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1 Einleitung

1.1 Eisenstoffwechsel

Eisen ist ein essentielles Spurenelement. Es ist nicht nur Bestandteil von
sauerstoffbindenden Proteinen wie Hamoglobin und Myoglobin, sowie von Depot-
und Reserveproteinen wie Ferritin und Hamosiderin, sondern auch Kofaktor flr
Enzyme wie Zytochrome, Peroxidasen und Katalasen. Es hat somit groBe
Bedeutung beim Energiestoffwechsel des Kérpers [31]. Der Sauerstofftransport,
die Sauerstoffspeicherung, die Katalysation von Redoxreaktionen und auch
diverse Zellfunktionen wie zum Beispiel der mitochondriale Elektronentransport
sind ohne Eisen nicht méglich. Darlber hinaus ist Eisen bei der DNA-Synthese
unentbehrlich [25].

Der menschliche Kérper enthalt durchschnittlich 3000-4000 mg Eisen. Der tagliche
Eisenbedarf allein flr die Erythropoese liegt taglich bei etwa 20 mg, welcher
hauptséachlich durch kdrpereigenes Eisen gedeckt wird. Dies ist vor allem dadurch
maoglich, dass der Kérper das Eisen, welches beim Abbau von alten Erythrozyten
frei wird, zurtckhalt, um es dann bei der Erythropoese erneut zu verwenden
(Abb.1). Das Recycling von Eisen im menschlichen Kérper ist sehr wichtig, da

Uber die Nahrung nur etwa 1-2 mg Eisen pro Tag aufgenommen werden.
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Abb.1: Darstellung des Eisenstoffwechsels im menschlichen Koérper [35]. Tf =
Transferrin



Eine strikte Regulation des Eisenstoffwechsels ist entscheidend, da nicht nur der
Bedarf an Eisen gedeckt, sondern auch ein Uberschuss vermieden werden muss,
welcher lang anhaltend zu Organschaden fuhren kann [6]. Ursache daflr ist die
toxische Wirkung von freiem Eisen (Fe®*), welches die Bildung von reaktiven
freien Radikalen katalysiert [2].

Eine aktive Ausscheidung von Eisen ist nicht méglich, weshalb die Homd&ostase
dieses Spurenelementes im menschlichen Koérper lediglich Gber die Absorption im
proximalen Dinndarm reguliert werden kann (Abb.2).
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Abb.2: Darstellung der Eisenaufnahme im proximalen Diinndarm. Verandert nach
Trinder et al. (2002) [96]. Mit freundlicher Genehmigung von BMJ Publishing Group
Ltd. Dcytb = Duodenales Cytochrom B; DMT1 = Divalent Metal Transporter 1.

Hierbei wird nur ein kleiner Teil des Eisens (10-15%) direkt in Form von
zweiwertigen lonen (Fe?*) Uber einen eigenen Transportweg in den Kdrper
eingeschleust [35]. Der gréBte Eisenanteil in der Nahrung besteht jedoch aus
dreiwertigen lonen (Fe®*"), welche vor Aufnahme in die Zelle durch die Reduktase
Duodenales Cytochrom B (Dcytb) zu Fe** reduziert werden missen [61]. Fe?
wird dann mit Hilfe des Eisentransporters Divalent Metal Transporter 1 (DMT1)
Uber die luminal gelegene Zellmembran in die Zelle transportiert [29]. Im
Zytoplasma wird Eisen an Ferritin gebunden und gespeichert. Um Eisen in die
Blutbahn abgeben zu kénnen, wird der basolateral lokalisierte Transporter

Ferroportin benétigt [60, 77]. Ferroportin wird nicht nur in den duodenalen



Enterozyten, sondern auch in Makrophagen, in Hepatozyten und in
Synzytiotrophoblasten der Plazenta exprimiert [32]. Ferroportin transportiert Eisen
aus der Zelle heraus [60], wo Ferroxidasen Fe** in Fe** umwandeln [98]. Nach der
Redoxreaktion wird Fe®* schlieBlich im Plasma an Transferrin gebunden und so zu
den Eisenspeicherorganen im Korper transportiert [84].

Bei dem Export von Eisen aus der Zelle bindet der zentrale Eisenregulator
Hepcidin an Ferroportin und induziert damit dessen Internalisierung und
lysosomale Degradation [68]. Die Entfernung des Transporters von der
Zelloberflache flihrt zu einer verminderten Eisenabgabe ins Serum und bedingt die
Akkumulation von Eisen in den Enterozyten [22]. Die rege Zellabschilferung im
Dinndarm fihrt schlieBlich dazu, dass das in den Enterozyten eingeschlossene
Eisen Uber den Stuhl verloren geht [32]. Parallel wird Uber den gleichen
Mechanismus auch die Freisetzung von Eisen aus Makrophagen verhindert [32,
68].



1.2 Hepcidin

Hepcidin ist ein Peptidhormon, welches erstmals von zwei Forschergruppen aus
menschlichem Blut bzw. Urin isoliert wurde [47, 74]. Das Peptid wird hauptsachlich
in der Leber gebildet [47, 48, 74]. Eine Hepcidinexpression wird jedoch auch in
zahlreichen extrahepatischen Geweben, wie der Niere, dem Fettgewebe, dem
Herzen, dem Pankreas, dem bilidren System und dem Gehirn gefunden [8, 21, 49,
50, 62, 92]. Die Expression von Hepcidin und seine zellulare Lokalisation in den
Parietalzellen wurden vor kurzem erstmals von der Arbeitsgruppe Kulaksiz
nachgewiesen [86]. Die Funktion von gastralem Hepcidin wurde parallel zu meiner
Studie von der AG Kulaksiz untersucht [86].

Aufbau des Peptidhormons Hepcidin

Hepcidin wird zunachst als 84 Aminosauren (AS) langes Praprohormon
synthetisiert [47, 74]. Nach Abspalten eines Signalpeptids (24 AS) entsteht das
Prohormon Prohepcidin, welches in der Blutbahn nachgewiesen werden kann [47,
48]. Furin spaltet die Proregion (35 AS) von Prohepcidin ab [97], wodurch
schlieBlich das biologisch aktive Hepcidin (25 AS) entsteht.
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Abb.3: Aminosauresequenz des humanen Praprohepcidin bestehend aus einem 24
AS langen Signalpeptid am N-Terminus, einer 35 AS langen Proregion und je nach
Splicing (senkrechte Pfeile) einem 20, 22 oder 25 AS langen Hepcidin am C-
Terminus. Die gestrichelten Linien stellen mogliche Verbindungen der Cysteine
uber Disulfidbriicken dar. Verandert nach Kulaksiz et al. (2004) [48]. Mit freundlicher
Genehmigung von BMJ Publishing Group Ltd.



Hepc-25 enthalt acht Cysteine, die durch vier intramolekulare Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind (Abb.3). Neben Hepc-25 existieren zwei weitere
Hepcidine (Hepc-20 und Hepc-22) [74], deren biologische Funktion bislang jedoch

unklar ist.

Hepcidin — ein antimikrobielles Peptid

Hepcidin besitzt antimikrobielle Wirkung, welche dem Peptid seinen Namen gab:
Hepatic bactericidal protein [74]. Das Wirkspektrum reicht von antibakteriell
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptokokken der Serogruppe B) bis antimykotisch (Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger) [74]. Aufgrund der antimikrobiellen Wirkung und
seiner komplexen Struktur wird Hepcidin den B-Defensin-ahnlichen Peptiden
zugeordnet, welche als Teil des angeborenen Immunsystems schnell auf
Pathogene reagieren und mittels Chemotaxis das adaptive Immunsystem
stimulieren [27, 102]. Entsprechend wird bei Infektionen und Entziindungen die
Produktion von Hepcidin durch das Zytokin Interleukin 6 (IL6) induziert [45, 52, 66,
67].

Eine erhdhte Hepcidinexpression bei Infektion bewirkt eine Speicherung von Eisen
in den Makrophagen und gleichzeitig eine verminderte Aufnahme des
Spurenelements im Dinndarm und entzieht somit eingedrungenen
Mikroorganismen das fiir ihr Wachstum und ihr Uberleben notwendige Eisen [42].
Passend hierzu konnte gezeigt werden, dass Patienten mit EisenlUberladung
anfalliger fir eine Reihe intrazellularer Bakterien wie Salmonella typhimurium und
Mycobacterium tuberculosis sind [19].

Dieser Mechanismus konnte erklaren, weshalb sich bei andauerndem Infekt eine
Entziindungsanamie, auch Anamie chronischer Erkrankungen (anemia of chronic

disease) genannt, entwickeln kann.

Eine Schllsselrolle von Hepcidin bei der infektbedingten Eisenverschiebung im
Kdrper konnte von Nicolas et al. gezeigt werden [71]. Sie induzierten durch
Injektion von Terpentin eine Entziindung bei hepcidindefizienten Mausen und
Wildtypméausen. Interessanterweise zeigte sich im Gegensatz zu den



Wildtypmausen bei Hepcidinmangelmausen keinerlei Veranderung in der
Eisenregulation [71].

Hepcidin - Hauptregulator des Eisenstoffwechsels

Neben seinen antimikrobiellen Eigenschaften stellt Hepcidin den Hauptregulator
des Eisenstoffwechsels dar [79]. Eine funktionierende Regulation ist hierbei sehr
wichtig, da Stérungen der Homdostase zu Eiseniberschuss bzw. Eisenmangel
fihren kénnen.

Ein Beispiel fir eine unverhaltnismaiig hohe Eisenaufnahme in den Koérper ist die
hereditaire Hamochromatose (HH) [78]. Ursache fir die Entstehung dieser
Eisenspeicherkrankheit sind Mutationen in Genen des Eisenstoffwechsels (HFE,
HAMP, HJV, TFR2), die fir Hepcidin selbst bzw. dessen Regulation kodieren und
zu einer erniedrigten Hepcidinexpression in der Leber fUhren [1, 12, 65, 69, 73,
82]. Bei HH werden aufgrund des Hepcidinmangels trotz Eisenlberladung im
Kdrper groBe Mengen an Eisen aus der Nahrung absorbiert. Dies fihrt zur
Akkumulation von Uberschiissigem Eisen in den Organen und in der Folge zu
Organschaden [6]. Hierbei kommt es beispielsweise zur Ausbildung von
Hepatomegalie und Leberzirrhose, endokrinen Stérungen wie Diabetes,
sekundarer Kardiomyopathie und Arthropathien [36].

Bei einer erniedrigten Eisenaufnahme, die sich klinisch in Form einer
Eisenmangelanamie manifestieren kann, wurde hingegen eine UbermaBige
Expression von Hepcidin nachgewiesen [70, 100].

Bei funktionierender Eisenregulation reagiert der Kérper auf Zustande wie Anamie
oder Hypoxie mit einer verminderten Hepcidinsynthese [71]. Studien zeigen, dass
Erythropoietin, GDF15 und TWSG1 eine derartige Hemmung der
Hepcidinexpression bewirken [72, 93]. Diese Regulation fuhrt schlieBlich dazu,
dass vermehrt Eisen aufgenommen wird und somit auch mehr Eisen fir die

kompensatorische Erythropoese zur Verfligung steht.



Hepcidinexpression im Magen

Zahlreiche Studien der Arbeitsgruppe Kulaksiz und auch Studien anderer
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Hepcidin in der Niere, im Herzen, in den B3-
Zellen des Pankreas, im bilidren System und auch im Fettgewebe und im Gehirn
exprimiert wird [8, 21, 49, 50, 62, 92].

Karzlich konnte die AG Kulaksiz auch im Magen eine Hepcidinexpression
nachweisen [86]. Mittels quantitativer RT-PCR (qRT-PCR) wurde bei Ratten und
Méausen eine Hepcidinexpression im Magen gezeigt, wobei die Expression
hauptsachlich in den driisenreichen Regionen in Corpus und Fundus und weniger
ausgepragt im Antrum zu finden war [86]. Passend zu den Ergebnissen bei der
gRT-PCR detektierten regionspezifische Hepcidinantikdrper das Peptid in Western
Blot-Untersuchungen mit einem starken Signal in Corpus und Fundus, einem
schwachen Signal im Antrum und keinem Signal in aglandularem Magengewebe
[86].

Die gastrale Hepcidinexpression ist in etwa vergleichbar mit der kardialen
Hepcidinsynthese und entspricht ca. 10-30% der hepatischen Expression [86].

Mit Hilfe von immunhistochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass Hepcidin in Parietalzellen der Magenschleimhaut lokalisiert ist [86]. Aufgrund
der Ko-Lokalisation zu der in den Parietalzellen exprimierten H'/K*-ATPase wurde
untersucht, ob Hepcidin bei der Saureregulation beteiligt ist. Hepcidin-KO-Mause
wiesen deutlich niedrigere H*/K*-ATPase-Level auf. Demnach scheint Hepcidin
die Magenséauresekretion zu induzieren [86]. AuBerdem konnte bei Hepcidin-KO-
Méausen eine reduzierte Expression von Genen und Proteinen der
Magensauresekretion wie Gastrin gezeigt werden [86]. Weiterflihrende
Untersuchungen an Mausen wiesen nach PPI-Injektion eine Stimulation der
Hepcidinsekretion nach [86]. Hepcidin scheint also nicht nur die
Magensauresekretion zu beeinflussen, sondern umgekehrt auch vom pH-Wert
beeinflusst zu werden.

In vitro Untersuchungen (AGS-Zellen) zeigten je nach Eisenangebot
Veranderungen in der Hepcidinexpression. AuBerdem konnte in diesen Versuchen
nachgewiesen werden, dass eine Infektion mit H. pylori zu einer Induktion der
Hepcidinexpression fuhrt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in der vorliegenden
Arbeit in vivo Untersuchungen anhand von humanen Magenbiopsien durchgeflhrt.



1.3 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein gramnegatives, mikroaerophiles
Stabchenbakterium. Es weist eine Lange von 2-4 um und einen Durchmesser von
ca. 0,5-1 um auf. Das Bakterium besitzt zwei bis sechs unipolar angeordnete
Flagellen von etwa 3 um Lange [51]. Obwohl H. pylori im sauren Milieu des
Magens lebt und sich vermehrt, ist das Bakterium neutralophil [90]. Ein Uberleben
im Magen wird mitunter durch das Enzym Urease erméglicht. Urease spaltet den
in geringen Mengen im Magensaft vorkommenden Harnstoff in Ammoniak und
Kohlendioxid. Ammoniak alkalisiert als Akzeptor von Wasserstoffionen die
unmitteloare Umgebung des Erregers und schitzt H. pylori somit vor dem

niedrigen pH-Wert im Magen [87].

Abb.4: Helicobacter pylori unter dem Elektronenmikroskop [55]. Mit freundlicher
Genehmigung von BMJ Publishing Group Ltd.

Eine Kultivierung von H. pylori gelang erstmals 1982 durch Barry Marshall und
Robin Warren [57], woflr ihnen schlieBlich im Jahr 2005 der Nobelpreis in
Physiologie und Medizin verliehen wurde. Der genaue Ubertragungsweg dieses
Bakteriums ist jedoch bis heute nicht eindeutig geklart. Es wird von einem oral-
oralen oder fako-oralen Ubertragungsweg von Mensch zu Mensch ausgegangen.
Dass eine direkte Infektion Uber orale Aufnahme méglich ist, wurde durch
Selbstversuche von Marshall und Morris bewiesen [58, 63].



Die Infektion mit H. pylori ist weltweit sehr verbreitet. Sie wird hauptsachlich in
friher Kindheit erworben und weist je nach Entwicklungsstand des Landes und
den damit verbundenen hygienischen Bedingungen deutliche Unterschiede in der
Pravalenz vor [55]. In Deutschland sind etwa 60 % der tber 51jahrigen von dieser
Infektion betroffen [11].

Klinische Manifestation des Erregers H. pylori

Eine H. pylori-Infektion wird zwar vom Organismus bekampft, kann jedoch fir
gewdhnlich nicht vollstandig eliminiert werden. Ohne Therapie kommt es meist zu
einer lebenslangen Besiedlung der Magenschleimhaut. Diese kann fir den
Patienten symptomlos bleiben, sie kann sich aber auch in Form einer aktiven
chronischen Entzindung manifestieren. Zusétzlich wird das Risiko, ein Geschwdir,
Magenkarzinom oder MALT-Lymphom zu entwickeln, durch eine Infektion mit H.
pylori erhéht [51, 59, 91]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass das Bakterium
eine Rolle bei der Entstehung von extragastralen Erkrankungen wie etwa der
Eisenmangelanamie spielt [64]. Patientengruppen mit erhéhtem Risiko fir eine
Eisenmangelanédmie wie pramenopausale Frauen und Kinder waren haufiger von
einer begleitenden Eisenmangelanamie bei H. pylori-Infektion betroffen [23]. Es
wird vermutet, dass sich die Eisenmangelandmie in Folge von pH-Wert-
Veranderungen bei H. pylori-Infektion entwickelt [4, 5]. Hierbei kommt es zu einer

abnormalen Saureregulation im Magen [5].

Veranderte Sauresekretion bei H. pylori-Infektion

Eine akute Infektion kann zu reduzierter Magensaure (Hypochlorhydrie) flhren,
wdahrend eine chronische Infektion je nach Manifestationsort eine verminderte oder
vermehrte Saureproduktion bewirken kann. Laut Schubert scheint die Hemmung
der S&uresekretion bei akuter H. pylori-Infektion von mehreren Faktoren abh&ngig
zu sein [85]. Dazu gehért u.a. die Produktion des proinflammatorischen Zytokins
Interleukin-1B, die Hemmung der H*/K*-ATPase a-Untereinheit-Promotoraktivitat
und die vacuolating cytotoxin A (VacA) induzierte Proteolyse von Ezrin [85]. Wang
et al. konnten zeigen, dass eine Behandlung von kultivierten Parietalzellen mit
VacA zu einer Hemmung der Sauresekretion fihrt [99]. Im Jahre 1994
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untersuchten Jablonowski et al. menschliche Parietalzellen, um die
Zusammenhange einer H. pylori-Infektion und der veranderten gastralen
Saureproduktion besser verstehen zu kénnen [41]. Dabei zeigte sich, dass
verschiedene Helicobacterstamme die Saureproduktion im Magen unterschiedlich
beeinflussen. Dies ist gut vereinbar mit den Beobachtungen von Wang et al., da
VacA nicht in allen Helicobacterstammen zu finden ist.

Bei der chronischen H. pylori-Infektion hangt die Menge der Saureproduktion von
der Schwere und der Lokalisation der Infektion ab. Ein Befall des Antrums bewirkt
eine verminderte Menge an Somatostatin bei gleichzeitiger Erhéhung der
Gastrinwerte [85]. Die Hypergastrinamie flhrt zu einer Hyperaciditat im Magen,
was wiederum pradisponierend fiir Duodenalulcera ist [24]. Im Gegensatz dazu
kommt es bei einer Infektion des Corpus bzw. einer Infektion von Corpus und
Antrum (Pangastritis) zu einer verminderten S&uresekretion [59, 85], was zur
Ausbildung von gastralen Ulcera und einem Magenkarzinom fihren kann [51, 59].
McColl macht fir das erhéhte Karzinomrisiko v.a. steigende Nitritwerte, deutlich
erniedrigte Ascorbinsaurewerte im Magensaft und die vermehrte Besiedlung Nitrit-
bildender Bakterien im Magen bei Hypochlorhydrie verantwortlich [59]. Die oben
dargestellten Zusammenhange werden in Abb.5 zusammengefasst.

Pattern of Gastric Duodenal Acid Clinical
gastritis histology histology secretion condition
¢ Chronic
inflammation *  Normal * Reduced * Gastric ulcer
*  Atrophy ¢ Gastric cancer
* Intestinal
metaplasia

Pan-gastritis

. i * Gastric
ﬁggﬁﬁation metaplasia * Increased | * Duodenal ulcer
* Polymorph activity * Active
chronic
inflammation

Antral-
predominant

Abb.5: Magensaftsekretion bei Helicobacter pylori-Infektion [51]. Mit freundlicher
Genehmigung von American Society for Microbiology.
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Diagnostik und Therapie

Fir die Diagnosestellung einer H. pylori-Infektion stehen sowohl invasive als auch
nicht-invasive Untersuchungsmethoden zur Verfigung. Bei den nicht-invasiven
Methoden wird das Bakterium indirekt Uber die Ureaseaktivitat beim Atemtest oder
tber Antigene im Stuhl nachgewiesen. Ein Antikérpernachweis im Serum ist fiir
den Nachweis einer aktiven Infektion nicht geeignet, da ein positiv ausfallender
Test nicht zwischen einer frilheren und einer noch fortbestehenden Infektion
differenzieren kann. Ein direkter Nachweis setzt eine Gastroskopie mit
Biopsieenthahme voraus. Mit Hilfe dieser Biopsie wird H. pylori fir gewdhnlich
Uber einen Helicobacter-Urease-Test (HUT) oder eine Histologie nachgewiesen.
Sowohl die direkten als auch die indirekten Tests haben eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat [28].

Therapie der Wahl ist eine medikamentdse Triple-Therapie, bestehend aus einem
Protonenpumpenhemmer und zwei Antibiotika CUber sieben Tage. Als
Erstbehandlung werden v.a. die italienische und die franzésische Triple-Therapie
empfohlen (siehe Tab. 1), wobei aufgrund besserer Vertraglichkeit die italienische
Therapie vorzuziehen ist [28].

Tab. 1: Therapieschemata zur Erstlinientherapie der Helicobacter pylori-Infektion.
Verdandert nach Fischbach et al. (2009) [28]. TT = Tripletherapie; PPl =
Protonenpumpenhemmer.

Name Schema Dosierung
PPI 1-0-1
Italienische TT Clarithromycin 250-500 mg 1-0-1
Metronidazol 400-500 mg 1-0-1
PPI 1-0-1
Franzdsische TT | Clarithromycin 500 mg 1-0-1
Amoxicillin 1000 mg 1-0-1
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1.4 Protonenpumpenhemmer

Protonenpumpenhemmer (PPI) bewirken durch Hemmung der Saureproduktion
eine Reduktion der Magensaure und somit eine Erhéhung des pH-Werts im
Magen. Die Gabe von PPI ist bei Erkrankungen indiziert, fir deren Heilung eine
Magensaurereduktion notwendig ist. Zudem sind PPl ein fester Bestandteil der
Eradikationstherapie bei H. pylori-Infektion [44]. Obwohl das Medikament relativ
nebenwirkungsarm ist, konnte bereits in zahlreichen Studien nachgewiesen
werden, dass eine Erhéhung des pH-Werts im Magen, wie sie u.a. nach Einnahme
von PPl vorkommt, zu Stérungen in der Infektabwehr, in der Eisenabsorption und
moglicherweise auch zu einem erhdéhten Risiko fir die Entwicklung eines
Magenkarzinoms fihren kénnen [30, 81].

Pradisposition fir Infektionen bei Hypochlorhydrie

Eine verminderte Magensauresekretion fuhrt zu einer Pradisposition far
Infektionen im oberen Gastrointestinaltrakt. Magensaft sorgt im Normalfall dafir,
dass der GroBteil der Erreger vor Erreichen des Dinndarms abget6tet wird [39,
43, 81]. So konnte bei einer pH-Wert-Erh6hung ein UberméBiges bakterielles
Wachstum im Magen von Gastrin-KO-Mausen und im Magen des Menschen bei
Hypochlorhydrie nachgewiesen werden [30, 33]. Im Darm bewirkte eine Hemmung
der Magensaureproduktion auBerdem eine Zunahme der Besiedlung durch
Clostridium difficile [20]. Bei einer Medikamenten-induzierten Hemmung der
Magensauresekretion scheint das Ausmal3 der bakteriellen Besiedlung von der
Medikation, der Dosierung und der Einnahmedauer des jeweiligen Medikaments
abhangig zu sein [81, 95]. Dennoch ist die klinische Bedeutung einer bakteriellen
Uberbesiedlung nach langfristiger PPI-Einnahme unklar, da sie selten zur

Ausbildung klinischer Erkrankungen fuhrt [101].
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Storungen in der Eisenabsorption bei PPI-Einnahme

Die Hemmung der Magensaureproduktion hat zudem Einfluss auf die
Eisenresorption im Duodenum [16, 88], da ein ausreichend saures Milieu im
Magen bendtigt wird, um die fir die Resorption notwendige Umwandlung von
dreiwertigem Eisen in zweiwertiges Eisen zu gewahrleisten [14]. Bezwoda et al.
zeigten, dass bei pH-Werten unter 2,5 die Eisenaufnahme am héchsten ist und bei
Werten Ober 2,5 die Eisenaufnahme proportional abnimmt [9]. Bei einer
Medikamenten-induzierten Hemmung der Magensaureproduktion hangt die
Reduktion der intestinalen Eisenaufnahme &hnlich der bakteriellen
Uberbesiedlung von der Medikamentendosierung ab [89].

Erhohtes Risiko fiir Magenkarzinom

Neben den oben genannten Veranderungen wird Uber ein erhdhtes Risiko far ein
Magenkarzinom bei Hypochlorhydrie diskutiert [13, 30, 40, 59]. Langzeitstudien
konnten bisher jedoch nicht beweisen, dass eine Hemmung der
Magensauresekretion durch PPl zu einer steigenden Rate von malignen
Erkrankungen im oberen Gastrointestinaltrakt fihrt [81].

Beziiglich des gastralen Hepcidin konnte von Seiten der Arbeitsgruppe Kulaksiz
nachgewiesen werden, dass eine PPI-Injektion bei Hepcidin-WT-Mausen zu einer
erhdhten Hepcidinexpression im Magen fihrt [86]. Da PPl im Zuge der
Eradikationstherapie wichtig sind, sollte in der vorliegenden Arbeit eine
Beeinflussung der gastralen Hepcidinexpression durch PPl beim Menschen

ausgeschlossen werden.
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1.5 Ziel der Arbeit

Hepcidin wird vorwiegend in der Leber produziert. Allerdings konnte eine
Hepcidinexpression bereits in  zahlreichen extrahepatischen Geweben
nachgewiesen werden. Neueste Ergebnisse der Arbeitsgruppe Kulaksiz belegen,
dass Hepcidin auch im Magen synthetisiert wird. In vitro Studien mit der
Magenzellinie AGS ergaben, dass auch das (gastrale Hepcidin
entzindungsabhangig transkribiert wird. Sowohl nach Stimulation mit IL6 als auch
nach Infektion mit H. pylori konnten deutlich erhéhte Hepcidin-mRNA-Level in der
humanen Magenzelllinie beobachtet werden. Entsprechende in vivo
Untersuchungen lagen bisher nicht vor.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die gastrale Hepcidin- und IL6-Expression in
H. pylori infizierten Patienten und H. pylori negativen Kontrollpatienten
vergleichend zu analysieren.

Da PPI Bestandteil der Eradikationstherapie bei H. pylori-Infektion sind und in
Mausen gezeigt werden konnte, dass die Gabe von PPI einen stark induzierenden
Effekt auf die Hepcidinexpression ausibt, sollte in der vorliegenden Arbeit
zusatzlich die gastrale Hepcidinexpression bei Patienten mit PPI-Einnahme
bestimmt werden. Mégliche Veranderungen der gastralen Hepcidinlevel aufgrund
von PPI-Einnahme sollten hierbei ausgeschlossen werden.

Desweiteren sollte Uberprift werden, ob Patienten mit einer H. pylori assoziierten
Eisenmangelanamie hoéhere Hepcidinlevel aufweisen als H. pylori infizierte
Patienten ohne Anzeichen einer Anamie.

Ein weiteres Ziel war es die Serumspiegel von Hepcidin und seiner inaktiven
Vorstufe Prohepcidin sowie verschiedener Eisenparameter in den untersuchten
Gruppen zu bestimmen. Dies sollte Aussagen darliber ermdglichen, ob das
gastrale Hepcidin durch Anderungen des systemischen Eisenstoffwechsels
reguliert wird bzw. ob Veradnderungen der gastralen Hepcidinlevel einen Einfluss
auf den Serumpool des Hormons sowie auf den Gesamteisenstoffwechsel haben.



2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Primer und Kits

Chemikalien:

Ethanol
Diethylpyrocarbonate (DEPC)
dNTP-Mix

2-Mercaptoethanol, min. 98%

Oligo(dT)z0-Primer (0,2 ug/ul)
RT2 Real Time SYBR Green/ROX

Primer:

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
PeglLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
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Die in dieser Studie verwendeten Primer (Tab. 4) wurden von Biomers, Ulm

bezogen.

Kits:

RNase-free DNase Set
RNeasy Mini Kit
SuperScript 11l RT Kit
DRG Hepcidin ELISA Kit

DRG Hepcidin Prohormone ELISA Kit

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Darmstadt
DRG Instruments GmbH,
Marburg

DRG Instruments GmbH,
Marburg



2.2 Materialien und Gerate

Materialien:

Jatrox H.p.-Test

Vasofix Braunule

Kanule (braun, Gr.18)

Sterile Einmalspritze 1 ml

ReaktiongefaBe

Reaktionsréhrchen 15 ml und 50 ml
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

UV-Klvette mikro

Glashomogenisator 2 ml

MicroAmp®Fast Optical 96-Well Reaction Plate
MicroAmp®Optical Adhesive Film

Gerate:

Biophotometer

Varifuge RF

Centrifuge 5417C

Labofuge 400R

PTC 200 (Peltier Thermal Cycler)

Real-time SDS 7500 Fast RT-PCR Gerat
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C.H.R. Heim Arzneimittel GmbH,
Darmstadt

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

BD Plastipak, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg
BD Falcon, USA

Biozym, Hess. Oldendorf
Sorenson Bioscience, USA
Brand, Wertheim

Sartorius, Géttingen
Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus, Hanau

MJ Research, Watertown
Massachusetts

Applied Biosystems, Darmstadt
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2.3 Methoden

2.3.1 Probanden und Biopsieenthahme

Im Rahmen dieser Studie sollte der Einfluss einer H. pylori-Infektion auf die lokale
Hepcidinexpression im Magen bzw. die systemische Hepcidinkonzentration im
Serum in vivo untersucht werden. Alle im Folgenden beschriebenen Eingriffe,
sowie die Versuche mit enthommenem Patientenmaterial wurden bereits vor
Beginn der Studie von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Ulm
genehmigt (Antragnummer 72/2009, Zusage vom 11.05.2009).

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte hauptsachlich in der Endoskopie-
Ambulanz des Universitatsklinikum Ulm. Patienten mit unklaren abdominellen
Beschwerden, die sich zur Magenspiegelung in der Endoskopie vorstellten und bei
denen der Verdacht auf H. pylori-Infektion bestand, wurden hinsichtlich ihrer
Eignung fir die Studie bewertet. Bei Erflllung der Einschlusskriterien
(Volljahrigkeit und Einwilligungsfahigkeit) wurde den Patienten die Studie
vorgestellt, wobei ihnen neben dem Studienablauf, auch die méglichen Risiken der
Probeentnahme erklart wurden. Bei Zustimmung gaben die Patienten geman der
Deklaration von Helsinki ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der
Studie. Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tab. 2 dargestellt.

Vor Beginn der Gastroskopie wurde dem Patienten eine Verweilkanile zur
intravendsen Sedierung mittels Midazolam und Propofol gelegt. Hieraus wurde
unmittelbar nach Punktion Blut zur spateren Bestimmung der Hepcidin- und
Prohepcidinkonzentration im Serum und der Eisenwerte im Serum (Eisen, Ferritin,
Transferrin) entnommen. Wichtige Parameter zur Bestimmung einer mdglichen
Anamie (Hb, MCV, MCH) wurden von zeithah abgenommenen Blutwerten

Uubernommen.
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Tab. 2: Ein- und Ausschlusskriterien. V.a. = Verdacht auf; Z.n. = Zustand nach; CED

= chronisch entziindliche Darmerkrankungen.

Einschlusskriterien

V.a. Helicobacter pylori Infektion
Volljahrigkeit
Einwilligungsfahigkeit

Ausschlusskriterien

Erkrankungen/Faktoren mit
moglichem Einfluss auf die

Hepcidinkonzentration im Serum

Leberzirrhose
Alkoholabusus
Drogenabhéangigkeit
Hamochromatose
Steatosis hepatis

Terminale Niereninsuffizienz

Erkrankungen/Faktoren mit
moglichem Einfluss auf
Hepcidin im Magen

Z.n. Magenresektion

Gastritis (ohne Typ B Gastritis)
Protonenpumpenhemmer (ohne
Gruppe 4 (siehe Tab. 3))

Erkrankungen/Faktoren mit
moglichem Einfluss
auf den Eisenstoffwechsel

Eisenmangelerndhrung

CED

Anorexia nervosa

Karzinome

Blutungen

Erosionen, Ulcera
Eisenmangelanamie

(ohne Gruppe 2 (siehe Tab. 3))

Waéhrend der Gastroskopie wurden dem Patienten routinemafBig Biopsien aus

Antrum und Corpus entnommen. Diese dienten unabhangig von der Studie der

H. pylori-Diagnostik in Form eines Helicobacter-Urease-Tests (HUT) und einer
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Histologie. Die Kombination der beiden Testverfahren entspricht den
Empfehlungen der S3-Leitlinien der DGVS [28]. In diesem Rahmen wurden flr die
Studie zwei weitere Biopsien (je eine Probe aus Antrum bzw.Corpus) entnommen

und fir die Bestimmung der lokalen Hepcidinexpression verwendet.

Je nach Ergebnis des HUT bzw. der Histologie wurden die Patienten in vier
verschiedene Gruppen eingeteilt, welche bereits vor Studienbeginn definiert
worden sind (siehe Tab. 3). Eine Eisenmangelanamie lag in dieser Studie
definitionsgeman bei erniedrigten Hamoglobinwerten (Hb < 14 g/l beim Mann bzw.
Hb < 12 g/l bei der Frau), reduziertem Ferritin im Serum (< 50 pg/l), einem
verringerten mittleren Erythrozyteneinzelvolumen (MCV < 80 fl), sowie einem
herabgesetzten mittleren korpuskularen Hamoglobin (MCH < 27,5 pg) vor.

Tab. 3: Ubersicht der Patientengruppen. H. pylori = Helicobacter pylori

Gruppe Definition
Gruppe 1 H. pylori positive Patienten ohne Eisenmangelanamie
Gruppe 2 H. pylori positive Patienten mit Eisenmangelanamie
Kontrollgruppe (ohne H. pylori-Infektion, ohne Protonen-
Gruppe 3 ) . .
pumpenhemmereinnahme und ohne Eisenmangelanamie)
H. pylori negative Patienten mit Protonen-
Gruppe 4

pumpenhemmereinnahme und ohne Eisenmangelanamie

Patienten, bei denen H. pylori nachgewiesen werden konnte, erhielten eine
Eradikationstherapie. Fir gewodhnlich wurde die italienische Tripletherapie
eingesetzt. Diese beinhaltet eine siebentagige Einnahme von Pantoprazol 40 mg
(1-0-1), Clarithromycin 250 mg (1-0-1) und Metronidazol 400 mg (1-0-1). Bei
Helicobacterresistenz wurden die Antibiotika individuell je nach Resistenzlage
verschrieben. Unabh&ngig von der Art der Eradikationstherapie wurde die
Therapie mit Pantoprazol 40 mg (1-0-0) nach Absetzen der Antibiotika flr weitere
drei Wochen fortgeflhrt. Danach sollte der Proband keine der oben genannten

Medikamente mehr einnehmen.
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Sechs Wochen nach Therapiebeginn wurde eine Kontrollgastroskopie mit Biopsie-
und Blutentnahme analog zur ersten Gastroskopie (s.0.) durchgefihrt.

Abweichend von der ersten Magenspiegelung wurden bei der Kontrollgastroskopie
zusatzlich die Laborparameter Hb, MCV und MCH in der Zentralen Einrichtung
Klinische Chemie der Universitat Ulm (&rztlicher Direktor: Prof. Dr. Dr. Dr. h.c. M.
G. Bachem) bestimmt, um mdgliche Veranderungen der Parameter wahrend der

Therapie zu erfassen.

Das Serumrdhrchen fur die Bestimmung der Hepcidin-, Prohepcidinkonzentration
und der Eisenwerte im Serum wurde unmittelbar nach Blutentnahme flr den
Zeitraum der Gastroskopie auf Eis gelegt. AnschlieBend wurde das Blut fiir 10 min
bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Serum (Uberstand) wurde sauber entnommen,
aliquotiert und bis zur Bestimmung der Hepcidin-, Prohepcidinkonzentration und
der Eisenwerte bei -80°C tiefgefroren.

2.3.2 Aufbereitung der Biopsie

Die Biopsien zur Bestimmung der Hepcidinexpression im Magen wurden
unmitteloar nach der Entnahme in ein Eppendorf Reaktionsgefal3 mit RNAlater
Reagenz gegeben. Nach 24-stiindiger Kihlung bei 4°C wurden die Biopsien bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

RNA-Isolierung

Die Gewebeprobe wurde zundchst mit 600 ul RLT und B-Mercaptoethanol im
Verhaltnis 100:1 versetzt, was zur Lyse der Zellen fuhrte. Zur Verstarkung des
Zellaufschlusses wurde das Biopsie-Puffer-Gemisch in einem Glashomogenisator
mechanisch zu einem homogenen Lysat zerrieben und in ein Eppendorf
Reaktionsgefal3 Uberflhrt. Eine noch bessere Homogenisierung des Lysats wurde
durch Auf- und Abziehen des Biopsie-Puffer-Gemischs mit einer sterilen
Einmalspritze und einer kleinlumigen KanUlle erzielt. Das fertige Homogenisat

wurde bei -80°C tiefgefroren.
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Die Gesamt-RNA der Homogenisate wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit isoliert.
Die hierbei verwendete Methode macht sich die Bindungseigenschaften einer auf
Silikagel basierenden Membran zu eigen. In den speziellen Saulen wird die
Gesamt-RNA gebunden, wahrend Proteine und DNA in mehreren Waschschritten
effektiv von der Membran gewaschen werden.

Vor der RNA-Extraktion wurden die tiefgefrorenen Proben bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut und anschlieBend fir 3 min bei 14.000 rpm zentrifugiert, um im Lysat
verbliebene Zellbruchstiicke sauber abzutrennen. Der Uberstand wurde mit
70%igem Ethanol im Verhéltnis 1:1 versetzt, was ein Aufbrechen der Hydrathulle
der RNA bewirkt. AnschlieBend wurde die Probe auf eine QIA-S&ule geladen und
fir 20 sek bei 10.000 rpm zentrifugiert. Durch die hohe Wasseraffinitat des im
Gemisch enthaltenen RLT-Puffers (chaotrophe Salzlésung) wird schlieBlich die
Bindung der RNA an die Membran der Saule erméglicht.

Um die in der Lésung enthaltene DNA zu beseitigen, war ein DNase-Verdau
notwendig. Zuvor wurde zum Waschen der membrangebundenen RNA 350 pl
RW1-Puffer auf die Sdule gegeben und fir 20 sek bei 10.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurden flr den Verdau 80 ul DNase-Mix (RDD Puffer und DNase |
im Verhaltnis 7:1) direkt auf die Membran gegeben und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Verdau wurden erneut 350 ul RW1-Puffer
auf die Saule gegeben, um die DNA von der Membran zu waschen.

Nach der Zentrifugation von 20 sek bei 10.000 rpm wurde die Saule in ein neues
Sammelrdéhrchen Gberfihrt. 500 ul RPE-Puffer (RPE und 96-100%iges Ethanol im
Verhaltnis 1:4) wurden zum Waschen der Membran auf die Saule gegeben. Die
Saule wurde fur 20 sek bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.
Daraufhin folgte ein zweiter Reinigungsschritt mit 500 ul RPE-Puffer. Eine 2 min
andauernde Zentrifugation sollte ein Zurlickbleiben von Ethanol auf der Membran
verhindern, was die Elution der RNA stérend beeinflussen kdnnte. Zur Elution der
gebundenen RNA wurden 40 ul RNase-freies H,O auf die Saule gegeben und
wahrend einer Minute bei 10.000 rpm in ein frisches, steriles Reaktionsgefai
zentrifugiert. Um die Konzentration der gewonnenen RNA zu erhéhen, wurde das
Eluat ein weiteres Mal auf die Saule gegeben und zentrifugiert. Das Eluat wurde
nach Beendigung der Arbeitsschritte in ein neues Reaktionsgefal3 pipettiert und

bei -80 °C tiefgefroren.
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cDNA-Synthese

Nach langsamem Auftauen der RNA wurde eine wassrige Lésung (300 ul RNase
freies H.O + 4 ul der jeweiligen RNA) zur photometrischen Bestimmung der RNA-
Konzentration hergestellt und in eine Klvette Gberflhrt. Die RNA-Konzentration in
ug/wl wurde schlieBlich bei einer Wellenldange von 260 nm im Spectrophotometer

bestimmt.

Far die cDNA-Synthese wurde eine Mischung aus 12 ul RNase-freiem Wasser
und 2 ug der jeweiligen RNA verwendet. Dieser Lésung wurde je 1 pl Oligo(dT)z2o-
Primer und dNTP-Mix (je 10mM) zugegeben. Der Oligo(dT)2o-Primer bindet an den
Poly-A-Schwanz intakter mRNA, was die Bildung eines neuen cDNA-Strangs
erm@glicht. Nach Inkubation bei 60°C fir 5 min wurden zusatzlich 4 ul First-
Strand-Buffer, 1 ul 0,1M DTT und 1 ul SuperScript 1l RT (200 U/ul) aus dem
SuperScript 1ll Reverse Transcriptase Kit zu dem Reaktions-Mix hinzugegeben.
Die Synthese der cDNA erfolgte in einem Thermozykler mit folgendem Programm:

1. 25°C flr 5 min
2. 50 °C fir 50 min
3. Inaktivierung des Enzyms bei 70 °C fir 15 min

AnschlieBend wurde die cDNA bei -20 °C tiefgefroren.

Quantitative RT-PCR

Nach Synthese der cDNA wurden mittels qRT-PCR die spezifischen Hepcidin- und
IL6-Expresssionlevel bestimmt.

Bei der gRT-PCR I1aBt sich mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen die
Transkriptmenge eines ausgewahlten Gens bestimmen. Hierfir werden der
Lésung Fluorophoren — in diesem Fall SYBR Green — zugegeben, welche in
doppelstrangige Nukleinsauren einlagern und fluoreszieren.

In dieser Studie wurde die qRT-PCR in einem real-time SDS 7500 Fast RT-PCR-
Gerat durchgefihrt, das Uber den gesamten Verlauf der PCR die Zunahme der

Fluoreszenz bestimmt. Grafisch dargestellt, ergibt sich dabei ein sigmoidaler
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Kurvenverlauf. Zum Ruickschluss auf die Menge der enthaltenen bzw.
synthetisierten Nukleinsduren wird der Wendepunkt der jeweiligen Kurve
betrachtet, welcher von der 7500 Fast System Sequence Detection Software
Version 1.4 berechnet und ausgegeben wird. An diesem Punkt verlauft die PCR
unter idealen Bedingungen, da hier die Enzymaktivitat optimal ist und es nicht zu
Stérungen durch dNTP-Limitierung oder Zusammenlagerung von PCR-Produkten
aufgrund eines unglnstigen Primer-Template-Verhaltnisses kommt. Je friher der
Wendepunkt erreicht wird, desto mehr Template ist im Ansatz enthalten bzw.

desto starker wird das zu untersuchende Gen exprimiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primersequenzen sind in Tab. 4 aufgeflhrt.

Humanes B-Aktin diente als endogene Kontrolle.

Tab. 4: Verwendete Primersequenzen fir qRT-PCR. IL6 = Interleukin 6.

Gen Hin rick

Hepcidin 5'-gac ggg aca act tgc aga gc-3' 5'-gcc tct gga aca tgg gea t-3'

IL6 5'-cag ccc tga gaa agg aga ca-3' 5'-cca ggc aag tct cct cat tg-3'
3-Aktin 5'-agg atg cag aag gag atc act g-3' | 5'-ggg tgt aac gca act aag tca tag-3'

Der Ansatz fir die qRT-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

1 wl cDNA (1:10 verdiinnt)

1 wl Primer-Mix, (Hin- und Rackprimer [je 3 pmol/ul])

5 wl SYBR-Mix

3 ul H.0

Die Reaktionen wurden auf einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen angesetzt, in
welche je 10 pl dieses Reaktionsgemisches gegeben wurden.

Vor Beginn der gqRT-PCR wurde die Platte zentrifugiert, um mdogliche Luftblasen in

den Ansatzen zu entfernen.



24

Das flir die Amplifikation der cDNA verwendete Programm war folgendermafen
aufgebaut:

Hitzeaktivierung der Polymerase 95 °C, 10 min
Denaturierung 95 °C, je 15 sek

Primer-Annealing und Elongation 60 °C, 1 min

> 0 bp -

45 Amplifikationszyklen bestehend aus den Schritten 2. und 3.

AnschlieBend wurde eine Schmelzkurvenuntersuchung durchgefihrt, um die
Spezifitit der vervielfaltigten PCR-Produkte zu bestimmen. Die Ergebnisse
wurden mit der 7500 Fast System Sequence Detection Software ausgewertet. Die
genspezifische Transkriptmenge (y) in Relation zu B-Aktin wurde mit folgender
Formel berechnet:

y = 2t

ACt = Ct(Hepcidin bzw. IL6) — Ct(B-Aktin)

2.3.3 Aufbereitung des Serums

Bestimmung der Hepcidin-/Prohepcidinserumkonzentration

Die in dieser Studie untersuchte Hepcidin- und Prohepcidinkonzentration im
Serum wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Janetzko (DRG Instruments GmbH,
Marburg) mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) bestimmt.

ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren fir Proteine in Proben wie z.B.
Blut oder Urin, welches sich spezifische Antigen-Antikérper-Bindungen zu Nutze
macht. Bei den in dieser Studie verwendeten ELISAs handelt es sich um
kompetitive Immunoassays.

Die verwendeten Mikrotiterplatten sind je nach Assay mit einem monoklonalen
Anti-Hepcidin-Antikdrper bzw. mit einem polyklonalen Anti-Prohepcidin-Antikdrper
beschichtet, um welche die Antigene konkurrieren. 20 pl der zu untersuchenden
Proben, Standards und Kontrollen wurden zusammen mit je 10 ul Sample-Buffer
in die Mikrotiterplatten gegeben. Nach 30 minutiger Inkubation wurden schlieBlich

je 100 wl Hepcidin-Biotin-Konjugat bzw. Prohepcidin-Biotin-Konjugat mit 150 pl
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Assay-Buffer hinzugeflgt. Wahrend der anschlieBenden Inkubationszeit von
180 min konnte das Antigen der Proben und das Antigen des jeweiligen Biotin-
Konjugats um die Bindungsstelle des Antikérpers konkurrieren. Danach wurden
nicht gebundene Konjugate ausgewaschen. Im nachsten Arbeitsschritt wurden die
Antigen-Antikdrper-Komplexe mit einem 100 ul Streptavidin-Peroxidase-Enzym-
Komplex fir 45 min inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden 100 pul
Substratlésung dazugegeben und fir 30 min inkubiert, was zu einer
Farbentwicklung flhrte. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl
Stopplésung unterbrochen. Die Intensitdt der Farbentwicklung erlaubt eine
quantitative Bestimmung des am Antikérper gebundenen Hepcidin-Biotin-
Konjugats bzw. Prohepcidin-Biotin-Konjugats. Diese Konzentration ist indirekt
proportional zu der Hepcidin- bzw. Prohepcidinkonzentration in der
Patientenprobe.

Bestimmung der Serumeisenwerte

Far die Bestimmung der Eisenwerte wurden die Seren gesammelt an die zentrale
Einrichtung Klinische Chemie der Universitat Ulm (arztlicher Direktor: Prof. Dr. Dr.

Dr. h.c. Bachem) gesandt. Folgende Parameter wurden aus dem Serum bestimmt:

Eisen: Referenzwerte 4.0-30.0 [umol/l]
Ferritin: Referenzwerte 30-300 [ug/l]
Transferrin: Referenzwerte 2.0-3.6 [g/I]

Die Eisensattigung wurde dann mit Hilfe der Eisen- und Transferrinwerte Uber
folgende Formel berechnet:

Eisensitti _ Eisen im Serum (umol/l)
Sensatligung = fiansferrin im Serum (a/h)

x 3,98
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2.3.4 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SPSS 17.0 (SPSS,
Chicago, lllinois, USA). Die Unterschiede in den Hepcidinexpressionsleveln bzw.
in den Serumspiegeln zwischen den untersuchten Patientengruppen wurden
mittels einfaktorieller Varianzanalyse bzw. Wilcoxon-U-Test ermittelt. Die
Beziehung der gastralen Hepcidinexpression mit den Serumparametern wurde
mittels Korrelation nach Pearson bestimmt. Ergebnisse mit p<0,05 wurden als

signifikant, Ergebnisse mit p<0,01 als hochsignifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Probanden

In dem Zeitraum von 06/2009 bis 12/2009 wurden die Patienten in die Studie
eingeschlossen und gastroskopiert. Von diesen Patienten wurden wahrend der
Magenspiegelung — wie in 2.3.1 beschrieben — zusatzliche Gewebe- und
Blutproben fir die Studie enthommen. Abhangig von dem Ergebnis im HUT und
der Histologie wurden die Patienten in die vier im Voraus definierten Gruppen
eingeteilt (siehe Tab. 3). 14 Patienten konnten aufgrund ihrer Merkmale keiner der
vier Gruppen zugeteilt werden und wurden aus der Studie ausgeschlossen. Unter
den verbliebenen Patienten wiesen 13 Patienten eine Infektion mit H. pylori auf
(Gruppe 1). Passende Patienten flr Gruppe 2 waren unter den
Studienteilnehmern nicht vertreten. Die wenigen Patienten mit H. pylori-Infektion
und gleichzeitiger Eisenmangelanamie, welche an der Universitat Ulm untersucht
worden sind, hatten bereits vor der Gastroskopie Magenschutztabletten
eingenommen und mussten deshalb von dieser Studie ausgeschlossen werden.
Den 13 H. pylori positiven Patienten (Gruppe 1), sowie 20 Patienten mit PPI-
Einnahme (Gruppe 4) wurden Kontrollpatienten entsprechend dem Alter und
Geschlecht zugeordnet. Die Verteilung der Patienten innerhalb der verschiedenen
Gruppen ist in Tab. 5 aufgefihrt.

Tab. 5: Ubersicht iiber die Patientenmerkmale in den verschiedenen Gruppen. n =
Anzahl; w/m = weiblich/méannlich; SD = Standard deviation.

Gruppe 1 2 3 4
Helicobacter pylori Positiv positiv negativ negativ
Patienten (n) 13 0 20 20
Geschlecht w/m 3/10 - 10/10 14/6
Alter (JahretSD) 45+13 - 43116 56£15
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3.2 Einfluss der Serumeisenwerte auf die gastrale Hepcidinexpression

Um Unterschiede in den Serumeisenwerten, welche die gastrale
Hepcidinexpression beeinflussen kdnnten, auszuschliessen, wurden die
Eisenparameter (Eisen, Ferritin, Transferrin und Eisensattigung) von H. pylori
positiven Patienten vor und nach Eradikation sowie von Patienten mit PPI-
Einnahme mit den Serumeisenwerten der Kontrollpatienten verglichen. Bei keiner
der oben genannten Patientengruppen konnten im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikante Unterschiede in den Eisenparametern beobachtet werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Unterschiede der Serumeisenwerte (Eisen, Eisensattigung, Ferritin und
Transferrin) zwischen Helicobacter pylori positiven Patienten (HP pos), nicht
infizierten  Kontrollpatienten (Kontrolle) und Patienten mit Protonen-
pumpenhemmereinnahme (PPI). Die Boxplots zeigen den Median mit der ersten und
dritten Perzentile. Die Antennen geben den jeweils hochsten bzw. niedrigsten Wert
wieder.
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3.3 Einfluss der PPI auf die gastrale Hepcidinexpression

In Versuchen mit Hepcidin-WT-Mausen wurde nach PPI-Gabe eine erhdhte
gastrale Hepcidinexpression beobachtet [86]. Um beim Menschen den Einfluss
einer PPIl-Therapie auf die Expression von Hepcidin im Magen auszuschlieBBen,
wurde die gastrale Hepcidinexpression von Patienten mit PPI-Einnahme und der
Kontrollgruppe bestimmt und miteinander verglichen. Hierbei konnte im Antrum
kein Unterschied in der gastralen Hepcidinexpression zwischen Patienten mit PPI-
Einnahme und den Kontrollpatienten festgestellt werden (Repréasentatives
Ergebnis: 1,07£0,78 vs. 1,00+0,77, p<0,85) (Abb. 7).

Auch im Corpus zeigten sich bezliglich der gastralen Hepcidinexpression der oben
genannten Patienten keine Unterschiede (Reprasentatives Ergebnis: 1,39+1,18
vs. 1,00+0,61, p<0,4) (Abb. 7).
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Abb. 7: Gastrale Hepcidinexpressionslevel bei Patienten mit

Protonenpumpenhemmereinnahme (PPI) und der Kontrollgruppe im Antrum (A) und
im Corpus (B). Das Expressionslevel der Kontrollgruppe wurde jeweils auf einen
Wert von 1 gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte
(+ Standard deviation).
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3.4 Gastrale Hepcidin- und IL6-Expression bei H. pylori-Infektion

Um den Einfluss einer H. pylori-Infektion auf Hepcidin zu untersuchen, wurde das
spezifische Expressionslevel in H. pylori positiven Patienten (Gruppe 1) und nicht
infizierten Kontrollpatienten (Gruppe 3) bestimmt und miteinander verglichen. Bei
H. pylori positiven Patienten war die relative Expression von Hepcidin zu B3-Aktin
im Antrum 4,3 mal héher (4,33+3,56 vs. 1,00+0,93, p<0,01).

Im Corpus zeigte die Hepcidinexpression in H. pylori positiven Patienten
gegenuber den Kontrollen sogar einen um Faktor 8,4 héheren Wert (8,43+6,85 vs.
1,00+0,71, p<0,003).

Demnach war in den H. pylori infizierten Patienten eine signifikant hdéhere
Expression von Hepcidin sowohl im Antrum, als auch im Corpus festzustellen
(Abb. 8).
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Abb. 8: Gastrale Hepcidinexpressionslevel bei Helicobacter pylori positiven (HP
pos) und nicht infizierten Probanden (HP neg) im Antrum (A) und im Corpus (B).
Das Expressionslevel der Helicobacter pylori negativen Probanden wurde auf einen
Wert von 1 gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte
(+ Standard deviation). *+xp<0,01. p = Signifikanzwert.
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Eine Infektion mit H. pylori 16st eine Entzindung des Magens aus. Aus
Untersuchungen in anderen Organen ist bereits bekannt, dass Hepcidin bei
Entziindung durch IL6 verstarkt exprimiert wird [26, 62, 66, 71, 92, 94]. Um zu
Uberprifen, ob die beobachtete Hochregulation der Hepcidinexpression bei
H. pylori-Infektion durch die Endziindung verursacht wird, wurde stichprobenartig
(n=6) die IL6-Expression in Antrum und Corpus von H. pylori positiven Patienten
und der Kontrollgruppe untersucht. Hierbei wurde im Antrum eine um den Faktor
3,2 hdhere relative IL6-Expression bei H. pylori positiven Patienten im Vergleich
zur Kontrollgruppe gemessen (3,17+2,13 vs. 1,00+0,65, p<0,04) (Abb. 9). Die IL6-
Expression bei den Proben H. pylori positiver Patienten war im Corpus 1,9mal
héher als bei Proben der Kontrollpatienten (1,86+1,28 vs. 1,00+1,23, p<0,3) (Abb.
9). Im Antrum zeigte sich demnach ein signifikanter Unterschied zwischen H.
pylori positiven Patienten und der Kontrollgruppe. Im Corpus war der Unterschied
zwischen H. pylori positiven Patienten und der Kontrollgruppe nicht signifikant.

IL6-Expression (relativ zu B-Aktin)
w

HP pos HP neg HP pos HP neg

Abb. 9: Gastrale Interleukin 6-Expressionslevel (IL6) bei H. pylori positiven (HP pos)
und H. pylori negativen Probanden (HP neg) im Antrum (A) und im Corpus (B). Das
Expressionslevel der H. pylori negativen Probanden wurde auf einen Wert von 1
gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte (+ Standard
deviation). xp<0,05. H. pylori = Helicobacter pylori; p = Signifikanzwert.
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3.5 Gastrale Hepcidin- und IL6-Expression nach Eradikationstherapie

Um zu bestétigen, dass die beobachtete erhéhte Hepcidinexpression durch die
H. pylori-Infektion bedingt wurde, sollten die Expressionslevel nach Eradikation
des Erregers bestimmt werden.

Von den 13 initial untersuchten H. pylori positiven Patienten entschied sich ein
Patient gegen eine Eradikationstherapie. Drei weitere Patienten erhielten zwar
eine Tripletherapie, erschienen jedoch nicht zur Kontrolluntersuchung. Fir den
Vergleich zwischen den Hepcidinexpressionen der ersten und zweiten
Gastroskopie standen somit Proben von neun Patienten zur Verfigung.

Unter diesen neun Patienten waren drei Patienten therapierefraktar. Diese
Patienten waren also auch nach erfolgter Eradikationstherapie noch H. pylori
positiv (siehe Abb. 10)

1. Gastroskopie:

Diagnhose (HUT, Histologie)

Proben: Biopsien, Serum

!

H. pylori

positiv
(n=13)

| Eradikation
2. Gastroskopie:

Kontrolle (HUT, Histologie)

Proben: Biopsien, Serum

v

Austritt H. pylori H. pylori
aus Studie negativ positiv
(n=4) (n=6) (n=3)

Abb. 10: Studienaufbau zur Untersuchung der Hepcidinexpressionslevel vor und
nach Eradikationstherapie. HUT= Helicobacter Urease Test; H. pylori = Helicobacter
pylori; n = Anzahl.

Nach erfolgreicher Eradikation verringerte sich die Hepcidinexpression in Biopsien
des Antrums um den Faktor 3,35 (1,00+0,42 vs. 0,30£0,06, p<0,01) (Abb. 11).
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Der Unterschied zwischen den Hepcidinexpressionsleveln vor und nach
Eradikationstherapie war hier deutlich signifikant.

Bei den Corpusbiopsien erfolgreich eradizierter Patienten kam es nach Therapie
zu einem Abfall der Hepcidinexpression um den Faktor 4 (1,00£1,08 vs.
0,24+0,15, p<0,15) (Abb. 11). Der Unterschied zwischen den Hepcidin-

expressionsleveln war nicht signifikant.
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Abb. 11: Gastrale Hepcidinexpressionslevel vor (HP pos) und nach
Eradikationstherapie (erad) bei erfolgreich therapierten Patienten im Antrum (A)
und im Corpus (B). Das Expressionslevel vor Eradikation wurde auf einen Wert von
1 gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte (+ Standard
deviation). *xp<0,01. p = Signifikanzwert.

In den Antrum- und Corpusproben von Patienten mit Therapieversagen verringerte
sich die Hepcidinexpression zwischen der ersten Gastroskopie nicht signifikant
(Antrum: 1,00%0,77 vs. 0,60%0,38, p<0,5; Corpus: 1,00+0,79 vs. 1,0810,70,
p<0,95) (Abb. 12).
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Hepcidinexpression (relativ zu p-Aktin)

HP pos pers HP pos pers

Abb. 12: Gastrale Hepcidinexpressionslevel vor (HP pos) und nach
Eradikationstherapie (pers) bei therapierefraktaren Patienten im Antrum (A) und im
Corpus (B). Das Expressionslevel vor Eradikation wurde auf einen Wert von 1
gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte (+ Standard
deviation).

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Abfall der Hepcidinexpressionslevel
durch einen Rickgang der Entziindung bedingt ist, wurde neben der
Hepcidinexpression auch die IL6-Expression nach Eradikationstherapie bestimmt.

In Antrumproben erfolgreich therapierter Patienten fiel die IL6-Expression vom
Zeitpunkt der ersten Gastroskopie bis zur Kontrollgastroskopie um das 3,3 fache
ab. Die Werte waren somit tendenziell verringert, jedoch nicht signifikant
(1,00+0,89 vs. 0,30+0,20, p<0,1) (Abb. 13).

In den Corpusproben dieser Patienten verminderte sich die IL6-Expression
deutlich um den Faktor 1,93. Auch hier waren die Unterschiede zwischen den IL6-
Expressionswerten vor und nach Eradikation noch nicht signifikant (1,00+£1,01 vs.
0,5240,45, p<0,35) (Abb. 13).
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Abb. 13: Gastrale Interleukin 6-Expressionslevel (IL6) vor (HP pos) und nach
Eradikationstherapie (erad) bei erfolgreich therapierten Patienten im Antrum (A)
und im Corpus (B). Das Expressionslevel vor Eradikation wurde auf einen Wert von
1 gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte (+ Standard
deviation).

In den Proben therapierefraktarer Patienten war sowohl in den Antrum-, als auch
in den Corpusproben keine Anderung der IL6-Expression zu beobachten (Antrum:
1,00+£0,39 vs 1,13%£0,60, p<0,8; Corpus: 1,00+0,05 vs. 1,17+0,94, p<0,8)
(Abb. 14).
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Abb. 14: Gastrale Interleukin 6-Expressionslevel (IL6) vor (HP pos) und nach
Eradikationstherapie (pers) bei therapierefraktiaren Patienten im Antrum (A) und im
Corpus (B). Das Expressionslevel vor Eradikation wurde auf einen Wert von 1
gesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind Durchschnittswerte (+ Standard
deviation).



37

3.6 Einfluss der gastralen Hepcidinexpression auf die Hepcidin- und

Prohepcidinkonzentration im Serum

Durch Bestimmung der Hepcidin- und Prohepcidinkonzentrationen im Serum sollte
Uberpruft werden, ob die veranderte gastrale Hepcidinexpression einen Einfluss
auf die systemisch zirkulierende Hepcidinkonzentration hat und zu Veranderungen
im Serum-Hepcidinspiegel fihrt.

Die Hepcidin- und Prohepcidinserumkonzentrationen von H. pylori positiven
Patienten vor und nach Eradikationstherapie, sowie von Patienten mit PPI-
Einnahme wurden mit denen von Kontrollpatienten verglichen. Die Ergebnisse
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen
(siehe Abb. 15, Tab. 6).

180

60 -

_ E 140
E 5140
=] =
s £
=
£ 01 s
=} S 100
S o
$ o
T I T
20 3 7 .
60+ Iil
. |
0 T T T T T T
HP pos Kontrolle PPI HP pos Kontrolle PPI

Abb. 15: Unterschiede der Hepcidin
zwischen Helicobacter pylori positiven Patienten (HP pos), nicht infizierten

und Prohepcidinserumkonzentration

Kontrollpatienten (Kontrolle) und Patienten mit Protonenpumpenhemmereinnahme
(PPI). Die Boxplots zeigen den Median mit der ersten und dritten Perzentile. Die
Antennen geben den jeweils héchsten bzw. niedrigsten Wert wieder.
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Tab. 6: Unterschiede der Hepcidin- und Prohepcidinkonzentration. Die Signifikanz
(2-seitig) ist mittels p-Wert dargestellt. H. pylori = Helicobacter pylori.

Signifikanz (2-seitig)
Unterschied zwischen

Hepcidin Prohepcidin

H. pylori positiven Patienten vor Eradikation und der Kontrollgruppe 0,26 0,38
S . I 0,17 0,16
H. pylori positiven Patienten nach Eradikation und der Kontrollgruppe
Patienten mit  Protonenpumpenhemmereinnahme  und  der
0,84 0,27

Kontrollgruppe

Durch Bestimmung einer mdglichen Korrelation zwischen gastralem Hepcidin und
den Hepcidin- und Prohepcidinkonzentrationen im Serum sollten die oben
dargestellten Ergebnisse Uberprift werden.

Bei H. pylori positiven Patienten war tendenziell eine Beziehung zwischen der
gastralen Hepcidinexpression im Corpus und Hepcidinkonzentration im Serum zu
beobachten (p=0,07, Tab. 7). Bei Patienten mit PPI-Einnahme zeigte sich ein
linearer Zusammenhang zwischen der gastralen Hepcidinexpression im Antrum
und der Prohepcidinkonzentration im Serum. Alle weiteren bestimmten

Beziehungen zeigten keine Korrelationen zueinander (Tab. 7).

Tab. 7: Korrelation zwischen der Hepcidinexpression von Magenbiopsien und den
Hepcidin- und Prohepcidinkonzentrationen im Serum in den unterschiedlichen
Gruppen. Die Signifikanz (2-seitig) ist mittels p-Wert dargestellt. HP pos =
Helicobacter pylori positive Patienten; PPI = Patienten mit
Protonenpumpenhemmereinnahme; Kontrolle = Kontrollgruppe.

Biopsie HP pos PPI Kontrolle

Serum Antrum Corpus Antrum Corpus Antrum Corpus

Hepcidin 0,25 0,07 0,18 0,40 0,81 0,38

Prohepcidin 0,80 0,98 0,03 0,73 0,83 0,56
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4 Diskussion

Hepcidin ist ein Peptidhormon, welches antimikrobielle und eisenregulatorische
Eigenschaften aufweist [74, 79]. Neben dem Hauptsyntheseort — der Leber — wird
Hepcidin auch in zahlreichen extrahepatischen Geweben wie der Niere, dem
Fettgewebe, dem Herzen, dem Pankreas, dem biliaren System und dem Gehirn
gebildet [8, 21, 47, 48, 49, 50, 62, 74, 92]. Kirzlich wurde auch in den
Parietalzellen des Magens eine Hepcidinexpression nachgewiesen [86]. Allerdings
war bisher unklar, ob auch das gastrale Hepcidin - wie bisher flr alle untersuchten
Organe gezeigt - einer Regulation durch Entziindung unterliegt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, wie das gastrale Hepcidin
bei einer durch H. pylori induzierten Entzindung reguliert wird. Zudem sollte
ermittelt werden, ob Veradnderungen in der gastralen Hepcidinexpression
systemische Veranderungen in den Hepcidin- bzw. Prohepcidinkonzentrationen im

Serum bewirken kénnen.

H. pylori zur Untersuchung der Hepcidinregulation bei Infektion

Die entzlindungsbedingte Hepcidinregulation im Magen wurde an H. pylori
infizierten Patienten untersucht. Eine Infektion durch H. pyloriist Magen-spezifisch
und geht mit einer Gastritis einher [83, 85]. Mit diesem Erreger infizierte Patienten
eignen sich deshalb hervorragend, um den Effekt einer lokal begrenzten
Entzindung des Magens auf die gastrale Hepcidinexpression zu untersuchen.
Gleichzeitig konnte in diesen Patienten der Einfluss der Hepcidinproduktion im
Magen auf die Serumspiegel des Peptidhormons analysiert werden, da aufgrund
der Magenspezifitat der Infektion nicht von einem Einfluss auf andere Organe (und
damit auf die Serumhepcidinkonzentration) auszugehen war. Dies ist von
besonderem Interesse, da spekuliert werden kann, dass Eisenmangelanamien,
welche zum Teil bei einer H. pylori-Infektion beobachtet werden [4, 7, 37, 38, 64],
auf eine vermehrte Produktion von Hepcidin und dem daraus resultierenden

EinfluB auf die (lokale) Eisenhomdostase zurlickgehen.
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Ausschlusskriterien

Da Hepcidin bekanntermaBen die Aufgabe eines Eisenregulators innehat [79],
konnten Veranderungen in der gastralen Hepcidinexpression durch zu hohe bzw.
zu niedrige Serumeisenwerte nicht ausgeschlossen werden. Desweiteren sollte in
der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob das gastrale Hepcidin
Veranderungen in den Hepcidin- und Prohepcidinkonzentrationen im Serum
bewirken kann. Um diesbezliglich Aussagen machen zu kénnen, war es wichtig
Eisenstoffwechselveranderungen und damit verbundene Veranderungen des
Hepcidin, die unabhangig von der H. pylori Infektion auftreten, im Voraus
auszuschlieBen.

Hepcidin wurde in den Parietalzellen im Magen nachgewiesen [86].
Untersuchungen bezlglich einer Beeinflussung der gastralen Hepcidinexpression
bei Veranderungen in der Magenschleimhaut wurden bisher nicht durchgeflhrt.
Aufgrund dessen wurden Magenerkrankungen und eine Magenresektion in der
Vorgeschichte als Ausschlusskriterien betrachtet.

Hepcidin wird hauptsachlich in der Leber gebildet [47, 48, 74] und
bekanntermaBen sind viele Lebererkrankungen mit Verdnderungen der
Hepcidinspiegel assoziiert. Eine Steatosis hepatis geht beispielsweise mit
erhéhten Serumferritinleveln einher [103], was mdglicherweise die Folge einer
niedrigen Hepcidinexpression ist. Bei der Eisenspeicherkrankheit
Hamochromatose und bei Alkoholabusus konnte eine erniedrigte hepatische
Hepcidinexpression bereits nachgewiesen werden [34, 48]. Steatosis hepatis,
Hamochromatose und Alkoholabusus kdnnen sich in der Leber in Form einer
Leberzirrhose manifestieren. Patienten mit derartigen Erkrankungen wurden
deshalb nicht in die Studie aufgenommen.

Kulaksiz et al. konnten zeigen, dass Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
erhdhte Prohepcidinwerte aufweisen, was vermuten lasst, dass die Niere am
Metabolismus oder an der Ausscheidung von Prohepcidin beteiligt ist [48]. Bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz wird daher von falsch erhdhten
Hepcidinexpressionsleveln ausgegangen, weswegen diese Patienten nicht in die
Studie eingeschlossen wurden.

In  Versuchen mit Hepcidin-WT-Mausen konnten nach  PPI-Injektion

Veranderungen in der gastralen Hepcidinexpression beobachtet werden [86]. Da
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am Menschen der Einfluss von PPl auf die gastrale Hepcidinexpression noch nicht
untersucht worden ist und somit Veradnderungen in der Hepcidinexpression nicht
ausgeschlossen werden konnten, galt die vorherige Einnahme von PPl bei H.
pylori positiven Patienten und der Kontrollgruppe in dieser Studie ebenfalls als

Ausschlusskriterium.

Erhohte gastrale Hepcidinexpression bei H. pylori-Infektion

Eine entziindungsbedingte Hochregulation der Hepcidinexpression in der Leber
konnte in vitro bereits in zahlreichen Studien nachgewiesen werden [53, 66, 71].
Auch im Magen wurde vor kurzem ein gesteigertes Hepcidinexpressionslevel nach
Inkubation der Magenzellinie AGS mit H. pylori beobachtet [86]. In der
vorliegenden Arbeit wurde nun an Magenbiopsien von H. pylori infizierten
Patienten untersucht, ob die in vitro beobachtete Hochregulation der gastralen

Hepcidinexpression bei Infektion auch in vivo nachweisbar ist.

Ein direkter Vergleich zwischen Magenbiopsien H. pylori positiver Patienten und
nicht infizierter Kontrollpatienten zeigte in den Magenbiopsien H. pylori positiver
Patienten signifikant héhere Hepcidinexpressionslevel. Diese Ergebnisse zeigen,
dass auch im menschlichen Magen eine Hochregulation von Hepcidin durch
H. pylori-Infektion stattfindet. Nach Abklingen der Infektion sollten demnach die
erhdhten Hepcidinexpressionslevel wieder auf ein normales Niveau absinken.
Tatsachlich war nach erfolgreicher Therapie ein eindeutiger Abfall der gastralen
Hepcidinexpression zu beobachten, wéhrend die Hepcidinexpressionslevel bei
therapierefraktaren Patienten erhéht blieben. Damit konnten die Ergebnisse der in
vitro Versuche in der vorliegenden Arbeit durch in vivo Versuche bestatigt werden.

IL6 induziert Hochregulation der gastralen Hepidinexpression

Vorhergehende Studien konnten in verschiedenen Organen nachweisen, dass der
Entziindungsmediator IL6 eine Induktion der Hepcidinexpression bewirkt [26, 53,
62, 66, 67, 70, 92, 94]. Vor kurzem konnte bei in vitro Versuchen der AG Kulaksiz
auch in der Magenzelllinie AGS eine deutlich gesteigerte Hepcidinexpression nach
IL6-Stimulation nachgewiesen werden [86].
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In der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, ob in vivo ein
Zusammenhang zwischen der beobachteten Hochregulation der
Hepcidinexpression und den IL6-Expressionsleveln im Magen besteht. Hierfir
wurde die IL6-Expression von Magenbiopsien H. pylori positiver Patienten und
nicht infizierter Kontrollpatienten, sowie die IL6-Expression von Magenbiopsien
H. pylori positiver Patienten vor und nach Eradikation bestimmt und miteinander
verglichen. Hierbei zeigten sich im Antrum gegeniber den Kontrollpatienten
signifikant erhéhte IL6-Expressionslevel bei H. pylori positiven Patienten. Zudem
konnte im Antrum nach erfolgreicher Eradikation ein tendenzieller Abfall der IL6-
Expression beobachtet werden. Ahnlich verhielten sich die IL6-Expressionswerte
auch im Corpus. Die Werte waren jedoch nicht signifikant, was mdglicherweise
durch die geringe Fallzahl und eine groBe Streuung der individuellen
Expressionslevel bedingt ist.

Demnach zeigen sich bei H. pylori-Infektion gleichartige Veranderungen in den
Hepcidinexpressionsleveln und den IL6-Expressionsleveln. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann vermutet werden, dass auch die gastrale Hepcidinexpression
durch IL6 induziert wird [26, 53, 62, 66, 67, 71, 92, 94]. Die Entziindungsregulation
im Magen scheint somit mit der Entzlindungsregulation in den oben genannten

Hepcidin exprimierenden Organen Ubereinzustimmen.

Untersuchungen zum Einfluss der PPI auf die gastrale Hepcidinexpression

Versuche mit Hepcidin-WT-Mausen zeigten nach Injektion von PPI eine erhdhte
gastrale Hepcidinexpression [86]. Untersuchungen an humanen Magenbiopsien
wurden bis zum Zeitpunkt der Studie nicht durchgefihrt. Geman den S3-Leitlinien
sind PPI fester Bestandteil der Eradikationstherapie [28]. Da in der vorliegenden
Arbeit auch Biopsien nach Eradikationstherapie entnommen wurden, sollte ein
Einfluss dieser Medikamente auf die gastrale Hepcidinexpression untersucht

werden.

Die gastralen Hepcidinexpressionslevel bei Patienten mit PPI-Einnahme und der
Kontrollgruppe wiesen keine Unterschiede auf. Auch die Hepcidin- und
Prohepcidinkonzentrationen im Serum unterschieden sich bei Patienten mit PPI-
Einnahme und der Kontrollgruppe nicht. PPl scheinen demnach beim Menschen
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weder im Magen direkt noch systemisch Einfluss auf die Hepcidinexpression zu
haben.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch mit den oben beschriebenen
Ergebnissen aus den Tierversuchen [86]. Diese Diskrepanz st
héchstwahrscheinlich auf Spezies-spezifische Unterschiede und mdglicherweise
den unterschiedlichen Gesundheitsstatus der gesunden WT-Mause vs. Patienten

mit Beschwerden im Oberbauch zurlickzufiihren.

Gastrale Hepcidinexpression im Zusammenhang mit dem Eisenstoffwechsel

In der Leber ist Hepcidin als Hauptregulator des Eisenstoffwechsels bekannt [79].
Bei in vitro Versuchen mit der Magenzelllinie AGS konnte eine Regulation der
gastralen Hepcidinexpression durch Eisen beobachtet werden [86]. /n vivo lagen
diesbezlglich noch keine Untersuchungen vor. Um auszuschlieBen, dass die
beobachteten Veradnderungen der Hepcidinexpression durch von der Norm
abweichende Serumeisenwerte verursacht wurden, wurden in der vorliegenden
Arbeit die Eisenwerte im Serum bestimmt. Hierbei konnte eine Beeinflussung der

untersuchten Hepcidinexpressionslevel im Magen ausgeschlossen werden.

Ob es umgekehrt auch zu einer Regulation des Eisenstoffwechsels durch die
gastrale Hepcidinexpression kommt, wurde bisher ebenfalls nicht untersucht.

Da jedoch Eisenmangelandmien in Verbindung mit H. pylori-Infektionen
beobachtet werden [4, 38, 46, 56], kann spekuliert werden, dass die infektbedingte
Hochregulation  der gastralen  Hepcidinexpression zu  systemischen
Veranderungen wie einer Eisenmangelandmie fluhrt. Derartige Vermutungen
wurden bereits von Pellicano und Rizzetto geauB3ert [75]. Fir eine Beteiligung des
Eisenregulators Hepcidin spricht vor allem, dass nach erfolgreicher Eradikation
von H. pylori eine Besserung der Eisenmangelandmie zum Teil sogar ohne
Eisensubstitution nachgewiesen werden konnte [3, 18, 38]. Diese Tatsache kénnte
ausgehend von oben genannter Hypothese durch die Normalisierung der
gastralen Hepcidinexpressionslevel nach Eradikation — wie sie in der vorliegenden
Arbeit beobachtet werden konnte — erklart werden. Der genaue Mechanismus

dieser Regulation ist jedoch bisher unbekannt.
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Um herauszufinden, ob Hepcidin bei der Entstehung der Eisenmangelanamie bei
H. pylori-Infektion eine Rolle spielt, sollte in dieser Studie untersucht werden, ob
sich die gastrale Hepcidinexpression und die Serumwerte von Prohepcidin,
Hepcidin und Eisen H. pylori positiver Patienten mit Anamie von denen H. pylori
positiver Patienten ohne Anamie unterscheidet. Da jedoch keine andmischen H.
pyloriinfizierten Patienten gefunden werden konnten, war in dieser Studie lediglich
die Untersuchung H. pylori positiver Patienten ohne Eisenmangelanamie maglich.

Bei diesen Patienten waren trotz Hochregulation der Hepcidinexpression im
Magen keine Veranderungen von Prohepcidin, Hepcidin und den Eisenwerten im
Serum zu finden. Die vermehrte Produktion des gastralen Hepcidins allein scheint

demnach nicht zu systemischen Verédnderungen im Eisenstoffwechsel zu flhren.

Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass im Magen
Regulationsmechanismen existieren, welche entsprechend dem Alles-oder-nichts-
Gesetz nur bei extremer Hochregulation der gastralen Hepcidinexpression zu
einer systemischen Veranderung wie einer Eisenmangelanamie flihren. Da je
nach H. pylori-Stamm die klinische Manifestation der Infektion variiert [51, 76, 80],
kann spekuliert werden, dass eine derart unverhdltnismaBig hohe
Hepcidinexpression durch spezielle H. pylori-Stdamme ausgeldst wird. Dies kdnnte
erklaren, warum eine H. pylori-Infektion nur in manchen Fallen von einer
Eisenmangelandmie begleitet wird. Die Hochregulation der gastralen
Hepcidinexpression kénnte zusatzlich durch eine intragastrale pH-Wert-Erhéhung
induziert werden. Hierflr spricht eine Studie von Capurso et al., in welcher gezeigt
werden konnte, dass Patienten mit H. pylori-Infektion und gleichzeitiger
Eisenmangelanamie eine Corpusgastritis mit intragastraler pH-Wert-Erhéhung
aufweisen [15]. Eine Hochregulation der gastralen Hepcidinexpression bei pH-
Wert-Erh6hung des Magensaftes konnte von Seiten der Arbeitsgruppe Kulaksiz
nachgewiesen werden [86]. Diese pH-Verschiebung kdénnte also zu einer weiteren
Steigerung der Hepcidinproduktion im Magen flhren.

Zur Verifizierung dieser Hypothesen sind jedoch weiterflhrende Studien
notwendig. Hierbei kénnte eine Differenzierung zwischen den unterschiedlichen
H. pylori-Stammen mehr Aufschluss Uber die Regulation des gastralen Hepcidin

geben. AuBerdem ware eine gezielte Differenzierung zwischen Antrum-, Corpus-
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bzw. Pangastritis der H. pylori-Infektion interessant, da je nach Befallsmuster
Unterschiede in der Magensauresekretion beschrieben werden [51, 85] und eine
Beteiligung des gastralen Hepcidin an der Magensaureregulation nachgewiesen

werden konnte [86].

Lokale Regulation von gastralem Hepcidin

Obwohl bei H. pylori-Infektion eine deutliche Hochregulation der gastralen
Hepcidinexpression nachgewiesen werden konnte, zeigten sich im Vergleich mit
der Kontrollgruppe interessanterweise keine Unterschiede der Prohepcidin- und
Hepcidinwerte, sowie der Eisenwerte im Serum. Bei der Berechnung der
Korrelation zeigte sich tendenziell ein linearer Zusammenhang zwischen der
Hepcidinserumkonzentration und der gastralen Hepcidinexpression im Corpus
H. pylori positiver Patienten. Signifikante Werte zeigten sich jedoch nicht. Da beim
Vergleich der Hepcidinserumkonzentrationen keine Unterschiede zu beobachten
waren, kann letztlich davon ausgegangen werden, dass gastrales Hepcidin nur
eine parakrine Wirkung hat und nicht in die Blutbahn abgegeben wird.

Bei Patienten mit PPI-Einnahme konnte keine verdnderte gastrale
Hepcidinexpression im Vergleich zu den Kontrollpatienten nachgewiesen werden.
So steht auch die deutliche Beziehung zwischen den
Prohepcidinserumkonzentrationen und der gastralen Hepcidinexpression im
Antrum nicht im Widerspruch mit den restlichen Ergebnissen, die keine
Unterschiede in der Prohepcidinserumkonzentration von Patienten mit PPI-
Einnahme und den Kontrollpatienten gezeigt haben.

Zusammenfassend scheint demnach kein direkter Zusammenhang zwischen den
gastralen Hepcidinexpressionsleveln und den untersuchten Parametern im Serum

Zu bestehen.

Hinsichtlich der Hepcidin- und Prohepcidinkonzentrationen zeigten friihere Studien
vergleichbare Ergebnisse. Cherian et al. und Lee et al. untersuchten die
Auswirkung der H. pylori-Infektion auf die systemische Hepcidin- bzw.
Prohepcidinkonzentration und konnten diesbezilglich keine Veranderungen im

Serum nachweisen [17, 54]. In diesen Studien wurden jedoch ausschlieBlich
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Hepcidin- und Prohepcidinkonzentrationen in Urin und Serum bestimmt. Eine
Hepcidinexpression im Magen ist erst zu einem spéateren Zeitpunkt nachgewiesen
worden [86]. Eine lokale Regulation von Hepcidin durch H. pylori, wie sie in der
vorliegenden Arbeit beschrieben wurde, passt zu Beobachtungen im Herzen, wo
ebenfalls eine lokale, gewebespezifische Regulation von Hepcidin nachgewiesen
werden konnte [62]. Systemische Veranderungen durch gastrales Hepcidin
konnten bis zum heutigen Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden. Es fehlen jedoch
Untersuchungen hinsichtlich der gastralen Hepcidinexpression bei H. pylori
positiven Patienten mit Eisenmangelanamie, bei welchen eine Beeinflussung des
Eisenstoffwechsels durch gastrales Hepcidin ohne weiterfiihrende Studien nicht

sicher ausgeschlossen werden kann.

Da Hepcidin auch in humanem Magensaft zu finden ist [86], ware es denkbar,
dass Hepcidin, welches ins Magenlumen sezerniert wird, mit dem Magensaft ins
Duodenum gelangt und dort Gber den Transporter DMT1 in den Eisenstoffwechsel
eingreift. Eine Rolle von Hepcidin bei der Internalisierung von DMT1 konnte
kdrzlich gezeigt werden [10]. Dabei ist am ehesten von einer Feinregulierung
durch Hepcidin aus dem Magen auszugehen, da der Uber den Darm
aufgenommene Eisenanteil nur einen Bruchteil des gesamten Eisenpools im
Koérper ausmacht. Zur Klarung dieser Hypothese sind jedoch weiterfihrende

Studien nétig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hier vorliegende Arbeit dazu
beitragen konnte, die Regulation von Hepcidin im Magen weiter aufzuklaren und
die in vitro Befunde in vivo zu bestatigen. Eine Rolle von Hepcidin bei der
Entstehung von H. pylori-assoziierten Eisenmangelandmien ist denkbar, konnte
allerdings aufgrund des Fehlens geeigneter Patienten nicht nachgewiesen

werden.
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5 Zusammenfassung

Hepcidin ist der Hauptregulator des Eisenstoffwechsels. Es wird als
antimikrobielles Peptid in zahlreichen Organen exprimiert. In vitro konnte anhand
der humanen Magenzelllinie AGS eine Hochregulation der Hepcidinexpression bei
Infektion mit Helicobacter pylori (H. pylori nachgewiesen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde nun in vivo die Regulation des gastralen Hepcidin bei
Infektion untersucht.

Hierbei konnte bei H. pylori infizierten Patienten eine signifikant erhdhte
Hepcidinexpression nachgewiesen werden. Nach erfolgreicher Therapie
normalisierten sich die gastralen Hepcidinexpressionslevel wieder, bei
therapierefraktaren Patienten blieben die gastralen Hepcidinlevel jedoch erhdht.
Durch diese Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, dass die beobachtete
Hochregulation der gastralen Hepcidinexpression durch H. pylori bedingt ist.
Zudem konnte gezeigt werden, dass die erhéhte Hepcidinexpression im Magen
durch die entziindungsbedingte Hochregulation von Interleukin 6 verursacht wird.
Eine Auswirkung des Hepcidin im Magen auf die Hepcidin- und
Prohepcidinkonzentration im Serum wurde nicht beobachtet, weswegen primar
von einer lokalen Regulation des gastralen Hepcidin ausgegangen wird.

Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch in der Eradikationstherapie enthaltene
Protonenpumpenhemmer und durch Serumeisenwerte konnte ausgeschlossen

werden.

In dieser Studie konnten in vitro gezeigte Ergebnisse in vivo bestatigt werden.
Somit konnte die vorliegende Arbeit dazu beitragen, die Regulation des gastralen

Hepcidin bei Infektion weiter aufzuklaren.
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