, 43]. Das Risiko aller H. pylori-positiven Individuen ein Magenkarzinom zu entwickeln ist insge-
samt etwa 10-fach erhoht. Weniger als 1 Prozent der H. pylori-positiven Individuen weisen als Kom-
plikation ein MALT- (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) Lymphom auf [44]. Allerdings liegt in
fast allen Féllen, in denen ein MALT-Lymphom diagnostiziert wird, eine H. pylori-Infektion vor, so

dass das Bakterium als Hauptursache betrachtet werden kann [45, 46].

1.6 Abwehrmechanismen gegen Helicobacter pylori

1.6.1 Immunologische Reaktionstypen

Im Rahmen der Erregerabwehr wird hinsichtlich der T-Helferzellen (Th-Zellen) -Reaktion zwischen
der Thl- und der Th2- Antwort unterschieden. Vereinfacht betrachtet geht man davon aus, dass die
Thl-Antwort der Abwehr von intrazelluldren Pathogenen dient. Die Th2-Antwort hingegen dient der
Abwehr von extrazellularen Pathogenen und induziert dabei die humorale Abwehr, es wird die Pro-

duktion von Antikdrpern durch B-Lymphozyten stimuliert. Inzwischen wurden weitere Differenzie-
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rungen der Th-Zellen entdeckt, wie Th17-Zellen, die auch eine wichtige Rolle in der pro-
inflammatorischen Immunantwort auf H. pylori-Infektion spielen und RORy (Retinoid-like Orphan
Receptor), IL-17, TNFa, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) und 1L-6

koexprimieren; H. pylori induziert die Th17 Zell-Differenzierung via infizierte Makrophagen [47].

1.6.2 Helicobacter pylori und das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Abwehr des Organismus gegen die eindringenden
Mikroorganismen dar. Dieser Abwehrmechanismus basiert auf der Erkennung des Pathogen-
assoziierten molekularen-Musters/(patterns*) (PAMP) der Zelloberflache der Bakterien durch die
diversen Pattern-Recognition Receptors (PRRs), die sich an den Zellen des angeborenen Immunsys-
tems befinden. Wichtige Vertreter der PAMPs sind die LPS der Zellwand der Bakterien. Eine Unter-
gruppe der PRRs stellen die TLRs (Toll-like-Receptors) dar, die in der Regel eine wichtige Rolle in
der Induktion einer Entziindungsreaktion spielen [48].

Eine exzessive Aktivierung der antimikrobiellen Mechanismen scheint entscheidend fur die Elimi-
nierung des Pathogens zu sein [49]. Die LPS von H. pylori scheinen jedoch signifikant niedrigpotent
zu sein um Uber die TLR4 eine zur Pathogen-Eliminierung ausreichende proinflammatorische Reak-
tion zu induzieren [48]. Ahnlich signifikant niedrigpotent zur Aktivierung von IL-8 — Sekretion
scheinen auch die Flagellen, so dass H. pylori der tber die TLR5 vermittelten Flagellen-Erkennung

entkommt, was zur Erregerpersistenz beitragen kann [50].

1.6.3 Helicobacter pylori und das erworbene Immunsystem

Bekanntermalien gelingt es dem Erreger H. pylori in den meisten Fallen, der effektiven Immunab-
wehr zu entgehen. Es wurden mehrere Mechanismen vermutet, die es H. pylori ermdglichen, die
Immunabwehr zu umgehen, beispielsweise Uber vacA: H. pylori vacA blockiert die Proliferation der
CD4+ T-Zellen hauptsachlich durch einen Eingriff in den IL-2 Signalweg [51]. Ein weiterer Faktor,
der die effektive Eliminierung des Pathogens behindert, ist die Suppression der Memory-T-Zell-
Antwort durch die H. pylori spezifischen regulatorischen T-Lymphozyten (Treg) [52]. Treq unterdrii-
cken die inflammatorische Reaktion bedingt durch IL-17, wodurch auch bakterielle Persistenz be-
gunstigt wird. Insgesamt scheint IL-17 eine duale Rolle bei Infektion und Vaccination zu spielen:
Einerseits durch den 0.g. Mechanismus tragt IL-17 zu der bakteriellen Persistenz bei und andererseits
produziert die Immunisierung Helicobacter-spezifische Memory-Th-Zellen, die méglicherweise das
Verhaltnis zwischen Th17- und T.g-Antworten modulieren konnen, so dass die IL-17 vermittelte
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inflammatorische Reaktion die Tq —Antwort tiberwinden kann, was zur bakteriellen Clearance fiihrt
[53].

In der Regel ist ein hoher Antikorper- (AK)-Titer (IgA-, IgM- und 1gG— Isotypen) gegen H. pylori
bei infizierten Individuen vorhanden. Jedoch beglinstigen sie im Gegensatz zu den anderen anti-
mikrobiellen AK die Persistenz der Infektion [54]. Studien in Mausmodellen haben gezeigt, dass B-
Lymphozyten-Aktivierung bei der H. pylori-Infektion zu einer Erhthung der Zahl der IL-10 (ein
antiinflammatorisches Zytokin) produzierenden Teg flhrt [55].

In den Magenbiopsien von H. pylori infizierten Patienten liegt eine erhdhte Konzentration von IFNy
vor [56-58]. Antigen-spezifische Th1-Zellen fordern die proinflammatorische zellvermittelte Immu-
nitdt durch die Produktion von in erster Linie IFNy [59]. Ferner geht die Aktivierung dieser Thl-
Zellen mit der Produktion von weiteren proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa, 1L-12, IL-18,
und IL-17 in der Magenschleimhaut einher [57, 60]. Bei H. pylori positiven Patienten mit Gastritis
war TNFa-Expression im Vergleich zu Kontrollpersonen um den Faktor 3 erhoht [61].

Aufgrund des extrazellularen Vorkommens von H. pylori in der Magenschleimhaut wére anzuneh-
men, dass vordergriindig eine Th2-Antwort und die humorale Abwehr mittels IgA-AK bei der Ab-
wehr eine tragende Rolle spielen. Die Th2-Antwort scheint aber nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen: Im Mausmodell sind weder IL-4 (typisch fir eine Th2-Antwort) noch eine AK-Produktion
notwendig, um eine Protektion gegenuber der Infektion zu erreichen [62, 63]. Bei B-Zell-defizienten
IgA-Knockout-Mausen gelingt nach Immunisierung ein vollstandiger Schutz gegen H. pylori [64-
66].

In vielen Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass die zellvermittelte Th1-Antwort und die unspe-
zifische Immunitat die wesentlichen Faktoren bei der H. pylori-Infektion sind [59, 67-69], da die H.
pylori-Infektion eine Infiltration mit Neutrophilen und CD4+ T-Zellen sowie die erhdhte Sekretion

von proinflammatorischen TNFo und IFNy verursacht [61, 70].

Wirksame immunologische Antworten sind manchmal mit einer starken Entziindungsreaktion ver-
bunden. Um die Selbstbeschédigung des eigenen Organismus mdéglichst gering zu halten, wird bei
der Aktivierung des Immunsystems gleichzeitig auch ein antientziindlicher Prozess aktiviert [71].
Bei der aktiven antiinflammatorischen Reaktion spielen bestimmte Zytokine, wie zum Beispiel IL-

10, sowie Treg-Zellen eine tragende Rolle [72].
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Fir die Entwicklung und die Funktion von natirlichen Trq ist das Forkhead-Box-Protein P3
(Foxp3)-Gen (beim Menschen FOXP3) ein regulatorisches Schlissel-Gen [73-75] und wird als
geeigneter Marker zur Identifizierung von CD4+ CD25+ T g betrachtet [73-78]. Das FOXP3-Protein
ist ein Transkriptionsfaktor, der spezifisch in T exprimiert wird und als molekularer Marker dieser
Zellpopulation dient [73, 74].

Neben diesen natlrlichen Ty, gibt es auch Trg, die erst durch Antigen-Stimulation und unter dem
Einfluss von Zytokinen gebildet werden [79, 80]. Diese T,y lassen sich in die T,1 (T regulatory 1) -
Zellen, welche IL-10 exprimieren (IL-10-Trg) und die Th3-Zellen, welche durch die Sekretion des
Transforming growth factor (TGF)-R1 gekennzeichnet sind (TGF-R-T,), einteilen [78]. Die Anti-
gen-gesteuerten Trq produzieren, anders als die nattirlichen Trg, kein FOXP3. Aullerdem kdnnen
sowohl die T,1- als auch die Th3-Zellen von den nattrlichen T unabhangig proliferieren [81].
Aufgrund zahlreicher Untersuchungen wird immer deutlicher, dass den Ty eine Schliisselrolle bei
der Regulation von Immunantworten zukommt [67, 68, 72, 82-84].

Im Zusammenhang mit einer H. pylori-Infektion zeigte sich, dass Trq auch hier eine wichtige Rolle
spielen [83, 85, 86]: Sie schiitzen vor Schadigungen, die wahrend der Immunantwort bzw. der Ab-
wehr an korpereigenen Zellen entstehen konnen. Dadurch werden dann zwar pathologische Verande-
rungen, etwa Schleimhautschadigungen, tatsachlich verhindert oder abgeschwécht, jedoch profitiert
auch der Erreger von dieser Immunsuppression. In Folge dessen gelingt es H. pylori in den meisten
Féllen, der effektiven Immunabwehr zu entgehen, was in eine chronische Infektion miindet [68, 87].

IL-10 ist das klassische anti-inflammatorische Zytokin der regulatorischen T-Zellen, das Th1-Zellen,
NK-Zellen (Nattrliche Killer-Zellen) und Makrophagen inhibiert um die Gewebsschadigungen, die
wahrend einer Infektion bzw. deren Abwehr entstehen, moglichst gering zu halten [88]. IL-10 wird
von IL-10-Tyg (Trl-Zellen), aber auch von natlrlichen T4 sowie von B-Lymphozyten, Makropha-
gen, dentritischen Zellen oder anderen T-Zellen (CD4+ und CD8+ T-Zellen) produziert [72, 88, 89].
IL-10 inhibiert auf indirektem Weg die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1,
IL-6, IL-12, IL-18 und TNFa und von Chemokinen wie zum Beispiel IL-8. Durch einen direkten
Einfluss auf CD4+ T-Zellen kann IL-10 die Produktion von IL-2, IL-4, IL-5, INFy und TNFa inhi-
bieren. IL-10 kann die Thl- und die Th2-Antworten regulieren, dadurch dass die T-Zell-Aktivierung
und -Differenzierung in den Lymphknoten limitiert wird. Stérungen der IL-10-Kontrolle kénnen zu
schwerwiegenden und oft fatalen immunpathologischen Schadigungen fuhren [72, 88].

IL-10, das ebenfalls stark in der H. pylori infizierten gastralen Mukosa exprimiert wird [90], ist eines

der wichtigsten regulatorischen Zytokine, welches die zellvermittelte Immunantwort inhibiert [91]
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bzw. moduliert [90]; IL-10 dirfte mitverantwortlich dafir sein, dass eine nattrliche Eradikation des
Pathogens tberwiegend nicht gelingt. Dieses Konzept wird unter anderem durch die Beobachtung
untermauert, dass sich bei H. pylori infizierten 1L-10-Knockout-Mé&usen eine viel schwerwiegendere
chronisch aktive Gastritis entwickelt; des Weiteren wurde in der selben Studie von Chen et al. im
Serum der IL-10-defizienten Méuse eine signifikant hohere H. pylori spezifische IgA- und IgG-AK-
Konzentration beobachtet [92].

Wie IL-10 inhibiert auch das Zytokin IL-4 (IL-4 ist ein typisches Th2-Zytokin, das auch von Makro-
phagen gebildet wird) die Thl-Antwort Uber eine Vielzahl von Mechanismen [72]. Die fur IL-10
angestellten Uberlegungen gelten grundsatzlich auch fir 1L-4, da es eine proinflammatorische Thi-
Antwort hemmt. Jedoch konnte bei Karttunen et al. keine erhohte IL-4-Sekretion bzw. keine erhdhte
Zellzahl der IL-4 sezernierenden Zellen bei sowohl H. pylori positiven als auch H. pylori negativen

Gastritis nachgewiesen werden [56].

1.7 Impfansatze gegen die Helicobacter pylori-Infektion

Die aktuelle Antibiotika-Therapie gegen die H. pylori Infektion hat viele Nachteile einschlieBlich
Therapieversagen aufgrund der Resistenzentwicklung, mangelnder Compliance der Patienten, hoher
Kosten der Behandlung und Re-Infektionen [26, 27]. Aufgrund dessen wére die Entwicklung einer
Vaccine gegen H. pylori der entscheidende Beitrag zur Prophylaxe gastrointestinaler Erkrankungen.
Die Studien in Tiermodellen mit verschiedenen Antigen-Adjuvans Kombinationen sind fur die Ent-
wicklung einer prophylaktischen oder therapeutischen Vaccine Erfolg versprechend [93-99]. Eine
prophylaktische Vaccine wére vor allem bei kleinen Kindern in endemischen Gebieten niitzlich
[100]. Die therapeutische Vaccine ware ein sinnvoller alternativer oder ergdnzender Ansatz bei der
Behandlung bereits infizierter Menschen. Hinsichtlich beider Strategien konnten in Tierversuchen fir
H. pylori vielversprechende Ergebnisse erzielt werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch einen
geeigneten Impfstoff, beispielsweise etwa mit einem Lipoprotein (LPP20) und Cholera Holotoxin
[98], mit Urease als Antigen und Choleratoxin als Vektor [99], mit HpaA (H. pylori spezifisches
LPP) und UreB (Urease B) in Kombination [94] oder mit rekombinantem Mycobacterium
smegmatis [93] die bakterielle Last deutlich reduziert werden kann. Es gelang auch teilweise eine
vollstandige Protektion gegentiber dem Erreger zu erreichen; es war sogar mdglich, bei bereits beste-
hender Infektion, den Erreger komplett zu beseitigen [97, 98, 101].

Studien an Knockout-M&usen zeigten, dass trotz Fehlen der Th2-Antwort die Immunisierung immer
noch moglich ist, wenn Urease als Antigen verwendet wird [66]. Diese Experimente unterstreichen

die entscheidende Rolle von Th1-Zellen in der Impfstoffentwicklung und auf der Basis dieser Er-
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kenntnisse wurde von Prinz et al. 2003 die Hypothese aufgestellt, dass ein Impfstoff entwickelt
werden musse bzw. ein Adjuvans einzusetzen sei, welches die Th1-Antwort verstarken wirde [33].
Entsprechend zeigte sich beim Vergleich einer Thl- mit einer Th2-unterstiitzenden Vaccine im
Mausmodell, dass nur mit der Th1-Vaccine eine Protektion erreicht werden konnte [102].

Bisher sind alle Bemihungen, eine wirksame Immunisierung beim Menschen zu erreichen, nicht
erfolgreich gewesen. Dies liegt zum Teil daran, dass die wesentlichen immunologischen Mechanis-
men der protektiven Immunitéat gegentber H. pylori nicht vollstandig geklart sind. Zum Teil ist aber
auch noch nicht bekannt, welche Antigenstrukturen oder welcher Antigenmix fir eine optimale
Immunreaktion notwendig ist [103]. Mit den im Tierversuch erfolgreichen Antigenen, etwa mit
Urease als Antigen und hitzelabilem E. coli-Enterotoxin als Vektor [104] oder mit einem Impfstoff
aus inaktivierten H. pylori-Bakterien, sowohl mit als auch ohne Vektor (wiederum hitzelabiles E.
coli-Enterotoxin), konnte bisher keine signifikante Protektion im Menschen erzielt werden [105].
Ein zuletzt untersuchter prophylaktischer konjugierter Impfstoff, der auf chemisch modulierten H.
pylori —LPS basiert, provozierte zwar eine verstarkte AK-Reaktion, fihrte jedoch nur zu einer be-
scheidenen Reduzierung der H. pylori-Last im Magen [106]. Des Weiteren wurde ein oraler Impf-
stoff mit rekombinanten, H. pylori Adhésin Hp0410 exprimierenden, Lactobacillus acidophilus

entwickelt, der eine gute humorale und lokale Immunitat bei den Mausen erzielte [107].

1.8 Zielsetzung

Aufgrund der hohen Pravalenz H. pylori assoziierter Erkrankungen in Entwicklungslandern und der
steten Zunahme von Antibiotika-Resistenzen sind das Verstandnis der immunologischen Infektions-
mechanismen und die Entwicklung einer effektiven Vaccine dringend erforderlich.

Das Hauptproblem des bisherigen Misserfolgs der H. pylori-Vaccine fur den Menschen besteht
darin, dass es nicht hinreichend gelingt, die fur die Erregerabwehr notwendigen Immunmechanismen
zu induzieren.

Eine wichtige Rolle spielt weiterhin das Verhéltnis der durch den Impfstoff induzierten Thl- zur
Th2-Antwort. Die Thl-Antwort wird durch H. pylori supprimiert, wobei Ty eine entscheidende
Rolle zu spielen scheinen. Wenn es gelange, die Zahl der FOXP3+ Trq zu reduzieren, so musste
durch eine damit verstarkte Thl-Antwort die Eliminierung des Erregers mdéglich sein, zumindest
jedoch die bakterielle Last reduziert werden kdnnen. Sofern es also im Rahmen dieser Studie zu
einer Clearance der Infektion kommen sollte, so ware zu erwarten, dass bei solchen Probanden auch

die Zahl der naturlichen Tyq reduziert ware. Es ware ferner zu erwarten, dass die beiden immunsupp-
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ressiven Zytokine IL-4 und IL-10, welche die Th2-Antwort charakterisieren, ebenfalls vermindert
waren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der sog. natlrlichen Ty (FOXP3+ Ty oder
CD4+CD25+ Treg) in der Mukosa von Antrum und Duodenum fir den Schutz vor einer H. pylori -
Persistenz sowie fur die Immunmodulation wahrend einer Infektion zu untersuchen. Des Weiteren
sollte das Zytokinmuster der proinflammatorischen Zytokine TNFo und IFNy sowie der supprimie-
renden Zytokine IL-4 und IL-10 im Verlauf der Infektion aufgezeigt werden.

Als Arbeitshypothese wurde davon ausgegangen, dass eine erhohte Aktivitat von Trq und die ver-
mehrte Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen (z.B. 1L-10) die Persistenz von H. pylori er-

leichtern kénnten.

2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Ablauf der Studie

2.1.1. Prinzip

Es sollte die Wirksamkeit des Impfstoffes fir eine Immunisierung gegen H. pylori untersucht wer-
den. Als Adjuvans diente der Salmonellenstamm Ty21a, der als oraler Lebendimpfstoff gegen Ty-
phus eingesetzt wird und unter dem Handelsnamen Typhoral® L bekannt ist. Dazu wurden die Anti-
gene Urease A/B (DB2) und HP0231 (DB4) in den Impfstamm eingebracht [108-110].

2.1.2. Probanden

An der Studie nahmen insgesamt 43 gesunde ménnliche 20 bis 50 Jahre alte H. pylori negative Pro-
banden teil. Jeweils 11 Probanden wurden entweder mit dem Impfstoff DB2 oder DB4 behandelt, die
ubrigen 21 Probanden erhielten als Vergleichs- bzw. Placebogruppe nur das Adjuvans, den nicht
gentechnisch veranderten Lebendimpfstoff, Typhoral L®,

2.1.3. Studiendesign

Bei dieser Studie handelte es sich um eine randomisierte Doppelblindstudie (randomisierter Parallel-
gruppenvergleich der Phase I). Die Untersuchung wurde monozentrisch durchgefiihrt.

Den Probanden wurde randomisiert entweder Impfstoff I (DB2), Impfstoff 11 (DB4) oder Placebo
(Typhoral L®) verabreicht. Das Studiendesign ist verdffentlicht [110]. Samtliche Sicherheitskontrol-

len und Qualitatskontrollen der Impfstdamme, und die Anzucht des Impfstammes und des H. pylori-
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Stammes fir die Belastungsinfektion wurden unter zertifizierten Bedingungen am MPI (Max-Planck-
Institut) flr Infektionsbiologie durchgefiihrt [108-110].

Die Studie wurde nach den Grundsatzen der Helsinki-Deklaration von 1964 in ihrer Edinburgh 2000
revidierten Fassung durchgefihrt. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkomission der Charité

uberprift und zugelassen und die Studie war bei dem Paul Ehrlich Institut registriert.

2.1.4. Studieninterventionen

Screening

Nach Aufnahme eines Probanden in die Studie erfolgten eine ausfiihrliche Anamneseerhebung und
Klinische Untersuchung, sowie eine Bestimmung hamatologischer (einschliel3lich Differenzialblut-
bild) und klinisch-chemischer Blutparameter. Drei Wochen vor der Impfung (Tag -21) wurde zur
Einschéatzung des gesundheitlichen Gesamtstatus dem Probanden Blut zur Bestimmung der HLA
(Human Leukocyte Antigen) - Subtypen entnommen sowie eine Gastroskopie durchgefuhrt, bei der
auch Gewebeproben (ca. 14 Biopsien) zur histologischen und immunologischen Charakterisierung
entnommen wurden. Ferner wurde ein *C-Atemtest vorgenommen. Dieses Prozedere diente u. a.

dem Ausschluss einer friiheren H. pylori-Infektion.

Impfung
Die Verabreichung des Impfstoffes erfolgte an den Tagen 0, 2, 4, 5 und 7. Zur Untersuchung der

Immunantwort wurde an den Tagen 7 und 28 eine Blutprobe enthnommen.

Verum: Rekombinante Ty21a (pINK) oder Ty21a (p231) Vakzine. Jede Impfdosis bestand aus 10
lebenden Organismen, die in 30ml einer 1,5%igen Bikarbonatlosung suspendiert waren.

Placebo: Ty21a-Vakzine. Jede Impfdosis bestand aus 10'° lebenden Organismen, die in 30ml einer

1,5%igen Bikarbonatldsung suspendiert waren.

In allen drei Prifgruppen wurde der Prifstoff als orale Suspension verabreicht. Die Impfdosis wurde
jeweils nuchtern eingenommen. Nach der Einnahme verblieben die Probanden weitere 90 Minuten

nichtern.
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Belastungsinfektion

Alle Probanden erhielten sechs Wochen nach der Impfung (Tag 42) eine Dosis von 10> Bakterien
(minimal infective dosis) des Challenge-Stammes (H. pylori Baylor Stamm) nach dem Protokoll
vorangegangener Challenge-Studien [109, 111]. Damit konnte eine zuverlassige Belastungsinfektion
gesetzt werden. Die Infektion flihrte in allen Fallen zu einer histologisch nachweisbaren Gastritis,

wie sie fur eine H. pylori-Infektion typisch ist.

Probenentnahmen und Analysen

Die Schutzwirkung der Impfung wurde mittels Atem- und Stuhlantigentest untersucht. Dies erfolgte
an den Tagen 45, 49, 56, 63, 70, 80, 94, 108 und 120.

Nach der Belastungsinfektion wurden zwei Gastroskopien durchgefiihrt (Tag 80 und 120). Die dabei
entnommenen Biopsien dienten dabei dem Zweck, die lokale Immunreaktion zu analysieren und den
Grad der Entzlindung mittels Histologie zu beurteilen.

Es wurden jeweils Biopsien aus dem Antrum und dem Duodenum entnommen. In diesen Biopsaten
wurden mittels Immunhistochemie die FOXP3+ Ty bestimmt. Zudem wurde aus den Kulturtiber-
stdnden mittels Durchflusszytometrie die Zytokinsekretion gemessen. Die hamatologischen und
klinisch-chemischen Blutparameter sowie der *3*C-Atemtest wurden nach den tblichen Methoden des
Routinelabors der Charité bestimmt.

Am Max-Planck-Institut fir Infektionsbiologie in Berlin erfolgten zusatzliche Untersuchungen: Die
Charakterisierung der humoralen und zellularen Immunantwort auf das Impfantigen durch in vitro
Untersuchungen von B- und T-Lymphozyten der Probanden. Die H. pylori-Antikérper wurden mit-
tels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) und Elispot (Enzyme Linked Immuno Spot Assay)
bestimmt. Die H.-pylori-Last aus der Gewebeprobe der ersten Gastroskopie nach Belastungsinfekti-
on wurde mittels Kultur untersucht und die Expression verschiedener, fur die Immunreaktion und
Inflammation relevanter Gene, wurde mittels quantitativer PCR (Polymerase Chain Reaction) bzw.
mittels Genexpressionsarrays untersucht [110].

Die Gastrum- und Duodenum-Biopsien wurden (von Prof. Dr. med. habil. Manfred Stolte Patholo-
gie, Bayreuth) histopathologisch auf Inflammationsgrad und H. pylori-Besiedlung untersucht (Gast-
roskopien nach Belastungsinfektion).

Eradikation und Nachsorge

Die Eradikation erfolgte innerhalb von 120 bis 134 Tagen nach der Belastungsinfektion.

An den Tagen 135, 149 und 200 fand ein **C-Atemtest statt, um den Erfolg der Eradikation sicherzu-

stellen. Zum Abschluss der Studie wurde nochmals eine kérperliche Untersuchung durchgefiihrt.
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2.2 Material

Standard-Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Merck und Sigma
bezogen.

2.2.1 Puffer, Losungen und Medien

PBS 10-fach Phosphat gepufferte Kochsalzlésung: 80g NaCl, 20g KCl,
14,2g Na,HPO, x 2 H,0, 2g K H,PO,

auf 1000ml Aqua destillata auffiillen, auf pH 7,4 einstellen, steril filtrieren.
PBS / 4% Paraformaldehyd 500ml PBS, 20g (2x10g) PFA entweder 70°C bei Stufe 7 riihren bis PFA
(PFA) sich geldst hat oder 50°C bei Stufe 7 rihren O/N

Abkuhlen lassen, aliquotieren in 15ml, Lagerung bei —20°C.
PBA PBS mit Bovinem Serumalbumin (BSA) und Acid: 1000 ml PBS
1x, 4 g BSA, 2 ml 10%NaN3-Losung , steril filtrieren

TBS Tris- gepufferte Kochsalzlésung pH 7,4 — 7,6: 34,25g Tris HCL ,

4,59 Tris — Base und 43,90g NaCl mischen und mit vollentsalztes (VE)
Wasser auf 51 auffullen, anschlieRend 5ml Tween dazugeben.

TBS/Tween 11 TBS mit 1ml Tween
Citratpuffer pH 6,0 10,5¢g Zitronensdure und 60ml 2N NaOH
DAB 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (Sigma): 45ml voll entsalz-

tes (VE) Wasser, 3 Wasserstoffperoxid-Tabletten (in Goldfolie), 3 DAB
Tabletten (in Silberfolie)

In VE Wasser erst die Hydrogen Peroxid Tabletten legen und anschlieRend
gleich die DAB Tabletten. Parafilm auf den Erlenmeyerkolben kleben damit
sich die Tabletten I6sen (Gase entstehen, die bendtigt werden um die Reaktion
zu starten).

SigmaFast; Bestellnr.: D-4418 Tablette Sets.

LPL-Medium 500ml RPMI (Roswell Park Memorial Institute Zellkultur) 1640 mit
Glutamin, 12,5ml HEPES 1M, 50 ml FCS

5 ml P/S 10.000 U/ml, 5 ml Amphotericin 250 pg/ml, 0,5ml R-

Mercaptoethanol 50mM
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2.2.2 Reagenzien

Ratte anti-human-FOXP3 | eBioscience, Bestellnr.: 14 — 4776 Isotype: Rat IgG2a,K

Rabbit anti rat Biotin DAKO, Bestellnr.: E 0467

Detektionssystem Envision | DAKO ChemMate DAKOEnvision,
Bestellnr.: K 52007 HRP Rabbit/Mouse
Wasserstoffperoxid 30% Merck

Antibody Diluent DAKOCytomation ChemMate, Bestellnr.: S 2022

Hamatoxilin Meyer’s Hematoxylin 500ml DAKO S330930

nach Herstellerangaben

2.3 Methoden

2.3.1 Messung von Zytokin-Konzentrationen

Generierung von Biopsietberstanden

Biopsieuberstdnde wurden wie beschrieben generiert: Biopsien wurden in NaCl oder PBS aufbe-
wahrt und direkt nach der Entnahme weiterverarbeitet. Das Gewicht wurde bestimmt und drei Biop-
sien auf Siebe in 500ul LPL-Medium in Platten mit 24 Kavitdten fir 48 Stunden bei 5% CO2 und
80% Oz im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach Entnahme wurde der Uberstand auf 500ul mit
LPL Medium aufgefullt und bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren [112].

Bestimmung der Zytokine in Biopsietberstanden

Die Bestimmung der Zytokine (INFy, TNFa, IL-4 und IL-10) aus den Uberstanden erfolgte mittels
Multiplex-Analysen mit den Cytometric bead array (CBA) unter der Verwendung von
Durchflusszytometrie (mit FACS - Fluorescence Activated Cell Sorter von der Firma Becton Dickin-
son (BD)). Zu diesem Zweck kamen der BD™ CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il und der CBA
Kit fur inflammatorische Zytokine zum Einsatz (BD Biosciences, Heidelberg). Die Messungen wur-
den entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Der CBA von BD Biosciences basiert auf dem Prinzip des Sandwich-Immunoassays und es kdénnen
theoretisch bis zu 30 Proteine simultan nachgewiesen werden. Die spezifischen Antikérper werden

uber ihre Fc (fragment crystallizable)-Untereinheiten an Polystyrol-Mikropartikel (synthetische
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Kigelchen mit Fluoreszenzfarbstoff im Inneren) gekoppelt. Mit den Fab (Fragment antigen bin-
ding)-Teilen werden die gewinschten l6slichen Substanzen gebunden. Ein weiterer Fluoreszenzfarb-
stoff - Phycoerythrin (PE)-gekoppelter Detektionsantikorper, der ein anderes Epitop derselben Sub-
stanz bindet, wird zur Detektion eingesetzt.

Die bei -20 °C gelagerten Biopsielberstande wurden bei 4 °C tber Nacht aufgetaut. Flr jedes Expe-
riment wurde eine Standardverdiunnungsreihe angefertigt. Dazu wurden die lyophilisierten Standards
von jedem zu messenden Protein in ein 15 ml Rohrchen tberfuhrt, in 4 ml Assay Diluent (PBS mit
Kalbserum) gel6st und fir 15 Min. bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend wurde eine
Standardverdiinnungsreihe mit dem Faktor zwei hergestellt. Als Nullwert diente eine Probe, die nur
»Assay Diluent” enthielt. Je 20 ul Standardlésung und 20 pl Probe wurden in 1,5 ml Reaktionsgefa-
Re Uberflhrt. Die spezifischen Mikropartikel wurden 1:20 mit Bead Diluent (0,05% ProClin® 300)
verdunnt und je 20 pl in jedes Reaktionsgefal gegeben. Nach sorgfaltigem Mischen wurden die
ReaktionsgefaBe im Dunkeln fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Die spezifischen PE gekoppelten
Detektionsantikorper wurden 1:20 mit Detection Diluent verdinnt und je 20 ul in alle Reaktionsge-
fale Gberfuhrt und die Proben fiir weitere zwei Stunden im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach wur-
den die Proben mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen und 5 min bei 1400 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Sediment in 200 pl PBA aufgenommen.

Die Analyse der Proben wurde mit dem FACSCalibur vorgenommen und die Daten wurden mit der
FCAP Array Software ausgewertet.

2.3.2 Immunhistochemie

Vorbereitung der Biopsate fir die Immunhistochemie

Frische Biopsien wurden direkt nach der Entnahme drei Stunden lang bei Raumtemperatur in 4%
PFA/PBS fixiert. Die Proben wurden dann im Pathologischen Institut des Universitatsklinikums
Benjamin Franklin mit Einbettautomaten tiber Nacht in Paraffin eingegossen. Zur Einbettung wurden
die Préparate fir je eine Stunde in 70%igem und 80%igem und fir 45 Minuten in 96%igem Ethanol
inkubiert, danach folgten drei Inkubationsschritte von je einer Stunde in 100%igem Ethanol, gefolgt
von einer Stunde in Aceton und 90 Minuten in Xylol. Anschlieend wurden die Proben fiir zweimal
zwei Stunden in 65°C warmen Paraffin eingelegt, danach konnten sie in Paraffinbldcke eingebettet

werden.
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Von den Blocken wurden mit dem Mikrotom (Microm, Walldorf) 5um dicke Schnitte angefertigt, im
37°C warmen Wasserbad gestreckt und auf die Objekttrager aufgebracht. Nach dem Trocknen bei

37°C Uber Nacht konnten die Schnitte weiter verarbeitet werden.

Vorbehandlung der Schnitte

Durch die Fixierung in Formalin und die aufwendige Einbettung in Paraffin, wird das Gewebe ent-
wassert. Daher mussten die Schnitte vor den Férbungen zundchst von Paraffin befreit und wieder
rehydriert werden. Wéhrend der Einbettung kdnnen einige Proteine so denaturiert werden, dass die
gegen sie gerichteten Antikdrper ihre Antigenen-Epitope nicht mehr erkennen kénnen. Deswegen
mussten die antigenen Epitope mittels Schnellkochtopf demaskiert werden, bevor eine Féarbung

moglich war.

Entparaffinisierung
Vor der Farbung mussten die Schnitte zunéchst von Paraffin befreit und rehydriert werden. Dies
geschah durch jeweils zehnmindiitige Inkubation bei Raumtemperatur in Xylol, gefolgt von reinem

Aceton, einer Mischung von Aceton und TBS im Verhéltnis 1:2 und reinem TBS.

Antigen-Demaskierung

Die antigenen Epitope von FOXP3 auf den Schnitten mussten durch Schnellkochtopf-Behandlung
demaskiert werden. Die Schnitte wurden nach der Entparaffinisierung in einen Schnellkochtopf mit
Citratpuffer pH 6 gestellt und fir zwei Minuten nach Druckaufbau gekocht. Anschliefend wurden
die Schnitte in TBS/Tween Uberfuhrt.

FOXP3 Farbung

Nach der Demaskierung wurden die Schnitte kurz mit TBS gespilt, endogene Peroxidase durch
Inkubation in 3%igem Wasserstoffperoxid fiir 10 Min. blockiert und die Schnitte anschliessend 3x
mit VE Wasser gespllt. Die Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet und in TBS gestellt. Die
Inkubation mit anti-FOXP3 (ebioscience; Host: Ratte) erfolgte in einer Verdinnung von 1:200 in
Antibody Diluent (DAKO) (pro Schnitt 20 — 50pul je nach Grol3e des Schnittes) fir 30 Min. bei RT.
Die Schnitte wurden mit einer mit TBS geflllten Spritzflasche gewaschen (ca. 5 — 6x), tberflissiges
TBS abgeschuttelt und 30 Min. bei RT mit einem Biotin-gekoppelten Antikérper gegen Ratten-19G
(Host: Kaninchen) in einer Verdunnung von 1:200 (in PBS Puffer) inkubiert, anschlieBend wieder

mit TBS gewaschen und abgeschittelt. Danach wurden die Schnitte fiir 1h Envision anti rabbit/anti
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mouse (lag in fertiger Form vor und konnte direkt aus der Flasche auf den Schnitt je nach Schnitt-
grolke 2 —3 Tropfen angewandt werden) inkubiert, anschlieRend mit TBS gewaschen und in mit TBS
gefiillte Kivetten tberfiihrt, TBS wieder ausgeschittet und Kivette mit DAB gefullt; die Entwick-
lung erfolgte unter Sicht, je nach Ermessen blieb DAB in Kiivette; kontrolliert wurde durch mikro-
skopieren. Eine Reaktion konnte schon nach 2-3 Min. oder auch nach 15-20 Min. beobachtet werden.
Die Schnitte wurden mit VE Wasser 5 — 6 mal gespiilt und anschlieBend fiir 30 Sek. in eine mit
Hé&matoxilin geflllte Kivette getaucht (dies darf nicht langer als 30 Sek. erfolgen, da sonst
Hé&matoxilin das DAB Uberfarben kénnte), zum Blauen wird ca. 3 — 4 mal Leitungswasser in Kiivette
gefillt und wieder ausgegossen (bis das Spulwasser klar wurde) und die Schnitte eingedeckelt.

Es wurde darauf geachtet, dass die Schnitte nicht langer als 30 min mit TBS-Tween inkubiert waren,
um ein Aufquellen und Ablésen vom Objekttrager zu vermeiden.

Auswertung der Farbungen

Im Lichtmikroskop wurde die Anzahl der braun angefarbten FOXP3+ Zellen pro Gesichtsfeld (hpf,
high power field) bei einer 400-fachen VergréRerung ausgezéhlt. Pro Probe wurde die Zellzahl pro
10 hpf bestimmt und der Mittelwert gebildet.

2.4 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS fur Windows, Version 22.0
(SPSS Inc., U.S.A.) durchgefuhrt. Die Darstellung der metrischen Variablen erfolgte als Mittelwerte
und Mediane, wéhrend die Streumale als Standardabweichungen und Quartile angegeben wurden.
Die metrischen Variablen wurden mit Hilfe von Shapiro-Wilk-Tests hinsichtlich ihrer Normalvertei-
lung Uberprift. Die getesteten Variablen wiesen ganz Uberwiegend keine Normalverteilung auf
(p<0,05). Aufgrund dessen wurden bei den Vergleichen der Stichproben nicht-parametrische Tests
fur nicht normalverteilte Stichproben herangezogen.

Beim Vergleich von 2 unabhéngigen, nicht normalverteilten Stichproben wurde der Mann-Whitney-
U-Test und bei mehr als 2 unabhangigen, nicht normalverteilten Stichproben der H-Test nach Krus-
kal und Wallis angewendet. Beim Vergleich von mehr als 2 verbundenen, nicht normalverteilten
Stichproben wurde der Friedman-Test angewendet.

Bei allen angewandten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanziberpriifung, wobei fir alle statisti-
schen Tests ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angenommen wurde. Die Grafiken wurden
mit SPSS sowie mit Word erstellt. Zur Darstellung der Mediane und Quartilsabstande wurden

Boxplots angefertigt. Wéhrend in den Boxen der Median sowie die 25.-75. Perzentile dargestellt
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sind, entsprechen die T-Balken dem kleinsten und grofiten Wert, sofern diese keine AusreilRer bzw.
Extremwerte sind. Die AusreiRer sind Werte, die zwischen 1 %2 - 3 Boxlangen auBerhalb der Box
lagen; sie sind in den Grafiken als Kreise dargestellt, wahrend Extremwerte, die mehr als 3 Boxlan-

gen auBerhalb der Box gemessen wurden, als Kreuze gezeigt werden.

3 Ergebnisse

3.1 Konzentration der Zytokine in Biopsietberstanden

Um den Einfluss der Impfstamme (DB2, DB4, Kontrollserum) auf die lokale Zytokin-Sekretion zu
untersuchen, erfolgten Gastroskopien mit Entnahme der Biopsien aus dem Antrum, Corpus und
Duodenum zu drei verschiedenen Zeitpunkten. Die Gastroskopie 1 erfolgte zur Screening 21 Tage
vor der Impfung, und die Gastroskopie 2 wurde 80 Tage nach der Impfung bzw. ca. 40 Tage nach der
Belastungsinfektion durchgefuhrt. Die 3. Gastroskopie erfolgte entsprechend 120 Tage nach der
Impfung bzw. 80 Tage nach der Belastungsinfektion. Dabei zeigte sich, dass nach der Belastungsre-
aktion (Gastroskopie 2) die durchschnittliche Sekretion der Zytokine im Antrum meist etwas héher
war als im Duodenum,

Das wesentliche Charakteristikum in Bezug auf die Konzentrationen der Zytokine in
Biopsielberstanden war, dass sich in allen Fallen die initialen Sekretionwerte von allen sezernierten
Zytokinen nach der Belastungsinfektion etwa um den Faktor 2 bis 5 steigerten. Im weiteren Verlauf,
zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie, konnte dann in allen Fallen wieder ein Absinken der durch-
schnittlichen Konzentrationen der Zytokine in den Uberstanden festgestellt werden. Die Messwerte
der dritten Gastroskopie entsprachen in etwa wieder dem Ausgangsbefund (Gastroskopie 1) bzw.
lagen zum Teil sogar etwas darunter. Fir kein Zytokin konnte flr den initialen Befund, den Anstieg
nach der Belastungsinfektion und den Abfall im weiteren Verlauf ein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den drei Gruppen (DB2, DB4, Kontrolle) festgestellt werden. Aufgrund dessen
werden hier nur exemplarisch die Ergebnisse fir IFNy als Thl Marker, TNFo als
proinflammatorisches Zytokin, IL-4 als Th2 Marker und IL-10 als regulatorisches Zytokin gezeigt
und diskutiert.

3.1.1 Nachweis von Interferon (INF) yin Biopsielberstanden

In den folgenden zwei Grafiken ist der Verlauf der Konzentration von INFy in den Uberstanden der
Antrum-Biopsien dargestellt. Die mittleren INFy Konzentrationen erhohten sich im Gesamtkollektiv
signifikant von initial 19,3 pg/mg Biopsat (Mittelwert mit SD) bei der ersten Gastroskopie auf 36,3

pg/mg Biopsat bei der zweiten Gastroskopie (p <0,001/Friedman Test). Im weiteren Verlauf sanken
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die Zytokinkonzentrationen bei allen drei Gruppen (DB2, DB4, Kontrolle) auf nicht mehr messbare
Werte ab und entsprachen somit wieder dem niedrigen Ausgangsniveau bzw. lagen sogar signifikant
(p<0,001/Friedman Test) darunter (Abb. 1).

Zu keinem der drei Messzeitpunkte lagen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den drei
Prifgruppen (DB2, DB4, Kontrolle) vor; beispielsweise ergab sich der kleinste p-Wert (p=0,193/H-
Test) im Antrum bei der 3. Gastroskopie (Abb. 2).

Innerhalb der Prufgruppen fanden sich statistische Unterschiede nur bei der Kontrollgruppe (mit 21
Probanden) mit signifikant niedriger INFy Konzentration zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie im
Vergleich zum Ausgangswert (Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,004). Bei den
Gruppen DB2 und DB4 (mit jeweils 11 Probanden) zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Ausgangswerten, zum Zeitpunkt der 1. Gastroskopie, und den Werten zum Zeitpunkt der
3. Gastroskopie (Abb. 2).

100 .

IFNy im Antrum (pg/mg)
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Abb. 1: INFy in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Signifikanter Anstieg nach der Imp-
fung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120, Gastrosko-
pie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2
p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 2: Ubersichtsgrafik: INFy in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Priifgruppen. Fried-
mans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2
vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastro-
skopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,004.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prufgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

Die entsprechenden Konzentrationen von INFy in Biopsien aus dem Duodenum wiesen ein &hnliches
Bild auf. Im Gesamtkollektiv erhdhten sich die mittleren INFy Konzentrationen initial nominell von
26,7 pg/mg auf 34,3 pg/mg Biopsat (MW mit SD, p=0,253); diese Erhéhung war statistisch nicht
signifikant. AnschlieBend sanken die mittleren INFy Konzentrationen im weiteren Verlauf, zum
Zeitpunkt der 3. Gastroskopie, signifikant unter das Ausgangsniveau ab (p<0,001/Friedman Test)
(Abb. 3).

Statistische Unterschiede innerhalb der Prifgruppen fanden sich auch im Duodenum nur bei der
Kontrollgruppe (mit 21 Probanden) mit signifikant niedriger INFy Konzentration zum Zeitpunkt der
3. Gastroskopie im Vergleich zum Ausgangswert (Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie
3 p<0,001). Bei den Gruppen DB2 und DB4 (mit jeweils 11 Probanden) zeigte sich kein signifikan-
ter Unterschied zwischen den Ausgangswerten, zum Zeitpunkt der 1. Gastroskopie, und den Werten
zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie (Abb. 4).

Auch hier lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Prifgruppen vor; der kleinste p-
Wert (p=0,237/H-Test) ergab sich im Duodenum bei der 1. Gastroskopie (Abb. 4).
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Abb. 3: IFNy in den Duodenum-Biopsien

im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Kein signifikanter Anstieg

nach der Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), jedoch signifikanter Abfall im Infektionsverlauf

(Tag 120, Gastroskopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs.

Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro:

Gastroskopie
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Abb. 4: Ubersichtsgrafik: INFy in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Prufgruppen.

Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-

skopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,032, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns,

Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs.

Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Keine signi-
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fikanten Unterschiede zwischen den Priifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontrollgruppe, DB2 vs.
Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

3.1.2 Nachweis von TNFa in Biopsieuberstanden

Die Konzentration von TNFa in den Uberstinden von Antrum-Biopsien wiesen von etwa 6,13
pg/mg Biopsat (MW mit SD) initial einen signifikanten Anstieg bei der 2. Gastroskopie auf 15,2
pg/mg Biopsat (MW mit SD, p<0,001/Friedman Test) auf. Im weiteren Verlauf fielen diese Werte
ab, so dass bei der 3. Gastroskopie Werte gemessen wurden, die etwas unterhalb des Ausgangsbe-
fundes lagen (3,7pg/mg Biopsat MW mit SD, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001 / Friedman
Test) (Abb. 5).

Im Duodenum zeigte sich wiederum ein anderes Bild; es kam bei der 2. Gastroskopie zu keinem
signifikanten Anstieg der Konzentrationen von TNFa. Jedoch auch hier sanken die Werte im weite-
ren Verlauf signifikant (p<0,001 / Friedman Test) unter das Ausgangsniveau ab (Abb. 7).

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den drei Prifgruppen konnten auch in Bezug auf die
Sekretion von TNFa weder in den Antrum- (der kleinste p-Wert (p=0,271 /H-Test) bei der 1. Gastro-
skopie) noch in den Duodenum-Biopsien (der kleinste p-Wert (p=0,137 / H-Test) zu keinem der drei
Messzeitpunkte festgestellt werden (Abb. 6 und 8).

Ferner fanden sich wesentliche statistische Unterschiede innerhalb der drei Prifgruppen bei der
DB4- und der Kontrollgruppe: Im Antrum kam es zu signifikant erhéhten TNFa — Konzentrationen
zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie (Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 DB4: p=0,017 und Kontroll-
gruppe: p=0,016) und im Duodenum kam es zu signifikanten niedrigeren TNFo — Konzentrationen
zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie im Vergleich zu Ausgangswerten (Gastroskopie 1 vs. Gastrosko-
pie 3 DB4: p=0,032 und Kontrollgruppe: p<0,001) (Abb. 6 und 8).
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Abb. 5: TNFa in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Signifikanter Anstieg nach der
Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2 ), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120, Gastro-
skopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2
p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,039. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 6: Ubersichtsgrafik: TNFa in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Priifgruppen.
Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,009, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2
p=0,017, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastrosko-
pie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,016, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns.
Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie
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Abb.7: TNFa in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Kein signifikanter Anstieg nach
der Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120,
Gastroskopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastrosko-

pie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 8: Ubersichtsgrafik: TNFa in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Prufgruppen.
Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns,
Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,032. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1
vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001.
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Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

Die Bestimmung des TNFo wurde zusétzlich noch in einer zweiten Messung, die alle
inflammatorischen Zytokine beinhaltete, durchgefiihrt. Der Verlauf der Messwerte war im Wesentli-

chen mit den oben dargestellten Ergebnissen vergleichbar.

3.1.3 Nachweis von IL-4 in Biopsieuberstanden

Auch in Bezug auf das Zytokin IL-4 waren die Ergebnisse mit den oben beschriebenen Befunden
vergleichbar.

In den Antrum-Biopsien wurden im Gesamtkollektiv zum Zeitpunkt der 1. Gastroskopie von initial
hohen IL-4 Konzentrationen (MW mit SD 10,05 pg/mg Biopsat) bei der 2. Gastroskopie eine signi-
fikante Steigerung auf 18,66 pg/mg Biospsat (MW mit SD, p=0,005/Friedman Test) festgestellt.
Auch hier sanken diese Messwerte im weiteren Verlauf wieder unter das Ausgangsniveau ab (Abb.
9).

Innerhalb der Prifgruppen konnten keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden. Bei der 2.
Gastroskopie fanden sich in den Gruppen DB2 und DB4 (mit jeweils 11 Probanden) sowie in der
Kontrollgruppe (mit 21 Probanden) kein signifikanter Anstieg der IL-4 Konzentrationen (beispiels-
weise DB2: p=0,407/Friedman Test), jedoch zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie zeigten sich signifi-
kant niedrigere IL-4 Konzentrationen (Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 DB2: p<0,001, DB4:
p<0,001, Kontrollgruppe: p<0,001 / Friedman Test) (Abb. 10).

Signifikante Unterschiede zwischen den drei Prifgruppen konnten nicht festgestellt werden; der
kleinste p-Wert (p=0,358/H-Test) ergab sich bei der 1. Gastroskopie (Abb.10).
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Abb. 9: IL-4 in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Signifikanter Anstieg nach der Imp-
fung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120, Gastrosko-
pie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2
p=0,005, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 10: Ubersichtsgrafik: IL-4 in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Priifgruppen.
Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns,
Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs.
Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,001.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie
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Auch die Ergebnisse der Duodenum-Biopsien sind dhnlich der oben beschriebenen Befunden. Be-
reits initial, bei der 1. Gastroskopie, lagen die IL-4 Konzentrationen in den Duodenum-Biopsien
etwas hoher bei 14,75 pg/mg (MW mit SD); bei der 2. Gastroskopie konnte im Gesamtkollektiv
nominelle jedoch keine statistisch signifikante Steigerung der IL-4 Konzentrationen
(p=0,483/Friedman Test) festgestellt werden. Bei der 3. Gastroskopie waren die Messwerte unter das
initiale  Ausgangsniveau gesunken (Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,002 / Friedman Test
(Abb. 11).

Auch hier lagen zu keinem der drei Messzeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen den drei
Prufgruppen vor; der kleinste p-Wert (p=0,096/H-Test) ergab sich im Duodenum bei der 1. Gastro-
skopie (Abb. 12). Innerhalb der Prifgruppen zeigten sich signifikante Unterschiede lediglich bei der
Kontrollgruppe mit 21 Probanden (Abb. 12).
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Abb. 11: IL-4 in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Kein signifikanter Anstieg nach
der Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120,
Gastroskopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastrosko-

pie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,002, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 12: Ubersichtsgrafik: 1L-4 in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Priifgruppen.
Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gast-
roskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie
2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,027, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,021.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

3.1.4 Nachweis von IL-10 in Biopsielberstanden

Fur das Zytokin IL-10 wurden, wie weiter oben fiir den TNFa beschrieben, Messungen sowohl mit
dem CBA fur T-Helfer-Zellen (TH-CBA), als auch mit dem CBA fiir inflammatorische Zytokine
durchgefuhrt. Die beiden Messungen waren vergleichbar, weshalb nur die Ergebnisse des TH-CBA
dargestellt sind. Der Verlauf war qualitativ wieder mit den Ergebnissen der anderen Zytokine ver-
gleichbar.

Es kam im Gesamtkollektiv zu einem initialen signifikanten Anstieg (p<0,001 / Friedman Test) und
im weiteren Verlauf zu signifikantem Abfall der sekretierten IL-10 (p<0,001 / Friedman Test) in den
Antrum-Biopsien. Auch hier ergaben sich keine statistischen Unterschiede zwischen den Prufgrup-
pen zu den drei Messzeitpunkten (der kleinste p-Wert 0,686 / H-Test bei der 2. Gastroskopie) (Abb.
13-14). Auch innerhalb der Prifgruppen zeigten sich exakt &hnliche Ergebnisse (Abb. 14).
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Abb. 13: IL-10 in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Signifikanter Anstieg nach der
Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120, Gastro-
skopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2
p=0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,018. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 14: Ubersichtsgrafik: 1L-10 in den Antrum-Biopsien Im Studienverlauf bei den einzelnen Priifgruppen.
Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,012,
Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,009, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie
2 p=0,032, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,004, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastro-
skopie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,003, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns.
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Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Priifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

Im Duodenum zeigte sich kein signifikanter Anstieg nach der Impfung und Belastungsinfektion
(Gastroskopie 2), jedoch ein signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Gastroskopie 3) p=0,001 /
Friedman Test (Abb. 15-16). Es ergaben sich zu keinem der drei Messzeitpunkte signifikante Unter-
schiede zwischen den Prifgruppen; der kleinste p-Wert mit 0,062 / H-Test wurde bei der 1. Gastro-
skopie errechnet (Abb. 16). Innerhalb der Prifgruppen zeigten sich signifikante Unterschiede ledig-
lich bei der Kontrollgruppe mit 21 Probanden (Abb. 16).
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Abb. 15 : IL-10 in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkollektiv. Kein signifikanter Anstieg nach
der Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter Abfall im Infektionsverlauf (Tag 120,
Gastroskopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben : Gastroskopie 1 vs. Gastrosko-

pie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 16 : Ubersichtsgrafik: 1L-10 in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei den einzelnen Priifgruppen.
Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,017, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns,
Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,004, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs.
Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,001.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prufgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

3.2 Die Anzahl der FOXP3+ T Zellen in Biopsien

In den folgenden Abbildungen ist die Anzahl der FOXP3- T-Zellen in der Mukosa aus Antrum und
Duodenum dargestellt.

Im Antrum zeigte sich zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie keine Steigerung der Anzahl der FOXP3+
T-Zellen, jedoch bei der 3. Gastroskopie fand sich eine signifikante Steigerung der Anzahl der
FOXP3+ T-Zellen, (p=0,001 / Friedman Test, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 im Gesamtkollek-
tiv) (Abb. 17).

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den drei Prufgruppen konnten allerdings nicht festge-
stellt werden (Abb. 18). Unabhangig von der Prufgruppe, konnte also festgestellt werden, dass es im
Verlauf der Belastungsinfektion zunéchst zu einer geringen und spéter zu einer starkeren Erh6hung

der Anzahl der FOXP3+ Tey gekommen war.
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Abb. 17: Die Anzahl der FOXP3+ Zellen (n pro 10 hpf) in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamt-
kollektiv. Kein signifikanter Anstieg nach der Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter
Anstieg im Infektionsverlauf (Tag 120, Gastroskopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzenanalyse verbundener
Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,001, Gastroskopie 1 vs.

Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 18: Ubersichtsgrafik: Die Anzahl der FOXP3+ Zellen (n pro 10 hpf) in den Antrum-Biopsien im Studienver-
lauf bei den einzelnen Prufgruppen. Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastro-
skopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4: Gast-
roskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,012.
Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastro-
skopie 3 p=0,005.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie
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Bei der Duodenum-Biopsie lag die Zahl der FOXP3+ T-Zellen, im Vergleich zu den Befunden der
Antrum-Biopsie, bereits initial relativ hoch. Im weiteren Verlauf, zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie,
war ein signifikantes Absinken (p=0,013/Friedman Test) der Anzahl von FOXP3+ Zellen zu erken-
nen. Die Werte bei der dritten Kontrolle lagen etwa auf dem Niveau der Ausgangsbefunde. Statis-
tisch signifikante Unterschiede zwischen den drei Prifgruppen konnten allerdings nicht festgestellt
werden (Abb. 19 und 20).
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Abb. 19: Die Anzahl der FOXP3+ Zellen (n pro 10 hpf) in den Duodenum-Biopsien im Studienverlauf bei Ge-
samtkollektiv. Signifikanter Abfall nach der Impfung und Belastungsinfektion (Tag 80, Gastroskopie 2), signifikanter
Anstieg im Infektionsverlauf (Tag 120, Gastroskopie 3) in der Friedmans Zweifachrangvarianzenanalyse verbundener
Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,013, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs.

Gastroskopie 3 ns. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 20: Ubersichtsgrafik: Die Anzahl der FOXP3+ Zellen (n pro 10 hpf) in den Duodenum-Biopsien im Studien-
verlauf bei den einzelnen Prifgruppen. Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2:
Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns. DB4:
Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 ns.
Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,016, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p=0,001, Gastroskopie 1
vs. Gastroskopie 3 ns.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test : DB4 vs. Kontrollgruppe, DB2 vs.
Kontrollgruppe, DB2 vs. DB4. Gastro: Gastroskopie

Die folgenden histopathologischen Befunde (3.3) und der Helicobacter pylori Nachweis (3.4) wur-
den nicht im Rahmen dieser Arbeit erhoben, sondern extern (von Prof. Stolte). Da sie jedoch fir die

Diskussion der Ergebnisse wichtig sind, sind sie hier dargestelit.

3.3 Histopathologische Befunde

Als Einzelparameter wurden im Rahmen der Studie zur Beurteilung der pathologischen Veranderun-
gen der Mukosa von Antrum und Corpus die lymphoide Infiltration, die neutrophile Infiltration, die
epitheliale Regeneration und der Mukosa-Abbau bestimmt. Aus den o. g. vier histopathologischen
Einzelparametern wurde ein Summenscore gebildet. In Ergdnzung dazu wurde als zusétzliche Me-
thode noch der Grad der lymphoiden Aggregate sowohl anhand der Antrum- als auch der Corpus-

Biopsie bestimmt. Diese Befunde wurden durch die externe Pathologie von Prof. Stolte erhoben.
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Der Verlauf der Messwerte der lymphoiden Aggregate war im Wesentlichen mit den Ergebnissen der
oben aufgefiihrten vier pathologischen Einzelparameter vergleichbar. Daher sind als Ubersicht fiir
die pathologischen Veranderungen der Mukosa bei der H. pylori-Infektion hier nur die zum Sum-
menscore zusammengefassten histopathologischen Befunde dargestellt.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die mittleren Summenscores sich von einem initial niedri-
gen Niveau zum Zeitpunkt der ersten Gastroskopie zu einem durchweg signifikant hoheren Niveau
(p<0,001) zum Zeitpunkt der zweiten Gastroskopie entwickelten. Dieses Niveau blieb dann in den
meisten Fallen stabil; etwaige Erhéhungen oder Verminderungen waren meist statistisch nicht signi-
fikant. Lediglich in der Gruppe DB4 konnte bei der Corpus-Biopsie eine signifikante Verminderung
zwischen der zweiten und dritten Gastroskopie festgestellt werden; und dies in Bezug auf immerhin
alle vier Parameter.

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Summenscores aus den vier Einzelparametern
dargestellt (Ergebnisse der Antrum-Biopsie). Es wird auf diese Weise nochmals der Verlauf zwi-
schen der ersten und der dritten Gastroskopie verdeutlicht. Zum Einen wird Klar ersichtlich, dass ein
initial niedriger Summenscore in einen signifikant héheren tberging (p<0,001), und dass dieser
hohere Score auch im Verlauf unveréndert blieb. Zum Anderen I&sst sich erkennen, dass zwischen
den drei Prufgruppen nur unwesentliche Unterschiede bestanden, die statistisch nicht signifikant
waren (Abb. 21).
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Abb. 21: Mittlerer Summenscore der vier histopathologischen Parameter (lymphoide Infiltration, neutrophile
Infiltration, epitheliale Regeneration und Mukosa-Abbau) in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkol-
lektiv. Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001,

Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 22: Ubersichtsgrafik: Mittlerer Summenscore der vier histopathologischen Parameter (lymphoide Infiltration,
neutrophile Infiltration, epitheliale Regeneration und Mukosa-Abbau) in den Antrum-Biopsien im Studienverlauf bei
den einzelnen Priafgruppen in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastrosko-
pie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,003.
DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p=0,009, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie
3 p<0,001. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastro-
skopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prufgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-

gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

Bei der Corpus-Biopsie hatten sich hinsichtlich der Summenscores qualitativ dhnliche Verhaltnisse
ergeben. Auch hier zeigten initial niedrige Scores; bei allen drei Prifgruppen kam es nach der Belas-

tungsinfektion zu einem signifikanten Anstieg ohne Gruppenunterschied und blieben im weiteren

Verlauf die Scores erhoht (Abb. 24).
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Abb. 23: Mittlerer Summenscore der vier histopathologischen Parameter (lymphoide Infiltration, neutrophile
Infiltration, epitheliale Regeneration und Mukosa-Abbau) in den Corpus-Biopsien im Studienverlauf bei Gesamtkol-
lektiv. Friedmans Rangvarianzanalyse verbundener Stichproben: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001, Gastro-
skopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001.
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Abb. 24: Ubersichtsgrafik: Mittlerer Summenscore der vier histopathologischen Parameter (lymphoide Infiltration,
neutrophile Infiltration, epitheliale Regeneration und Mukosa-Abbau) in den Corpus-Biopsien im Studienverlauf bei
den einzelnen Prufgruppen in der Friedmans Zweifachrangvarianzanalyse verbundener Stichproben: DB2: Gastrosko-
pie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p=0,009.
DB4: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie
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3 p=0,032. Kontrollgruppe: Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 ns, Gastro-
skopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prifgruppen / Kruskal-Wallis-Test: DB2 vs. DB4, DB4 vs. Kontroll-
gruppe, DB2 vs. Kontrollgruppe. Gastro: Gastroskopie

3.4 Helicobacter pylori - Nachweis

Der H. pylori-Nachweis wurde mittels vier Verfahren durchgefihrt: Nachweis in der Kultur (An-
zuchtverfahren, nur im Antrum), Atemtest, Helicobacter-Urease-Test (HUT-Schnelltest, nur im
Antrum durchgefiihrt) und histologischer Nachweis mittels Farbung (Warthin-Starry-Silver-Féarbung
(WS) im Antrum und Corpus). Die Ergebnisse dieser Tests sind hier beschrieben und die Summe
der Nachweise in den folgenden Tabellen dargestellt.

Die Tests in allen Fallen der ersten Gastroskopie waren negativ. Bei der zweiten Gastroskopie fanden
sich hinsichtlich des kulturellen H. pylori-Nachweises negative Befunde in der Gruppe DB4 in kei-
nem Fall, in DB2 in einem Fall und in der Kontrollgruppe in zwei Féallen. Bei der dritten Kontroll-
Gastroskopie fand sich lediglich in der Gruppe DB4 noch ein Proband mit negativem kulturellem
Befund. In der Kontrollgruppe hingegen war der Anteil der negativen Befunde mit 19,0% (n=4)
deutlich hoher.

Beim Atemtest-Verfahren fand sich bei der zweiten Gastroskopie der hochste Anteil negativer Be-
funde in der Prufgruppe DB2 mit 45,5% (n=5). In der Gruppe DB4 lag der Anteil bei 18,2% (n=2)
und in der Kontrollgruppe bei 23,8% (n=5). In der Prifgruppe DB2 verringerte sich der Anteil der
negativen Befunde bei der dritten Gastroskopie auf 36,4% (n=4), wahrend der Anteil in den beiden

anderen Gruppen in etwa konstant blieb.

Ein relativ hoher Anteil negativer Befunde fand sich beim Urease-Test (HUT-Schnelltest), vor allem
zum Zeitpunkt der zweiten Gastroskopie-Kontrolle. In der Kontrollgruppe fanden sich hier bei
52,4% (n=11) Probanden negative Ergebnisse. In den beiden Prufgruppen lagen diese Anteile mit
45,5% (n=5) bei DB2 und 36,4% (n=4) bei DB4 etwas niedriger. Bei der dritten Kontroll-
Gastroskopie war in der Prifgruppe DB4 nur noch ein Proband negativ (9,1%). In der Gruppe DB2
lag der Anteil der negativen Befunde bei 36,4% (n=4) und in der Kontrollgruppe bei 38,1% (n=8).

Der histologische WS H. pylori-Nachweis wurde sowohl in den Antrum, als auch in den Corpus-
Biopsien gefuhrt. Bei den Antrum-Biopsien fanden sich bei der zweiten Kontrolle negative Befunde
bei etwa 30 bis 40 Prozent der Probanden (DB2: 36,4%, n=4; DB4 27,3%, n=3; K: 38,1%, n=8).
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Anders bei der dritten Gastroskopie: Hier war vor allem die Anzahl der negativen Befunde bei den
beiden Prufgruppen DB2 und DB4 deutlich zurlickgegangen, also die bakterielle Last gestiegen
(DB2: von 1,46 auf 2,18 (p=0,039); DB4: von 1,27 auf 2,27 (p=0,027)). Die entsprechenden negati-
ven Anteile lagen bei 9,1% (n=1) fur die Gruppe DB2 und bei 18,2% (n=2) fiir die Gruppe DB4; Am
hdchsten lagen die negativen Anteile in der Kontrollgruppe mit 33,3% (n=7).

Bei den Corpus-Biopsien fanden sich zum Zeitpunkt der zweiten Kontrolle hohe negative Anteile nur
in der Gruppe DB2 und der Kontrollgruppe (DB2: 45,5%, n=5; K: 33,3%, n=7). In der Gruppe DB4
war nur ein Proband negativ (9,1%). Bei der dritten Kontrolle lagen die Anteile der negativen Befun-
de in den Gruppen DB2, DB4 und Kontrolle bei 18,2% (n=2), 18,2% (n=2) und 28,6% (n=6). Signi-
fikante Unterschiede zwischen den drei Prufgruppen konnten auch hinsichtlich dieses Parameters im
Wesentlichen nicht gezeigt werden. Lediglich bei der Corpus-Biopsie wies bei der 2. Gastroskopie
die Gruppe DB2 einen signifikant niedrigeren Score auf als die Gruppe DB4 (0,55 vs. 1,46; p=0,014
| H-Test). Allerdings glich sich dieser Score bei der dritten Gastroskopie wieder weitgehend den

Scores der anderen beiden Gruppen an.

In der folgenden Tabelle ist die Anzahl der positiven Befunde auf der Basis der vier oben dargestell-
ten Nachweisverfahren zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie dargestellt. In dem Fall, dass keines der
vier Verfahren einen positiven Befund ergab, kann mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit davon ausge-
gangen werden, dass der Proband auch tatséchlich keine Helicobacter-Infektion aufgewiesen hatte.
Dies war bei je einem Probanden aus jeder der drei Prifgruppen der Fall. Im Falle von nur maximal
einem einzigen positiven Befund kann es sich ebenfalls noch um ein negatives Ergebnis handeln, da
je nach Verfahren falsch positive Befunde moglich sind. Dies war in der Gruppe DB2 bei 27,3 % (n=
2) der Probanden der Fall, in der Gruppe DB4 bei 9,1 % (n= 1) und in der Kontrollgruppe bei 14,3 %
(n=2). Insgesamt lieR sich nicht erkennen, dass die Anzahl der nicht-infizierten, geschitzten Proban-

den in den drei Gruppen unterschiedlich war (Tab. 1).
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Tabelle 1: Summe der positiven Befunde bei der 2. Gastroskopie (Basis: positiver Befund in Antrum oder Corpus
mittels WS, HUT, Atemtest, Kultur).

DB2 DB4 Kontrollgruppe
Positive
Befunde| Anzahl % | kum. % | Anzahl % | kum. % | Anzahl % | kum. %
0 1 9,1 9,1 1 9,1 9,1 1 4.8 4.8
1 2 18,2 27,3 0 0,0 9,1 2 9,5 14,3
2 2 18,2 455 0 0,0 9,1 5 23,8 38,1
3 0 0,0 45,5 4 36,4 45,5 3 14,3 52,4
4 6 54,5 100 6 54,5 100 10 47,6 100

Bei der dritten Gastroskopie fand sich bei immerhin drei Probanden (14,3%) der Kontrollgruppe ein
weitgehend negativer Befund (0 positive Befunde). In der Gruppe DB2 war dies bei keinem, in der
Gruppe DB4 bei nur einem Probanden der Fall. Das Ergebnis von maximal einem positiven Befund
fand sich in der Gruppe DB2 bei 9,1 % (n=1) der Probanden, in der Gruppe DB4 ebenfalls bei 9,1%
(n=1) und in der Kontrollgruppe bei 23,8 % (n=2) (Tab. 2).

Tabelle 2: Summe der positiven Befunde bei der 3. Gastroskopie (Basis: positiver Befund in Antrum oder Corpus
mittels WS, HUT, Atemtest, Kultur).

DB2 DB4 Kontrolle
Positive
Befunde| Anzahl % | kum. % Anzah % | kum. % | Anzahl % | kum. %
0 0 0,0 0,0 1 9,1 9,1 3 14,3 14,3
1 1 9,1 9,1 0 0,0 9,1 2 9,5 23,8
2 3 27,3 36,4 0 0,0 9,1 1 4.8 28,6
3 0 0,0 36,4 2 18,2 27,3 4 19,0 47.6
4 7 63,6 100 8 72,7 100 11 52,4 100

In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse der beiden obigen Tabellen zusammenfassend dar-
gestellt. Zu diesem Zweck wurde der mittlere Summenscore aus der jeweiligen Anzahl der positiven
Befunde errechnet. Dabei wird deutlich, dass in keiner der drei Prifgruppen signifikante Unterschie-
de hinsichtlich der Zahl der nicht-infizierten Probanden bestanden. Sowohl bei der zweiten als auch
bei der dritten Gastroskopie war die mittlere Anzahl der positiven Befunde bei den drei Gruppen auf

vergleichbarem Niveau; statistisch signifikante Unterscheide konnten nicht festgestellt werden
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(p=0,148/H-Test). Es fanden sich ferner keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen
zwischen der zweiten und der dritten Kontroll-Gastroskopien. Dies bedeutet, dass sich die Anzahl
der nicht-infizierten Probanden zwischen der zweiten und dritten Gastroskopie-Kontrolle nicht signi-
fikant veréndert hatte (Abb. 25).

m DB2 DB4 m Kontrolle

Gastro 2 Gastro 3

Mittlere Anzahl pos. Ergebnisse

Abb. 25: Mittlerer Summenscore der positiven Ergebnisse aus WS, HUT, Atemtest und Kultur zum Zeitpunkt
der 2. Gastroskopie und 3. Gastroskopie.

Keine signifikanten Abweichungen zwischen den Prufgruppen / Kruskal-Wallis-Test. Gastro: Gastroskopie

3.5 Vergleich H. pylori negativen vs. H. pylori positiven Probanden

Wie weiter oben in den Abschnitten 3.1 (Konzentration der Zytokine in Biopsielberstanden), 3.2
(die Anzahl der FOXP3+ Zellen in Biopsien) und 3.3 (Histopathologische Befunde) gezeigt, hatten
sich keine Unterschiede zwischen den drei Prufgruppen (DB2, DB4, Kontrolle) erkennen lassen.
Dennoch waren zum Zeitpunkt der zweiten und der dritten Gastroskopie einige wenige Probanden
bezlglich des H. pylori-Befundes negativ, wie im obigen Abschnitt 3.4 dargestellt wurde.

Um zu prufen, ob, unabhé&ngig von der Prifgruppe, Unterschiede zwischen H. pylori positiven und
H. pylori negativen Probanden bestehen, wurden weitere statistische Analysen durchgefiihrt. Als H.
pylori negative Probanden wurden alle Probanden eingeteilt, die zum Zeitpunkt der dritten Gastro-
skopie einen eindeutig negativen H. pylori Befund aufgewiesen hatten (Summenscore = 0). Insge-
samt fanden sich vier H. pylori negative Probanden; drei gehdrten der Kontrollgruppe, einer der
Gruppe DB4 an (Tab.2).
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In den folgenden Abschnitten sind die Konzentration von Zytokinen in Biopsielberstanden, die
Anzahl der FOXP3+ T,y Zellen und der histopathologische Befund in Abhangigkeit vom positiven
oder negativen H. pylori Befund dargestellt. Ohne Ausnahme ergaben sich hierbei keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori positiven (Nicht-Eradizierern) und H. pylori

negativen Probanden (Eradizierern).

3.5.1 Vergleich der Zytokinsekretion zwischen H. pylori negativen und positiven Probanden
Hinsichtlich der Konzentrationen der Zytokine - INFy, TNFa, IL-4 und IL-10, bestimmt aus Th-
Zellen in Antrum und Duodenum, hatten sich in der statistischen Analyse im Wesentlichen keine

signifikanten Unterschiede zwischen H. pylori positiven und negativen Probanden ergeben (Abb. 26-

33).
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Abb. 26: Vergleich der INFy-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Antrum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test: Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden.

Gastro: Gastroskopie
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Abb. 27: Vergleich der INFy-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Duodenum - Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test: Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden.
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Abb. 28: Vergleich der TNFa-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Antrum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test: Keine

signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 29: Vergleich der TNFa-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Duodenum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test:

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 30: Vergleich der IL-4-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Antrum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test: Keine

signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 31: Vergleich der IL-4-Kozentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Duodenum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test:

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 32: Vergleich der IL-10-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Antrum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test: Keine

signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 33: Vergleich der IL-10-Konzentration zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden in den
Duodenum - Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test: Keine

signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastroskopie

3.5.2 Vergleich der Anzahl der FOXP3+ T Zellen in Biopsien zwischen den H. pylori negativen

und positiven Probanden

Hinsichtlich der Anzahl der FOXP3+ Zellen fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen der H. pylori negativen Probandengruppe und der H. pylori positiven Probandengruppe.

Im Antrum zeigte sich zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie eine etwas hohere Anzahl der FOXP3+
Zellen bei den H. pylori negativen Probanden (Eradizierern) als bei den H. pylori positiven Proban-
den (Nicht — Eradizierern), jedoch in der statistischen Auswertung ohne Signifikanz (Abb. 34).

Im Duodenum zeigte sich ein anderes Bild: Deskriptiv betrachtet war bei den H. pylori negativen
Probanden (Eradizierern) die Anzahl der FOXP3+ Zellen im Duodenum sowohl bei der 2. Gastro-

skopie als auch bei der 3. Gastroskopie etwas niedriger (Abb. 35).
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Abb. 34: Vergleich der Anzahl (n/10HPF) der FOXP3+ Zellen in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori
negativen und positiven Probanden im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-
Whitney-U-Test: Keine signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro:

Gastroskopie
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Abb. 35: Vergleich der Anzahl (n/10HPF) der FOXP3+ Zellen zwischen den H. pylori negativen und positiven
Probanden in den Duodenum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-
Whitney-U-Test: Keine signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro:

Gastroskopie
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Die Abbildungen 36 und 37 zeigen die immunhistochemische FOXP3 — Féarbung exemplarisch vom
Proband 90 aus der Gruppe der Eradizierer und vom Proband 16 aus der Gruppe der Nicht-

Eradizierer.

Eradizierer Nicht-Eradizierer

G1

G2

G3

Abb. 36: FOXP3+ Zellen (braungeférbt) in FOXP3 — Farbung, Antrum-Biopsien unter 400 facher Vergrofierung
(fotografiert mit Olympus DP20 microskope camera).

Aus der Eradizierer - Gruppe Proband 90 und aus der Nicht Eradizierer — Gruppe Proband 16.

G1: Gastroskopie 1, G2: Gastroskopie 2, G3: Gastroskopie 3
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Abb. 37: FOXP3+ Zellen (braungeférbt) in FOXP3 — Farbung, Duodenum-Biopsien unter 400 facher Vergrolie-

rung (fotografiert mit Olympus DP20 microskope camera).

Aus der Eradizierer - Gruppe Proband 90 und aus der Nicht Eradizierer — Gruppe Proband 16.
G1: Gastroskopie 1, G2: Gastroskopie 2, G3: Gastroskopie 3
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3.5.3 Vergleich der histopathologischen Befunde zwischen den H. pylori negativen und positiven
Probanden (Extern erhobene Befunde)

Zum Zweck dieser Analyse wurde der histopathologische Summenscore aus vier Einzelparametern
(lymphoide Infiltration, die neutrophile Infiltration, die epitheliale Regeneration und der Mukosa-
Abbau) herangezogen (Vergleich Abschnitt 3.3). Signifikante Unterschiede zwischen H. pylori

positiven und H. pylori negativen Probanden konnten nicht festgestellt werden (Abb. 38-39).
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Abb. 38: Vergleich der Histopathologie-Summenscores zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden
in den Antrum — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test:
Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastro-

skopie



58

12—
el
o
o
3 T
5 = ;
HP
o
E | T Cnegativ
-% 6 T Dpositiv
=]
o
= 4
S
2 1
(51 —
0 | [ I
Gastro 1 Gastro 2 Gastro 3

Abb. 39: Vergleich der Histopathologie-Summenscores zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden
in den Corpus — Biopsien im Studienverlauf (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). Mann-Whitney-U-Test:

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den H. pylori negativen und positiven Probanden. Gastro: Gastro-
skopie

3.6 Darstellung einzelner H. pylori negativer Probanden

Im Folgenden sind die Ergebnisse einzelner H. pylori negativer Probanden dargestellt. Ausgewahlt
wurden zu diesem Zweck alle Probanden, die zum Zeitpunkt der dritten Gastroskopie einen eindeutig
negativen H. pylori Befund aufgewiesen hatten (Summenscore = 0). Insgesamt fanden sich vier H.
pylori negative Probanden; drei gehdrten der Kontrollgruppe, einer der Gruppe DB4 an (Tab. 3).

Tab. 3: Darstellung der einzelnen Probanden mit eindeutig negativem H. pylori Befund bei der dritten Gastrosko-
pie. (Basis: negativer Befund im Antrum und Corpus mittels WS, HUT, Atemtest, Kultur).

Pat.-Nr. Gruppe | H. pylori - Score Gastr| H. pylori - Score Gastr
18 Kontrolle 2 0
90 Kontrolle 1 0
104 Kontrolle 0 0
107 DB4 1 0
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In den folgenden Abbildungen ist der Verlauf der H. pylori negativen Probanden dargestellt. Als
Vergleich wurde jeweils der Mittelwert der H. pylori positiven Probanden mit angegeben. Bei die-

sem Vergleich wurde sich auf die Ergebnisse der Antrum-Biopsien beschrankt.

3.6.1 Vergleich der Zytokinsekretion in Biopsielberstanden zwischen den H. pylori positiven und
einzelnen H. pylori negativen Probanden

Wie aus den folgenden Grafiken ersichtlich wird, hatten sich keine eindeutigen Trends ergeben, die
erkennen lieRen, dass H. pylori negative Probanden im Vergleich mit den H. pylori positiven eher
hohe oder niedrige Konzentration der Zytokine aufwiesen (Abb. 40 - 47).
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Abb. 40: Vergleich der INFy — Konzentration in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven Proban-
den und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori positive

Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 41: Vergleich der INFy — Konzentration in den Duodenum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven Pro-
banden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori
positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro:

Gastroskopie
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Abb. 42: Vergleich der TNFa — Konzentration in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven Proban-
den und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori positive

Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro: Gastroskopie
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Abb. 43: Vergleich der TNFa — Konzentration in den Duodenum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven Pro-

banden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2.
positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte.
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Abb. 44: Vergleich der IL-4 — Konzentration in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven
banden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie).
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Abb. 45: Vergleich der IL-4 — Konzentration in den Duodenum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven
Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori
positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro:
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Abb. 46: Vergleich der IL-10 — Konzentration in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven
Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori
positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro:

Gastroskopie
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Abb. 47: Vergleich der IL-10 — Konzentration in den Duodenum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven
Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H.
pylori positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte.

Gastro: Gastroskopie

3.6.2 Vergleich der Anzahl der FOXP3+ Zellen von H. pylori negativen und positiven Probanden

In Bezug auf die Anzahl der FOXP3+ Zellen ergaben sich deutliche Abweichungen vom Mittelwert
der H. pylori positiven Probanden, die jedoch in der statistischen Analyse nicht signifikant waren.
Zwar fanden sich in den Antrum-Biopsien von zwei Probanden in der 2. Gastroskopie deutlich nach
oben hin abweichende Befunde, jedoch lag bei den beiden anderen H. pylori negativen Probanden
die Zellzahl unterhalb des Mittelwertes der H. pylori positiven Probanden. In der 3. Gastroskopie
lieR sich eine Tendenz zur niedrigen Expression der FOXP3+ Tq Zellen bei den meisten H. pylori
negativen Probanden erkennen (Abb. 48).

In den Duodenum-Biopsien lag bei den H. pylori negativen Probanden die Anzahl der FOXP3+
Zellen sowohl bei der 2. Gastroskopie als auch bei der 3. Gastroskopie, mit einer Ausnahme von
einem Probanden, ebenfalls etwas niedriger als der Mittelwert der H. Pylori positiven Probanden
(Abb. 49).
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Abb. 48: Vergleich der Anzahl (n/10 HPF) der FOXP3+ Zellen in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori
positiven Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie).
H. pylori positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte.

Gastro: Gastroskopie
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Abb. 49: Vergleich der Anzahl (n/10 HPF) der FOXP3+ Zellen in den Duodenum-Biopsien zwischen den H. pylori
positiven Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie).
H. pylori positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte.
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3.6.3 Vergleich der Histopathologischen Befunde von H. pylori negativen und positiven Probanden
(extern erhobene Befunde)

In Bezug auf den histopathologischen Befund (Summenscore) hatten sich ebenfalls keine relevanten
Abweichungen zwischen den vier Probanden mit negativem H. pylori Befund und dem Mittelwert
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der H. pylori positiven Probanden ergeben. Lediglich der Proband 107 zeigte einen abweichenden
Verlauf. Bei den Ubrigen drei Probanden entsprach der Grad der entziindlichen Verédnderungen dem
Befund der H. pylori positiven Probanden (Abb. 50).
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Abb. 50: Vergleich der Histopathologie-Summenscores in den Antrum-Biopsien zwischen den H. pylori positiven
Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori
positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro:
Gastroskopie

10 emmsmH. pylori positiv
9 18
w 8 90
2
g ——— 104
o
E 6 107
()
.gn 5 5
S a3 \
] 4
K-
=)
8 3
2
T 2
1 A
0
Gastro 1 Gastro 2 Gastro 3

Abb. 51: Vergleich der Histopathologie-Summenscores in den Corpus-Biopsien zwischen den H. pylori positiven
Probanden und einzelnen H. pylori negativen Probanden (zum Zeitpunkt der 1., 2. und 3. Gastroskopie). H. pylori
positive Probanden sind als Mittelwert dargestellt; bei den vier Probanden handelt es sich um Einzelwerte. Gastro:
Gastroskopie
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4 Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer prophylaktischen Vaccinierung auf das
Zytokinmuster, die Teg und die Histopathologie des Gastrointestinaltraktes nach Exposition gegen-
uber H. pylori untersucht.

Als Adjuvans des Impfstoffs diente Salmonella Serovar Typhi 21a, Typhoral® L, eine orale
Lebendvaccine gegen Typhus. Untersucht wurden der H. pylori Urease A/B exprimierende Impfstoff
(DB2) und der ein H. pylori spezifisches Antigen HP0231 exprimierende Impfstoff DB4. Die Kont-
rollgruppe erhielt nur Adiuvans. Die Sicherheit und Wirksamkeit der Impfstoffe waren in den
préklinischen und klinischen VVorgéngerstudien nachgewiesen worden [108-110].

Es wurden zahlreiche préklinische Studien fur Impfstoffkandidaten gegen H. pylori, mit vielverspre-
chenden Ergebnissen, veroffentlicht [93-99]. Demgegeniiber wurden jedoch nur wenige klinische
Wirksamkeitsstudien durchgefihrt: Darunter waren Studien mit Urease-basierten Impfstoffen, ent-
weder als gereinigtes rekombinantes Protein zusammen mit mukosalen Adjuvantien verabreicht mit
Choleratoxin als Adjuvans [99] oder auf der Basis eines Impfstoffes genetisch veranderter Salmonel-
len [113]. Die Ergebnisse zeigten nur eine begrenzte Immunogenitédt und eine schlechte Wirksamkeit
im klinischen Alltag. Ein intramuskularer Impfstoff mit rekombinantem CagA, VacA und HP-NAP
(neutrophil-activating-protein) war immunogen und sicher in einer Phase-I-Studie [114].

Es gibt mehrere Grinde, warum derzeit die Entwicklung eines H. pylori-Impfstoffs zu stagnieren
scheint: Ein wichtiger Punkt ist die Unfahigkeit der aktuellen Impfstoffe eine vollstdndig protektive
Immunantwort zu erzielen [115], was sicherlich auf der noch unvollstandigen Kenntnis der Immuni-
tatsmechanismen gegen H. pylori basiert. Ein weiterer Faktor, der die Impfstoffentwicklung sicher-

lich einschrankt, ist die evolutiondre Koadaptation von H. pylori und seinem Wirt [116].

4.1 Zytokine

Um die Immunreaktionen gegen H. pylori nach Immunisierung einordnen zu kdénnen, wurden in
Uberstinden von Biopsien aus der Schleimhaut von Antrum und Duodenum die Sekretion der
Zytokine TNFa und IFNy sowie IL-4 und IL-10 bestimmt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit decken sich zum Teil mit den Ergebnissen anderer Gruppen,
die sowohl in der akuten als auch in der chronischen Phase der H. pylori — Infektion die erhéhte
Produktion von verschiedenen Zytokinen nachweisen konnten [56-61, 67, 69, 88-100, 117-119].
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Eine signifikant erhohte lokale IFNy — Konzentration in den Antrum-Biopsien der H. pylori infizier-
ten Patienten im Vergleich zu Kontrollgruppen beschreiben mehrere Autoren [58, 59]. Auch
Karttunen et. al. berichtet von einer erhéhten Zahl der IFNy sezernierenden Zellen bei Gastritis,
wobei bei H. pylori negativen Gastritiden eine signifikant hohere Anzahl der IFNy sezernierenden
Zellen beobachtet wurde, als bei H. pylori positiven Gastritiden [56], was nicht mit den hier vorlie-
genden Ergebnissen Gbereinstimmt.

In der vorliegenden Studie zeigte sich im Gesamtkollektiv nach ca. 6 Wochen nach der Belastungsin-
fektion (und ca. 9 Wochen nach Impfung) im Antrum eine signifikante Erhéhung (p <0,001) der
sezernierten IFNy-Konzentrationen, die bei der 3. Gastroskopie nach ca. 12 Wochen nach der Belas-
tungsinfektion bei allen drei Gruppen (DB2, DB4, Kontrolle) auf nicht mehr messbare Werte absan-
ken und sogar signifikant (Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001/Friedman Test) unter dem
Ausgangsniveau lagen. Im Duodenum konnten bereits initial hohere IFNy-Konzentrationen (MW mit
SD 26,7 pg/mg) festgestellt werden; zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie zeigte sich eine nominelle
Erhohung der IFNy-Konzentration; bei der 3. Gastroskopie kam es jedoch hier auch zu einer signifi-
kanten Senkung (p<0,001).

In Bezug auf die TNFa sind auch erhohte Konzentrationen bei H. pylori positiven Patienten mit
Gastritis im Vergleich zu Kontrollpersonen beschrieben [59, 60, 67], einige Autoren geben sogar um
den Faktor 3 erhohte Werte an [61]. In der vorliegenden Studie wiesen die Konzentrationen von
TNFa in Antrum-Biopsien einen signifikanten Anstieg zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie (Gastro-
skopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,001) auf. Zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie fielen diese Werte
signifikant ab (Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001 und Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3
p<0,039). Im Duodenum kam es nach der Impfung und Belastungsinfektion, zum Zeitpunkt der 2.
Gastroskopie, zu keinem statistisch relevanten Anstieg der TNFa — Konzentrationen. Jedoch lagen
die Werte zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie unter dem Ausgangshiveau (Gastroskopie 2 vs. Gastro-
skopie 3 p<0,001 und Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3 p<0,001).

Im Unterschied zu in der Literatur beschriebenen niedrigeren IL-4-Konzentration bei einer H. pylori
— Infektion [56, 59, 114-116] wurden in dieser Studie erhohte IL-4 Werte beobachtet. Im Antrum
zeigte sich im Gesamtkollektiv bei der 2. Gastroskopie ein signifikanter Anstieg der mittleren IL-4-
Konzentrationen (Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 p<0,005) und ein signifikanter Abfall zur 3.
Gastroskopie (Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001). Im Duodenum zeigte sich bei der 2.
Gastroskopie kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den initialen 1L-4-Konzentrationen,
wobei eine nominelle Erh6hung der mittleren Werte zu konstatieren war. Zum Zeitpunkt der 3. Gast-

roskopie fand sich eine signifikante Senkung im Vergleich zu den Werten der 2. Gastroskopie (Gast-
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roskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,002) und nominell niedrigere Werte im Vergleich zur 1. Gastro-
skopie.

Auch IL-10, ein antiinflammatorisches Zytokin, ist bei den mit H. pylori — infizierten Patienten
signifikant erhdht [89-92]. In der vorliegenden Arbeit wurde ein qualitativ mit den Ergebnissen der
anderen Zytokine vergleichbarer Verlauf auch hinsichtlich des IL-10 festgestellt. Nach dem initialen
signifikanten Anstieg der IL-10-Konzentration im Antrum im Gesamtkollektiv fielen die gemessenen
Werte bei der 3. Gastroskopie signifikant unter das Ausgangsniveau ab (Gastroskopie 1 vs. Gastro-
skopie 2 p<0,001, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 3
p<0,018). Im Duodenum fand sich kein signifikanter Anstieg der IL-10-Konzentration zum Zeit-
punkt der 2 Gastroskopie, jedoch aber ein signifikanter Abfall zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie
(Gastroskopie 1 vs. Gastroskopie 2 ns, Gastroskopie 2 vs. Gastroskopie 3 p<0,001, Gastroskopie 1
vs. Gastroskopie 3 p<0,001).

Insgesamt ergaben sich fur die sezernierten Mengen aller vier Zytokine im Verlauf der Infektion
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Impfgruppen und der Kontroll-
gruppe. Unabhangig vom Impfserum erhohten sich die durchschnittlichen sezernierten Mengen der
sowohl entzlindlichen als auch regulatorisch wirkenden Zytokine nach der Verabreichung der Impf-
stoffe und nach der Belastungsinfektion. Im weiteren Verlauf der Infektion konnte dann in allen
Fallen wieder ein Absinken der durchschnittlichen Menge an sezernierten Zytokinen festgestellt
werden (Abb. 1-16).

An der Stelle sei angemerkt, dass der hier als Adjuvans angewandte Impfstofftragerstamm
(Salmonellenstamm Ty21a) bekanntermafRen eine Lebendvaccine ist und auch eine lokale Immun-
antwort mit Zytokinsekretion induzieren kann [108]. Entsprechend kann angenommen werden, dass
zur Induktion einer signifikanten lokalen Immunantwort sowohl die Impfseren (die Antigene Urease
A/B (DB2) und HP0231 (DB4) sowie das Adjuvans - Typhoral® L) als auch die Belastungsinfektion

beigetragen haben.

Ungeklart bleiben die Mechanismen, die wahrend des in der vorliegenden Studie aufgezeigten Infek-
tionsverlaufes zur Reduktion der Zytokinsekretion zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie, am Ende der
Beobachtungszeit, gefiihrt haben. Ein solcher Prozess mit im weiteren Infektionsverlauf niedrigeren
Zytokinkonzentrationen in Bezug auf die H. pylori - Infektion wurde bisher in der Literatur nicht

beschrieben.
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4.2 FOXP3 — exprimierende T

Ergénzend zu den Zytokinen wurde als weiterer klinisch relevanter Bestandteil der Immunantwort
die Anzahl an T-Zellen bestimmt, die FOXP3 exprimieren, das ein Marker fiir naturliche Tyeg
(CD4"FOXP3" T-Zellen) darstellt.

Im Antrum lag initial die mittlere Anzahl der Ty auf einem relativ niedrigen Niveau. Nach der
Belastungsreaktion stieg die Anzahl bei dem Gesamtkollektiv zundchst, zum Zeitpunkt der 2. Gast-
roskopie, geringfugig an, wahrend ein signifikanter Anstieg bei der 3. Gastroskopie (p<0,001) im
Vergleich zum Ausgangsniveau und zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie (p=0,001) beobachtet wer-
den konnte. Insgesamt wurde etwa eine Vervierfachung der initialen Mittelwerte beobachtet. Die
Unterschiede zwischen den Prufgruppen waren jedoch zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant
(Abb. 17-18).

Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen publizierter klinischer Studien,
die besagen, dass bei H. pylori positiven Patienten 3 bis 4-mal so viele Ty in der Magen- und
Duodenalschleimhaut vorkommen wie bei H. pylori negativen Kontrollen [85, 87, 120].

Fir die Anzahl der FOXP3+ Tieq gilt aufgrund der erfolgten Beobachtungen weiterhin die Hypothe-
se, dass Treq durch eine negative Regulation des Immunsystems die Eradikation von H. pylori behin-
dern [67, 78]. Ty haben einen antiinflammatorischen Effekt, um eine potentiell schadliche Entzun-
dung zu kontrollieren [74]. Indem sie die Immunreaktion supprimieren, beglnstigen sie jedoch das
Uberleben des Erregers [67, 68].

In der vorliegenden Studie stand einer zundchst eher geringen antiinflammatorischen Reaktion bei
der 2. Gastroskopie eine deutliche Reaktion bei der dritten Untersuchung gegeniiber. Anders als die
hier untersuchten Zytokine spielten also die Ty hinsichtlich des langerfristigen Verlaufes eine we-

sentliche Rolle.

Ein anderes Bild als im Antrum zeigte die Anderung der Anzahl der FOXP3+ T im Duodenum.
Hier lag initial schon eine hohe Anzahl FOXP3+ T4 vor. Dieses hohe Niveau senkte sich uberra-
schenderweise nach der Belastungsinfektion (p=0,013) ab. Zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie hatten
sich die Mittelwerte aller Gruppen wieder dem Ausgangsbefund angenahert (Abb. 19-20).

Betrachtet man diese Ergebnisse in Zusammenhang mit den bisher publizierten Daten [78, 81-84], so
deutet die Entwicklung der FOXP3+ Ty im Duodenum in der vorliegenden Studie auf einen er-

winschten Effekt im Sinne einer erfolgreichen Immunisierung hin, da sich als Reaktion auf die akute
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Infektion die Zahl der Trq deutlich verminderte, was eine erfolgreiche Eradikation begtinstigen

sollte.

Bei der vorliegenden Studie korrelierte die hohe Anzahl der FOXP3+ Zellen bei der ersten und drit-
ten Kontrolle nicht mit den Zytokin-Konzentrationen. So ging im Duodenum die hohe Anzahl
FOXP3+ Tieq bei der 1. und 3. Gastroskopie mit sehr niedrigen Mengen an sezernierten IL-4 und IL-
10 einher, also mit einer schwachen Th2- und regulatorischen Antwort. Der relativ geringen Anzahl
der FOXP3+ Ty bei der 2. Gastroskopie, direkt nach der Belastungsinfektion, stand hingegen eine
hohe Sekretion von IL-4 und IL-10 gegendiber.

Dennoch stehen die Ergebnisse der FOXP3+ Zellen im klaren Kontext zur aktuellen Literatur, wo-
nach die H. pylori Infektion zu einer verstérkten Infiltration von CD4+, CD25+, FOXP3+ T in die
gastrale Mukosa fuhrt [73, 74, 85, 87, 88]. Jedoch ist ihre funktionelle Bedeutung in der Auseinan-

dersetzung zwischen Bakterien und Immunsystem des Wirts bisher unzureichend bekannt.

Uberraschend bleibt der Umstand, dass initial, zum Zeitpunkt der 1. Gastroskopie, in der Schleim-
haut des Duodenums entgegen der Erwartung relativ hohe Zahlen an Trq vorhanden waren. Bei-
spielsweise berichtet Chen et al. 2014 bei H. pylori negativen gesunden Probanden ca. 7-fach nied-
rigere CD4+, CD25+ Tq— Zahl im Vergleich zu H. pylori positiven Patienten [121].

4.3 Histopathologische Befunde

Im Rahmen der gastroskopischen Untersuchungen wurden auch aus Corpus- und Antrumbiopsien
lymphoide Infiltration, neutrophile Infiltration, epitheliale Regeneration und mukosaler Abbau (ex-
tern, von Prof. Stolte) analysiert. Aus den vier Einzelparametern wurde ein Summenscore gebildet.
Die mittleren Scores entwickelten sich von einem niedrigeren Niveau (mittlerer Score: 1,0-1,1) zum
Zeitpunkt der 1. Gastroskopie zu einem durchweg signifikant hoheren Niveau zum Zeitpunkt der 2.
Gastroskopie. Dieses Niveau blieb dann in den meisten Fallen stabil (Abb. 21-24).

Die Ergebnisse zeigen, dass es unabhéngig vom Impfserum nach der Belastungsinfektion zu deutli-
chen Entziindungsreaktionen gekommen war, die auch im weiteren Verlauf weitgehend bestehen
blieben. Hieraus kann der Schluss gezogen werden, dass die hochakute Entziindungsphase zum
Zeitpunkt der zweiten Gastroskopie bereits Gberwunden war und die Probanden sich bereits in der

Phase der chronischen Infektion befanden.
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Aufgrund hypothetischer Uberlegungen ware fiir einen protektiven Impfschutz grundsatzlich eine
unveranderte Fortdauer der Th1-Antwort, ggf. vielleicht sogar eine Verstarkung sinnvoll [33, 102].
Nicht erwinscht ist eine Abschwéchung der Immunreaktion, solange der Erreger persistiert. Dies
wurde im Rahmen dieser Studie auch tatséchlich erreicht: Die histopathologischen Befunde zeigten
im Beobachtungsverlauf eine deutliche Entzlindungsaktivitat. Jedoch fiihrte die histologisch nach-
weisbare Entziindung nicht zur Eradikation. Es gab nur vier Probanden, die die Infektion abwehren
konnten. Einen in der Gruppe DB4 und drei in der Kontrollgruppe. Was Klar zeigt, dass die Impf-
stdimme keinen protektiven Einfluss auf die Infektion hatten.

In etwa Ubereinstimmend mit den histopathologischen Verdnderungen war der Verlauf der Anzahl
FOXP3+ Treg. Jedoch, nicht ohne weiteres passen die Befunde ins Bild des Zytokinmusters. Initial
standen einem geringgradig entzlndlichen histopathologischen Befund zwar entsprechend niedrige
Zytokinsekretionen gegeniber. Durchaus konform war auch die Erhéhung der proinflammatorischen
Zytokine TNFa und IFNy nach der Belastungsinfektion zum Zeitpunkt der 2. Gastroskopie.

Wihrend TNFa und IFNy im weiteren Verlauf wieder auf das Ausgangsniveau absanken, blieb der
histopathologische Befund jedoch in dessen Auspragung unverdndert. Weder der TNFo noch das
IFNy korrelierte also klar mit dem Grad der entziindlichen Verdnderungen, was liberraschend ist aber
mit den Ergebnissen von Stromberg et al. bereits 2003 (ibereinstimmt, dass der Grad der Entziindung
den Zytokinspiegel nicht beeinflusst [122].

Madglicherweise brauchen die histologischen Verénderungen einfach langer zur Regeneration als die
urséchliche inflammatorische Zytokinaktivierung anhalt und FOXP3+ T,y Vermehren sich parallel

zur Entziindung, um diese wenigstens teilweise zu kontrollieren.

In Erganzung zu den vier Pathologie-Parametern (lymphoide Infiltration, neutrophile Infiltration,
epitheliale Regeneration und mukosaler Abbau) und deren Summenscore wurden als zwei weitere
Parameter noch der Score der lymphoiden Aggregate und der mittlerer Summenscore errechnet aus
der jeweiligen Anzahl der positiven Befunde von vier H. pylori-Nachweisverfahren herangezogen.
Das Ergebnis der lymphoiden Aggregate entsprach hierbei qualitativ den anderen vier Pathologie-
Parametern.

Der H. pylori-Nachweis erfolgte mittels Kultur (Anzucht, nur im Antrum), “C-Atemtest,
Helicobacter-Urease-Test (nur im Antrum) und histologischem Nachweis mittels Farbung (Warthin-
Starry-Silver-Farbung (WS) im Antrum und Corpus). Signifikante Unterschiede zwischen den drei
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Prifgruppen konnten auch hinsichtlich dieses Parameters im Wesentlichen nicht gezeigt werden
(Abb. 25).

4.4 Vergleich der H. pylori positiven vs. H. pylori negativen Probanden

Da das Muster der sezernierten Zytokine, die Veranderung der Anzahl der FOXP3+ Ty und der
Grad der pathologischen Veranderungen keine wesentlichen Unterschiede zwischen den drei Grup-
pen ergab und die beiden Impfseren (DB2 und DB4) nicht in der Lage waren, eine protektive Immu-
nitat zu induzieren, entspricht der Verlauf der Belastungsinfektion wahrscheinlich einer nattrlich
verlaufenden H. pylori Infektion. Aufgrund dessen wurden unabhédngig von der Prifgruppe ergén-
zend Unterschiede zwischen Probanden, die in der Lage waren die H. pylori-Infektion zu eliminie-

ren, und Probanden, die die Infektion nicht abwehren konnten, analysiert.

Als H. pylori negative Probanden bzw. Eradizierer wurden die vier Probanden betrachtet, bei denen
in allen vier Nachweisverfahren zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie ein negativer H. pylori Befund
vorlag. Aus der Kontrollgruppe waren solche drei Probanden, und einer aus der DB4-Gruppe.

In Hinblick darauf, dass drei von vier Eradizierern aus der Kontrollgruppe, die nur Adjuvans
Typhoral® L erhalten haben, waren, handelt es sich hierbei entweder um eine immunologische

Kreuzreaktion oder um eine spontane Eradikation.

Zuletzt wurden die Ergebnisse dieser vier Probanden einzeln mit den Mittelwerten der H. pylori
positiven Probanden verglichen.

Insgesamt konnte bei den H. pylori negativen Probanden keine Tendenz zu einer gesteigerten oder
verminderten IFNy Antwort bei einer eher durchschnittlichen Th2-Antwort beobachtet werden.
TNFa als eher unspezifisches proinflammatorisches Zytokin scheint bei den H. pylori negativen
Probanden eher vermindert sezerniert zu werden. Ein ganz eindeutiges Muster konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden (Abb. 26-33). Die angestellten hypothetischen Uberlegungen, dass eine erfolg-
reiche Eradikation mit einer Supprimierung von Th2-Antwort bzw. Supprimierung von IL-4 oder IL-
10 [32, 101] einhergehen konnte, konnten anhand dieser Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Zwischen den vier Eradizierern und der H. pylori positiven Probandengruppe fanden sich hinsicht-
lich der Anzahl der FOXP3+ Zellen sowohl im Antrum als auch im Duodenum keine statistisch
signifikanten Unterschiede (Abb. 34-35). Jedoch lagen die Einzelwerte bei den H. pylori negativen
Probanden zum Zeitpunkt der 3. Gastroskopie, mit einer Ausnahme von einem Probanden im Duo-

denum, unterhalb des Mittelwertes der H. pylori positiven Probandengruppe. Im Hinblick auf die
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Anzahl der FOXP3+ Ty aus den Antrumbiopsien wiesen die H. pylori negativen Probanden eben-
falls eine niedrigere Anzahl als die H. pylori positiven Probanden auf.

Dies schien darauf hinzudeuten, dass das Potential zur Eradikation des Erregers tatsdchlich mit einer
Suppression der Ty zusammenhdngen konnte, wie dies der Grundhypothese entsprach. Bei einer
geringeren immunsuppressiven Antwort ist eher eine geringe Anzahl der FOXP3+ Zellen zu erwar-

ten und dies entspricht einer grofReren Chance der Eradikation.

Die H. pylori negativen Probanden wiesen bei der 2. und 3. Gastroskopie keinen erkennbar geringe-
ren Pathologiegrad auf, verglichen mit den H. pylori positiven Probanden. Bei drei von vier Proban-
den, die bei der 3. Gastroskopie einen eindeutig negativen H. pylori Befund aufgewiesen hatten, war
der Grad der histopathologischen Veranderungen (Summenscore) nahezu mit dem Mittelwert der H.
pylori positiven Probanden identisch; die Abweichungen waren nur minimal (Abb. 38-39). Bei ei-
nem H. pylori negativen Probanden fand sich jedoch ein etwas abweichender Verlauf: Bei der 2.
Gastroskopie zeigte der Proband einen Score von 2 und bei der 3. Gastroskopie einen Score von 3,
wahrend bei den anderen drei Probanden bei beiden Kontrollen ein Score zwischen 6 und 7 lag. Der
Proband, der einen abweichenden Pathologiebefund zeigte, war aus der DB4-Gruppe; die anderen
drei waren der Kontrollgruppe zugehorig. Entsprechend kénnte der Verlauf als eine protektive Im-
munitat interpretiert werden. Durch die erfolgreiche Immunabwehr kdnnte es zu einem milderen
Verlauf der Infektion gekommen sein. Es fand sich bei diesem Probanden auch die grofite IFNy-
Sekretionsspitze nach der Belastungsinfektion im Antrum, was auf eine starkere spezifische Abwehr-
reaktion hindeutet (entsprechend der Literatur [55-60]). Die anderen Zytokine zeigten bei diesem der

DB4-Gruppe zugehorigen Probanden keinen auffalligen Verlauf.

Die hier dargestellten Analysen der vier H. pylori negativen Probanden — Eradizierer, die die Infekti-
on erfolgreich eliminiert haben, verglichen mit H. pylori positiven Probanden — Nicht-Eradizierern
ergeben folgende richtungsweisende Ergebnisse:

Das FOXP3-Expressionsmuster scheint geeignet die Grundhypothese zu stiitzen, dass eine erfolgrei-
che Eradikation mit einer Suppression der Th2 - Antwort assoziiert sein kénnte.

In den Analysen dieser und der vorangegangenen Studie konnten eindeutige Hinweise gesammelt
werden, dass die Eradikation von H. pylori mit einer protektiven Thl Antwort (erh6hte IFN-

Expression im peripheren Blut) verkniipft ist [110].
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4.5 Schlussfolgerung

Angesichts der Zunahme von Antibiotika-Resistenzen wére die Entwicklung einer zuverléassigen
Impfung gegen H. pylori ein entscheidender Fortschritt in der Prophylaxe gastrointestinaler Erkran-
kungen.

In dieser Studie wiesen die H. pylori Eradizierer nur ein moderat von den Nicht-Eradizierern abwei-
chendes Zytokin-, FOXP3- oder Pathologie-Muster auf. Mittels der hier durchgefiihrten Analyse
konnte nicht geklart werden, welche immunologischen Mechanismen zur H. pylori - Elimination bei
einzelnen Probanden geflihrt haben. Jedoch konnte die Hypothese, dass eine erfolgreiche Eradikation
mit einer Unterstiitzung der Thl-Antwort zusammenhangen musse [33, 59, 67, 103], in weiterfuh-
renden Experimenten zu dieser und der vorangegangenen H. pylori Vaccinierungsstudie bestétigt
werden [110].

Die Ergebnisse dieser Studie bestdtigen den aktuellen Wissensstand, dass es sich bei der H.
pylori induzierten Immunantwort um ein sehr komplexes Geschehen handelt, wobei sich die
einzelnen Komponenten gegenseitig beeinflussen kdnnen, und dies in beiderlei Hinsicht: sowohl

in Richtung Aktivierung als auch in Richtung Suppression [123].

In der hier vorliegenden Studie konnte eine Verminderung von IL-4 und IL-10 in der Folge der
Belastungsinfektion nicht beobachtet werden. Unabhdngig davon scheinen anhand der Ergebnisse
dieser Studie die beiden Zytokine im langerfristigen bzw. chronischen Verlauf keine Rolle zu spie-
len, da gezeigt werden konnte, dass sich sowohl IL-4 als auch IL-10 mittelfristig wieder auf dem
Niveau des nicht infizierten Probanden bewegten.

Bezlglich der hier dargestellten Ergebnisse ist kritisch anzumerken, dass zwei Messzeitpunkte den
Verlauf des Zytokinmusters und des FOXP3-Sekretionsmusters wahrend der Infektion nicht ausrei-
chend aufzeigen koénnen. Zudem war die Zahl der Eradizierer in dieser zweiten Studie klein und
bestand kein ausgewogenes Verhaltnis zur Nicht-Eradizierer-Gruppe. Der Zufallsbefund von ein
oder zwei AusreilBern in einer solch kleinen Gruppe von nur vier Probanden macht Vergleiche
schwierig. Aussagekréftige Analysen waren mit der deutlich groR3eren Eradizierer-Gruppe der beiden

Studien zusammen besser mdglich [110].

Zum besseren Verstandnis der Rolle der T, wahrend der H. pylori Infektion muss zundchst ein
Agens gefunden werden, welches die Aktivierung und Vermehrung dieser immunsuppressiven Zel-
len unterdriicken kann. Ob es bei einer solchen Suppression zur Eradikation von H. pylori oder nur

zu einer Verstarkung der Schleimhautentziindung kommt, wird sich zeigen.
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Im Tierversuch konnte durch eine Verstarkung der Th1-Antwort und eine Verminderung der Teq im
Rahmen einer Immunisierung zwar eine Reduktion der bakteriellen Last um 90 % gezeigt werden,
eine komplette Eradikation wurde jedoch nicht erreicht. Daflr kam es allerdings zur Verstarkung der
Gastritis [124]. In diesem Zusammenhang gilt es auch zu bedenken, dass alles was im Tierversuch,
insbesondere im Mausmodell demonstriert werden konnte, nicht auf den Menschen zutreffen muss.
Die Impfstoffe, die bei Mausmodellen erfolgreich waren, haben bei Menschen keine Protektivitat
erbracht [104, 105]. Insofern sind die Regulationsmechanismen bei Menschen sicherlich komplexer
als bei der Maus, da der Mensch ein nattrlicher Wirt von H. pylori ist, die Maus hingegen nicht.
Angesichts der aktuellen Datenlage [125, 126] ist wahrscheinlich zumindest eine Balance zwischen
Thl oder Th17/T.g und Th2 notwendig, um auf der einen Seite eine wirksame Immunprotektion zu
erreichen, und auf der anderen Seite vor dem schédigenden Einfluss der inflammatorischen Elemente
zu schitzen, wie sie durch die Th1-Immunantwort verursacht werden .

Sofern bei einer wirksamen Immunsierung gegen H. pylori tatsachlich die Th1l-Antwort die
wichtigste Rolle spielen sollte, wovon nach dem derzeitigen Kenntnisstand auszugehen ist [125,
127], so fuhrt der Weg moglicherweise Gber Kombinationen mehrerer Antigenen [125, 128].

Die Leitstruktur eines aktuell sich in der Erprobung befindenden Impfstoffes gegen H. pylori soll
sich gegen ein Zelloberflachen-Antigen sowie gegen einen Immunevasionsfaktor von H. pylori
richten und ein proprietares Adjuvans, um eine T-Zell Antwort hervorzurufen, enthalten. Im
Tiermodell soll der Impfstoff therapeutisch und prophylaktisch wirken [129, 130].

Zur Entwicklung eines gleichermalen effektiven und sicheren Impfstoffes gegen H. pylori
missen Studien vor allem an Menschen erfolgen, da tierexperimentelle Studien die immunolo-
gischen Mechanismen der H. pylori Infektion bei Menschen unzureichend wiedergeben kénnen.
Nach wie vor sind hier viele immunologische Vorgange insuffizient bekannt. Die Ergebnisse der hier
vorliegenden Studie haben in diesem Zusammenhang neue Fragen aufgeworfen. Aufgestellte Grund-
hypothesen konnten nicht hinreichend bestétigt werden. Erwartete Korrelationen lagen nicht vor. Es
ist anhand der Ergebnisse nicht mdoglich zu beurteilen, auf welche Weise es den H. pylori

Eradizierern gelang, die Infektion erfolgreich zu bekampfen.
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AK
APC
BabA
cagA
cagPAl
CBA
CD
CO2
DAB
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Abbildung

Antikorper

engl. Antigen-presenting cell, Antigen-prasentierende Zelle
engl. Blood Group Antigen-binding Adhesine

engl. Cytotoxin Associated Gene A

engl. cag Pathogenicity island, cag Pathogenitatsinsel
engl. Cytometric bead array

engl. Cluster of Differentiation

Kohlenstoffdioxid

Diaminobenzin

engl. Dendritic Cells, Dendritische Zelle

engl. Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonekleinséure
engl. Duodenal ulcer promoting gene

Escherichia coli

engl. Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay

engl. fetal bovine serum, fetales Kalberserum

engl. Forkhead-Box-Protein P3

Gastroskopie

eng. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
Wasser

Salzsdure

Helicobacter pylori

engl. High Power Field

Helicobacter pylori Neutrophilen aktivierendes Protein
Humanes Leukozyten Antigen

Helicobacter Urease (Schnell-)Test

engl. induced by contact with epithelium

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kontrollgruppe
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KCI Kaliumchlorid

KH,PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

LPS Lipopolysaccharide

LPL Lamina Propria Lymphozyten

MALT engl. mucosa associated lymphatic tissue
MPI Max-Planck-Institut

MW Mittelwert

Na,HPO4 Dinatriumhydrogenorthophosphat

NaCl Natriumchlorid

NaN3 Natriumazid

NaOH Natronlauge

NAP engl. neutrophil activating protein
NK-Zelle Natdrliche Killer Zellen

ns nicht signifikant

0.0. oben genannt

OipA engl. Outer inflammatory Protein

OMP engl. Outer membran Protein

P Signifikanzwert

PAMP engl. Pathogen-Associated Molecular Pattern
PBA engl.Phosphate Buffered Saline with NaN3
PBS engl. Phosphate Buffered Saline

PCR engl. Polymerase Chain Reaction

PE Phycoerythrin

pH pH-Wert

PFA Paraformaldehyd

PPI Protonen Pumpen Inhibitor

PRMI engl. Roswell park Memorial Instituten cell culture, Zellkul

tur Flissigmedium mit stabilem Glutamin

PRR engl. Pattern Recognition Receptor

P/S 10.000U/ml Penicillin /Streptomycin 10.000U/ml Ldsung
RORy engl. Retinoid-like Orphan Receptor

RT Raumtemperatur

SD engl. Standart Deviation, Standartabweichung
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Tab. Tabelle

TBS engl. TRIS Buffered Saline, TRIS-gepufferte NaCl-Losung
TCR engl. T cell Receptor

TGF engl. Transforming Growth Factor
Th-Zelle T-Helfer-Zelle

TLR engl. Toll-Like Rezeptor

Trl regulatorische T-Zelle Typ 1

TRIS Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zelle

URT engl. Urease rapid test, Urease Schnelltest
vacA engl. Vacuolating Cytotoxin Gen
VE-Wasser vollentsalztes Wasser

S Versus

WHO engl. World Health Organisation

WS Warthin-Starry-Silver-Farbung
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