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Abklrzungen von Human- und Hundegenen werden kursiv und in GroRRbuchstaben (z.B.
CAV1) geschrieben.

Mausgene und wenn im selben Abschnitt sowohl von Maus- als auch humanen Genen die
Rede ist werden diese kursiv und mit einem GrolRbuchstabe beginnend, gefolgt von
Kleinbuchstaben (z.B. Cavl) geschrieben.



1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Entdeckung und Epidemiologie von  Helicobacter pylori

Berichte Uber spiralférmige Bakterien im Magen von Menschen und Tieren reichen bis ins
19. Jahrhundert zuriick [6]. Zum ersten Mal gelang es im Jahr 1982 den australischen
Wissenschaftlern Barry Marshall und Robin Warren diese Bakterien aus Magenbiopsien von
Patienten mit chronischer Gastritis und Magengeschwiren zu isolieren und zu kultivieren [7,
8]. Relativ frih wurde deutlich, dass diese heute als Helicobacter pylori (H. pylori)
bezeichneten Bakterien mit der Entstehung von schweren Magen- und Darm-Erkrankungen
[9] sowie Magenkarzinom [10] assoziiert sind. Im Jahr 1994 wurde H. pylori von der
International Agency for Research on Cancer (IARC) als ein Klasse | humanes Karzinogen
benannt [11].

Eine H. pylori-Infektion ist wahrscheinlich eine der am haufigsten vorkommenden
chronischen bakteriellen Infektionen weltweit, da 50% der gesamten Weltbevolkerung mit H.
pylori infiziert sind [12]. Meist kommt es zu einer H. pylori-Infektion im frihen Kindesalter
[13], welche im menschlichen Magen ein Leben lang persistieren kann [5]. Die Préavalenz
korreliert dabei stark mit dem soziobkonomischem Status [14] und liegt zwischen 11% in den
Industrielandern und 95% in den Entwicklungslandern [15]. Es wird angenommen, dass die
Ubertragung am haufigsten von Mensch zu Mensch stattfindet [16]. Dies geschieht
insbesondere innerhalb einer Familie, da identische H. pylori-Stimme bei mehreren
Mitgliedern einer Familie nachgewiesen wurden [17]. Vor allem infizierte Mutter stellen ein
hohes Infektionsrisiko fur ihre Kinder dar [18]. Ein genauer Transmissionsweg ist zwar nicht
bekannt, es scheint aber oral-oral und fékal-oral stattzufinden, da H. pylori sowohl im
Zahnbelag und Speichel als auch im Stuhl nachgewiesen wurde [19]. In den

Entwicklungslandern stellt ein zusatzliches Risiko kontaminiertes Trinkwasser dar [20].

1.2 H. pylori

H. pylori ist ein Gram-negatives, spiralférmiges Bakterium der Klasse € Proteobakterien [6,
21]. Sein optimales Wachstum findet bei einer Sauerstoffkonzentration von 2-5% statt und
gehort damit zu den Mikroaerophilen [22]. H. pylori-Stamme verfigen Uber eine
aul3ergewohnlich hohe genetische Variabilitat [23]. Zum einen ist diese durch horizontalen
genetischen Austausch zwischen verschiedenen H. pylori-Stammen bedingt, der bei H. pylori

haufiger als bei anderen Bakterienspezies vorkommt [23], zum anderen tragen spontane
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Mutationen, Verlust von Genen sowie Aufnahme von exogener DNA zur genetischen Vielfalt
bei [24]. Eine Studie von Falush et al. hat gezeigt, dass H. pylori pro Jahr durchschnittlich 60
kleine DNA-Abschnitte aufnimmt [25]. Diese genetischen Verédnderungen erméglichen

wahrscheinlich eine bessere Adaptation an individuelle Nischen im humanen Magen.

1.2.1 Kolonisierungsfaktoren von  H. pylori

H. pylori ist ein neutrophiles Bakterium, d.h. es bendtigt einen (fast-) neutralen pH-Wert (pH
6-8 [26]) zum Wachsen. Da im Inneren des menschlichen Magens ein sehr niedriger pH-
Wert (pH 1-4 [27]) herrscht, besitzt H. pylori einen Anpassungsmechanismus, die
sogenannte Saure-Akklimatisierung [28]. Eine entscheidende Rolle dabei spielt die Synthese
von Urease, welche bis zu 10% des Gesamtproteins des Bakteriums deckt [29]. Dieses
Enzym katalysiert die Spaltung von Harnstoff, der bei einem niedrigen Umgebungs-pH-Wert
in das Zytoplasma von H. pylori transportiert wird [30], in Ammoniak und Kohlendioxid. Die
folgende Protonierung von Ammoniak fuhrt zur Neutralisierung des pH-Wertes im Zytosol
und Periplasma [31] und somit zur Erhaltung wichtiger Stoffwechselprozesse des

Bakteriums.

Trotz der Urease-Aktivitdt kann H. pylori nur kurze Zeit im extrem niedrigen pH-Wert des
Magenlumens tberdauern [27] und muss sich schnell in einen pH-gunstigeren Bereich wie
den der Magenschleimhaut (pH=6,5) bewegen, wo das Bakterium gewdhnlich persistiert [32].
Die schnelle Beweglichkeit ist auf die Rotation von 3-6 unipolar lokalisierten Flagellen
zuriickzufuihren [33]. Tierversuche haben gezeigt, dass Urease und Motilitaét zu den
entscheidenden Kolonisierungsfaktoren von H. pylori gehéren, da sowohl Urease-lose [34]
als auch unbewegliche [35] H. pylori-Mutanten nicht in der Lage waren den Magen zu

besiedeln.

Ein weiterer essentieller Faktor bei der Kolonisierung des Magens ist die Adhasion.
Histologische Analysen von infiziertem Gewebe zeigen, dass der grofdte Teil der Bakterien
tief im Magenschleim frei schwimmt und etwa 20 % fest an das Magenepithel adharieren
[36]. Adhédrenz bietet H. pylori unter anderem den Schutz vor der Ausspllung in das
Magenlumen wahrend der peristaltischen Bewegung des Magens und der Erneuerung des
Magenschleims [37]. Zu den am besten charakterisierten Adhasinen von H. pylori gehort
BabA, welches fucosylierte Blutgruppenantigene (Lewis®) bindet und SabA, das

Blutgruppenantigene wie sialylierte Saccharide (s-Lewis® und s-Lewis*) erkennt [36].



1. Einleitung 3

1.2.2 Virulenzfaktoren von H. pylori

Der wichtigste Virulenzfaktor von H. pylori ist die Cytotoxin-assoziierte Gen-Pathogenitats-
Insel (cytotoxin-associated gene pathogenicity island, cagPAIl) [38]. Es handelt sich hier um
einen etwa 40 kb groflen Genomabschnitt mit etwa 31 Genen, die fir das Typ-IV-
Sekretionssystem (TFSS) und das Cytotoxin-assoziierte Gen A (cytotoxin-associated gene
A, CagA) kodieren [39].

Das CagA-Protein ist 120-145 kDa grof3 und dient als Marker fir das Vorhandensein von
cagPAI [40]. CagA wird Uber das Typ-IV-Sekretionssystem direkt in das Zytoplasma der
Wirtszelle transloziert [41]. Daraufhin kann es durch die Src [42] oder Abl Kinasen [43] am
Tyrosin in sogenannten EPIYA-Motiven, die in einer variablen Anzahl am C-Terminus des
Proteins vorkommen [44], phosphoryliert werden. Phosphoryliertes CagA bindet und aktiviert
die SHP2-Tyrosinphosphatase [45], welche daraufhin die Fokale-Adhasions-Kinase (FAK)
dephosphoryliert und somit inaktiviert [46]. Dieses bewirkt eine Reorganisierung des
Aktinzytoskeletts und die Bildung von langgestreckten, nadelahnlichen Zellfortsatzen; ein
Phanotyp, der als humming bird (Kolibri) bezeichnet wird [47].

Jedoch kann auch unphosphoryliertes CagA-Protein zur Pathogenese wahrend einer H.
pylori-Infektion beitragen. In der Studie von Amieva et al. konnte gezeigt werden, dass
unphosphoryliertes CagA mit Proteinen der dichten Verbindungen (tight junctions) assoziiert,
was in der Zerstorung der epithelialen Zellbarrieren resultiert [48]. Des Weiteren fuhrt die
Translokation von CagA zum Verlust von Zellpolaritdt sowie Zelladhasion der Wirtszelle [49,
50].

H. pylori Stamme kénnen beziglich des Vorhandenseins des cagA Gens (und damit auch
cagPAl) in zwei Typen eingeteilt werden. Typl-Stamme besitzen cagA, Typll-Stamme
dagegen nicht [51]. H. pylori-Stamme vom Typl scheinen virulenter zu sein als die Stamme
vom Typll, da sie in Patienten mit einem hohen Entziindungsgrad [52], Magen- und
Zwolffingerdarmgeschwiren [53], atrophischer Gastritis [54] und Adenokarzinoma [55]

nachgewiesen wurden.

Ein weiterer Virulenzfaktor von H. pylori ist das wasserlosliche vakuolisierende Zytotoxin A
(vacuolating cytotoxin A, VacA). Das 88 kDa grof3e Protein wird zum Teil ins extrazellulare
Medium sekretiert [56] und zum Teil bleibt es an der Oberflaiche des Bakteriums gebunden
[57]. Das sekretierte Protein scheint ziemlich inaktiv zu sein und erwirbt seine biologische
Aktivitdt erst bei einem sauren oder basischen pH-Wert [58]. Unter diesen Bedingungen
kénnen sich VacA-Monomere in die lipid rafts der Wirtszellmembran einlagern [59] und zu

porenférmigen Strukturen oligomerisieren, die zu einer erhdhten Permeabilisierung und
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schlieBBlich zur Depolarisierung der Plasmamembran flihren [60]. Des Weiteren flihrt aktives
VacA zur Bildung von grof3en cytoplasmatischen Vakuolen [61], zur Inhibierung der T-
Zellaktivierung [62] sowie zur Induktion des Zelltodes [63]. Obwohl alle H. pylori-Stamme
Uber ein vacA Gen verfligen, unterscheiden sie sich aufgrund eines Polymorphismus des

vacA Gens in der Cytotoxin-Produktion [64].

1.3 Pathogenese H. pylori- induzierter Erkrankungen

Eine H. pylori-Infektion induziert zuerst eine lokale Entzindung der Magenschleimhaut
(Gastritis), die in der akuten Phase der Infektion mit einer deutlichen Infiltration von
polymorphonukledren Zellen, insbesondere neutrophilen Granulozyten in die Lamina Propria
und in das Magenepithel verbunden ist [65, 66] und aus diesem Grund als akute Gastritis
bezeichnet wird [66]. Bei einer geringen Anzahl von infizierten Personen kann es zu einer
spontanen Eradikation von H. pylori und Heilung der Magenschleimhaut kommen [65]. Bei
den meisten Fallen ist jedoch das Immunsystem des Betroffenen nicht in der Lage die
Infektion zu beseitigen [65] und es kommt innerhalb von kurzer Zeit (bis zu 74 Tagen) zu
einer erhohten Infiltration von Makrophagen, T- und B-Lymphozyten sowie Plasmazellen und
somit zur Entwicklung einer chronischen Entzindung [66, 67]. Diese wird aufgrund der

Persistenz von neutrophilen Granulozyten als aktive chronische Gastritis bezeichnet [66].

Eine chronische Entzindung verlauft bei den meisten infizierten Personen (80%)
asymptomatisch [5]. Bei 10-20% kann es jedoch zur Ausbildung von Magen- und
Zwolffingerdarm-Geschwiren kommen [5]. Weniger als 0,1% der infizierten Personen
entwickeln ein so genanntes mukosaassoziiertes lymphatisches Gewebe (mucosa
associated lymphoma tissue, MALT) und bei etwa 1-3% entstehen Adenokarzinome [10]. Die
Entwicklung dieser Erkrankungen dauert in der Regel mehrere Jahrzehnte und hangt sowohl
von der Virulenz des jeweiligen H. pylori-Stammes als auch von der Immunreaktion des
infizierten Wirtes ab [9] und zeigt eine starke Korrelation mit dem Ausmal’ und Lokalisation
der Gastritis [68].

Die Mehrheit der asymptomatischen Personen entwickelt eine nicht atrophische milde
chronische Gastritis, die sowohl im Korpus als auch im Antrum des Magens verteilt ist und
daher als nicht atrophische Pangastritis bezeichnet wird (Abbildung 1.1). Bei diesen
Personen ist die Magensaure-Produktion annahernd normal [58]. Eine dominante
Entzindung im Antrum ist mit einer erhéhten Menge von Gastrin sowie einer Ubermalfigen
Magensaureproduktion assoziiert [69]. Letztere ist auf die relativ gesunde Korpus Mukosa,

die Saure-sezernierende Zellen, sogenannte Parietalzellen enthalt, zurtickzufihren [9]. Ein
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andauernd hoher Gastrin-Spiegel férdert sowohl eine permanente Saureproduktion als auch
das Wachstum von Parietalzellen [69]. Somit wird immer mehr Saure sekretiert. Dies fuhrt
auch zu einem Anstieg der Saurekonzentration im Zwolffingerdarm, was zu Gewebeschaden
und spater zur Bildung von Zwodlffingerdarmgeschwiren fihren kann [9]. Diese Art von
Gastritis ist bei Menschen am meisten verbreitet [68] und stellt ein geringes Risiko fir die
Entwicklung eines Magenkarzinoms dar [10].

A Speisershre
(Osophagus)

Fundus

H. pylori Kindheit
Korpus

Normale Magenschleimhaut

|

Akute H. pylori-Infektion

Pylorus Antrum B
Zwdlffinger kanal
-darm
(Duocdenum) Chronische H. pylori-Infektion
Antrum-dominante Nicht atrophische ~ Korpus-dominante atrophische

Gastritis Pangastritis Gastnns '
Zwélffingerdarm- Intestinale Magengeschwur
geschwiir Metaplasie
L
MALT-Lymphom Bysplacie
Asymptomatische \.
H. pyflorj'lnfektion Adenokarzinom
Fortgeschrittenes
1 Alter
Hohe Saureproduktion Niedrige S&ureproduktion

Abbildung 1.1 H. pylori -induzierte Erkrankungen. A:  Schematischer Aufbau des menschlichen
Magens. B: Verlauf von H. pylori-induzierten Erkrankungen. Zu einer H. pylori-Infektion kommt es in
der frhen Kindheit und es kann mehrere Jahrzehnte bis zur Entwicklung von schweren Erkrankungen
dauern. Die Mehrheit der infizierten Personen bleibt asymptomatisch. Personen mit starker
Magensaureproduktion sind pradisponiert fiur die Entwicklung von Zwdlffingerdarmgeschwiren,
dagegen ist eine geringe Saureproduktion mit der Entstehung von atrophischer Gastritis und

schlie3lich Adenokarzinomen assoziiert. Modifiziert nach [4] (A) und [5] (B) .
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Dagegen pradisponiert eine vorwiegende Entzindung des Magenkorpus zur Entstehung
einer atrophischen Korpus-Gastritis [68], die auf die Zerstérung von speziellen Magendriisen
und darin enthaltenen Parietalzellen zurtickzufiihren ist [4] und somit durch eine niedrige
Sauresekretion (Hypochlorhydrie) begleitet wird [70]. Bei Personen mit dieser Art von
Gastritis besteht ein erhdhtes Risiko fir die Entstehung von Magengeschwiiren sowie den
Vorstufen des Magenkarzinoms, intestinale Metaplasie und Dysplasie, und schlie3lich des

Adenokarzinoms [68].

Das Magenkarzinom steht an vierter Stelle der Prévalenz aller Karzinome und gilt als
zweithaufigste krebsbedingte Todesursache weltweit [4]. Global gesehen sind etwa 5,5%

aller infektionsbedingten Krebsfalle auf H. pylori zurtickzuftihren [10].

Eine weitere schwere Erkrankung in Folge einer H. pylori-Infektion stellen MALT dar.
Histologisch gesehen handelt es sich hier um lymphoepitheliale Lasionen, die als Folge einer
starken Infiltration und Besiedlung von Magendriisen durch neoplastische Zellen entstanden
sind [71]. Der Ursprung dieser neoplastischen Zellen liegt in autoreaktiven B-Zellen, die im
Laufe einer H. pylori-Infektion gebildet werden kénnen [71]. 90% aller MALT- Lymphome
sind auf eine Infektion mit H. pylori zurlckzufihren und kénnen im friihen Stadium bei etwa
80 % Patienten in Folge einer H.pylori-Eradikations-Therapie effektiv zurtickgebildet werden
[72].

1.4 Immunantwort auf H. pylori

Ahnlich wie bei anderen Pathogenen besteht eine Immunantwort auf eine H. pylori-Infektion
aus einer unspezifischen, angeboren und einer spezifischen, adaptiven Immunantwort. Bei
der angeborenen Immunantwort handelt es sich um einen schnelle, unspezifische Reaktion
zur Beseitigung von Pathogenen [73]. Hier werden bestimmte strukturelle Komponenten von
Bakterien, sogenannte pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen associated
molecular patterns, PAMPS) erkannt, die unter allen Bakterien hochkonserviert sind [74]. Die
Erkennung solcher bakteriellen Muster wird durch sogenannte Mustererkennungsrezeptoren
(pattern recognition receptors, PRRs) vermittelt [74], die auf der Oberflache von Zellen des
angeborenen Immunsystems wie neutrophilen Granulozyten [75], Monozyten, Makrophagen,
unreifen dendritischen Zellen [76] aber auch Magenepithelzellen [77] exprimiert werden. Die
Bindung von H. pylori-Komponenten durch diese Rezeptoren induziert in diesen Zellen die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie dem Tumornekrosefaktor alpha (TNFa),
Interleukin (IL) IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 [78]. IL-8 ist ein potenter chemotaktischer Lockstoff und

Aktivator neutrophiler Granulozyten [79] und wird in groRen Mengen von Epithelzellen nach
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einem direkten Kontakt mit H. pylori sezerniert [80]. Somit kommt es zu einer verstarkten
Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, die eine charakteristische
Zellkomponente in der H. pylori-induzierten Entziindung darstellen [66]. Laut Yiamaoka et al.
induzieren cagA-positive H. pylori-Stamme eine hohere Expression von IL-8 mRNA als
cagA-negative Stamme [81]. Die wesentliche Funktion von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen besteht in der Phagozytose und anschlieender Lyse der aufgenommenen
Bakterien sowie der Freisetzung antimikrobieller Substanzen [82]. H. pylori hat jedoch eine
Vielzahl von Mechanismen entwickelt, die ihm das Entkommen vor einem Angriff durch das
Immunsystem ermdglichen [38]. Somit kann die angeborene Immunantwort das Bakterium
nicht vollstandig eliminieren und tragt sogar durch die stdndige Freisetzung antimikrobiellen
Substanzen wie zum Beispiel Reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS) zur Schéadigung des
Gewebes bei [83]. Neben IL-8 sezernieren Magenepithelzellen sowie Monozyten in Folge
einer H. pylori-Infektion das Chemokin RANTES [84], das als ein starkes chemotaktische

Molekdl fur T-Zellen und Monozyten fungiert [85].

Zusatzliche Infiltration von T- und B-Lymphozyten in H. pylori-infiziertes Gewebe sowie die
Ausbildung von Lymphfollikeln deutet auf die Aktivierung der adaptiven Immunantwort hin.
Die adaptive Immunantwort gegen Bakterien basiert auf einer spezifischen Reaktion, die
gegen charakteristische bakterielle Epitope gerichtet ist [73]. H. pylori I6st sowohl eine
zellulare (Zell-vermittelte) als auch eine humorale (Antikorper-vermittelte) Immunantwort aus
[78].

T-Lymphozyten (T-Zellen) kdénnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: CD4-T-Zellen
und CDS8-T-Zellen. CDA4-T-Zellen, die auch T-Helferzellen genannt werden, kodnnen
intrazellulare Pathogene tdten und zwar durch Aktivierung von Makrophagen sowie
extrazellulare Krankheitserreger durch Stimulation von B-Lymphozyten dank deren
Produktion pathogen-spezifischer Antikdrper [82]. CD8-T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen
genannt, sind vor allem auf die Vernichtung von virusinfizierten Zellen spezialisiert [82].

In Magen von H. pylori-infizierten Personen wurde eine erhdhte Infiltration von sowohl CD4-
und CD8-T-Zellen beobachtet, jedoch Gberwiegen CD4-T-Zellen [86].

Die Aktivierung von CD4-T-Zellen erfolgt durch spezialisierte antigenprasentierende Zellen
(APC) wie zum Beispiel dendritische Zellen (DC), aber auch Makrophagen und B-Zellen [87].
Diese nehmen Antigene aus der Umgebung auf und prasentieren sie naiven
(antigenunerfahrenen) CD4-T-Zellen als Peptide auf sogenannten MHCII Molekilen. Die
Antigenerkennung erfolgt durch den T-Zell-Rezeptor auf der Zelloberflache der CD4-T-Zelle
[82]. Zusatzlich erhalten naive CD4-T-Zellen durch Bindung des Rezeptors CD28 der CD4-T-
Zelle an das B7.1- (CD80) oder B7.2- (CD86) Molekil der aktivierten APC ein ko-
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stimulierendes Signal, das fur eine vollstéandige Aktivierung wichtig ist [82]. AnschlieRend
kénnen aktivierte CD4-T-Zellen in zwei Hauptgruppen von T-Helferzellen (Ty-Zellen), in Tyl-
und Ty2-Zellen, differenzieren [88]. Dabei spielen Zytokine aus dem Umfeld eine
entscheidende Rolle [89]. IL-12, das von aktivierten Makrophagen und DCs produziert wird,
fordert die Entstehung von Tyl-Zellen [90]. Diese sezernieren grof3e Mengen an IL-2 und
Interferon gamma (IFNg) und fihren somit zu einer verstarkten Aktivierung von
Makrophagen, die daraufhin die zuvor aufgenommenen Pathogene effektiv abtoten kdnnen
[82]. Zusatzlich produzieren aktivierte Makrophagen eine erhéhte Menge von TNFa, IL-1, IL-
6 und IL-8 [82].

Dagegen fordert IL-4 die Differenzierung zu Ty2-Zellen, die wiederum IL-4, IL-5, IL-6, IL-13
produzieren. Diese Zytokine sowie eine direkte Interaktion von Ty2-Zellen mit B-Zellen
fordern die Aktivierung und Proliferation von B-Zellen [82]. Ein Teil der aktivierten B-Zellen
entwickelt sich zu Plasmazellen, die Immunglobuline (Ig) mit niedriger Affinitat sezernieren.
Ein anderer Teil der aktivierten B-Zellen wandert in primare Follikel eines lymphatischen
Organs, in welchem sie weiter proliferieren und sogenannte Keimzentren ausbilden, in denen
nach zahlreichen Modifikationen Plasmazellen mit hochaffinen Antikbrpern sowie
Gedachtnis-B-Zellen entstehen [82]. Spezifische Antikdrper konnen durch Anlagerung an
das erkannte Antigen zur Neutralisierung, Opsonisierung und somit verbesserter

Phagozytose des Antigens oder zur Aktivierung des Komplement-Systems fuhren [82].

Zudem verfugt das adaptive Immunsystem Uber mehrere T-Zell-Untergruppen, die eine
regulatorische Funktion erfillen. Von diesen sind die CD4'CD25'T-Zellen am besten
charakterisiert [91]. CD4'CD25'T-Zellen werden als naturliche T-regulatorische Zellen (Treg)
bezeichnet und werden im Thymus als eine funktionell reife und individuelle Subpopulation
von T-Zellen gebildet [92]. Sie unterdriicken die Proliferation und Zytokinproduktion von T-
Effektorzellen in einem kontaktabhangigen Prozess [91] und kénnen somit die Entwicklung

einer unkontrollierten Immunantwort sowie von Autoimmunerkrankungen verhindern [92].

Wahrend einer H. pylori-Infektion scheint der Ty1-Phénotyp dominant zu sein. T-Zellen aus
Magenbiopsien infizierter Menschen [93, 94], Mausen [95] und Affen [96] produzieren
hauptsachlich IFNg und TNFa. Diese Art von Immunantwort, die eigentlich zur Beseitigung
intrazellularer Pathogener geeignet ist, kann eine H. pylori-Infektion nicht effektiv eliminieren

und fordert sogar die Entstehung gastroduodenaler Erkrankungen [97].

Trotz der in vielen Studien beschriebenen dominanten Tyl-Immunantwort wurde in der

Magenmukosa von H. pylori-infizierten Patienten eine gesteigerte Anzahl von B-Zellen
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beobachtet [98]. Sowohl im Serum als auch im Magen infizierter Menschen wurden H. pylori-
spezifische Antikorper der Immunglobulinklasse IgM, 1gG und IgA nachgewiesen [99-101].
Die Rolle der mukosalen Immunglobuline in der H. pylori-Infektion ist jedoch nicht geklart.
Eine Studie von Keenan et al. hat gezeigt, dass spezifische IgG jedoch nicht IgA eine Rolle
im Schutz gegen H. pylori spielen kénnten, da eine H. pylori-Infektion in zuvor mit H. pylori-
Partikeln immunisierten Mausen zu einer erhéhten Produktion von IgG fiihrte was wiederum
in einer geringen Kolonisierung mit H. pylori resultierte [102]. Eine andere Studie mit
Immunglobulin-defizienten Mausen hat trotz des Fehlens der Immunglobuline, in den zuvor
immunisierten Mausen, eine ahnlich geringe Kolonisierung mit Helicobacter felis wie in den
immunisierten Wildtyp-Mausen nachgewiesen [103]. Es wurde auch gezeigt, dass B-Zellen
wahrend einer H. pylori-Infektion autoreaktive Antikdrper produzierten, die zur Pathogenese
beitragen [104].

Zusétzlich scheinen in der Regulation der H. pylori-Infektion CD4'CD25'T-Zellen eine
wichtige Rolle zu spielen. In der Magenschleimhaut H. pylori-infizierter Personen wurde eine
erhohte Infiltration von CD4'CD25'T-Zellen detektiert. [105]. Versuche mit H. pylori-infizierten
Mausen zeigen, dass die Depletion von CD4"'CD25"T-Zellen in einer erhohten Entziindung

resultierte, die jedoch mit einer niedrigeren bakteriellen Besiedlung verbunden war [91].

Die Tatsache, dass H. pylori trotz der ausgepragten adaptiven Immunantwort in seinem Wirt
ein Leben lang persistieren kann, ist einer Reihe von immunmodulierenden Mechanismen
zuzuschreiben. H. pylori-Stamme, die an ihren Lipopolysacchariden Lewis-Antigene
exprimieren, kénnen durch die Bindung von DC-SIGN-Lektinen an dendritischen Zellen die
Entwicklung von Ty1-Zellen inhibieren [106]. In der Studie von Wunder et al. wurde gezeigt,
dass H. pylori Cholesterin von seinem Wirt extrahiert, um es nach der Glykosylierung in die
eigene Membran einzubauen [107]. Somit entkommt H. pylori der Phagozytose durch
antigenprasentierende Zellen und inhibiert zugleich die Aktivierung von T-Zellen. Zudem
kann H. pylori durch die Erh6hung der Fas-Ligand-Expression die Apoptose von T-Zellen
induzieren [108].

1.5 Maus- und Zelladaptierter H. pylori

Die Pathogenese der H. pylori-assoziierten Erkrankungen wird sehr haufig an Mausmodellen
untersucht. Dieses Tiermodel bietet einen Vorteil nicht nur aufgrund ziemlich preiswerter
Haltung, sondern auch aufgrund der Verflugbarkeit einer grof3en Vielfalt an Inzucht-,
transgenen und mutierten Mausstdmmen [109]. Die Etablierung eines geeigneten H. pylori-

Stammes fur die Mausinfektion war mihsam, da die meisten Klinische H. pylori-Isolate aus
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Menschen nur eine niedrige Kolonisierungsrate in Mausen aufwiesen [110]. 1997 gelang es
jedoch Lee et al. ein klinisches H. pylori-Isolat an den Mausmagen zu adaptieren [110].
Dieser als H. pylori sydney strain 1(H. pylori SS1) bezeichnete Stamm kolonisiert langfristig
sowohl Korpus als auch Antrum verschiedener Mausestamme [110, 111]. In C57BL/6- und
BALB/c-Wildtypmé&usen induzierte H. pylori SS1 nach einer Infektionsdauer von 8 Monaten
eine deutlich ausgepragte aktive chronische Gastritis, die von einer Atrophie begleitet war
[110]. Daher findet dieser Stamm vor allem bei Studien zur Auswirkung chronischer
Entziindungen eine breite Anwendung. Das cagA sowie vacA Gen ist bei H. pylori SS1
vorhanden [110], die Toxine scheinen jedoch nicht funktionell zu sein. Dieses ist im Fall vom
CagA auf ein unvollstindiges cagPAIl zurtickzufiihren [112]. Das vacA Gen weist dagegen
einen sogenannten s2m2 Genotyp auf, der aufgrund verschiedener Modifikationen fir nicht
cytotoxische VacA-Proteine kodiert [113]. Aufgrund dieser genetischen Pradisposition ist
dieser Stamm fur Mause im Vergleich zu H. pylori-Stammen mit vollstandigem cagPAIl sehr

gut vertraglich und daher vor allem fir langfristige Studien geeignet [114].

Neben den Mausversuchen werden immer haufiger H. pylori-basierte Infektionsexperimente
in Zellkulturen durchgefihrt. Dieses System ermdglicht mit einem relativ niedrigen Aufwand
eine schnelle und ndhere Charakterisierung von konkreten molekularen Mechanismen. Aus
einer mittlerweile groBen Anzahl von H. pylori-Stammen, die zur Zellinfektion verwendet
werden, kommt H. pylori G27 zu verstarktem Einsatz. Dieser urspriinglich aus Patienten mit
einem Zwolffingerdarmgeschwir isolierte H. pylori-Stamm [115] ist sehr gut an die Zellkultur
adaptiert und aufgrund einer leichten Transformation auch fir genetische Manipulationen
geeignet [51]. H. pylori G27 ist cagA- sowie vacA-Gen positiv und deren Genprodukte sind
biologisch aktiv [116]. Da das CagA-Protein mit hoher Effizienz in die Zellkulturzellen
transloziert wird, ist dieser Stamm auch zur Analyse von CagA-spezifischen Effekten sehr
gut geeignet [117, 118].

1.6 Caveolen und Caveoline

Caveolen werden als 50-100 nm grof3e flaschenférmige Einstllpungen der Plasmamembran
definiert [119]. Sie konnen jedoch unterschiedliche Formen und zellulare Verteilungen
aufweisen [120-123]. Caveolen stellen eine Subklasse von lipid-reichen Membrandomanen
(,lipid rafts") dar und ahnlich wie lipid rafts sind sie reich an Cholesterin und Sphingolipiden
[123]. Eine charakteristische Protein-Komponente von Caveolen sind die sogenannten
Caveoline [124]. In Saugern wurden bis jetzt drei verschiedene Mitglieder der Caveolin-
Genfamilie charakterisiert: cavl [125], cav2 [126] und cav3 [127]. Zwar &hneln sich alle drei

Caveoline in ihrer Proteinstruktur, unterscheiden sich jedoch in ihren zellularen Verteilung
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und spezifischen Eigenschaften. Caveolin-1 und -2 werden meistens koexprimiert und bilden
zusammen stabile Hetero-Oligomere in den meisten Zelltypen, vor allem aber in
Fibroblasten, Endothelzellen, Zellen glatter Muskulatur, Myoblasten der Skelettmuskulatur
und Adipozyten [128].

Caveolin-1,2,3

Abbildung 1.2 Caveolae. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von kleinen Flaschen-
formigen Einstulpungen in der Plasmamembran humaner Fibroblasten. (B) Caveoline stellen

eine charakteristische Komponente von Caveolen dar. Modifiziert nach [3].

Caveolin-1 ist dabei sowohl fir eine stabile Expression als auch fir die Integritat des
Caveolin-2 in die Membran erforderlich [2]. Zusétzlich ist Caveolin-1, jedoch nicht Caveolin-2
in zahlreichen Zellen des Immunsystems darunter Makrophagen, dendritischen Zellen, CD4-
und CD8-T-Zellen vorhanden [129]. Caveolin-3 wird hauptsachlich in Zellen von Skelett-,

Herz- und Diaphragma-Muskeln exprimiert [127].

Caveolin-1 (Cavl), ein 21-24 kDa grol3es integrales Membranprotein, ist der wesentliche
Bestandteil der Caveolae und dient daher auch als Marker fiir dieses Organell [130]. Dariber
hinaus ist Caveolin-1 fir die Biogenese von Caveolen notwendig, da Caveolin-1-defiziente
Méause keine morphologisch definierbaren Caveolen aufweisen [131]. Umgekehrt bewirkte
eine Caveolin-1-Uberexpession in Zellen, die iber kein endogenes Caveolin-1 verfiigen, eine
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Induktion der Bildung von Caveolen [132]. Caveolin-1 findet man aber nicht nur in Caveolen,
sondern auch in manchen Zellen im Zytoplasma, Mitochondrien und sekretorischen Vesikeln
[133].

Eine allgemeine Funktion von Caveolin-1 und Caveolen ist bis jetzt nicht klar. Sie sind jedoch
beteiligt an zahlreichen zellularen Prozessen wie der Endozytose und somit verbundenem
Transport von Makromolekilen entlang des Endothels [134], der Regulation intrazellularer
Calcium-Konzentration [135], der Signaltransduktion [119] und der Cholesterinhomeostase
[136]. Zusatzlich werden Uber Caveolen nicht nur bakterielle Toxine wie das Cholera-Toxin
von Vibrio cholerae [137], sondern auch Viren wie das Siam Virus 40 [138], Polyoma Virus
BK [139] und sogar Bakterien wie Escherichia coli K1 [140] oder Chlamydia trachomatis
[141], in die Wirtszelle internalisiert. Da Caveolen normalerweise nicht mit Lysosomen
fusionieren [142], kdnnen Pathogene auf dieser Weise vor Degradierung in Lysosomen

geschitzt werden [143].

1.7 Caveolin-1-Protein

Das Caveolin-1-Protein ist Uber eine 33 Aminosauren (AS) lange, hydrophobe
Transmembran-Doméane (AS 102-134) in der Plasmamembran verankert [144] (Abbildung
1.3). Sowohl der Amino- als auch der Carboxyterminus sind im Zytosol lokalisiert [145].
Somit kann Caveolin-1 ungehindert mit zytosolischen Molekiilen interagieren [146]. Uber
eine am N-terminus liegende Doméne, die so genannte Oligomerisierungsdoméne (AS 61-
101), bildet Caveolin-1 Homo- und Hetero-Oligomere-Komplexe, die aus 14-16 Monomeren
bestehen und insgesamt eine GrolRe von 200-400 kDa aufweisen [147, 148]. Die
Oligomerisierung findet durch laterale Interaktion von a-Helices innerhalb der ersten 101
Aminosauren am N-terminalen Ende des Proteins statt und fuhrt damit zur Entstehung des
filamentaren Mantels der Caveolae [149]. Eine andere am N-Terminus liegende Doméne, die
so genannte Caveolin-1-Scaffolding-Doméane (CSD, AS 82-101), ermdglicht eine direkte
Interaktion des Caveolins-1 sowohl mit sich selbst als auch mit seinen Interaktionspartnern
[146, 150]. Der Carboxyterminus weist mehrere Palmitoylierungsstellen auf, die fir die

Bindung von Cholesterin und dessen Transport zur Caveolae notwendig sind [151].
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Abbildung 1.3 Primare Struktur und Topologie von Ca  veolin-l. A: Die vermutete
Membrantopologie von Caveolin-1. Zur Vereinfachung ist ein Dimer bestehend aus zwei Caveolin-1
Monomeren dargestellt. In der Wirklichkeit assoziieren etwa 14-16 Monomere zu einem einzelnen
Caveolin-1 Homooligomer. Uber eine Transmembrandomane ist Caveolin-1 in die Doppelschicht
der Plasmamembran inseriert. Sowohl Carboxy- als auch Aminoterminus ragen ins Zytosol. B

Caveolin-1 Doménen. Modifiziert nach [2].

1.7.1 Caveolin-1-Interaktionspartner

Caveolen stellen eine Art Anreicherungsstelle dar, da sie neben Caveolin-1, Cholesterin und
Sphingolipiden eine Vielzahl verschiedener Signaltransduktionsmolekile beinhalten kdnnen
[152]. Caveolin-1 interagiert direkt mit zahlreichen dieser Signalmolekilen, darunter H-Ras,
Src Tyrosin-Kinase der Src Familie, extrazellular-regulierten Kinasen (ERK1/2), Mitogen-
aktivierten ERK-Kinasen (MEK1/2), a Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen sowie
der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) [152]. Wie zuvor erwahnt, ist die
Caveolin-1-Scaffolding-Doméane (CSD) fur die Interaktionen des Caveolin-1 mit diesen
Proteinen zustandig. Diese 20 AS lange (81-101) am N-Terminus lokalisierte Domane
erkennt und bindet Proteine mit sogenanntem Caveolinl-bindenden Motiv (PXPXXXXD,
PXXXXDXXD oder PXPXXXXDXXDP) wobei & fur Tryptophan, Phenylalanin oder Tyrosin
steht und X eine beliebige Aminosaure darstellt [150]. Die CSD-Domaéane scheint nur die

inaktive Form des jeweiligen Molekils zu erkennen, da beim mutierten und somit konstitutiv
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aktivierten H-Ras [153] sowie heterotrimeren G-Proteinen [154] keine Bindung der CSD zu
beobachten war. Somit bewirkt Caveolin-1 in den meisten Fallen eine negative Regulation

des jeweiligen Interaktionspartners und dem damit verbundenen Signalweg.

Caveolin-1 kontrolliert nicht nur Zelluberleben [155], Proliferation [156], Migration [157],
Zellbarriere und Adhéasion [158], sondern auch Entzindungsreaktionen. Die Studie von
Garrean et al. hat gezeigt, dass eine Caveolin-1-bedingte Hemmung der eNOS in einer
positiven Regulation der NFkB-Aktivitat resultiert, was wiederum zu einer starkeren, durch
Lipopolysacharid (LPS) induzierten Lungenentziindung in Caveolin-1-Wildtyp-Mausen fuhrt
[159]. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass Caveolin-1 das angeborene
Immunsystem reguliert, indem es in Makrophagen den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) bindet
und daraufhin die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen beeintrachtigt [160]. Cav1-
KO-Mause reagieren auf eine Salmonella Typhimurium-Infektion aufgrund einer defekten
angeborenen Immunitat mit einer erhéhten Produktion von Entziindungszytokinen und einer
hohen Mortalitatsrate [161]. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Infektion mit Pseudomonas
aeruginosa, die in Cavl-KO Mausen zu einem deutlich starkeren Entziindungsgrad, aber

einer schwachen Elimination dieser Bakterien fuhrte [162].

1.7.2 Phosphorylierung von Caveolin-1

Caveolin-1 kann an mehreren Stellen phosphoryliert werden. Eine Phosphorylierung am
Serin 80 (Ser80) scheint wichtig fur die Sekretion des eigentlich membranstandigen
Caveolin-1 zu sein [163]. Durch die Phosphorylierung am Tyrosin wurde Caveolin-1
urspringlich entdeckt, da es das am starksten phosphorylierte Protein in Rous-Sarcoma-
Virus (RSV)-transformierten Zellen war [164]. Caveolin-1 weist mehrere potentielle
Tyrosinreste auf, die phosphoryliert werden kénnen [165]. Von diesen wird vorzugsweise
Tyrosin 14 (Tyrl4) durch Kinasen der Src Familie: Src, Abl und Fyn, erkannt und in der
Gegenwart zahlreicher Stimuli wie Insulin, vascular endothelial growth factor (VEGF),
Angiotensin |l, sowie oxidativen und hyperosmotischen zellularem Stress phosphoryliert
[165, 166]. Tyrl4-phosphoryliertes Caveolin-1 kann von verschiedenen Signalmolekilen, wie
zum Beispiel von dem Adaptorprotein Grb7, gebunden werden und daraufhin Signalwege,
die wichtig fur Zellwachstum und Zellbewegung sind, regulieren [167]. Es wurde gezeigt,
dass Tyrl4-phosphoryliertes Caveolin-1 die Migration von metastasierenden Zellen fordert,
indem es kleine Rho-GTPasen bindet und aktiviert [168]. Dariiberhinaus ist Tyrosin 14
phosphoryliertes Caveolin-1 fir die Stabilisierung der Fokalen-Adhasions-Kinase (FAK)
innerhalb der fokalen Adhasionen (FA) der Zelle wichtig [169].
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1.7.3 Regulation von Caveolin-1

Aufgrund der Hemmung zahlreicher Signalmolekiile wird dem Caveolin-1 eine Rolle als
negativer Regulator der Zell-Transformation [170] oder sogar als Tumorsupressor [171, 172]
zugeschrieben. Dies belegen etliche Studien. In Fibroblasten, die mit verschiedenen
Onkogenen transformiert wurden, war die Expression von Caveolin-1 sowohl auf mRNA- als
auch auf Protein-Ebene deutlich vermindert [173]. Dariiber hinaus ist die Caveolin-1-
Expression in einer Vielzahl von primaren Tumoren, wie zum Beispiel bei Magen- [174],
Dickdarm- [175], und Eierstocktumoren [172], sehr stark reduziert oder sogar komplett

verloren.

Die molekularen Mechanismen der Regulation der Cavl-Expression sind nicht ganz geklart.
Der humane CAV1-Promotor (Abbildung 1.4) verflugt Gber mehrere Sequenzabschnitte, die

von verschiedenen Transkriptionsfaktoren gebunden werden kénnen.

E2F/Dp-1
P53
SREBP1 Transkriptions-
start Translations-
l I 1 start
Bgl Il Sp1 -106 -62 ATG+1  +30
-781 -646 -395 -287 -148 T CAAT T T
| |7 |
1 I/ % A_ % - I INR
SRE SRE SRE Bgl Il LS
- 76 I Beginn
des 1. Introns
C-Myc

Abbildung 1.4 Die 5-flankierende Promotor-Region d es humanen Caveolin-1 Gens. Der
Promotor beinhaltet mehrere Sequenzabschnitte, die von verschiedenen Transkriptionsfaktoren
gebunden werden kdnnen. 66 bp stromaufwérts vom Translationsstartpunkt (+1) befindet sich eine
Initiator Sequenz (INR), an die C-Myc bindet. Die an der Position -148 liegende SP1-
Konsensussequenz wird zusatzlich von den Transkriptionsfaktoren E2F/Dpl sowie p53 erkannt. An
den Positionen -287, -395 und -646 liegen potentielle sterol regulatory elements (SRE), die vom

Transkriptionsfaktor SREBP1 gebunden werden kénnen. Modifiziert nach [1].

Das Onkogenprotein C-Myc bindet eine sogenannte Initiator Sequenz (INT), die 66 bp
stromaufwarts vom Translationsstart (+1) im CAV1-Promotor lokalisiert ist und hemmt
dadurch die CAV1-Expression [176]. Die Sequenz an der Position -148 &hnelt der
Konsensussequenz (CCGCCC) fur den Transkriptionsfaktor SP1 [1]. An diese bindet neben

dem Sp1 auch E2F/Dp-1 und somit entsteht ein Komplex, der zusatzlich von p53 stabilisiert
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wird und in der S-Phase von sich teilenden Hautfibroblasten zur Hemmung der CAV1-
Expression fuhrt [177, 178]. An den Positionen -287, -395 und -646 liegen drei G+C-reiche
Sequenzen, die 50-60% Homologie zu dem zehn Basen (ATCACCCCAC) langen Sterol-
regulatorischen Element (sterol regulatory element, SRE) des LDL Rezeptors aufweisen [1].
Eine Studie von Fielding et al. zeigt, dass bei einer niedrigen intrazellularen Cholesterin-
Konzentration der Transkriptionsfaktor SREBP1 an diese SRE-Sequenzen bindet und

Caveolin-1 mRNA Expression inhibiert [1].

1.8 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Caveolin-1 wird im Zusammenhang mit einigen Infektionen und der damit assoziierten
Immunantwort gebracht. Die Rolle des Caveolin-1 wahrend einer H. pylori-Infektion sowie
einer dadurch induzierten Magenentziindung war bisher nicht bekannt und sollte in der

vorliegenden Arbeit néher charakterisiert werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Funktion des Caveolin-1 in einer H. pylori-induzierten
Magenentzindung in vivo untersucht werden. Hier sollten Cavl-KO- und WT-Méause fir eine
Dauer von 11 Monaten mit H. pylori SS1 infiziert werden und hinsichtlich des Schweregrades
der Gastritis, pathologischen Verdanderungen sowie der Immunantwort miteinander
verglichen werden. Zudem sollte die Kolonisierung mit H. pylori in beiden Mausgenotypen

Uberprift werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte eine nahere Charakterisierung der Rolle von
Caveolin-1 in in vitro Infektionsexperimenten mit H. pylori G27 erfolgen. Aufgrund seiner
vielseitigen Funktionen, darunter die Steuerung der Internalisierung von Toxinen und
Pathogenen sowie die Regulation des Zelliberlebens, der Zellproliferation und der
Signaltransduktion konnte Caveolin-1 bei verschiedenen Aspekten der H. pylori-Infektion
eine Rolle spielen. So kdnnte Caveolin-1 zum Beispiel die Adhéasion von H. pylori an die
Magenepithelzellen, die Internalisierung des CagA-Toxins oder das Uberleben der infizierten
Zellen beeinflussen. Auch koénnte Caveolin-1 mit H. pylori oder CagA interagieren oder
CagA-induzierte Signalwege und die damit assoziierte Expression des IL-8 sowie die Bildung
von langesteckten nadelahnlichen Stressfilamenten, dem sogenannten humming bird

Phanotyp regulieren.

Da Caveolin-1 als ein multifunktionaler Interaktionspartner fungiert, sollten in der
vorliegenden Arbeit direkte Interaktionspartner von Caveolin-1 wahrend einer H. pylori-

Infektion identifiziert werden. Ein potentieller Interaktionspartner sollte ausgewahlt werden, in
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einen Expressionsvektor kloniert und durch Uberexpression auf die Relevanz der Interaktion

hin weiter untersucht werden.

Caveolin-1 kann am Tyrl4 in der Gegenwart verschiedener Stimuli, darunter zellularem
Stress, durch die Src Kinase phosphoryliert werden. Tyrl4-phosphoryliertes Caveolin-1
sowie phosphoryliertes Src konnen die Aktivitat der kleinen Rho-GTPasen regulieren und
somit die Zellmorphologie und Motilitét beeinflussen. Hier stellte sich die Frage, ob es durch
H. pylori-induzierten zellularen Stress zur Phosphorylierung von Caveolin-1 kommt und ob
zwischen Caveolin-1-exprimierenden und -defizienten Zellen Unterschiede in der Src-
Phosphorylierung sowie GTPasen-Aktivitat feststellbar sind und ob sich diese gegebenfalls

in Form von morphologischen Veranderungen, wie humming bird, niederschlagen.

H. pylori extrahiert Cholesterin aus der Wirtszellmembran. Bei Cholesterinmangel wird die
Expression des Cavl-Gens negativ durch den Transkriptionsfaktor SREBP1 reguliert.
Zudem stellt eine chronische H. pylori-Infektion ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung von
Magenkarzinomen dar, in denen Cavl meistens herunterreguliert ist. Daher sollte in
infizierten WT-Mausen sowie in Magenzelllinien eine Expressionsanalyse des Cavl-Gens
durchgefuhrt werden. Im Fall einer Reduktion der Cavl-Expression sollte SREBP1 als
potentieller Repressor in Bezug auf die SREBP1-Aktivierung, -Bindung an und -Interaktion

mit dem Cavl-Promotor analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Albumin Fraktion V (BSA)

Roth GmbH, Karlsruhe

Acrylamidlésung Rotiphorese Gel 30

Roth GmbH, Karlsruhe

Amoniumperoxodisulfat (APS)

Roth GmbH, Karlsruhe

Aqua (dH,0) DeltaSelect GmbH, Dreieich
Agarose Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Borsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Chloroform

Merck KgaA, Darmstadt

Desoxycholsaure (DCA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Roth GmbH, Karlsruhe

DNA-GroéRenstandard Gene Ruler 50bp

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

DNA-GroRRenstandard Gene Ruler 1 kb

NEB, Beverly MA, USA

DNA-Ladepuffer 6x Orange DNA Loading Dye

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

ECL Westernblotting Detections Reagents

GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK

Eosin

Apotheke Klinikum rechts der Isar

Essigsaure >99%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ethanol absolut

Merck KgaA, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluorescence mounting medium

Dako North America, Inc

Formaldehyd 37%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Glycerin Roth GmbH, Karlsruhe

Glycin Roth GmbH, Karlsruhe

Hamatoxylin Apotheke Klinikum rechts der Isar
HEPES Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Histoclear Roth GmbH, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Roth GmbH, Karlsruhe

Lithiumchlorid (LiCl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Tabelle 2.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien (

Fortsetzung)

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Magermilchpulver

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

3-Mercaptoethanol

Roth GmbH, Karlsruhe

Methanol

Roth GmbH, Karlsruhe

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure (MES)

Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumchlorid (NacCl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck KgaA, Darmstadt

Natriumorthovanadat (NazVO,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumthiosulfat (Na,S,053)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Paraformaldehyd

Roth GmbH, Karlsruhe

PBS Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

Pertex mounting medium

Medite GmbH, Burgdorf

Phenol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2-Propanol

Merck KGaA, Darmstadt

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Protein A/G PLUS-Agarose

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg

Protein A Agarose / Salmon Sperm DNA

Millipore Biosciences, Temecula CA, USA

Protein-Massenstandart Page  Ruler

prestained

Plus

Promega GmbH, Mannheim

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth GmbH, Karlsruhe

Silbernitratldsung (AgNO3) 2,5%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

TEMED

Roth GmbH, Karlsruhe

Tergitol NP-40

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tris Ultra Qualitat

Roth GmbH, Karlsruhe

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trypanblau 0,4%

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

TurboFect in vitro Transfection Reagent

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Tween 20

Roth GmbH, Karlsruhe
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2.1.2 Tiere
Tabelle 2.2 Verwendete Mause.
Maus Beschreibung Herkunft
Cavl knockout Homozygote Cavl knockout, Stamm Jackson Laboratory, Bar
(Cav1-KO) Cav1ltm1MIs/J; Bestandnummer 004585 Harbor, USA
Wildtyp (WT) Angepasster Kontrollstamm fir Cav1-KO, Jackson Laboratory, Bar

StammB6129SF2/J; Bestandnummer 101045 Harbor, USA

2.1.3 Zelllinien
Tabelle 2.3 Verwendete Zelllinien.
Zelllinie Beschreibung Herkunft/Referenz
AGS humane primare Magenagenokarzinomzellen ATCC, Manassas, USA
AGS/Cavl mit pcDNA3.1-Cavl stabil transfizierte AGS Burgermeister et al. 2007 [174]
AGS/LV mit pcDNAS3.1 stabil transfizierte AGS Burgermeister et al. 2007 [174]
HEK293 humane primare embryonale Nierenzellen ATCC, Manassas, USA
HepG2 humane hepatozelluldre Karzinomzellen ATCC, Manassas, USA
MDCK Hundenierenzellen ATCC, Manassas, USA
MKN45 humane Metastasen/Magenkarzinomzellen ATCC, Manassas, USA
NCI-N87 humane Metastasen/Magenkarzinomzellen ATCC, Manassas, USA

2.1.4 Bakterienstamme

Tabelle 2.4 Verwendete Bakterienstamme.

Stamm Eigenschafte n/Genotyp

Herkunft/Referenz

H. pylori G27 Klinisches Isolat, cagA+, vacA+

Covacii et al. 1993; Xiang et al.
1995 [115, 116]

H. pylori G27 | H. pylori G27, cagA’:Kan"

Stein et al. 2002 [179]

AcagA

H. pylori SS1 Klinisches Isolat, Tiermodell cagA+, vacA | Lee et al.1997, van Doorn et al.
(s2-m2) 1999 [110, 113]

E. coli DH5a F- 280lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR Invitrogen GmbH, Karlsruhe

recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl A-
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2.1.5 Plasmide

Tabelle 2.5 Verwendete Plasmide.

Plasmid

Relevante Eigenschaft

Herkunft/Referenz

pCR2.1 TOPO

Klonierungsvektor, Amp~, Kan"

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pEGFP-C1CagA

Enthélt eine vollstandige cagA Sequenz von H.
pylori G27, Kan®, Neo®

PD Dr. Roger Vogelmann

pGL2-BSEP luc, Amp", enthélt 2 kb Promotor des humanen | Dr. Elke Burgermeister
bile salt export pump (BSEP) Gens

pGL3-CAV1p Enthélt ein etwa 800 bp groRes Fragment des | Prade et al. 2012 [180]
humanen CAV1 Promotors (69 — 895 bp), luc+,
Amp"

pGL3-SRE luc+, Amp~, enthalt finf serum responsive | Stratagene Inc, La Jolla, USA
elements (SRE)

pRL-CMV Rluc, CMV Enhancer/Promotor, Amp" Promega GmbH, Mannheim

pTarget Expressionsvektor, CMV Enhancer/Promotor, | Promega GmbH, Mannheim
AmpR, Neo®

pTarget-Diclv4 Enthdalt humane Dcllv4 Variante, CMV | diese Arbeit

Enhancer/Promotor, AmpR, Neo®

2.1.6 Oligonukleotide

Alle in der Tabelle 2.6 angegebenen Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG

Operon, Ebersberg bezogen und mit dH,O auf eine Konzentration von 10 uM verdinnt.

Tabelle 2.6 Verwendete Oligonukleotide.

Oligonukleotid Vorwartssequenz (5° -3) Ruckwartssequenz (5" -3")
RT-qPCR

Maus Cavl AGCCGCGTCTACTCCATCA TCTCTTTCTGCGTGCTGATG
Maus 32M ATGGGAAGCCGAACATACG CAGTCTCAGTGGGGGTGAAT
Maus TNFa ACGGCATGGATCTCAAAGC GTGGGTGAGGAGCACGTAGT
Maus IFNg GCGTCATTGAATCACACCG TGAGCTCATTGAATGCTTGG
Maus CD4 AGGAAGTGAACCTGGTGGG CTCCTGCTTCAGGGTCAGTC
Maus CD19 GGACAGTGAACGTGGAGGT GGGCACATACAGGCTTTGTT
Maus CD25 AGAACACCACCGATTTCTG CTGTGGGTTGTGGGAAGTCT
Maus CD86 TCAGTGATCGCCAACTTCG TTAGGTTTCGGGTGACCTTG
Maus CCL5 ATATGGCTCGGACACCACC TCCTTCGAGTGACAAACACG
Maus CXCL1 GCTGGGATTCACCTCAAGA TGGGGACACCTTTTAGCATC
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Tabelle 2.6 Verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung ).

Oligonukleotid

Vorwartssequenz (5 -3")

Rickwartssequenz (5" -3")

RT-gPCR

Mensch CAV1 TCTCTACACCGTTCCCATCC CAGGTCGATCTCCTTGGTGT
Mensch B2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGATCT | TCTCTGCTCCCCACCTCTAT

Mensch IL-8 GTGCAGTTTTGCCAAGGAT CTCTGCACCCAGTTTTCCTT

Mensch ACS ATTGACTTGTGGTGGCATA CTGTGTGAACCACACCCTTG
Mensch HMGCOAS | CAAAAAGATCCATGCCCAT AAAGGCTTCCAGGCCACTAT
Mensch HMGCOAR | GGCATTTGACAGCACTAGA GCTGGAATGACAGCTTCACA
Mensch LDLR GCGAAAGAAACGAGTTCCG TGACAGACAAGCACGTCTCC
Hund Cavl TCTCTACACCGTTCCCATCC CAGGTCGATCTCCTTGGTGT
Hund R2M GCTACGTGTCAGGGTTCCT CATGCTTTACACGGCAGCTA

Nachweis von DLC1v1 und DLC1v4

DLC1vl CAGGCACACCAACAAACCTGCG GGCACAAGGCTCATCCTCGTCTG

DLC1v4 TTGAAGCCAAGGAAGCTTGT TCGTCTGAATCGTCACTTCG

EMSA

SRE3 AAGCACCCCAGCGCGGGACAACG | AGAACGTTGTCCCGCGCTGGGGT
TTCT GCTT

SRE3 Mut AATTAATTAATCGCGGGACAACGT | AGAACGTTGTCCCGCGATTAATTA
TCT ATT

ChiP

CAV1-300 GAGATGATGCACTGCGAAAA GCCAAAGGTTTGTTCTGCTC

Klonierung

DLC1v4 ATGGATCCATGTGCAGAAAGAAG | ATGCGGCGGCTCACCTAGATTTGG
CCGGACAC TGTCTTTGGTTTCAG

DNA-Sequenzanalyse

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

M13 FP TGTAAAACGACGGCCAGT

M13 RP CAGGAAACAGCTATGACC

2.1.7 Antikdrper und Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2.7 Verwendete Antikérper und Fluoreszenzfa rbstoffe.  WB= Westernblot,
IF=Immunofluoreszenz, IHC=Immunhistochemie, IP=Immunoprazipitation

Antikorper Verdinnung | Hersteller

Primére Antikorper

Ac-Histone H4 (Lys12) sc-34266 IP: 1:20 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
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Tabelle 2.7 Verwendete Antikdrper und Fluoreszenzfa

rbstoffe (Fortsetzung). WB=Westernblot,

IF=Immunofluoreszenz, IHC=Immunhistochemie, IP=Immunoprazipitation

Antikorper Verdiinnung | Hersteller
Primére Antikorper
B-Actin (AC-15) sc-69879 WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
Caveolin-1 (pY14) WB: 1:1000 BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg
Caveolin-1 (N-20) sc-894 WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
IF: 1:500
IP:1:20
CagA (b-300) sc-25766 WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
Cdc42 (RhoA/Racl/Cdc42 activation WAB: 1:1000 Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA
assay Kit)
DLC1 (C-12) sc-271915 WB: 1:700 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
F4/80 MF48000 IHC: 1:100 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
FAK (Al7) sc-557 WB: 1:800 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
HSP90 a/p (H-114) sc-7947 WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
Lamin A/C (H-110) sc-20681 WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
pFAK (397)-R sc-11765 WB: 1:800 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
SREBP-1 (C-20) sc-366 WB: 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
IP: 1:20
Phospho-Akt (Ser473) (193H12) WB: 1:1000 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
#4058 USA
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) | WB: 1:1000 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
(D3F9) #4511 USA
Phospho-p44/p42 MAPK (Erk1/2) WB: 1:1000 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) #9101 USA
Phospho-Src Family (Tyr416) (D49G4) | WB: 1:1000 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
#6943 USA
Racl (RhoA/Rac1/Cdc42 activation WB: 1:1000 Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA
assay Kit)
RhoA (RhoA/Rac1/Cdc42 activation WB: 1:1000 Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA
assay Kit)
H. pylori IF: 1:3000 Von Dr. Roger Vogelmann
Sekundare Antikorper
Alexa Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG | IF: 1:750 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Alexa Fluor 488 goat anti-chicken IgG | IF: 1:250 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biotinylated anti-rat IgG (H+L) BA- IHC: 1:500 Vector Laboratories, Burlingame, USA
4000
ECL Peroxidase labelled anti-mouse WB: 1:5000 Amersham Biosciences Europe GmbH,
antibody NA931VS Freiburg
ECL Peroxidase labelled anti-rabbit WB: 1:5000 Amersham Biosciences Europe GmbH,

antibody NA934VS

Freiburg
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Tabelle 2.7 Verwendete Antikdrper und Fluoreszenzfa

rbstoffe (Fortsetzung). WB=Westernblot,

IF=Immunofluoreszenz, IHC=Immunhistochemie, IP=Immunoprazipitation

Fluoreszenzfarbstoffe Verdiinnung | Hersteller

Alexa Fluor 488 Phalloidin IF: 1:100 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DAPI IF: 1:2000 Roth GmbH, Karlsruhe
2.1.8 Enzyme

Tabelle 2.8 Verwendete Enzyme.

Enzym Hersteller

BamHI 10 u/ul Promega GmbH, Mannheim

GoTaq Green Mastermix

Promega GmbH, Mannheim

JumpStart RedTagReady Mix

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

LightCycler 480 SYBRGreen | Master

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Notl 10 u/pl Promega GmbH, Mannheim

Proteinase K Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
RNase A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
T4 DNA Ligase Promega GmbH, Mannheim,

DNAse Set Qiagen GmbH, Hilden

0,25% Trypsin EDTA 1X

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.9 Antibiotika

Tabelle 2.9 Verwendete Antibiotika.

Antibiotikum

Hersteller

Ampicillin

Roth GmbH, Karlsruhe

Chloramphenicol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

G418 Sulfat

Calbiochem GmbH, Bad Soden

Gentamycin Lésung 50 mg/ml

Roth GmbH, Karlsruhe

Kanamycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Penicillin/Streptomycin Lésung

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Vancomycin

Roth GmbH, Karlsruhe
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2.1.10 Zellkultur Medien Puffer und Zusatze

Tabelle 2.10 Verwendete Zellkultur Medien Puffer un  d Zusétze.

Medium, Puffer, Zusatz Herstelller

DMEM Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DMEM/F-12 Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

RPMI 1640 Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fotales Rinderserum (FBS) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

L-Glutamin 200 mM 100X Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PBS pH 7,4 1X Invitrogen GmbH, Karlsruhe
2.1.11 Nahrmedien und Nahrbéden fur Bakterien

Tabelle 2.11 Verwendete Nahrmedien und Narbéden fir  Bakterien.

Medium, Nahrboden Hersteller

Brucella Broth Base B3051 (14,05 g /0,5 L | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

dH20)

Brain Heart Infusion Broth (BHI, 35 g/1 L dH20) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

LB-Medium Lennox(20 g/1 L dH,0) Roth GmbH, Karlsruhe

LB-Agar Lennox (35 g/1 L dH,0) Roth GmbH, Karlsruhe

Wilkins-Chalgren (WC) Blutagarplatten fur H. | Institut far medizinische Mikrobiologie,

pylori

Immunologie und Hygiene, Klinikum rechts der
Isar, Munchen

2.1.12 Kits

Tabelle 2.12 Verwendete Kits.

Kit

Hersteller

Avidin/Biotin Blocking Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

DAB Peroxidase Substrate Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Dual-GloLuciferase Assay System

Promega GmbH, Mannheim

Genome Plex Whole Genome Amplification Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

LightShiftChemiluminescent EMSA Kit

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Peq Gold Gel Extraction Kit

PEQLAB GmbH, Erlangen

Pure Yield Plasmid Miniprep system

Promega GmbH, Mannheim

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

RhoA/Rac1/Cdc42 Activation Assay Combo Kit

Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA

TOPO TA Cloning Kit (mit dem pCR2.1 TOPO)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 2.12 Verwendete Kits (Fortsetzung).
Kit Hersteller
Vectastain ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame, USA
Verso cDNA Kit Thermo Fisher Scientific, Surrey, UK
QIAshredder Qiagen GmbH, Hilden
2.1.13 Vebrauchsmaterialien
Tabelle 2.13 Verwendete Verbrauchsmaterialien.
Material Hersteller
Filterpapier Whatman 3mm OMNILAB-Laborzentrum GmbH & Co.KG,

Bremen

Deckglaser 22x22 mm und 22x50 mm

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

GasPak EZ anaerobe container System with

indicator

BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg

Kryordhrchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Kunststofkivetten 10x4x45 mm

SARSTEDT AG & CO., Nimbrecht

LightCycler 480 Multiwell Plate 96

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim

6-, 12-, 96-Lochplatten

BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg

Nitrozellulosemembran Protran BA83

Whatman GmbH, Dassel

Objekttrager SuperFrost Ultra Plus

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

PCR Gefal3e 200 pl multiply-pstrip Pro 8-strip

SARSTEDT AG & CO., Nimbrecht

Reaktionsgefale 1,5 und 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Roéntgenfilme Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK

Serologische Pipetten 2, 5, 10, 25, 50 ml

BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg

Shandon coverplate

Thermo Fisher Scientific, Surrey, UK

Sterile Watterstdbchen Raucotupf

Lohman& Rauscher GmbH, Rengsdorf

Zellkulturflaschen 25 und 75 cm?

BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg

Zellkulturschalen 10 mm

BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg

ZentrifugationsgefaRel5 und 50 ml

BECTON DICKINSON GmbH, Heidelberg

2.1.14 Apparaturen und Geréate

Tabelle 2.14 Verwendete Apparaturen und Geréte.

Apparatur, Geréat

Hersteller

Agarose-Gelelektrophoresesystem SubCell GT

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Analyse Wage Sartorius BL310

Sartorius AG, Goéttingen
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Tabelle 2.14 Verwendete Apparaturen und Gerate (For

tsetzung)

Apparatur, Geréat

Hersteller

Farbegestell Sequenza Slide Rack

Ted Pella, Inc., Redding USA

Fein Wage Sartorius research R180D

Sartorius AG, Gottingen

Fluoreszenzmikroskop AxioVert 200 M

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Hallbergmoos

Gelektrophoresesystem Mini-Protean Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Gewebeentwasserungsanlage Leica ASP300 S

Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Homogenisator Diax 900

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach

Konfokales Mikroskop LSM 510

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Hallbergmoos

LightCycler 480

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim

Luminometer GloMax 20/20

Promega GmbH, Mannheim

Mikroplatten-Messgerat Precision

Molecular Devices GmbH, Ismaning

Mikrowelle

Siemens AG, Miinchen

Nano Drop Spektrophotometer ND 1000

PEQLAB GmbH, Erlangen

BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg

Rotationsmikrotom Leica RM2145

Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Roéntgenfilmentwickler Processor SRX-

101A

Hyper

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

Roéntgenfilmkassette ABS X-Ray

CAWO

Schrobenhausen

Photochemisches Werk GmbH,

Scanner Epson Perfection 4990 Photo

Epson Deutschland GmbH, Meerbusch

Schittler IKA KS-125 Basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Stromgerét fiir Elektrophorese PowerPac Basic

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Rotator 2-1175

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg

Thermocycler Gene Amp PCR System 9700

Applied Biosystems, Forster City, USA

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg

Ultraviolet Crosslinker CL1000

UVP, Inc., Upland, USA

Ultraschal Sonoplus HD 2070

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin

Vortexer IKA MS 2 Minishaker

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Westernblotapparatur Mini Trans-Blot

Electrophoretic Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Zellkulturinkubator Heracell 240

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Zellkultur-Mikroskop Axiovert 40CFL

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Hallbergmoos

Zellzahler Countess automated cell counter

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Zentrifuge 5415R

Eppendorf AG, Hamburg
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2.1.15 Software

Tabelle 2.15 Verwendete Software.

Software Hersteller

Axio Vision Rel. 4.4 Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Hallbergmoos
ImageJ 1.45s Wayne Rasband NIH, MD, USA

LigtCycler 480 Software 1.5.0 Roche Diagnostic GmbH, Mannheim

Volocity Improvision, Tubingen

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit eukaryotischen Zellkulturen
2.2.1.1 Kultivierung von Zellen

Alle in der Tabelle 2.3 aufgelisteten Zellen wurden bei 37C, 5% CO, und 90% relativer
Luftfeuchtigkeit in belUfteten Zellkulturflaschen kultiviert. Als Kulturmedium wurde bei AGS-,
AGS/LV-, AGS/Cavl-, Hek293-, MDCK-Zellen DMEM-Medium, bei N87- und MKN45-Zellen
RPMI-Medium verwendet. Vor der Anwendung wurde den Medien 10% (v/v) FBS, 1% (v/v)
L- Glutamin und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin zugesetzt. Zudem enthielt das DMEM-
Medium fur AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen 250 pg/ml G418.

2.2.1.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 80-90% passagiert. Hierzu wurden
Zellen mit 2 ml (25 cm? Zellkulturflasche) oder 4 ml (75 cm? Zellkulturflasche) PBS
gewaschen, um somit die Reste von FBS zu entfernen welches sonst zur Hemmung der
Trypsinaktivitat fihren wirde. Folgend wurden die Zellen mit 0,5 ml (25 cm?
Zellkulturflasche) oder 1 ml (75cm? Zellkulturflasche) 0,25 % Trypsin EDTA beschichtet und
fur kurze Zeit im Zellkulturbrutschrank bei 37<C in kubiert bis sich die Zellen von der Flasche
gelost haben. AnschlieBend wurden die Zellen in 4 ml oder 11 ml des entsprechenden
Kulturmediums aufgenommen, resuspendiert und in einem Verdinnungsverhaltnis von 1:10

oder 1:20 in eine neue mit Kulturmedium befillte Flasche uberfihrt.
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2.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurde eine 75 cm? Zellkulturflasche mit etwa 90% konfluenten
Zellen trypsiniert (vgl. 2.2.1.2), die Zellen in 12 ml entsprechendem Kulturmedium
aufgenommen und in ein 15 ml Zentrifugationsgefa tberfuhrt. Durch Zentrifugation bei 4C,
1500 rpm wurden die Zellen pelletiert. Der Pellet wurde in 3 ml Einfriermedium (10% (v/v)
DMSO und 90% (v/v) FBS) resuspendiert und auf drei Kryoréhrchen verteilt. Das DMSO
verhindert die Ausbildung von Eiskristallen und schitzt somit die Zellen vor mechanischer
Zerstorung. Da es bei Raumtemperatur jedoch zytotoxisch auf Zellen wirkt, missen Zellen
im Einfriermedium schnell eingefroren bzw. aufgetaut werden. Das Einfrieren erfolgte zuerst
bei -20C und dann bei -80C. Anschlielend wurden d ie Zellen in flissigen Stickstoff

Uberfihrt, in dem sie auch gelagert wurden.

2.2.1.4 Auftauen von Zellen

Das Auftauen von Zellen sollte moglichst rasch erfolgen, um die toxische Wirkung von
DMSO zu lindern. Hierfur wurden zu den gefrorenen Zellen 0,5 ml Kulturmedium pipettiert,
um das im Einfriermedium befindliche DMSO zu verdinnen. Die Zellen wurden
anschliessend im Zellkulturinkubator bei 37<C aufge taut. Folgend wurden die Zellen in 4 ml
entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und bei 1500 rpm zentrifugiert, um das DMSO
zu entfernen. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium aufgenommen in eine 5 ml
Zellkulturflasche ausgesat und im Zellkulturinkubator bei 37C, 5% CO , und 90% relativer

Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt.

2.2.1.5 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Gerat Countess automated cell counter (Invitrogen
GmbH) verwendet. Hierzu wurden trypsinierte Zellen in dem entsprechenden Kulturmedium
aufgenommen und durch auf und ab pipettieren vereinzelt. Von der Zellsuspension wurden
in einem 1,5 ml Reaktionsgefa? 10 pl mit 10 pl Trypanblau 0,4% (1:1) vermischt. Dieser
blaue Farbstoff akkumuliert in perforierten, toten Zellen. Somit kann anhand der Farbe
zwische lebenden (farblos) und toten (dunkelblau) Zellen unterschieden werden. Von dem
Zell-Trypanblau Gemisch wurden 10 ul auf eine daftr bestimmte Zahlkammer vorgelegt und

ins Gerat eingefihrt. Dabei wurde eine Anzahl von vitalen Zellen pro Mililiter ermittelt.
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2.2.1.6 Transiente Transfektion

Mittels dieser Methode kann z.B. Plasmid-DNA vorriibergehend in eukaryotische Zellen
eingefuhrt werden. Als Transfektions-Reagenz wurde in der vorliegender Arbeit TurboFect
(Fermentas GmbH) verwendet. Dieses kationische Polymer bildet mit der zu transfizierenden
DNA stabile, positiv geladene Komplexe, welche zum einen die DNA vor dem Abbau

schiitzen und zum anderen die DNA-Aufnahme erleichtern.

Fir die transiente Transfektion wurden 3,5x10° AGS-; AGS/Cavl-, und HEK293-Zellen pro

Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat und fir 20 h inkubiert.

Pro Transfektionsansatz wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal? 400 ul FBS-freies Medium
(DMEM-/-) vorgelegt und dieses wurde mit 4 ug Plasmid-DNA vermischt. Dazu wurden 6 pl
TurboFect zugegeben und der entsprechende Transfektionsansatz wurde sofort durch
kurzes Vortexen gemischt und fur 15 min bei RT inkubiert, um somit die Bildung von
Turbofect-DNA-Komplexen zu ermdglichen. Der komplette Transfektionsansatz wurde
tropfenweise zu den Zellen zugegeben und gleichzeitig im Zellmedium durch eine kreisende
Bewegung der Platte verteilt. Es erfolgte die Inkubation im Zellkulturbrutschrank bei 37<C fur
16 h. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden fiir weitere 24
h im Zellkulturbrutschrank bei 37T inkubiert, womit eine ausreichende Expression des

jeweiligen Proteins ermdglicht werden sollte.

2.2.1.7 Dual-Luciferase Reporter Assay

Zur Untersuchung des Einflusses von H. pylori auf die Promotor- bzw. Enhancer-Aktivitat von
CAV1, SeRE, BSEP wurde Dual-Luciferase Reporter Assay System von der Firma Promega
angewendet. Dieses System basiert auf zwei Luciferasen, die Firefly und Renilla Luciferase.
Beide Luciferasen katalysieren die Oxidation ihres spezifischen Substrates und kdnnen somit
in getrennten Reaktionen untersucht werden. Die Firefly Luciferase dient als Reporter fur die
Aktivitdt des zu untersuchenden Promotors bzw. Enhancers, da ihre Expression in den
verwendeten Konstrukten von dem jeweiligen Promotor bzw. Enhancer reguliert wird. Die
Renilla Luciferase dagegen ist von einem viralen, konstitutiv aktiven Promotor (CMV)
reguliert und kann somit zur internen Kontrolle der Transfektionsrate genutzt werden. Als
Firefly Luciferase-Reporter-Konstrukte wurden in der vorliegenden Arbeit pGL3-CAV1p,
pGL3-SeRE, pGL2-BSEP (vgl. Tabelle 2.5) verwendet. Als Renilla Luciferase-Plasmid diente
pRL-CMV.
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Hierfir wurden 2x10° HEK293- bzw 2,5x10° MKN45-Zellen pro Vertiefung einer 12-
Lochplatte ausgesat und far 20 h inkubiert und wie folgt mit entsprechenden Plasmiden
transient transfeziert. Pro Transfektionsansatz wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 250 pl
FBS-freies Medium (DMEM-/-) vorgelegt. Zu jedem Reaktionsansatz wurden 0,02 pg pRL-
CMV-Plasmid pipetiert. Dazu wurden entweder 2 pg pGL3-CAV1p, oder pGL3-SeRE oder
pGL2-BSEP zugegeben und die Ansatze wurden durch kurzes Vortexen gemischt. Zu jedem
Transfektionsansatz wurden 4 pl TurboFect zugegeben. Der gesamte Ansatz wurde durch
erneutes kurzes Vortexen gemischt und fir 15 min bei RT inkubiert. Der komplette
Transfektionsansatz wurde tropfenweise zu den Zellen zugegeben und gleichzeitig durch
eine kreisende Bewegung der 12-Lochplatte im Zellmedium verteilt. Anschliel3end erfolgte
die Inkubation im Zellkulturinkubator bei 37C, fir 8 h. Folgend wurde das Medium
gewechselt und die Zellen fir 24 h weiter inkubiert. Danach wurde ein Teil der Zellen mit H.
pylori (MOI=100) infiziert (vgl. 2.2.2.6) wahrend der andere Teil (uninfizierte Kontrolle) mit H.
pylori Medium versetzt wurde. 16 h spater wurde das Kulturmedium vorsichtig abgesaugt.
Die Zellen wurden mit 150 pl 1x passiven Lysepuffer bedeckt und beim Schitteln auf einem
Schiittler fir 15 min, bei RT lysiert. Die Lysate wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefafd tberflhrt
und zusatzlich mehrmals hoch und runter pipettiert, um somit die Zellyse zu vervollstandigen.
Durch anschlieRende Zentrifugation bei 13.000 rpm fur 2 min, 4C wurden die unldslichen
Zellbestandteile pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
Ubertragen und auf Eis gestellt. Die Lysate wurden entweder sofort zur Messung der

Luciferase-Aktivitat verwendet, oder bis zur Verwendung bei -80C aufbewahrt.
2.2.1.7.1 Messung der Luciferase-Aktivitat

Die Messung der Luciferase-Aktivitat erfolgte im Luminometer GloMax 20/20 der Firma
Promega. Dabei wurde die Aktivitat in relativen Lichteinheiten (relative light Units, RLU)
erfasst. Hierzu wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefald 35 pl Luciferase assay reagent (LAR
I), welches das Substrat der Firefly Luciferase ist, mit 10 pl Proteinlysat gemischt und die
Aktivitat wurde sofort gemessen. Nach daraufolgender Zugabe von 35 pl Stop & Glo und
kurzem Vortexen wurde die Aktivitat der Renilla Luciferase gemessen. Die relative
Luciferase-Aktivitat der Fireffly Luciferase ergab sich aus der Differenz der Messwerte von

Firefly Luciferase und Renilla Luciferase.

2.2.1.8 MTT Assay

Diese Methode basiert auf der Verwendung des gelben, wasserléslichen Farbstoffs 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT), der nur in lebenden Zellen zu
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dunkel-violetten wasserunldslichen Formazon-Krystallen metabolisiert wird. Diese werden
dann nach Lyse der Zellen in Loésung gebracht. Die Menge an gebildetem Farmazol kann
photometrisch ermittelt werden und ist dabei direkt proportional zur Anzahl an lebenden,

proliferierenden Zellen.

Hierfir wurden 1x10* AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen pro Vertiefung einer 96-Lochplatte
ausgesat und fur 24 h inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen
wurden mit je 100 pl von H. pylori G27 wt-Suspension beschichtet, die zuvor auf eine MOI
von 1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500 und 1:2000 eingestellt wurde. Zur Kontrolle wurden
uninfizierte Zellen mit 100 pl H. pylori-Kulturmedium (DMEM/F12, 10% (v/v) FCS, 10% (v/v)
Brucella Broth, 10 pg/ml Vancomycin) versetzt. Alle Ansatze wurden in Triplikaten
durchgefuhrt. Nach anschlieBender Inkubation im Zellkulturbrutschrank bei 37<C fir 48 h
wurden zu dem Medium 10 ul MTT (5% w/v) zugegeben. Die Platte wurde vorsichtig hin und
her geschwenkt, wodurch das MTT im Medium besser verteilt werden sollte und fur 4 h bei
37T im Zellkulturbrutschrank weiter inkubiert. Danach wurden zu jedem Ansatz 100 ul
Lysepuffer (10% (w/v) SDS + 0.01 N HCI) gegeben und die Platte wurde im
Zellkulturinkubator bei 37T fur 12 h weiterinkubie rt. Wahrend dieser Zeit sollten zum einen
die Zellen vollstandig lysiert und zum anderen das gebildete Formazon vollstandig
solubilisiert werden. Die Messung der Absorption des gelésten Formazons erfolgte in einem
Mikrotiterplatten-Messgeréat (Precision, Molecular Devices GmbH) bei einer Wellenlange von

550 nm und Referenzwellenlange von 650nm.

2.2.1.9 Gentamycin Assay

Hierfir wurden 6x10° AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte
ausgesat und fur 16 h inkubiert. Folgend wurden die Zellen wie unter 2.2.2.6 beschrieben mit
H. pylori G27 wt (MOI=500) fur 2, 6, 16 und 24 h infiziert. AnschlieBend wurde durch
dreimaliges Waschen mit warmen PBS nicht adharente Bakterien entfernt und die Zellen fir
eine Dauer von 2 h im H. pylori-Kulturmedium (DMEM/F12, 10% (v/iv) FCS, 10% (v/v)
Brucella Broth, 10 pug/ml Vancomycin) inkubiert, dem zuséatzlich Gentamycin (200 pg/ml),
Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml) und Choramphenicol (100 pg/ml) zugegeben worden war.
Somit sollten alle Ubrig gebliebenen Bakterien getdtet werden. Danach wurden die Zellen
erneut drei Mal mit PBS gewaschen und anschlieend in 600 pl SDS-Lysepuffer
aufgenommen. Die Praparation von Gesamtzelllysaten erfolgte wie unter 2.2.5.1

beschrieben.
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2.2.1.10 Immunofluoreszenzfarbung

Fur die Immunofluoreszenzfarbung wurden die Zellnen wie unter 2.2.1.10.1-2.2.1.10.5
beschrieben ausgesat und infiziert. AnschlieBend wurden die Zellen drei Mal mit je 2 ml
warmen PBS gewaschen und daraufhin in 2 ml Fixierlésung (4% wi/v Paraformaldehyd (PFA)
in PBS) fir 15 min, RT fixiert. Das PFA wurde durch dreimaliges Waschen mit je 2 ml PBS
vollstandig entfernt und die Zellen wurden in 2 ml Permeabilisierungspuffer (0,4% (v/v)
Triton-X 100 in PBS) fur 10 min permeabilisiert, woduch auch intrazellulare Antigene besser
fur die Antikdrper zugénglich werden sollten. Die Zellen wurden erneut drei Mal mit je 2 ml
PBS gewaschen, mit 150 ul 100% FBS bedeckt und fur 30 min, bei RT inkubiert. Hierdurch
sollten unspezifische Bindungstellen gesattigt werden. AnschlieRend wurden die Zellen mit
150 pl einer Mischung aus dem spezifischen priméaren Antikdrper (Tabelle 2.7) und aus 1%
FBS (v/v) PBS-Losung beschichtet. Es erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4C. Zur
Detektion von H. pylori diente der Antikérper chicken anti-H. pylori (Verdiinnung 1:3000) und
zur Féarbung von Caveolin-1 der Antikorper rabbit anti-Caveolin-1 (Verdiinnung 1:500).
Ungebundene Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen fiir je 5 min mit je 2 ml PBS
entfernt. Folgend wurden die Zellen mit 150 pl sekundarem Antikdrper (in 1% FBS (v/v) PBS-
L6sung; Verdinnung entsprechend Tabelle 2.7) bedeckt und fir 1 h bei RT im Dunkeln
inkubiert, um die an die Antikérper gebundenen Fluorochrome vor Licht zu schitzen. Zur
Detektion von H. pylori wurde der Antikorper Alexa Fluor 488 goat anti-chicken (Verdiinnung
1:250) und zur Detektion von Caveolin-1 der sekundare Antikérper Alexa Fluor 594 donkey
anti-rabbit (Verdinnung 1:750) verwendet. Zur Visualisierung des Zytoskeletts (bei humming
bird) wurde dem sekundaren Antikdrper Alexa Fluor 488 Phalloidin (Verdinnung 1:100)
zugesetzt. Es folgte dreimaliges Waschen fur je 5 min mit je 2 ml PBS bei RT. Um die
Zellkerne sichtbar zu machen wurden die Zellen mit 150 pl 4°,6 Diamidino-2-phenylindol
(DAPI, Verdinnung 1:2000 in PBS) bedeckt und fir 10 min im Dunkeln inkubiert.
AnschlieRend wurden die gefarbten Zellen drei Mal fur je 5 min mit je 2 ml PBS bei RT
gewaschen, mit einem Tropfen Fluorescence mounting medium bedeckt und auf einem

Objektrager platziert. Die Praparate wurden bis zur Analyse im Dunkeln bei 4C aufbewabhrt.
2.2.1.10.1 Adhasion von H. pylori an AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen

Fir die Zahlung von adharenten Bakterien wurden 3x10° AGS/LV- bzw. AGS/Cavi-Zellen
pro Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesét, in die zuvor ein Deckglas (22 x 22 mm) gelegt
wurde. Die Zellen wurden dann fir 16 h inkubiert, um sich somit gut an das Deckglas
anheften zu kdénnen. Folgend wurden die Zellen drei Mal mit 2 ml warmen PBS gewaschen
und anschlielend mit H. pylori G27 (MOI=10) fir 30 min infiziert (vgl. 2.2.2.6). Durch



2. Material und Methoden 34

darauffolgendes dreimaliges Waschen mit je 2 ml PBS wurden nichtadhdrente Bakterien
entfernt. Die Zellen wurden mit 2 ml frischen H. pylori-Kulturmedium bedeckt und fur weitere
2 h im Zellbrutschrank bei 37 inkubiert. Anschlie Rend wurden die Zellen erneut drei Mal
mit PBS gewaschen und H. pylori, Caveolin-1 und die Zellkerne wurden wie unter 2.2.1.10
beschrieben gefarbt. Fertige Praparate wurden mittels des Fluoreszenzmikroskops AxioVert
200 M (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) bei einer 630-fachen Vergréf3erung untersucht.
Dabei wurden 5 Sichtfelder mit mindestens 10 Zellen pro Sichtfeld analysiert. Die Zahl an
Bakterien, die an einer Caveolin-1-losen oder -exprimierenden Zelle adhériert hatten, wurde
bestimmt und aus drei unabhangigen Experimenten wurde der Mittelwert + Standardfehler
gebildet. Zudem wurden représentative digitale Bilder erstellt, die mit der Software Axio

Vision Rel. 4.4 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) bearbeitet wurden.
2.2.1.10.2 Humming bird in AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen

Fir die Analyse des humming birds Phanotyps wurden 3x10° AGS/LV- bzw. AGS/Cav1l-
Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat, in die zuvor ein Deckglas (22 x 22 mm)
gelegt wurde. Die Zellen wurden fir eine Dauer von 24 h inkubiert, drei Mal mit PBS
gewaschen und anschlielend mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert. Folgend
wurden die Zellen erneut drei Mal mit PBS gewaschen und das Caveolin-1, Zytoskelett und
die Zellkerne wurden wie unter 2.2.1.10 beschrieben gefarbt. Fertige Préparate wurden an
dem Fluoreszenzmikroskop AxioVert 200 M (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) analysiert. Die
Quantifizierung erfolgte bei einer 400-fachen VergroRerung. Pro Experiment wurden
mindestens 10 Sichtfelder mit mindestens 10 Zellen pro Sichtfeld quantifiziert. Die Anzahl an
Zellen mit langestreckten, nadelférmigen Strukturen wurde in Bezug zu der Gesamtzellzahl
(100%) von Caveolin-1-exprimierenden oder -losen Zellen pro Sichtfeld gesetzt. Von drei
unabhéngigen Experimenten wurde der Mittelwert + Standardfehler errechnet. Auch hier
wurden reprasentative digitale Bilder erstellt, die mit der Software Axio Vision Rel. 4.4 (Carl

Zeiss Microlmaging GmbH) bearbeitet wurden.

2.2.1.10.3 Humming bird , flachige Ausbreitung in AGS/LV- und AGS/DLC1v4-
Zellen

Fur die Analyse von humming bird bzw. der flachigen Ausbreitung (cell spreading) in DLC1v4
iiberexprimierenden AGS-Zellen wurden 3,5x10° parentale AGS-Zellen pro Vertiefung einer
6-Lochplatte ausgesat, in die zuvor ein Deckglas (22 x 22 mm) gelegt wurde. Die Zellen
wurden fir eine Dauer von 24 h inkubiert und dann wie unter 2.2.1.6 mit leerem Vektor
pTarget (pT) oder DLC1v4 exprimierendem Vektor pT-DLC1v4 flr 24 h transient transfiziert.
Im Folgenden wurden die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und mit H. pylori G27 wt



2. Material und Methoden 35

(MOI=100) fur 16 h infiziert (vgl. 2.2.2.6). AnschlieBend wurden die Zellen erneut drei Mal mit
PBS gewaschen und das Zytoskelet sowie die Zellkerne wurden wie unter 2.2.1.10
beschrieben gefarbt. Fertige Praparate wurden an dem Fluoreszenzmikroskop AxioVert 200
M (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) bei einer 400-fachen Vergrof3erung analysiert. Pro
Experiment wurden mindestens 10 Sichtfelder mit mindestens 10 Zellen pro Sichtfeld
quantifiziert. Die Anzahl an Zellen mit langestreckten, nadelférmigen Strukturen bzw. einer
flachigen Ausbreitung wurde in Bezug zur Gesamtzellzahl (100%) der mit pT-DLC1v4 bzw.
pT transfizierten Zellen pro Sichtfeld gesetzt. Von drei unabhéngigen Experimenten wurde
der Mittelwert + Standardfehler errechnet. Représentative digitale Aufnahmen wurden mit der

Software Axio Vision Rel. 4.4 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) bearbeitet.
2.2.1.10.4 Lokalisierung von H. pylori und Caveolin-1

Zur Analyse der Lokalisation von H. pylori und Caveolin-1 wurden 3x10° MKN45- und
MDCK-Zellen auf ein Deckglas (22 x 22 mm) in die Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat
und fur 16 h inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen wie unter 2.2.2.6 beschrieben mit H.
pylori (MOI=10) fur 30 min infiziert, gewaschen und fir weitere 2 h im Zellbrutschrank
inkubiert. H. pylori, Caveolin-1 und die Zellkerne wurden wie unter 2.2.1.10 gefarbt und die
fertigen Praparate wurden mit dem konfokalen Mikroskop LSM510 (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH) bei einer 630-fachen VergroBerung analysiert. Die aufgenommenen

dreidimensionalen Bilder wurden mittels Volocity (Improvision, Tibingen) rekonstruiert.
2.2.1.10.5 Lokalisierung von CagA und Caveolin-1

Zur Analyse der Lokalisation von CagA und Caveolin-1 wurden 3,5x10° AGS/Cavi-Zellen auf
ein Deckglas (22 x 22 mm) in die Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat, fir 20 h inkubiert
und wie unter 2.2.1.6 beschrieben mit EGFP-CagA fur 16 h transient transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden Caveolin-1 und die Zellkerne wie unter 2.2.1.10 beschrieben gefarbt
und die fertigen Praparate wurden mit dem konfokalen Mikroskop LSM510 (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH) bei einer 630-fachen VergroRerung analysiert. Die aufgenommenen

dreidimensionalen Bilder wurden mittels Volocity (Improvision, TUbingen) rekonstruiert.
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2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Auftauen und Anzucht von H. pylori

Ein 1,5 ml Reaktionsgefald mit gefrorenen H. pylori G27 bzw. H. pylori SS1 wurde auf Eis
gelegt und langsam aufgetaut. Der gesamte Inhalt des ReaktionsgefafRes (100 pl) wurde auf
eine zuvor fur 20 min bei RT vorgewarmten Wilkins-Chalgren (WC)-Blutagarplatte
ausplattiert. Die Inkubation erfolgte im Bakterienbrutschrank bei 37C, 10% CO,, 5% O,,
85% N, fiir 48-72 h.

2.2.2.2 Kultivierung von H. pylori G27

H. pylori G27 ist ein zelladaptierter Stamm. Die Kultivierung erfolgte in einer Kokultur mit
MDCK-Zellen, die zuvor zu einem vollstandig polarisierten Monolayer ausdifferenziert waren.
Die gesamte Bakterienkultur von einer WC-Blutagarplatte wurde mit einem sterilen
Wattestdbchen abgestrichen und in 2 ml H. pylori-Kulturmedium (DMEM/F12, 10% (v/v)
FCS, 10% (v/v) Brucella Broth, 10 pg/ml Vancomycin) resuspendiert. Eine 72 cm?
Kulturflasche mit MDCK-Zellen (Konfluenz von 100%) wurde drei Mal mit jeweils 5 ml PBS
gewaschen, um Antibiotikariickstdnde zu entfernen, die das Wachstum von H. pylori
hemmen konnten. AnschlieRend wurden die MDCK-Zellen mit 10 ml H. pylori-Kulturmedium
bedeckt und dazu wurden 2 ml der zuvor bereiteten H. pylori G27-Suspension pipettiert.
Nach einem kurzen Schwenken erfolgte die Inkubation im Zellkulturinkubator bei 37C, 5%
CO,, 95% rel. Luftfeuchtigkeit. Jeden Tag wurde der bakterienhaltige Kulturiiberstand
vollstdndig abgenommen und mikroskopisch auf die Beweglichkeit und Zellform (spiralférmig
oder kokkoid) untersucht und bei Bedarf fiir eine Infektion benutzt oder verworfen. Die in der
Flasche verbliebenen MDCK-Zellen wurden mit 12 ml warmen H. pylori-Kulturmedium
bedeckt und im Zellbrutschrank bei 37 bis zum nac hten Tag weiter inkubiert. Da die
MDCK-Zellen aufgrund des Vorhandenseins von H. pylori nach ein paar Tagen abgestorben
sind, wurde alle drei bis vier Tage eine neue Flasche mit MDCK-Zellen bereitgestellt und mit
2 ml H. pylori G27-haltigem Kulturiberstand beimpft. Diese Art von Bakterienkultur wurde

hdchstens ein Monat lang gehalten. Danach wurden frische Bakterien aufgetaut.

2.2.2.3 Bestimmung der optischen Dichte von H. pylori

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte in dem BioPhotometer (Firma Eppendorf
AG) bei einer Wellenlange von 600 nm (ODgg). Hierzu wurden 900 pl H. pylori-Kulturmedium

mit 100 ul bakterieller Suspension (Verdinnung 1:10) in einer Kunstoffkivette gemischt und



2. Material und Methoden 37

die ODgyp wurde ermittelt. Als Leerwert diente 1 ml H. pylori-Kulturmedium. Nach
Substrahieren des Leerwertes und Multiplizieren mit dem Verdinnungsfaktor erhielt man den
tatsachlichen ODggo-Wert von H. pylori. Dieser entspricht bei einem Wert von 1 ca. 2 x 10° H.

pylori pro Milliliter [181].

2.2.2.4 Herstellung von H. pylori SS1-Inokkulat zur Mausinfektion

Fur das Inokkulat wurde H. pylori SS1 wie in 2.2.2.1 beschrieben aufgetaut und auf einer
WC-Blutagarplatte angezichtet. Von der Platte wurden Bakterien mit einem sterilen
Wattestdbchen abgenommen, in 1 ml H. pylori-Kulturmedium resuspendiert und je 100 pl
wurden auf vier vorgewarmte WC-Blutagarplatten ausplattiert und fir 48 h inkubiert. Von den
bewachsenen Platten wurden Bakterien mit einem sterilen Wattestabchen abgenommen und
in 1 ml sterilen Brucella Broth resuspendiert. Die ODgoo Wurde wie unter 2.2.2.3 beschrieben

bestimmt. Fir die Inokulation von Mausen wurde eine ODgy = 5 eingestellit.

2.2.2.5 Infektion von Mausen

Drei Monate alte B6129 WT- und Cav1l-KO-Mause wurden dreimal hintereinander im
Abstand von zwei Tagen oral mit jeweils 0,2 ml Inokulationssuspension (siehe 2.2.2.4)
infiziert. Dazu wurden die Mause 6 h vor der Infektion und 1 h nach der Infektion in leeren
Kafigen mit Trinkmdglichkeit, aber ohne Nahrung und Streu gehalten, um somit eine

effiziente Infektion durch H. pylori SS1zu ermdglichen.

2.2.2.6 Infektion von eukaryotischen Zellen

Zur Infekion von eukaryotischen Zellen wurde H. pylori SS1 von der WC-Blutagarplatte
abgenommen und in 5 ml warmem H. pylori-Kulturmedium resuspendiert. Bei der Infektion
mit H. pylori G27 wurde der Kulturiiberstand der Bakterienkultur bei 4000 rpm abzentrifugiert
und das Pellet in 3 ml warmem H. pylori-Kulturmedium aufgenommen. Folgend wurde die
optische Dichte gemessen und mit frischem H. pylori-Kulturmediumedium auf eine ODggpo= 1
eingestellt, sodass etwa 2 x 10° Bakterien pro Milliliter [181] vorhanden waren. Je nach
Versuch wurde die Infektion mit H. pylori mit unterschiedlichen multiplicity of infection (MOI)
durchgefiuhrt. Diese gibt die Anzahl von Bakterien an, die eine Zelle infizieren kénnen. Die zu
infizierenden Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit 100 pl (96-Lochplatte), 2 ml

(6-Lochplate), 1 ml (12-Lochplatte), 10 ml (10 cm Schale) einer, zuvor auf die entsprechende
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MOI eingestellten, H. pylori-Suspension beschichtet. Die Infektion erfolgte im
Zellkulturinkubator bei 37C, 5% CO ,, 95% rel. Luftfeuchtigkeit.

2.2.2.7 Bestimmung von colony forming units (CFU)

Die Bestimmung von kolonienbildenden Einheiten (colony forming units, CFU) aus infiziertem
Gewebe erfolgte nach Rad et al., 2006. Hierzu wurde ein 1 mm? groRBes Magenstiickchen
gewogen, in 5 ml Brucella Broth aufgenomen und fir 10 min gevortex, um so die Bakterien
von dem Gewebe zu separieren. Daraufhin wurden Verdiinngen (1:10, 1:100 und 1:1000)
erstellt und von diesen wurden jeweils 100 pl auf je eine WC-Blutagarplatte plattiert. Die
Inkubation der WC-Blutagarplatten erfolgte im Bakterienbrutschrank bei 37C, 10% CO ,, 5%
0,, 85% N, fur 4-5 Tage. Die Anzahl an gewachsenen Kolonien pro Platte wurde mit dem
entsprechenden Verdinnungsfaktor multipliziert und auf das Gewicht des entspechenden

Magenstiicks normalisiert

2.2.3 Tierexperimentelle Methoden

2.2.3.1 Organentnahme

11 Monate nach der Infektion wurden die Mause mit einer hohen Konzentration von
Narkosemittel Isofluran narkotisiert und durch Genickbruch getdtet. Nach Aufschneiden der
Bauchdecke wurden die Magen entnommen. Diese wurden mit Hilfe einer Kanile mit
Wasser gespiilt, um Nahrungsreste zu entfernen. Vom Antrum wurden zwei je 1 mm? groRe
Streifen abgeschnitten. Eines davon wurde fur die CFU-Bestimmung (vgl. 2.2.2.7) und das
andere fur die RNA-Praparation (vgl. 2.2.4.3.1) verwendet. Der restliche Magen wurde in
eine Fixierlosung (4% w/v Paraformaldehyd (PFA) in PBS) Uberfuhrt und Gber Nacht bei 4C
fixiert. Am folgenden Tag wurden die Magen in ein 70% Ethanol-Wasser-Gemisch tberfiihrt.
Die Magen wurden entlang der grof3en und kleinen Kurvaturen in zwei Halften geteilt. Diese
wurden in separate Einbettkassetten platziert und in der Gewebeentwasserungsanlage Leica

ASP300 (Leica Microsysteme Vertrieb GmbH) tber Nacht entwassert.
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2.2.4 Molekularbiologische und genetische Methoden

2.2.4.1 Transformation von Plasmid-DNA

Zur Vervielfaltigung von Plasmiden diente E. coli DH5a. Dieser Stamm wurde in Form
chemisch kompetenter Zellen von der Firma Invitrogen GmbH als Gefrierkultur bezogen. Zur
Transformation wurde ein 50 pl Aliquot auf Eis aufgetaut, 1 pl Plasmid-DNA (ca. 200 ng)
wurde dazu pipettiert und der gesamte Ansatz fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem
darauffolgenden Hitzeschock bei 42C fir 90 s, wurd en die Zellen fir 5 min auf Eis gekiihlt,
in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fur 1 h auf einem Thermoschuttler bei 37C, 370 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 2 min,
bei RT pelletiert und das Pellet wurde in 250 pl LB-Medium resuspendiert. Von dem Ansatz
wurden 50 pl auf eine LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Platten

wurden in einem Bakterienbrutschrank bei 37<C inkub iert.

2.2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Hierzu wurde von einer LB-Platte mit einer sterilen Pippettenspitze eine Kolonie
abgenommen und in ein Greiner-Réhrchen Uberfiihrt, welches mit 3 ml LB-Medium sowie
entsprechendem Antibiotikum (Verdinnung 1:1000) befillt war. Nach darauf folgenden
Ubernachtinkubation auf einem Schiittler bei 37C, 370 rom wurden die Bakterien bei
maximaler Geschwindigkeit, fir 5 min zentrifugiert und die Plasmid-DNA wurde mit dem Pure
Yield Plasmid Miniprep system Kit der Firma Promega GmbH nach Angaben des Herstellers

prapariert.

2.2.4.3 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit der Firma Quiagen GmbH nach

Angaben des Herstellers gewonnen.
2.2.4.3.1RNA-Isolierung aus dem Gewebe

Hierzu wurde das Gewebe (GréRe 1 mm?) in 600 pl Lysepuffer (1% (v/v) R-Mercaptoethanol
in RLT-Lyse-Puffer) aufgenommen und mit dem Homogenisator Diax 900 (Heidolph
Instruments GmbH) homogenisiert. Das Homogenisat wurde zusétzlich auf eine Qia-
shredder spin column tberfuhrt und fiir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert um

damit die noch nicht lysierten Gewebefragmente abzutrennen. Um eine vollstandige Lyse



2. Material und Methoden 40

und damit auch héhere RNA-Ausbeute zu erzielen wurde der Durchfluss 20 Mal auf und ab
pipettiert. Die gesamte RNA wurde durch anschlielende Zugabe von 600 pl 70% Ethanol
(1:1) zu dem Gewebelysat geféllt. Das komplette Gemisch wurde auf eine RNeasy-Spin-
Saule gegeben und bei 10.000 rpm fir 15 s zentrifugiert. Hierbei bindet die RNA an die
Saulen-Matrix (Silikat). Die durchgeflossene FliRRigkeit wurde verworfen. Die gebundene
RNA wurde mit 350 pul RW1-Puffer gewaschen und fir 15 s, bei 10.000 rpm zentrifugiert. Um
madgliche DNA-RUckstédnde aus der Probe zu entfernen, wurde auf die Saule 80 pl DNAse-
Losung (10 pl DNAse und 70 pl RBD Puffer, beide von DNAse Set der Firma Quiagen
GmbH) pipettiert und die Reaktion fir 15 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die RNA
erneut gewaschen. Der erste Waschschritt erfolgte durch Zugabe von 350 pl RW1 Puffer auf
die Séule und Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 15 s. Im darauffolgenden Waschschritt
wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saule Uberfihrt und diese fir 15 s bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde durch eine erneute Zugabe von 500 pl RPE auf die Saule
wiederholt und diese 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Saule fur 1
min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert womit der restliche Ethanol von der Saule
entfernt wurde. Die Saule wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald transferiert und die
RNA wurde durch Zugabe von 35 pl RNAse-freiem dH,O auf die Saule und anschlieRende
Zentrifugation fur 1min bei 10.000 rpm eluiert. Die RNA wurde bei -80T gelagert.

2.2.4.3.2RNA-Isolierung aus Zellen

Hierfir wurden Zellen aus einer Vertiefung einer 6-Lochplatte mit einer Konfluenz von 90%
(ca.1x10° Zellen) einmal mit PBS gewaschen und mit 350 pl Lysepuffer (1% (viv) R-
Mercaptoethanol in RLT-Lyse-Puffer) bedeckt. Die Zellen wurden von der Platte mit Hilfe
eines Zellschabers getrennt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Der Lysat wurde 20
Mal auf und ab pipettiert und die RNA wurde durch Zugabe von 350 pl 70% Ethanol
préazipitiert. Folgende Schritte erfolgten wie bei der RNA-Préparation aus Gewebe (vgl.
2.2.4.3.1).

2.2.4.4 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Bestimmung der isolierten DNA- und RNA-Konzentration erfolgte spektrometrisch mit
Hilfe des NanoDrop ND-1000 der Firma PEQLAB GmbH.
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2.2.4.5 Herstellung von cDNA durch reverse Transkri  ption

Reverse Transkription dient zum Umschreiben von mRNA in eine einzelstrdngige DNA-

Sequenz. Diese wird auch als komplemetare DNA (complementary DNA, cDNA) bezeichnet.

Zur cDNA Synthese wurde der Verso cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Hierflr
wurde 1 pug RNA mit RNase freiem dH,O auf ein Volumen von 12 ul aufgefillt und der
Reaktionsansatz mit 4 pl 10x Puffer, 2 pl dNTP, 1 yl Random-Hexamerprimer, 0,5 pl
Stabilizator und 0,5 pl reverse Transkriptase vervollstéandigt. Die cDNA Sythese erfolgte in
der PCR-Maschine Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) bei folgenden
Bedingungen: 45<C fir 30 min, 95T fur 2 min. Danac h wurde die cDNA auf 4C gekihlt und
durch Zugabe von 20 ul dH,O verdinnt.

2.2.4.6 Amplifikation von cDNA mittels Polymerase-K  ettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von definierten DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) durchgefiihrt. Fir die meisten PCR Reaktionen wurde der
Go Tag Green Mastermix von der Firma Promega verwendet. Es handelte sich dabei um
eine Fertigmischung aus einer Taqg DNA-Polymerase, dNTPs, MgCl, sowie geeignetem
Reaktionspuffer. FUr einen Reaktionsansatz wurden auf Eis, in ein 200 yl PCR-Gefaf, 6 ul
dH,O, 10 pl Go Tag Green Mastermix, 1 ul Vorwartsoligonukleotide (10 upM), 21ul
Ruckwartsoligonukleotide (10 uM) und 2 pl cDNA zusammenpipettiert. Die PCR wurde in der
PCR-Maschine Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Das PCR-
Program beinhaltete eine primare Denaturierung bei 95T fur 5 min, gefolgt von 30-35
Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 95 fir 30 s, Anlagerung von Oligonukleotiden bei
55 fir 30 s und DNA-Synthese bei 72<C fur 0,5 bis 1 min. Die Amplifikation wurde durch
eine Inkubation bei 72T fir 2 min beendet und das PCR-Produkt wurde auf 4C abgekuhlt.

2.2.4.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die mittels PCR amplifizierten, sowie durch Restriktionsverdau (vgl. 2.2.4.10.1 - 2.2.4.10.2)
entstandenen DNA-Fragmente wurden nach ihrer GroRe mittels Gel-Elektrophorese
aufgetrennt. Hierzu wurde Agarose mit TAE-Puffer (pH 8,3: 50 mM Tris-Base; 1 mM EDTA
pH 8,0; 20 mM Essigsaure) in einer Mikrowelle aufgekocht, kurz abgekuhlt und nach der
Zugabe von 0,01% Ethidium Bromid in eine entsprechende Gelform gegossen. Die
Konzentration der Agarose betrug je nach der GréRe der zu erwarteten Fragmente 1-1,5%.

PCR-Produkte die mit Go Taq Green Mastermix oder JumpStart RedTagReady Mix
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amplifiziert wurden, konnten nach dem Erstarren des Agarose-Gels direkt in die Taschen
geladen werden. Die Restriktionsprodukte wurden mit 6x DNA-Ladepuffer vermischt und
dann aufgetragen. Zur GréRenbestimmung der einzelnen Fragmente dienten die 50 bp und 1
kb DNA-GroRenstandards der Firmen Fermentas GmbH und NEB. Die Elektrophorese
erfolgte in der mit TAE-Puffer gefillten Elektrophoresekammer SubCell GT (Bio-Rad
Laboratories GmbH) bei konstant 100 Volt. Die Detektion der aufgetrennten DNA-Fragmente
erfolgte mit dem UV-Licht-Gerat Gel Doc XR+System der Firma Bio-Rad Laboratories
GmbH.

2.2.4.8 Gelextraktion

Die DNA-Fragmente wurden mit einem sauberen Skalpell aus dem Agarose-Gel
ausgeschnitten, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt und die DNA wurde mit dem Peq
Gold Gel Extraction Kit (PEQLAB, GmbH) nach Angaben des Herstellers extrahiert.

2.2.4.9 Quantitative real time PCR

Die Expression spezifischer Gene wurde mittels sogenannter Echtzeit-quantitativer PCR
(real time quantity PCR, RT-gPCR) untersucht. Hier wird die Vermehrung eines PCR-
Produktes durch Fluoreszenzmessung direkt wahrend der Amplifikation analysiert. Als
Fluoreszenzfarbstoff diente in der vorliegenden Arbeit SYBR Green. Dieses interkaliert
sequenzunabhangig an die sich wahrend der PCR bildende doppelstrangige DNA. Wahrend
die Fluoresezensintensitat des SYBR Green in geloster Form gering ist, steigt sie mit der
Bildung von doppelstranigen PCR-Produkten an. Somit ist Fluoreszenzintensitét einer Probe
zur Konzentration des neu gebildeten PCR-Produktes direkt proportional. Als eigentlicher
Messwert diente der sogenannte cycle treshhold (CT). Dieser Wert entspricht der Anzahl der
PCR-Zyklen, bei der sich die Fluoreszenz der Amplifikate gerade deutlich von der

Hintergrundfluoreszenz abhebt.

Fur die einzelnen Reaktionen wurde ein Mastermix bestehend aus 10 pl LightCycler 480
SYBRGreen | Master (Roche Diagnostics GmbH ), 1 pl Vorwartsoligonukleotiden (10uM), 1
pl Ruckwartsoligonikleotiden (10 pM) und 6 pul dH,O vorbereitet und davon wurden jeweils 18
pl pro Vertiefung einer LightCycler480 Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics GmbH )
vorgelegt. Der PCR Ansatz wurde durch Zugabe von jeweils 2 pl cDNA (aus Schritt 2.2.4.5)
vervollstandigt. Als Referenz diente das Haushaltsgen R32-Mikrotubulin (32M). Alle Muster
wurden in Duplikaten ausgefiihrt. Die PCR wurde in dem Gerét LightCycler 480 (Roche

Diagnostics GmbH) durchgefuihrt. Das PCR-Program beinhaltete eine initiale Denaturierung



2. Material und Methoden 43

bei 95C fur 5 min, gefolgt von 45 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 95C 10 s,
Anlagerung von Oligonukleotiden bei 55T fur 30 s und DNA-Synthese bei 72T fiir 5 s. Die

Amplifikation wurde durch eine Inkubation bei 72T fir 2 min beendet.

Zur Auswertung der Daten wurde die LightCycler 480 Software 1.5.0 (Roche Diagnostics
GmbH) verwendet. Aus den erhaltenen CT-Werten wurde ein Mittelwert gebildet und dieser
wurde von dem Mittelwert des R2M substrahiert. Daraus ergab sich der sogenante ACT-
Wert. Aus allen ACT-Werten die fir ein untersuchtes Gen ermittelt wurden, wurde der
Mittelwert gebildet, der als Kalibrator bezeichnet wurde. Der Kalibrator wurde dann von den
einzelnen ACT-Werten substrahiert und ergab somit AACT. AnschlieRend berechnete man

entsprechend der folgenden Formel die x-fache Induktion des jeweiligen Gens:

x-fache Induktion=244¢T

2.2.4.10 Konstruktion des pTarget-DLC1v4-Expression  svektors
2.2.4.10.1 Amplifikation von DLC1v4

Die humane DLC1 Isoform 4 (NM_001164271.1) [182] wurde aus cDNA der HepG2-Zellinie
mittels PCR amplifiziert und gleichzeitig mit BamHI (stromaufwarts) und Notl (stromabwarts)-
Schnittstellen versehen. Die zur Amplifikation verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle

2.6 unter Klonierung angegeben.

Hier wurde der JumpStart REDTag Ready Mix (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) bestehend
aus Taq DNA Polymerase, dNTPs, MgCl, sowie Reaktionspuffer verwendet. Pro PCR-
Ansatz wurden in ein 200 ul PCR-Gefal? 8 pl dH,0, 12,5 pl JumpStart REDTaq Ready Mix,
1,25 ul Vorwartsoligonukleotide (10 uM), 1,25 pl Ruckwartsoligonukleotide (10 uM) und 2 pl
cDNA zusammenpipettiert. Die PCR wurde in der PCR-Maschine Gene Amp PCR System
9700 der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt.

Das PCR Programm beinhaltete eine initiale Denaturierung bei 95 fir 5 min gefolgt von 40
Zyklen bestehend aus je einer Denaturierung bei 95°C fir 30 s, Anlagerung von
Oligonukleotiden bei 55 fiir 1 min und DNA-Synthes e bei 72T fur 4 min. Die Amplifikation
wurde durch eine Inkubation bei 72T fur 2 min beendet und das PCR-Produkt wurde auf
4T gekuhlt. Das gesamte PCR-Produkt wurde im 1%-ig en Agarose-Gel aufgetrennt (vgl.
2.2.4.7). Das entsprechende DNA-Fragment (~3 kb) wurde aus dem Gel ausgeschnitten und

wie unter 2.2.4.8 beschrieben extrahiert und gereinigt.
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2.2.4.10.2 Restriktion

Die Restriktion erfolgte mit zwei Enzymen BamHI und Notl (Promega GmbH) gleichzeitig. Als
Reaktionspuffer wurde Puffer D gewahlt (Notl zu 100% aktiv und BamHI zu 50-75% aktiv).
Daher wurde 1,5 fach mehr BamHI als Notl eingesetzt. Pro Restriktionsansatz von 20 pl
wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} ein variables Volumen von dH,0O, 2 pl 10x Puffer D, 0,2
pl 10x BSA, 2 ug DNA, 1 pl Notl, 1,5 pl BamHI zusammenpipettiert. Die Restriktion erfolgte
bei 37<C fur 1 h. Zu jedem Restriktionsansatz wurde 3,3 pl 6x DNA-Ladepuffer zugegeben
und die fragmentierte DNA in einem 1%-igen Agarose-Gel aufgetrennt (vgl. 2.2.4.7). Die

entsprechenden DNA-Fragmente wurden wie in 2.2.4.8 beschrieben extrahiert.
2.2.4.10.3  Subklonierung in den TOPO-Vektor

Zuerst wurde das gewilnschte DLC1v4 Fragment in den pCR2.1 TOPO-Vektor (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) inseriert. Der bereits linearisierte TOPO-Vektor erméglicht aufgrund der
Vaccinia Topoisomerase | eine schnelle und effiziente Insertion von beliebigen mit Tag DNA-
Polymerase amplifizierten PCR Produkten in den linearisierten Vektor. Somit kann die
Sequenz des zu klonierenden Fragments schnell mittels Sequenzierung Uberprift, folgend
vervielfaltigt und anschlieend in einen Zielvektor tberfihrt werden. Zur Klonierung des
Dlclv4 PCR-Produktes in den TOPO-Vektor wurde der TOPO-TA Klonierungskit der Firma

Invitrogen GmbH verwendet.

Hierfir wurden nach Angaben des Herstellers 4 pl des zuvor aus dem Agarosegel
extrahierten DLC1v4 DNA-Fragments (vgl. 2.2.4.10) mit 1 pl Salzlésung und 1 pl TOPO-
Vektor gemischt und fur 15 min bei RT inkubiert. Von diesem Reaktionsansatz wurden 2 pl in
E. coli DH5a wie unter 2.2.4.1 beschrieben transformiert und anschlieRend auf eine LB-
Ampicillin-Platte ausplattiert. Aus den erhaltenen Klonen wurden die Plasmide wie unter
2.2.4.2 beschrieben isoliert und das Vorhandensein von DLC1v4-Fragmenten wurde durch
Kontrollverdau mit BamHI und Notl (vgl. 2.2.4.10.2) Uberprift. Positive Plasmide wurden mit
Sequenzanalyse (vgl. 2.2.4.10.7) unter Verwendung des T7-Oligonukleotids (Tabelle 2.6)

Uberprift.
2.2.4.10.4 Klonierung in den pTarget-Vektor

Um schlieBBlich DLC1v4 in den pTarget-Expressionsvektor klonieren zu kénnen wurde der
Dlclv4-TOPO-Vektor, sowie der pTarget-Vektor mit BamHI und Notl verdaut (vgl.
2.2.4.10.2). Die dabei entstandenen Produkte wurden in einem 1%-igen Agarosegel

separiert (vgl. 2.2.4.7) und aus dem Agarosegel (vgl. 2.2.4.8) extrahiert. Daraufhin wurden
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pTarget und Dlclv4 ligiert (vgl. 2.2.4.10.5). Von dem Ligationsansatz wurden 4 pl in 50 ul E.
coli DH5a transformiert (vgl. 2.2.4.1) und diese wurden auf LB-Ampicillin-Platten selektiert.
Die erhaltenen Klone wurden auf das Vorhandensein von DLC1v4-pTarget mittels Kolonie-
PCR (vgl. 2.2.4.10.6) Uberpruft und mit BamHIl und Notl (vgl. 2.2.4.10.2) zur Kontrolle
verdaut. Positive Vektoren wurden mittels Sequenzanalyse (vgl. 2.2.4.12.5) unter
Verwendung der M13 FP und M13 RP Oligonukleotide (Tabelle 2.6) analysiert.

2.2.4.10.5 Ligation

Die Ligation von Vektor (pTarget) und Insert (DLC1v4) erfolgte mittels T4 DNA Ligase der
Firma Promega GmbH. Hierflr wurde Vektor und Insert in einem molaren Verhéltnis von 1:1
eingesetzt. Die Menge der Insert-DNA wurde mit Hilfe der vom Hersteller angegebenen

Formel wie folgt ermittelt:

ng Vektor x kb GroRRe des Inserts x molares Verhdltniss Insert = ng des Inserts
kb GréRe des Vektors Vektor

Der 10 pl Ligationsansatz bestand aus 100 ng pTarget-Vektor, 53 ng DLC1v4 DNA, 1 pl 10x
Ligasepuffer, 1 ul T4 DNA Ligase und einem variablen Volume von dH,O. Die Ligation
erfolgte in der PCR-Maschine Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) bei 11T
uber Nacht.

2.2.4.10.6 Kolonie-PCR

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde eine einzelne Kolonie von einer LB-Ampicillin-Platte
abgenommen. Von dieser wurde zuerst ein Teil auf eine frische LB-Ampicillin-Platte
(Backup) tberstrichen und der Rest wurde in ein mit 50 pl LB-Ampicillin-Medium befilltes 1,5
ml  Reaktionsgefa?  Uberfihrt. Die LB-Ampicillin-Platte wurde bei 37C im
Bakterienbrutschrank fir 20 h inkubiert. Die flissige Bakteriensuspension wurde auf einem
Thermoschittler bei 37<C, 370 rmp fir 2 h inkubiert. Von dieser Suspension wurden 5 pl
einem PCR-Ansatz bestehend aus 10 pl JumpStart REDTaq Ready Mix, 3 ul dH,O, 1ul
Vorwartsoligonukleotiden (10 puM), 1 ul Ruckwartsoligonukleotiden (10 pM) zugesetzt. Bei
den Oligonukleotiden handelte es sich um die gleichen, die zur Amplifikation von DLC1v4 zur
Klonierung verwendet wurden. Das verwendete PCR-Program entsprach dem in Kapitel
2.2.4.10.1.
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2.2.4.10.7 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse wurde durch die Firma GATC Biotech AG, KoIn durchgefuhrt. Die

Sequenzierungsprimer sind in Tabelle 2.6 angegeben.

2.2.4.11 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA )

Diese Methode dient zur Analyse von Interaktionen zwischen DNA und DNA-bindenden
Proteinen. Somit kann z.B. die Bindung eines Transkriptionsfaktors an eine entsprechende
regulatorische Sequenz im Promotor eines Gens hachgewiesen werden. Das Prinzip beruht
auf der Kenntniss, dass Protein-DNA-Komplexe im Vergleich zu freier, ungebundener DNA

eine geringere Mobilitat im nativen Polyacrylamid-Gel aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das LightShift Chemiluminescent EMSA-Kit von der Firma
Thermo Fisher Scientific verwendet. Hier wird die zu untersuchende DNA-Sequenz mit Biotin
markiert, wodurch die DNA mittels Streptavidin-konjugierter Meerrettichperoxidase sichtbar

gemacht werden kann.
2.2.4.11.1 Herstellung doppelstrangiger Oligonukleo  tide

Einzelstrangige mit Biotin markierte und unmarkierte SRE-Oligonukleotide (SRE3) sowie
unmarkierte mutierte SRE-Oligonukleotide (SRE3 Mut, Tabelle 2.6) wurden mit dH,O auf
eine Endkonzentration von 10 uM eingestellt. Die Aneinanderlagerung der komplementéaren
DNA-Einzelstrange erfolgte in dem man jeweils 10 ul der entsprechenden Oligonukleotide
zusammen mischte, fur 10 min bei 95T inkubierte und anschlieend langsam bei RT
abkihlen lieR. Danach wurden die Reaktionsansatze bis zur weiteren Verwendung auf Eis
aufbewahrt und spater bei -20C gelagert. Die Konze ntration der hergestellten
doppelstrangigen Oligonukleotide wurde mittels NanoDrop Spektrophotometer (Peglab
Biotechnologie GMBH) gemessen und mit dH,O auf eine Konzentration von 1 ng/ul
(biotinmarkierte SRE3-Oligonukleotide) und 200 ng/pl (unmarkierte SRE3-Oligonukleotide

und unmarkierte mutierte SRE3-Oligonukleotide) eingestellt.
2.2.4.11.2 Durchfuhrung der Bindungsreaktion

Die nukledre Extrakte wurden wie unter 2.2.5.2 beschrieben hergestellt. Alle Komponenten
wurden auf Eis aufgetaut. Die einzelnen Reaktionen wurden in der gleichen Reihenfolge (von
oben nach unten) wie in Tabelle 2.16 dargestellt, zusammenpipettiert, durch zweimaliges auf

und ab pipettieren gemischt und bei RT fur 20 min inkubiert.
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Tabelle 2.16 Komponenten fur die EMSA-Bindungsreakt  ion.

Komponente Endkonzentration Reaktion 1 | Reaktion 2 | Reaktion3
dd H,O - var. var. var.
10x Bindungspuffer 1x 2 ul 2ul 2ul
1 pg/ul Poly (dI.dC) 50 ng/ul 1l 1l 1l
Nuklearer Extrakt max. max. 15 pl | max. 14 pl | max. 14 pl
unmark. SRE3-WT Oligonukleotide 200 ng - 1l -
unmark. SRE3-Mut Oligonukleotide 200 ng - - 1l
biotinmarkierte SRE3-Oligonukleotide 2ng 2 ul 2ul 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl 20 pl 20 pl

Bei Reaktion 1 handelte es sich um den Nachweis der Bindung des Proteins an spezifische
biotinmarkierte SRE3-Oligonukloetide. Um die Spezifitdt der Bindung zu Uberprifen, wurde
dem Ansatz ein 100-facher Uberschuss an identischen, unmarkierten Oligonukleotiden
(SRE3-WT, Reaktion 2) und unmarkierten mutierten SRE3-Oligonukleotiden (SRE3-Mut,
Reaktion 3) zugegeben (Kompetition). Dabei binden die in dem nukledren Extrakt
vorhandene Proteine proportional zum gewahlten Verhéltnis an die unmarkierten und
biotinmarkierten DNA-Fragmente. Aufgrund des Uberschiisses an identischen unmarkierten
SRE3-WT-Oligonukleotiden sollten vor allem diese von Proteinen gebunden werden. Die
entstandenen SRE3-WT-Protein-Komplexe konnen aufgrund der  fehlenden
Oligonukleotidmarkierung nicht detektiert werden. Dagegen sollte keine Kompetition trotz

eines Uberschiisses an unmarkierten mutierten SRE3-Oligonukleotiden stattfinden.
2.2.4.11.3 Elektrophorese, DNA-Protein Transfer und  DNA-Fixierung

Nach der Bindungsreaktion wurden die Reaktionsansatze mit jeweils 5 pl 5x DNA-Ladepuffer
versetzt. Von jedem Ansatz wurden 20 pl in die Taschen eines nicht-denaturierenden 7,5%-
igen Polyacrylamid-Gels geladen, das zuvor fur 30 min in 0,5x TBE-Puffer (5x TBE-Puffer pH
8,3: 89 mM Tris-Base; 2 mM EDTA, pH 8,0; 89 mM Borsaure) bei einer Spannung von 100 V
konstant leer vorgelaufen war. Die einzelnen Gel-Komponenten sind in Tabelle 2.17
aufgelistet. Die Gelektrophorese erfolgte in 0,5x TBE-Puffer bei einer Spannung von 100 V

konstant.
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Tabelle 2.17 Komponenten zur Herstellung von
7,5%-igen  Polyacrylamid-Gelen  fir EMSA.
Angegebene Volumina sind fir die Herstellung von
zwei 10 cm x 7,5 cm grol3en Gelen mit einer Dicke
von 1 mm bestimmit.

Komponente Volume
Acrylamid 30% 4,2 ml
5X TBE 1,66 ml
APS (w/v) 10% 84 ul
TEMED 5,6 pl
dH20 10,65 ul
Gesamtvolumen 16,6 ml

Die aufgetrennten DNA-Protein-Komplexe sowie die freie DNA wurden auf eine
Nylonmembran dberfuhrt, die zuvor fir 10 min im 0,5x TBE-Puffer eingeweicht worden war.
Hierzu wurde ein Stapel (blot sandwich) wie unter 2.2.5.6 beschrieben aufgebaut und der
Transfer erfolgte im 0,5x TBE-Puffer bei 380 mA konstant fir 60 min. Danach wurde die

Membran in 0,5x TBE Puffer gelegt um somit das Austrocknen zu verhindern.

AnschlieBend wurden die auf der Membran gebundenen DNA/DNA-Protein-Komplexe auf
der Membran mit Hilfe des UV-Crosslinkers CL1000 (UVP, Inc.) fixiert. Hierzu wurde die
Nylonmembran auf ein mit 0,5x TBE befeuchtetes Filterpapier gelegt und in dem UV-
Crosslinker platziert. Die UV-Bestrahlung erfolgte bei 120 mJ/cm® und 254nm fir 3 min.

Danach wurde die Membran bis zur weiteren Anwendung trocken aufbewahrt.
2.2.4.11.4 Visualisierung der Biotin-markierten DNA

Die aus Punkt 2.2.4.11.3 erhaltene Membran wurde in 10 ml zuvor bei 37-50C
vorgewarmten Blockierungspuffer fur 1 h inkubiert. Danach wurde die Membran in ein
Gemisch bestehend aus 10 ml Blockierungspuffer und 16,7 pl Streptavidin-konjugierten
Meerrettichperoxidase (Verhdaltnis 1:300) Uberfuhrt und Uber Nacht bei 4T inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Membran bei RT bis zum Auflésen der gebildeten Prazipitate (etwa
1 h) auf einem Schutler geschwankt. Folgend wurde die Membran in einen neuen Behélter
Uberfiihrt und drei Mal je 20 min mit 10 ml 1x Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurde
die biotinmarkierte DNA mit ECL wie unter 2.2.5.6.1 beschrieben detektiert.
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2.2.4.12 Chromatin-Immunoprazipitation (ChiP)

Ahnlich wie EMSA (vgl. 2.2.4.11) dient auch diese Methode zur Untersuchung spezifischer
Interaktionen zwischen Protein und DNA wie z.B. Transkriptionsfaktoren, Histonen oder
anderen DNA-bindenden Proteinen. Hier werden die entstandenen Protein-DNA-Komplexe
gquervernetzt und mittels spezifischer Antikdrper prazipitiert. Nach Auflésen der Protein-DNA-
Komplexe sowie Proteinverdau wird die zurickgebliebene DNA unter Verwendung

spezifischer Oligonukleotiden mittels PCR quantifiziert.

Hierzu wurden 6x10° MKN45-Zellen in eine 10 cm Schale ausgesat und iber Nacht
inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte die Infektion mit H. pylori G27 (MOI=100) fur 16 h.
Daraufhin wurden die Zellen drei Mal mit 37C warme m RPMI-Medium gewaschen und

anschlief3end in 10 ml warmen RPMI-Medium aufgenommen.
2.2.4.12.1 Quervernetzung des Chromatins

Die Quervernetzung des Chromatins erfolgte durch Zugabe von 270 pl 37% Formaldehyd
und anschlieRender Inkubation auf einem Schuttler bei RT fir 10 min. Ungebundenes
Formaldehyd wurde durch anschlieRende Zugabe von 500 pl 2,5 M Glycin und einer
weiteren Inkubation auf dem Schittler fir 5 min bei RT entfernt. Die Zellkulturschalen
wurden auf Eis platziert und folgende Schritte erfolgten bei 4C. Allen verwendeten Puffern
wurden Proteaseninhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail Tablette) zugesetzt. Die Zellen
wurden zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen, anschlie3end mit 1 ml PBS beschichtet, mit
einem Schaber von der Kulturschale entfernt und in ein 2 ml Reaktionsgefal3 Gberflhrt. Dann
erfolgte die Zentrifugation bei 1500 rpm fir 5 min, 4C. Der Zellpellet wurde in 200 pl SDS-
Lysepuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,1; 10 mM EDTA; 1% (w/v) SDS) lysiert.

2.2.4.12.2 Fragmentierung des Chromatins

Um DNA-Fragmente einer Grof3e von 500-1000 bp zu gewinnen, wurde das Lysat mit dem
Ultraschall Sonoplus HD 2070 (Bandelin electronic GmbH & Co. KG) bei einer Amplitude von
30% zwei Mal fur 10 s behandelt. Durch eine 10 minitige Zentrifugation bei 4C und 13.000
rom wurden unlosliche Zellbestandteile entfernt. Der Uberstand wurde in ein 2 ml
Reaktionsgefal’ tberfuhrt und daraufhin in 1800 pl Verdinnungs-Puffer (167 mM NaCl; 16,7
mM Tris-HCI pH 8,1; 1,2 mM EDTA; 1,1% (v/v) Triton X-100; 0,01% (w/v) SDS; frisch

zugesetzt: Protease Inhibitor Cocktail Tablette) verdinnt.
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2.2.4.12.3 Chromatin-Immunoprazipitation

Zur Reduktion des unspezifischen Hintergrundes wurden dem Lysat 100 pl Protein A
Agarose/Salmon sperm DNA zugeben. Der Ansatz wurde auf einem Rotator bei 4C fur 1 h
inkubiert und die unspezifischen Prazipitate wurden anschlieRend bei 4C, 5000 rpm fir 1
min abzentrifugiert. Zur Quantifizierung des Ausgangsmaterials (der Input) wurden von dem
DNA-haltigen Uberstand 20 pl entnommen und bis zur Verwendung bei 4T aufbewahrt. Der
Rest wurde auf zwei 1,5 ml Reaktionsgefalie aufgeteilt. Zu einem Aliquot wurden 25 pl anti-
SREBP1- bzw. anti-Ac-Histon H4-Antikbrper, zu dem anderen 1 pl Kaninchen IgG
(Negativkontrolle) zugegeben. Die Immunoprazipitation erfolgte Gber Nacht auf einem
Rotator bei 4C. AnschlieRend wurden den Antikorper/Protein/DNA-Komplexen 60 ul Protein
A Agarose/Salmon sperm DNA zugegeben und der Ansatz auf einem Rotator bei 4C fir 1 h
inkubiert. Die entstandenen Agarose/Antikdrper/Protein/DNA-Komplexe wurden bei 5000
rpm und 4<C fir 1 min pelletiert und anschlieBend e inmal einmal mit Puffer A (150 mM NacCl;
20 mM Tris-HCI pH 8,1; 2 mM EDTA pH 8,0; 1% (v/v) Triton X-100; 0,1 % SDS), einmal mit
Puffer B (500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 8,1; 2 mM EDTA pH 8,0; 1% (v/v) Triton X-100;
0,1 % SDS), einmal mit LiCl-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,1; 1 mM EDTA pH 8,0; 1% (w/v)
DOC; 1% (v/v) NP40; 250 mM LiCl) und anschlieBend zweimal mit TE-Puffer (10 mM Tris-
Base; 1 mM EDTA pH 8,0) gewaschen. Jeder Waschgang beinhaltete die Zugabe von 1 ml
des jeweiligen Puffers, die Inkubation auf einem Schittler bei 4C fir 5 min und die
darauffolgende 1 minttige Zentrifugation bei 5000 rpm und 4C. Die gewaschenen Protein-
DNA-Komplexe wurden durch Zugabe von 100 pl Elutionspuffer (0,1 mM NaHCOg; 1% (w/v)
SDS) zum Pellet, einer Inkubation fur 15 min bei RT und einer anschlieender 1 minttigen
Zentrifugation bei 5000 rpm und RT von der Agarose eluiert. Der Uberstand wurde in einem
1,5 ml Reaktionsgefald auf Eis aufbewahrt. Die Elution wurde einmal wiederholt und die
eluierten Fraktionen wurden vereinigt. Der Input wurde in 200 pl Elutions-Puffer

aufgenommen.
2.2.4.12.4 Lo6sen der Protein-DNA-Komplexe

Die durch Formaldehyd gebildeten Quervernetzungen von DNA-Protein-Komplexen wurden
durch Zugabe von 8 pl 5 M NaCl zu den ChlP-Proben und anschlieBender Inkubation auf
einem Thermoschiittler bei 65T Uber Nacht gelést. R NA in den Proben wurde durch Zugabe
von 1 pl RNAse A und folgender Inkubation fir 30 min bei 37<C verdaut. Danach wurden
Proteine durch die Zugabe von 4 ul 0,5 M EDTA, 8 pul 1 M Tris-HCI pH 7,4 ,1 ul Proteinase K
und anschlielBender Inkubation bei 45T fur 2 h degr adiert. Die DNA aus den Proben wurde

mit Phenol-Chloroform (vgl. 2.2.4.12.5) aus den Proben extrahiert.
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2.2.4.125 DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform

Die aus Punkt 2.2.4.12.4 erhaltenen ChlIP-Proben von wurden mit einem Volumen Phenol
(1:1) versetzt und fur 5 min bei RT auf einem Rotator inkubiert. Nach folgender Zentrifugation
fir 10 min, 3000 rpm bei 4C wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
Uberfihrt, mit einem Volumen Chloroform (1:1) versetzt und fir 5 min bei RT auf einem
Rotator inkubiert. Daraufhin wurden die Proben abzentrifugiert und der Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® tberfuhrt. Dazu wurde 3 M Natriumacetat im Verhdltnis
1:20 als Fallungshelfer zugegeben und die Fallung erfolgte in 2,5 Volumen 100% Ethanol
und Inkubation bei -20C Uber Nacht. Die prazipitie rte DNA wurde bei 4C und maximaler
Geschwindigkeit fir 30 min abzentrifugiert und das Pellet wurde in 1 ml Ethanol (70%)
resuspendiert und erneut bei maximaler Geschwindigkeit fir 30 min bei 4C zentrifugiert.
Dieser Waschgang wurde einmal wiederholt. Das DNA-Pellet wurde bei RT getrocknet bis
das Ethanol vollstandig verdampft war. AnschlieRend wurde die DNA in 20 ul dH,O

aufgenommen.

2.2.4.12.6 Vervielfaltigung der DNA mittels whole genome amplification
(WGA)

Da die Konzentration der mittels ChIP-extrahierten DNA (vgl. 2.2.4.12.1 — 2.2.4.12.5) sehr
gering war, wurde die DNA mit Hilfe des Genome Plex Whole Genome Amplifikation Kits
(WGA) der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH amplifiziert. Dieses sollte laut Hersteller eine

bis zu 1000-fache Vervielfaltigung der Ausgangs-DNA bewirken.
Herstellung einer OmniPlex-Bibliothek

Zu Beginn wurde eine sogenannte OmniPlex-Bibliothek erstellt. Es handelt sich um eine
Sammlung von DNA-Fragmenten, die durch Einbringen universeller Adaptorsequenzen an
beiden Enden der urspringlichen DNA-Fragmente fur die WGA-Amplifikation vorbereitet

werden.

Hierzu wurde in einem 200 pl PCR-Gefald 10 ul der zuvor extrahierten DNA (vgl. 2.2.4.12.5)
mit 2 ul 1x Library Preparation Puffer und 1 pul Library Stabilisation Puffer zusammengegeben
und in der PCR-Maschine Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) bei 95T fir 2
min denaturiert. Nach folgendem Abkihlen auf dem Eis wurde dem Ansatz 1 pl Library
Preparation Enzym zugesetzt. Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
16<C fir 20 min, 24<C fir 20 min, 37C fur 20 min, 75<T fur 5 min, Abkthlen auf 4<C.
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Amplifikation der gesamten genomischen DNA

Hierzu wurde die zuvor hergestellte OmniPlex-Bibliothek mit 7,5 yl des 10x Amplifikations-
Master-Mixes, 50 pl dH,O und 2,5 pl der Jumpstart Tag DNA-Polymerase vermengt. Das
PCR-Program bestand aus 20 Zyklen. Jeder Zyklus beinhaltete eine Inkubation bei 95<C fiir
3 min, bei 94 fir 15 s und bei 65T fir 5 min. An schlieRend wurden die PCR-Produkte auf
4C abgekdihlt.

2.2.4.12.7 Reinigung von WGA-PCR Produkten

Die mit dem WGA-Kit amplifizierten DNA Fragmente wurden mit dem MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen GmbH) nach Angaben des Herstellers gereinigt, anschlie3end in 20
ul dH,O eluiert und direkt fir die RT-qPCR (vgl. 2.2.4.9) eingesetzt. Die bei der RT-gPCR
verwendeten Oligonukleotide (CAV1-300) sind in Tabelle 2.6 unter ChIP angegeben.

2.2.5 Proteinbiochemische und Analytische Methoden

2.2.5.1 Praparation von Gesamtzelllysaten

6-Lochplatten sowie Zellkulturschalen (10 cm) mit infizierten bzw. uninfizierten Zellen wurden
auf Eis gestellt und alle folgenden Schritte erfolgten bei 4C. Die Zellen wurden drei Mal mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit 600 pl (6-Lochplatte) bzw. 1,5 ml (10 cm
Zellkulturschale)) SDS-Lysepuffer (50mM TrisHCI pH 7,4; 2% (w/v) SDS) bedeckt, dem
zuvor Proteaseinhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail Tablette, 1 mM DTT und 1 mM
NaszVO,) frisch zugesetzt wurden. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen von der
Platte entfernt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt und fir 20 min auf Eis inkubiert. Um
die Lyse zu vervollstindigen, wurden das Lysat 20 Mal auf und ab pipettiert und
anschlie3end mit dem Ultraschall Sonoplus HD 2070 (Bandelin electronic GmbH & Co. KG)
zwei Mal fur 10 s bei einer Amplitude von 30% auf Eis behandelt. Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation bei 4C und maximaler Geschwin digkeit fir 15 min abzentrifugiert und
der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt und bei -

80<C gelagert.

2.2.5.2 Preparation von nuklearen Extrakten

Fir die Herstellung von nukledren Extrakten wurden 5x10° MKN45-Zellen in Zellschalen mit
10 cm Durchmesser ausgesét, fur 24 h inkubiert und mit H. pylori G27 (MOI=100) fur 16 h
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infiziert. Daraufhin wurden die Schalen auf Eis gelegt und folgende Schritte erfolgten bei 4<C.
Die Zellen wurden dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlieRend mit 1,5 ml Puffer
A (niedrige Salz-Konzentration; 10 mM HEPES pH 7,9; 10 mM KCI; 1,5 mM MgCly; frisch
zugesetzt: 1 mM NazVO,, 1 mM DTT,; Protease Inhibitor Cocktail Tablette) beschichtet.
Daraufhin wurden sie mit einem Zellschaber von der Kulturschale entfernt, in ein 2 ml
Reaktionsgefald wberfihrt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Wéahrend dieser Zeit sollte
aufgrund des osmotischen Gradients und des dadurch einstromenden Wassers in die Zellen
hinein eine hypotonische Lyse der Plasmamembran stattfinden, so dass das Zytosol und die
Zellkerne freigesetzt wurden. Anschlielend wurde die Zellsuspension 20 Mal auf und ab
pipettiert, um damit die Lyse zu verstarken. Durch Zentrifugation fiir 5 min bei 7000 rpm bei
4C wurde das Zytosol (im Uberstand) von den Zellke rnen (im Pellet) getrennt. Das Pellet
wurde in 150 pl Puffer B (hohe Salz-Konzentration; 20 mM HEPES pH 7,9; 25% (v/v)
Glycerol; 420 mM NacCl; 0,2 mM EDTA pH 8,0; frisch zugesetzt: 1 mM NasVO,, 1 mM DTT,;
Protease Inhibitor Cocktail Tablette) resuspendiert und fur 45 min auf Eis bei mehrmaligem
Durchmischen mit Hilfe eines Vortexgerates (alle 2 min) inkubiert. Hierdurch sollte die
Kernmembran zerstort werden. Nach anschlieBender Zentrifugation fir 10 min bei einer
maximalen Geschwindigkeit und bei 4C enthielt man Kernextrakt im Uberstand und
Zellreste im Pellet. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt und
mit 150 ul Puffer D+ (20 mM HEPES pH 7,9; 20% Glycerol; 100 mM KCI; 0,05 mM EDTA;
1% (v/v) NP40; frisch zugesetzt: 1 mM NasVO, 1 mM DTT; Protease Inhibitor Cocktail
Tablette) in einem Verhaltnis 1:1 gemischt. Davon wurden 50 pl Aliquots erstellt und bei -

80T eingefroren.

2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit von Thermo Fisher
Scientific bestimmt. Hierbei handelt es sich um einen Proteinnachweis mit Hilfe von
Kupfersulfat und Bicinchoninsaure (BCA). In alkalischer Umgebung werden Cu?*-lonen durch
Bindung an Proteine zu Cu'* reduziert. Die Cu®*-lonen bilden mit je zwei BCA-Molekiilen
Chelate und es entsteht dabei ein violetter, wasserldslicher Komplex, dessen Absorption bei
570 nm gemessen werden kann. Alle Schritte erfolgten nach Angaben des Herstellers.
Hierfir wurde Reagenz A mit Reagenz B in einem Verhaltnis von 1:50 zusammen gemischt.
Davon wurden je 200 pl pro Vertiefung einer 96-Lochplatte vorgelegt und mit 10 pl
Proteinlysat (verdunnt mit dH,O 1:5) bzw. des BSA-Standards versetzt. Alle Ansatze wurden

in Duplikaten durchgefuhrt. Nach einer 30 minutigen Inkubation bei 37C wurde die Intensitat
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der Farbung bei einer Absorption von 570 nm in dem Mikrotiterplatten-Messgerat Precision

(Molecular Devices GmbH) bestimmt.

2.2.5.4 Vorbereitung der Proteinproben fur Gel-Elek  trophorese

Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Proteinlysate mit dH,O auf die
gewlnschte Konzentration verdinnt und mit 5x SDS-Proteinladepuffer (62,5 mM Tris-Base
pH >10, 10% (w/v) SDS; 50% (v/v) Glycerol; 5% (v/v) R3-Mercaptoethanol; Bromphenolblau)
in einem Verhaltnis von 5:1 vermischt. Nach darauffolgender Denaturierung bei 99C fir 7
min und kurzer Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT, wurden die Proteinproben bis zur
Verwendung entweder bei -20C gelagert, oder gleich auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel

geladen.

2.2.5.5 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-P  AGE)

Mit Hilfe von SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese werden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Hierfir wurden 1 mm dicke vertikale SDS-Polyacrylamid-Gele
bestehend aus einem 4%-igen Sammelgel und 10 bzw. 15 %-igen Trenngel verwendet. Zur
Herstelllung von Gelen, sowie fur die Gel-Elektrophorese wurde eine Gel-
Elektrophoreseapparatur (Mini-Protean Tetra Cell) der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH
verwendet. Die einzelnen Komponenten zur Herstellung von diesen Gelen sind in Tabelle
2.18 dargestellt.

Tabelle 2.18 Komponenten zur Herstellung von SDS-Po  lyacrylamid-
Gelen Die Volumina beziehen sich auf die Herstellung eines 10 cm x 7,5
cm grof3en Gels einer Breite von 1 mm.

Trenngel
Komponente 10% 5% 4% Sammelgel
dH,O 3,29ml | 1,89ml | 1,53 ml
1,5 M Tris-HClI, pH 8,8 21ml | 2,1ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 625 pl
Acrylamid 30% 28ml | 42ml | 333 ul
SDS w/v 10 % 83 ul 83 ul 25 pl
APS wiv 10 % 42 pl 42 pl 12,5 pl
TEMED 28u |28yl 2,5ul
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Die zu analysierenden Proteinproben wurden nach Vorbereitung (vgl. 2.2.5.4) auf ein
entspechendes Gel aufgetragen. Als Protein-Massenstandard diente Page Ruler Plus
Prestained Protein Ladder der Firma Promega GmbH. Die Elektrophorese erfolgte in einer
mit Laufpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris-Base; 0,1% (w/v) SDS) gefilliten Gel-

Elektrophoreseapparatur (s.0.) bei einer Stromstérke von konstant 25-30 mA.

2.2.5.6 Westernblot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteinproben erfolgte die Westernblot-
Analyse. Hier werden die aufgetrennten Proteine durch das Anlegen einer Spannung aus
dem Elektrophorese-Gel auf eine Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Mittels spezifischer
primarer und passender Meerrettichperoxidase-konjugierten, sekundarer Antikorper werden

die zu untersuchenden Proteine sichtbar gemacht.

Zum Proteintransfer wurde eine Westernblotapparatur (Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell) der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH verwendet. Hierzu wurde in einer mit
Transferpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris-Base; 20% Methanol (v/v)) befillten Wanne eine
zur Westernblotapparatur gehorende, aufklappbare Kassette gelegt. Auf die schwarze Seite
der Kassette wurde ein mit Transferpuffer angefeuchteter Schwamm platziert gefolgt von 3
Filterpapieren. Auf diese wurde das proteinhaltige Gel gelegt und auf das Gel wurde eine mit
Transferpuffer benetzte Nitrozelullosemembran gelegt. Der Stapel (blot sandwich) wurde
erneut mit 3 Lagen feuchtem Filterpapier und zuletzt einem feuchten Schwamm belegt. Die
Kassette wurde geschlossen und in ein Elektrodengestell eingefiihrt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die schwarze Seite der Kassette zur schwarzen Seite (Kathode) des Gestells
ausgerichtet war und somit die negativ geladenen Proteine von der Kathode zur Anode (vom
Gel auf die Nitrozellulosemembran) transferiert werden konnten. Das Elektrodengestell
wurde dann in eine mit Transferpuffer beflllten und mit einem Eis-Akku ausgestatteten

Kammer gesetzt. Der Transfer erfolgte 1 h bei einer Stromstérke von konstant 400 mA.

Nach dem Transfer wurde die Membran entnommen und in einer Blockierungslésung unter
Schwenken fir 1 h bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungstellen zu séttigen. Die Art der
Blockierungslosung wurde je nach den Empfehlungen des Herstellers des verwendeten
primaren Antikdrpers sowie nach personlichen Erfahrungen gewahlt. Fir die Detektion von
3-Aktin, FAK und P-FAK wurde die Membran in einer Milch-T-PBS-Blockierungslosung (5%
(w/v) Milch, 0,1% (v/v) Tween 20 in PBS) inkubiert. Fur alle anderen, in Tabelle 2.7
aufgelisteten, priméaren Antikdrper wurde eine BSA-T-PBS Blockierungslosung (5% (w/v)

BSA, 0,1% (v/v) Tween 20 in PBS) gewahlt. Anschliel3end wurde die Blockierungslosung
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entfernt und die Membran mit primarem Antikorper beschichtet, welcher in der
entsprechenden, oben beschriebenen Blockierungslésung verdinnt war. Die
entsprechenden Verdiinnungen sind in Tabelle 2.7 angegeben. Es folgte eine Inkubation auf
dem Schuttler Gber Nacht bei 4C. Am nachsten Tag w urden ungebundene Antikdrper durch
dreimaliges Waschen mit T-PBS (0,1% (v/v) Tween 20 in PBS) fir je 15 min entfernt und die
Membran wurde bei RT, fur 1 h in einer Lésung mit Meerrettichperoxidase gekoppeltem
sekundaren Antikérper (Tabelle 2.7) inkubiert. Der sekundare Antikorper wurde in der
gleichen Blockierungslésung wie der primare Antikorper in einem Verhdltnis von 1:5000
verdiunnt. Anschlielend wurde die Membran erneut drei Mal gewaschen und die Proteine

wurden wie unter 2.2.5.6.1 beschrieben visualisiert.
2.2.5.6.1 Visualisierung von Proteinen auf Nitroze  llulosemembranen

Die Detektion der Proteine auf den Nitrozellulosemembranen erfolgte mittels des ECL
Westernblotting Detections Reagents der Firma GE Healthcare Limited. Dieses System
beruht darauf, dass die an den sekundaren Antikérper gebundene Meerrettichperoxidase
das in den ECL-Reagenzien enthaltene Luminol oxidiert. Dieses emittiert Licht bei einer
Wellenlange von 428 nm, welches auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden kann.
Zur Detektion wurde ECL-Reagenz A mit der ECL-Reagenz B in einem Verhaltnis von 1:1
gemischt. Die Membran wurde mit der Proteinseite nach unten in dieses Reagenz gelegt und
fur 2 min inkubiert. Danach wurde die Membran in eine Rontgenfilmkassette hineingelegt, mit
einer durchsichtigen Folie abgedeckt und auf diese wurde in der Dunkelkammer ein
Rontgenfilm gelegt. Je nach nachzuweisendem Protein und verwendetem Antikdrper wurde
der Film 0,5-5 min exponiert und schlielich in einer Roéntgenfiimentwicklungsmaschine

(Hyper Processor SRX-101A, Amersham Biosciences Europe GmbH) entwickelt.
2.2.5.6.2 Quantifizierung der Proteinbanden

Die auf den Rontgenfilmen sichtbaren Proteinbanden wurden mit einem Scanner
digitalisiert und mittels ImageJ-Program densitometrisch quantifiziert. Die erhaltenen
Werte der einzelnen Proteinbanden wurden durch die entsprechenden Hsp90- bzw 3-
Aktin-Werte (Ladekontrolle) dividiert. Die Resultate wurden in Bezug zur uninfizierten

Kontrolle gesetzt. Aus drei Experimenten wurde ein Mittelwert + Standardfehler ermittelt.
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2.2.5.7 Visualisierung von Proteinen im Polyacrylam id-Gel mittels
Silberfarbung

Die mit SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Silberfarbung sichtbar gemacht.
Diese Methode ist aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt zur Detektion von geringen
Proteinmengen (Nachweisgrenze etwa 10 ng) sehr gut geeignet. Hierbei binden Silberionen
(Ag") an die negativ geladenen Proteine. Durch reduzierenden Agenzien wie alkalisches
Formaldehyd oder Natriumthiosulfat werden die gebundenen Silberionen zu elementarem

Silber (Ag) reduziert und somit erscheinen die Proteine schwarz gefarbt.

Hierfur wurden die SDS-Gele zwei Mal hintereinander fir jeweils 30 min in Fixierlésung (25%
(v/v) Methanol; 12 % (v/v) wasserfreie Essigsaure; 0,05 % (v/v) Formaldehyd) inkubiert und
anschliel3end drei Mal fur jeweils 20 min in 50% (v/v) Ethanol gewaschen. Daraufhin wurden
die Gele fur 1 min in Sensibilisierungslosung (0,05% (w/v) Natriumthiosulfat) geschwenkt und
anschliel3end einmal fir wenige Sekunden im dH,O gewaschen. Im folgenden Schritt wurden
die Gele fir 20 min in Silbernitratlésung (0,38% w/v Silbernitrat; 0,075% (v/v) Formaldehyd)
inkubiert und das Uberschussige Silber durch kurzes, einmaliges Waschen in dH,O entfernt.
Im nachsten Schritt wurden die Gele bis zum Erreichen der gewlnschten Farbintensitat (1-
10 min) in Entwicklerlésung (6% (w/v) Natriumcarbonat; 2,5% (v/v) Sensibilisierungslésung;
0,05% (v/v) Formaldehyd) inkubiert. Die Farbreaktion wurde dann durch Inkubation fir 10
min in der Stopplosung (50% (v/v) Methanol; 12% (v/v) wasserfreie Essigsaure) beendet. Die
gefarbten Gele wurden auf eine saubere Plastikfolie gelegt, die Proteinbanden wurden mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in je ein 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben. Dazu
wurden 25 pl Wasser pipettiert um das Austrocknen des Gelstiicks zu verhindern. Die

Proben wurden bis zur Analyse bei 4C aufbewahrt.

2.2.5.8 Massenspektrometrische Analyse

Die Probenaufbereitung fir die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI) und
Massenspektrometrie (MS) mit Flugzeitanalysator (engl. time of flight, TOF), sowie die
Analyse und Auswertung wurde durch die Research Unit for Protein Science (PROT) — Core

Facility Proteomics im Helmholz Zentrum, Minchen durchgefihrt.

2.2.5.9 Ko-Immunoprazipitation

Diese Methode dient zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Fir den Nachweis
von Caveolin-1-Interaktionspartnern wahrend einer H. pylori-Infektion wurden 4x10° von
AGS/Cavl- bzw. AGS/LV-Zellen pro 10 cm Schale ausgesat und fir 24 h inkubiert. Am
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nachsten Tag erfolgte die Infektion mit H. pylori G27 WT (MOI=100) fur 16 h. Daraufhin
wurden die Zellen drei Mal mit warmen PBS gewaschen, mit 1 ml MES-Lysepuffer (25 mM
MES pH 6,5; 150 mM NaCl; 1% (v/v) Triton X-100; frisch zugesetzt: 1 mM NazsVO, 1 mM
DTT; Protease Inhibitor Cocktail Tablette) bedeckt und durch anschlielRende Inkubation fir
15 min bei RT lysiert. Hiermit sollte Caveolin-1 auch von den Zellmembranen effektiv geldst
werden, was bei 4T nicht moglich ist [152]. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von der Kulturschale entfernt, in ein 2 ml Reaktionsgefal3 Gberfihrt und mehrere
Male auf und ab pipettiert um die Zellyse zu vervollstdndigen. Die Zellreste wurden durch
Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 rpm und 4T entfernt. Der proteinhaltige Uberstand
wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Davon wurden 100 pl als
Ausgangsmaterial (Input) fir die spatere Quantifizierung in ein separates 1,5 ml
Reaktionsgefald tberfihrt und bei 4C aufbewahrt. Da s restliche Protein wurde auf drei 1,5
ml ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Einem Aliquot wurde kein Antikorper zugesetzt
(Negativkontrolle). Dem zweiten Aliquot wurden 25 pl des Caveolin-1-Antikdrpers und dem
dritten Aliquot wurden, je nachdem welcher Interaktionspartner untersucht werden sollte, 25
ul CagA- oder DLC1-spezifisches Antiserum zugegeben. Die Immunoprazipitation erfolgte
Uber Nacht auf einem Rotator bei 4C. Anschlieend wurden zu jedem Ansatz 25 pl Protein
A/G PLUS-Agarose zugegeben und die Ansatze auf einem Rotator bei 4C fur 2 h inkubiert.
Die gebildeten Agarose/Antikdrper/Protein-Komplexe wurden bei 5000 rpm, 4<C fur 1 min
pelletiert und drei Mal mit MES-Waschpuffer (25 mM MES pH 6,5; 150 mM NacCl; 0,1% (v/v)
Triton X-100, frisch zugesetzt: 1 mM Na;VO,; 1 mM DTT; Protease Inhibitor Cocktall
Tablette) gewaschen. Jeder Waschgang bestand aus der Zugabe von 1 ml des MES-
Waschpuffers, einem kurzen manuellen Schwenken und einer darauffolgenden
Zentrifugation bei 5000 rpm 4< fir 1 min. Zur Elution der Protein/Protein-Komplexe von der
Agarose wurden zu jedem Ansatz 50 pl 100 pM Glycin gegeben und die Ansétze fir 5 min
auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Proteinproben durch Zugabe von 10 pl Tris-HCI
(1,5 M; pH 8,8) neutralisiert und bei 5000 rpm und 4T fiur 1 min zentrifugiert. Die
Uberstande wurden in neue 1,5 ml ReaktionsgefaRe iberfiihrt und mit 14 pl 5x SDS-
Proteinladepuffer vermischt. Dem Input wurden 20 pl 5x SDS-Proteinladepuffer zugesetzt.
Die Proteinproben wurden bei 99<C fir 7 min aufgeko cht und auf ein 10%-iges oder 15%-

iges SDS-Gel geladen.

2.2.5.10 Pull down

Die Untersuchung der Aktivitdt von RhoA, Racl und Cdc42 erfolgte mittels des
RhoA/Rac1/Cdc42 Activation Assay Combo Kits der Firma Cell Biolabs Inc. Diese Methode
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basiert auf der Verwendung von Agarosekiigelchen, die an die Rho-Bindungs-Domane
(RBD) von Rhotekin oder an die p21-Bindungs-Doméne (PBD) der p21l-aktivierten Kinase
(PAK) gekoppelt sind. Ist in der Proteinprobe aktives RhoA vorhanden, bindet es an
Rhotekin-RBD, wahrend aktives Cdc42 sowie Racl an PAK-PBD binden. Somit kann man
diese aus der Probe isolieren und anschliel3end mittels Westernblot detektieren. Alle Schritte
erfolgten nach Angaben des Herstellers. Hierfiir wurden 4x10° AGS/EV- bzw. AGS/Cavi-
Zellen in eine 10 cm Schalen ausgesat (insgesamt drei Schale pro Zelltyp), fur 24 h inkubiert
und anschlielBend mit H. pylori G27 (MOI=100) fur 16 h infiziert. Die Schalen wurden auf Eis
gestellt und alle darauffolgenden Schritte erfolgten auf Eis. Nach dreimaligem Waschen mit
eiskaltem PBS wurden die Zellen mit je 1 ml 1x Assay/Lysis Puffer (frisch zugegeben:1 mM
NazVO,, 1 mM DTT, Protease Inhibitor Cocktail Tablette) beschichtet und fir 15 min inkubiert
um damit die Zelllyse durchzufuhren. Im Folgenden wurden die Zellen von der Schale mit
einem Zellschaber entfernt, in ein 2 ml Reaktionsgefal’ Uberfihrt und einige Male auf und ab
pipettiert, um die Zelllyse zu vervollstandigen. Durch Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4C
fir 10 min wurde das Lysat von den Zelltrimmern getrennt und der proteinhaltige Uberstand
wurde in je einem 15 ml Zentrifugationsgefald vereinigt. AnschlieRend wurde in den Proben
wie unter 2.2.5.3 beschrieben die Proteinkonzentration bestimmt. Die Proteinkonzentration
wurde mit 1x Assay/Lysis Puffer auf 0,5 mg/ml eingestellt. Davon wurde zweimal je 1 ml in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaR gegeben. Zusatzlich wurden 50 ul des jeweiligen Lysats als
Ausgangsmaterialkontrolle (Input) in ein separates 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt und bis
zur Verwendung bei 4C aufbewahrt. Zu einem Teil der Aliquots wurden 40 pl Rhotekin-
RBD-Agarose zugegeben, zum anderen Teil 40 pul PAK-PBD-Agarose. AnschlieRend wurden
die Ansatze fur 1 h bei 4C auf einem Rotator inkub iert. Die gebildeten Protein-Rhotekin-
RBD- und Protein-PAK-PBD-Komplexe wurden bei 13.000 rpm und 4T fur 1 min
zentrifugiert und drei Mal mit 1x Assay/Lysis Puffer gewaschen. Jeder Waschschritt bestand
aus der Zugabe von 500 pl 1x Assay/Lysis Puffer, dreimaligem vertikalen Schwenken und
einer Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 fir 10 s. AnschlieRend wurden die gebundenen
aktiven RhoA-, Cdc42- und Racl-Proteine durch Zugabe von 40 pl 2x SDS-
Proteinladepuffer, Aufkochen bei 99C fir 5 min und darauffolgender Zentrifugation bei
13.000 rpm und RT von der Agarose eluiert. Der Uberstand wurde in neue 1,5 ml
Reaktionsgefalle tUberfuhrt. Der Input wurde mit 5 pl 5x SDS-Proteinladepuffer vereint und
ebenfalls bei 99 flur 5 min erhizt. Die erhaltenen Eluate sowie der Input wurden im 15%-
igen SDS-Gel separiert (vgl. 2.2.5.5) und wie unter 2.2.5.6 beschrieben mittels anti-RhoA-,
anti-Racl- und anti-Cdc42-Antikdrpern detektiert.
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2.2.6 Histologische Methoden

2.2.6.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wurde das zu analysierende Gewebe in einer
Gewebeentwasserungsanlage (ASP300S, Leica Microsysteme Vertrieb GmbH) entwéssert
und anschlieRend in Paraffinblécke eingebettet. Mittels eines Rotationsmikrotoms (RM2145,
Leica Microsysteme Vertrieb GmbH) wurden Gewebeschnitte einer Starke von 3 pm
angefertigt. Diese wurden zuerst im Wasserbad bei 45C fir etwa 5 min gestreckt und
anschliel3end auf Objekttrager aufgezogen. Nach vollstandigem Trocknen bei RT tber Nacht
wurden die Gewebeschnitte bis zur Verwendung in dazu vorgesehenen

Objekttragerkassetten bei RT aufbewahrt.

2.2.6.2 Vorbereitung von Paraffinschnitten fur eine Farbung

Vor der Farbung musste zuerst das Paraffin aus dem Gewebe entfernt werden. Dieses
wurde durch eine zweimalige nacheinander folgende Inkubation fir jeweils 3 min in
Histoclear durchgefuihrt. Folgend wurden die Gewebeschnitte in einer absteigenden
Ethanolreine (je 3 min pro Schritt) rehydratisiert. Die Rehydratisierung bestand aus je
zweimaliger, hintereinander folgender Inkubation fiir 3 min (pro Stufe) in 100%-igem Ethanol,
dann 96%-igem Ethanol und schlie3lich 70%-igem Ethanol. Danach wurden die Schnitte in
dH,O fir 2 min inkubiert.

2.2.6.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Nach der Rehydratisierung wurden die Schnitte fir 7 s in Hamatoxylin-Losung inkubiert.
Hamatoxylin farbt alle sauren bzw. basophile Strukuren und somit erscheinen insbesondere
Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA blau. Durch die daraufolgende Inkubation der
Schnitte fir 10 min unter flieBendem Leitungswasser, auch ,Blauen“ genannt, wurden
einerseits die Reste des Hamatoxylins entfernt, andererseits wurde die Intensitat der blauen
Farbe verstarkt. Es folgte eine Gegenfarbung fir 5 min in Eosin-Losung. Dieser Farbstoff
farbt alle acidophilen bzw. basischen (eosinophilen) Strukturen rot und so erscheint vor allem
das Zytoplasma mit den darin enthaltenen Proteinen rot. Nach der Féarbung erfolgte
nacheinander eine Inkubation fir 25 s in 100%-igem Isopropanol, fir 25 s in 96%-igem
Ethanol und zwei Mal fir 3 min in Histoclear. AnschlieRend wurden die Farbepraparate mit

Pertex beschichtet und mit einem Deckglass (22 x 50 mm) bedeckt.
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2.2.6.4 Immunhistochemische Farbung von F4/80 posit  iven Makrophagen

Vor der Farbung wurden die Schnitte entparaffinisiert und rehydratisiert wie in 2.2.6.2
beschrieben. Da die Fixierung mit Paraformaldehyd im Gewebe zur Proteinquervernetzung
fuhrt, sind fur Antikérper viele Epitope nicht mehr zuganglich und missen durch gegeignete
Behandlung des Gewebes zuganglich gemacht werden. Die Art der Behandlung ist sowohl
Antigen als auch Antikdrper abhangig. Hier wurde eine proteolytische Antigendemaskierung
durchgefihrt in dem man die Schnitte fir 15 min in einer Losung bestehend aus 20 ug /mi
Proteinase K in 10 mM Tris/HCI pH 8,0 inkubiert hat. Folgend wurden die Schnitte zwei Mal
mit dH,O gewaschen und anschlieend in Wasserstoffperoxidlésung (3% (v/v) H,O, in PBS)
fir 15 min bei RT inkubiert. Hierdurch sollte die endogene Peroxidase geblockt werden, die
sonst zu einer unspezifischen Farbung fihren kdnnte. Danach wurden die Praparate einmal
mit dH,O, und zweimal mit PBS gewaschen. Die Objektrager wurden mit je einem speziellen
Kunstoffansatz (Shandon coverplate, Thermo Fisher Scientific) bedeckt und so in einem
Farbegestell (Sequenza Slide Rack, Ted Pella, Inc.) befestigt. Die nachsten Schritte
erfolgten in diesem Farbegestell. Die unspezifischen Antikdrperbindungstellen wurden durch
Inkubation der Schnitte in 250 pl einer Blockierungslésung (5% pl Kaninchenserum, vier
Tropfen Avidin; mit PBS aufgefillt auf 1 ml) bedeckt. Die Blockierung erfolgte bei RT fiir 1 h.
Folgend wurden die Praparate dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 250 pl
F4/80-Antikdrper-Losung (10 pl anti-F4/80, 50 pl Kaninchenserum, 4 Tropfen Biotin; mit PBS
aufgefiullt auf 1 ml) bedeckt und Uber Nacht bei 4C inkubiert. Die nichtgebundenen
Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Praparate wurden in
250 I sekundarer Antikorper-Losung (2 ul Biotinylated anti-rat Antikdrper, 50 pl
Kaninchenserum; mit PBS aufgeflllt auf 1 ml) fir 1 h bei RT inkubiert. 30 min nach der
Antikdrperzugabe, wurde eine ABC-L6sung nach Angaben des dazu verwendeten
Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories, 2,5 ml PBS, 1 Tropfen Reagenz A, 1 Tropfen
Reagenz B) angesetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Hier sollte ein Komplex bestehend
aus Avidin und mehreren biotinylierten Meerrettichperoxidasemolekilen gebildet werden.
Aufgrund der starken Affinitdt von Avidin  zu Biotin bindet dieser Avidin-
Meerretichperoxidasen-Komplex an das am sekundaren Antikdrper vorhandene Biotin. Somit
kann eine grolie Menge von Peroxidase an den sekundaren Antikdrper gebunden werden,
was spater in einer hdheren Sensitivitdt der Farbung resultiert. Im Folgenden wurden die
Praparate dreimal mit dH,O gewaschen, aus dem F&arbegestell genommen und die
Kunstoffansatze entfernt. Die Farbung wurde sichtbar gemacht indem die Schnitte mit frisch
angesetzter DAB-L6sung (2,5 ml dH,O, 1 Tropfen Puffer-Stock, 1 Tropfen

Wasserstoffperoxid-Lésung, 2 Tropfen Diaminobenzidin Substrat) bedeckt und fir etwa 2
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min bei RT inkubiert wurden. Dabei wird das Chromogen Diaminobenzidin durch die
Meerretichperoxidasen in ein braungefarbtes Endprodukt umgewandelt. Somit erscheinen
die Stellen an die der primére und der sekundéare Antikérper gebunden haben braun geféarbt.
Die Reaktion wurde durch eine zweiminitige Inkubation in dH,O gestoppt. Daraufhin erfolgte
die Gegenfarbung mit Hamatoxylin fiir 10 s und Blauen unter flieRendem Wasser fur 10 min.
Die Praparate wurden in einer aufsteigender Ethanolreihe (2 x 3min 70% Ethanol, 2 x 3 min
96% Ethanol, 2 x 3 min 100% Ethanol) dehydriert und zwei Mal hintereinander fir je 3 min in
Histoclear inkubiert. AnschlieRend wurden die gefarbten Schnitte mit Pertex beschichtet und

mit einem Deckglass (22 x 50 mm) bedeckt.

2.2.7 Bioinformatische Methoden

2.2.7.1 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler
angegeben. Die Daten stammen von 15 Mausen pro Genotyp oder von drei unabhangigen
Experimenten mit unterschiedlichen Zellpassagen. Die statistische Auswertung erfolgte meist
mit dem Student t Test. Zur statistischen Auswertung der Daten in Anhangstabelle 1 wurde
der Fisher Exact Test angewendet. Als statistisch signifikant wurden P-Werte von <0,05

bezeichnet.

2.2.7.2 Datenbankrecherche

Zur Recherche sowie Analyse von DNA- und Protein-Sequenzen wurden folgende

Datenbanken verwendet:
NCBI (National Center for Biotechnology Information) http://www.ncbi.nlm.nih.gov

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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3 Ergebnisse

3.1 Die Funktion des Caveolin-1 in der H. pylori- induzierten
Magenentziindung in vivo

Um zu untersuchen, welche Rolle Caveolin-1 in einer H. pylori-Infektion spielt, wurden B6129
WT- und Cavl-KO-Mause mit dem mausadaptierten H. pylori SS1-Stamm wie unter 2.2.2.5
beschrieben infiziert. Kontrollm&use erhielten keine Bakterien. Nach 11 Monaten wurden alle
Mause getotet und die Magen wurden entnommen (vgl. 2.2.3.1). Die Infektionsdauer bezog
sich auf Literaturangaben, wonach die infizierten Mause in dieser Zeit eine chronische

Entzndung entwickeln sollten [110].

Von jedem Magen wurde ein Streifen im Bereich des Antrums abgeschnitten und in zwei
Teile geteilt. Ein Teil des Magens wurde zur Bestimmung von lebenden Bakterien verwendet
(vgl. 2.2.2.7) und der zweite Telil diente zur Extraktion der Gesamt-RNA (vgl. 2.2.4.3.1). Der
restliche Magen wurde in Paraffin eingebettet und diente zur Préaparation histologischer
Schnitte (vgl. 2.2.6.1).

Die Anzahl an Kolonie-bildenden H. pylori SS1, die aus dem Magen infizierter Cavl-KO-
Mé&usen reisoliert wurden, betrug 1,6 x 10°+0,5 CFU (siehe Abbildung 3.1) und war damit im
Vergleich zu WT-Méausen (7,3 x 10°+2,4) signifikant reduziert.
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Abbildung 3.1 Geringe H. pylori -Kolonisierung in Cavl-KO-Mausen . WT- und Cavl-KO-Mause
wurden mit dem mausadaptierten Stamm H. pylori SS1 oral infiziert. 11 Monate nach der Infektion
wurde H. pylori aus dem Magengewebe reisoliert. Die Daten stellen Mittelwerte von H. pylori SS1
colony forming units (CFU) pro mg Magengewebe + Standardfehler dar. Pro Genotyp wurden 15 Tiere

(n=15) untersucht. P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05.
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Die histologische Analyse anhand von Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Magenschnitten
ergab, dass sowohl WT- als auch Cavl-KO-Mause eine chronische Gastritis entwickelt
hatten, da mononukleare Zellen die Magenmukosa infiltriert hatten (Abbildung 3.2 A, B, C, D,
E, F).

WT Cav1-KO

Abbildung 3.2 Histologische Analyse von WT- und Cav1l-KO-Mausen 11 Monate nach der H.
pylori SS1-Infektion . Mit Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbte Magenmukosa von infizierten WT-
(rechts) und Cavl-KO-Mausen (links). A, B: Aktive, chronische Gastritis mit polymorphonukleéren
Neutrophilen (Zoom), B-Zell-Folikel (B, Pfeil) C: Gesunde Magenmukosa. D: Ortlicher Verlust von
Parietalzellen (Pfeil). E: Deutliche submukosale Infiltration von Immunzellen (Pfeil). F: Verstarkte
foveolare Hyperplasie. Der MaRstabsbalken entspricht 150 pum (A-E) und 100 um (F).
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Aufgrund des Vorhandenseins von polymorphonukledaren Neutrophilen (Abbildung 3.2 A, B
Zoom), handelte es sich bei beiden Maus-Genotypen um eine aktive chronische Gastritis.
Dartber hinaus wurde in der Magenmukosa von Cav1-KO-Mausen eine erhdhte Prasenz
von intramukosalen B-Zell-Follikel-ahnlichen Aggregaten (Abbildung 3.2 B) sowie
pathologische Veranderungen wie ein Ortlicher Verlust von Parietalzellen (Abbildung 3.2 D)
und eine verstarkte foveolare Hyperplasie (Abbildung 3.2 F) beobachtet. WT-Mause zeigten
zwar zum Teil eine verstarkte submukosale Infiltration von Immunzellen (Abbildung 3.2 E),

die Gewebeveranderungen waren jedoch nicht so deutlich wie in Cavl-KO-M&ausen.

Die HE-gefarbten Magenpréparate wurden von mehreren Pathologen beurteilt und anhand
der Ergebnisse wurde eine Entzindungsskala zwischen O und 3 festgelegt. Hierbei galt:
O=keine, l1l=geringgradige, 2=mittelgradige und 3=schwergradige chronische Gastritis. In
Abbildung 3.3 und Anhangtabelle 7.1 sind die pathologischen Befunde zusammengefasst.
Wie man hier sehen kann, betrug der durchschnittliche Gastritisgrad von Cav1l-KO-Mausen
1,7+0,1; was einer mittelgradigen Gastritis entspricht (Abbildung 3.3). Der durschnittliche
Gastritisgrad von WT-Mausen wies dagegen einen Wert von 0,70,2 auf. Somit handelte es

sich hier um eine geringgradige Gastritis.

271 owr i
mCav1-KO

Gastritisgrad

0

Abbildung 3.3 Cav1-KO-Mause zeigten nach Infektion mit H. pylori SS1 eine starkere Gastritis.
Quantitative Gastritis-Analyse der Magenschleimhaut von WT- und Cavl-KO-Mausen 11 Monate
nach der H. pylori SS1-Infektion. Gastritisskala: O=keine, 1=geringe, 2=méaRige, 3=starke. Die Daten
stellen Mittelwerte + Standardfehler dar. Pro Genotyp wurden 15 Tiere (n=15) analysiert. P Werte
wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05.

Um den Charakter des Entzindungsinfiltrats und der damit verbundenen Immunantwort in
der Magenmukosa von Cav1-KO- und WT-Mausen naher bestimmen zu kénnen, wurde die

Expression ausgesuchter, in Tabelle 3.1 zusammengefasster Zytokine, Chemokine sowie
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Oberflachenmarker von Immunzellen mittels quantitativer RT-PCR (RT-qPCR, vgl. 2.2.4.9)

analysiert und mit uninfizierten Kontrollmausen verglichen.

Tabelle 3.1 Uberblick von mittels RT-gPCR quantifiz  ierter Zytokine, Chemokine und

Oberflachenmarker in Proben aus dem Magen infiziert  er bzw. uninfizierter WT- und Cav1-KO-

Mause.

Zytokin/ Gen Produzierende Zellen/Funktion Literatur

Chemokin/

Oberflachenmarker

IFNg Ifng Wird durch aktivierte T-Zellen und natirliche Killer-Zellen [82, 183,
produziert. Aktiviert Makrophagen, hemmt Ty2-Zellen. 184]

TNFa Tnfa | Wird von aktivierten Makrophagen, nattrlichen Killer- [82]
Zellen und T-Zellen produziert. Bewirkt lokale Entzindung
und Endothelaktivierung.

CCL5 (RANTES) Ccl5 | Wird vom Magenepithel exprimiert. Chemischer Lockstoff | [85, 185-
von Monozyten, T-Zellen, Mastzellen, basophilen und 187]
eosinophilen Granulozyten. Diese Zellen produzieren
nach ihrer Aktivierung ebenfalls CCLS5.

CXCL1 (GROa) Cxcll | Wird von Magenepithel exprimiert. Dient zur Rekrutierung | [82, 188]
von Neutrophilen.

CD4 Cd4 Oberflachenmarker von T-Zellen. [82]

CD19 Cd19 | Oberfachenmarker von B-Zellen. [82]

CD86 Cd86 | Kostimulatorisches Molekiil zur Aktivierung von T-Zellen. [82, 189]
Es wird auf antigenprasentierenden Zellen wie dendri-
tischen Zellen, Monozyten und Makrophagen exprimiert.

CD25 Cd25 | Wird konstitutiv in einer hoher Menge in CD4'CD25" [190]
regulatorischen T-Zellen exprimiert.

Die Infektion mit H. pylori SS1 flhrte zu einer verstarkten Expression von Ifng in beiden
Maus-Genotypen (Abbildung 3.4). Diese betrug in infizierten Cavl-KO-Mausen einen Wert
von 4,0+1,0 und in WT-Mausen 3,7+0,9. Ahnlich wurde in beiden infizierten Mausen ein
Anstieg von Tnfa mRNA beobachtet, welche in infizierten Cavl-KO-Mausen einen Wert von
1,4+0,1 und in infizierten WT-Mausen einen Wert von 1,7+0,5 aufwies. Auffallig war, dass
infizierte Cavl-KO-M&ause eine deutlich hohere Expressionsrate (3,3%£0,9) von Cd19 im

Vergleich zu WT-Mausen (1,6+0,3) aufwiesen. Das Chemokin Ccl5 (Rantes) wurde in
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infizierten Cavl-KO mit einem Wert von 2,1+0,6 ebenfalls starker als in infizierten WT-
Mausen (1,3£0,2) exprimiert. Die mMRNA Expression von Cxcll ist in beiden infizierten Cavl-
KO- (2,6+0,3) und WT-Méausen (2,5+0,9) zwar gestiegen, wies jedoch nahezu keine
Unterschiede auf.
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Abbildung 3.4: Expression von Zytokinen, Chemokinen und Oberfla chenmarker von

Immunzellen im Magen von WT- und Cavl-KO-Mausen 11  Monate nach der Infektion mit  H.
pylori SS1. Aus infiziertem (Hp) bzw. uninfiziertem (-) Magengewebe wurde Gesamt-RNA extrahiert,
die nach Umschreiben in cDNA zur Quantifizierung von Ifng, Tnfa, Ccl5, Cxcll, Cd19, Cd4, Cd25,
CD86 mittels RT-gPCR diente. Erhaltene CT-Werte wurden mit R2-Mikroglobulin mRNA-Mengen
(2m) normalisiert und sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Pro Genotyp wurden 15
Tiere (n=15) analysiert. P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05.

Zudem fihrte die H. pylori SS1-Infektion zu einer Abnahme in der Expression von Cd4, Cd25
und Cd86 mRNA sowohl in WT- als auch in Cavl-KO-Mausen. In infizierten Cavl1-KO-
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Mausen war die Expression aller drei Gene im Vergleich zu uninfizierten Kontrolimausen
signifikant reduziert. Im Vergleich zu infizierten WT-Méausen wies sie jedoch keine

signifikanten Unterschiede auf.

Makrophagen spielen wahrend einer H. pylori-Infektion eine wichtige Rolle. Dabei sind sie
nicht nur entscheidend fir die Phagozytose und die damit verbundene Vernichtung des
Bakteriums, sondern auch fir die Regulation der adaptiven Immunantwort indem sie z.B. als
antigenprésentierende Zellen fungieren [189]. Im folgenden Experiment wurde die Infiltration
von Makrophagen in die infizierte Magenmukosa anhand einer immunhistochemischen
Farbung des fur die Makrophagen charakteristischen Oberflachenmarkers F4/80 (vgl.
2.2.6.4) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass Cavl-KO-Mause eine starkere Prasenz
von intramukosalen Makrophagen im Vergleich zu WT-Mausen aufwiesen (Abbildung 3.5).

Abbildung 3.5 Verlust von Caveolin-1 fordert die Infiltration von F4/80-positiven M akrophagen
ins H. pylori -infizierte Magengewebe. Immunohistologische Farbung von F4/80-positiven
Makrophagen (braun) in Paraffinschnitten vom Magen H. pylori SS1-infizierter WT- (links) und Cav1l-
KO-Méausen (rechts). Der MaR3stabsbalken entspricht 150 pm.

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen schlieRen, dass der Verlust von
Caveolin-1 mit einer starker ausgepragten chronischen Gastritis verbunden ist, welche durch
eine erhdhte Infiltration von B-Zellen und Makrophagen in die Mukosa, sowie durch die
Produktion von RANTES und verstarkten mukosalen Schaden begleitet ist, obwohl Caveolin-
1-defiziente M&ause eine niedrigere Kolonisierungsrate mit H. pylori aufwiesen.
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3.2 Rolle von Caveolin-1 in H. pylori- induzierter Entzindung von
Magenepithelzellen in vitro

Um die Bedeutung von Caveolin-1 in einer H. pylori-Infektion n&her charakterisieren zu
kénnen, wurden Infektionsexperimente in vitro durchgefihrt. Hierzu wurden als
Infektionsmodell humane Magenadenokarzinom-Zellen (AGS) verwendet, welche mit einem
Caveolin-1-Expressionsvektor (AGS/Cavl) oder einem leeren Vektor (AGS/LV) stabil
transfiziert wurden und im Labor bereits etabliert waren [174]. Zudem wurde die Infektion in
den meisten Experimenten mit dem zelladaptierten Stamm H. pylori G27 wt durchgefihrt,
der im Gegensatz zu H. pylori SS1 ein aktives CagA-Toxin (vgl. 1.5) produziert und es somit

ermdglichte auch CagA-spezifische Effekte naher zu untersuchen.

3.2.1 Einfluss von Caveolin-1 auf das Zelliberleben wéahrend einer H.
pylori- Infektion

Eine H. pylori-Infektion ist unter anderem mit zellularen Schéaden und Apoptose verbunden

[191, 192]. Caveolin-1 unterstiitzt das Uberleben von Tumorzellen durch Aktivierung

zahlreicher ,Pro-Uberlebens* Signalwege [155, 193].

Um zu untersuchen, ob Caveolin-1 einen Einfluss auf das Zelliberleben wahrend einer H.
pylori Infektion hat, wurden AGS/Cavl- und AGS/LV-Zellen mit H. pylori G27 wt in
verschiedenen multiplicity of infection (MOI) Verhdltnissen fiir 48 h infiziert und die globale
Uberlebensrate wurde mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT, vgl.2.2.1.8) ermittelt. Die Uberlebensrate sank mit steigender Anzahl von H. pylori G27
wt sowohl in Caveolin-1-defizienten als auch in Caveolin-1-exprimierenden Zellen (Abbildung
3.6 A). Diese wies jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zellklonen

auf.

Ahnliche Ergebnisse ergaben Analysen der Aktivierung von ausgesuchten Proteinkinasen,
die eine Rolle fir das Uberleben von Zellen spielen, z.B. die extrazellular regulierte Kinase
1/2 (ERK1/2), die Proteinkinase B (PKB), die auch als Akt bezeichnet wird und die Mitogen-
aktivierten Proteinkinase p38 [194-196]. Hierfir wurden AGS/Cavl- und AGS/LV-Zellen mit
H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 0,5 h bis 48 h infiziert. Die gewonnenen Lysate (vgl. 2.2.5.1)
wurden mittels 10%-iger SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und anschlieend mit
Westernblot (vgl. 2.2.5.6) analysiert. Dabei wurde unter der Verwendung von spezifischen
Antikérpern nur die phosphorylierte und somit aktive Form der einzelnen Kinasen detektiert.
Die Infektion mit H. pylori G27 wt fuhrte in beiden AGS/Cavl- sowie AGS/LV-Zellen zur
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Phosphorylierung von Akt, ERK 1/2, und p38 MAPK (Abbildung 3.6). Diese unterschied sich
jedoch kaum zwischen Caveolin-1-negativen und —positiven Zellen. Daraus lasst sich

schliel3en, dass Caveolin-1 keine entscheidende Rolle bei der Forderung des Zelliiberlebens

wahrend der H. pylori-Infektion spielte.
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Abbildung 3.6 Caveolin-1 hat keinen Einfluss auf da

Infektion. A: Uberlebensrate. AGS/LV- und AGS/Cavi-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt in
MOI-Verhéltnissen von 1:100 bis 1:2000 fur 48 h infiziert. Die Zelliberlebensrate wurde anhand der
Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) photometrisch
ermittelt. Erhaltene Werte sind prasentiert als Prozent von lebenden Zellen + Standardfehler von drei
unabhéngigen Experimenten in Bezug auf die uninfizierte Kontrolle (100%). B: Westernblot-Analyse
von ,Uberleben-férdernden Proteinen® in Gesatzelllysaten von AGS/LV-und AGS/Cavl-Zellen, die
mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fur 0,5 bis 48 h infiziert wurden. Die phosphorylierten (P-)
Proteine Akt, ERK1/2, und p38 wurden mittels monoklonaler anti-P-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), anti-P-
Akt (Serd73), anti-P-p38 (Thrl80/Tyrl82) Seren visualisiert. Als Ladekontrolle wurde Hsp90 mit

polyklonalem anti-Hsp90 Serum detektiert.

Hsp90

s Zelluberleben wahrend der
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3.2.2 Einfluss von Caveolin-1 auf die Adhasion von H. pylori an humane
Magenadenokarzinom-Zellen

Das VacA-Toxin von H. pylori wird in die Wirtszelle Uber lipid rafts internalisiert [197].

Caveolin-1 ist der Hauptbestandteil von Caveolen, welche eine Subklasse von lipid rafts

darstellen [123]. Sowohl lipid rafts als auch Caveolen werden von Pathogenen wie

Pseudomonas aeruginosa [198] und Salmonella Typhimurium [199] als direkte Eintrittstelle in

die Wirtszelle genutzt.

Im folgenden Experiment wurde daher untersucht, ob in Anwesenheit von Caveolin-1 mehr
oder weniger H. pylori an die Wirtszelle adhéarieren. Hierzu wurden AGS/LV- und AGS/Cavl-
Zellen wie unter 2.2.1.9.1 beschrieben mit H. pylori G27 wt (MOI=10) infiziert und H. pylori
sowie Caveolin-1 wurden mit spezifischen Antikérpern gefarbt (vgl. 2.2.1.10.1). Die
anschlielende quantitative Analyse im Fluoreszenzmikroskop ergab, dass durchschnittlich
7,240,7 H. pylori G27 wt-Bakterien pro Caveolin-1-exprimierende Zelle adhérierten
(Abbildung 3.7 A, B). Eine ahnlich hohe Bakterienzahl (7,6+0,8) wurde pro Caveolin-1-
defiziente Zelle ermittelt. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Caveolin-1 keine wesentliche

Rolle bei der Adhasion von H. pylori an die Wirtszelle spielte.

Cav1 Hp DAPI Uberlagerung

AGSI/LV

AGS/Cav1
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Abbildung 3.7 Caveolin-1 spielt keine Rolle bei der Adhésion von H. pylori an humane
Magenadenokarzinom-Zellen . AGS/LV-und AGS/Cavl-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt
(MOI=10) fur 30 min infiziert, mittels Immunofluoreszenz gefarbt und im Fluoreszenzmikroskop
analysiert. A: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von H. pylori G27 wt auf AGS/LV- und
AGS/Cavl-Zellen: grin=H. pylori, rot=Caveolin-1 (Cavl), blau (DAPI)=Zellkern. Der
Malstabsbalken entspricht 20 um. B: Quantitative Auswertung adhéarenter H. pylori pro AGS/LV-
und AGS/Cavl-Zelle. Pro Experiment wurden 5 Sichtfelder mit mindestens 10 Zellen/pro Sichtfeld
analysiert. Balken stellen Mittelwerte von adharenten Bakterien pro Zelle + Standardfehler von drei

unabhangigen Experimenten dar.

3.2.3 Einfluss von Caveolin-1 auf CagA-induzierte | L-8 Sekretion in
humanen Magenadenokarzinom-Zellen

Die Translokation des H. pylori Toxins CagA in das Magenepithel ist mit zahlreichen

zellularen Veranderungen, darunter auch der Induktion der IL-8-Sekretion, verbunden [200].

IL-8 ist ein starker chemotaktischer Lockstoff fir neutrophile Zellen und Initiator der

Entzindungsreaktion [79]. Humane Magenadenokarzinom-Zellen AGS sind ein sehr gut

geeignetes und oft verwendetes Infektionsmodel fir IL-8 Analysen in vitro [201].

Um zu untersuchen, ob Caveolin-1 die Induktion von IL-8 wahrend einer H. pylori-Infektion
beeinflusst, wurden AGS/LV- und AGS/Cav1l-Zellen mit dem zelladaptierten H. pylori-Stamm
G27 wt fur 6 h infiziert und anschlieBend die Gesamt-RNA extrahiert (vgl. 2.2.4.3.2), die
dann nach dem Umschreiben in die cDNA (vgl. 2.2.4.5) zur RT-gPCR Analyse (vgl. 2.2.4.9)
verwendet wurde. In infizierten AGS/Cavl-Zellen wurde die IL-8 mRNA-Expression mit
einem Wert von 1916 signifikant schwéacher induziert als in infizierten AGS/LV-Zellen (64+19)
(Abbildung 3.8). Ahnlich wie die in vivo Versuche deutet dies darauf hin, dass Caveolin-1
eine gewisse Kontrolle tUber die Auspragung einer H. pylori-induzierten Magenentzindung

ausubt.
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Abbildung 3.8 Caveolin-1 hemmt die durch H. pylori -induzierte Expression von IL-8 in
humanen Magenadenokarzinom-Zellen.  AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen wurden mit H. pylori
(Hp) G27 wt (MOI=100) fiir 6 h infiziert und die Expression von IL-8 mRNA wurde mittels RT-gPCR
analysiert. Erhaltene IL-8 CT-Werte wurden an die CT-Werte von [(2-Mikroglobulin (32M)
normalisiert. Die Resultate sind als Mittelwerte + Standardfehler im Bezug zur uninfizierten
Kontrolle, die gleich 1 gesetzt wurde (im Graph nicht angezeigt), dargestellt. Die Daten stammen
von drei unabhangigen Experimenten. P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05.

3.2.4 Einfluss von Caveolin-1 auf die CagA-induzier te Zellmorphologie
» humming bird"

Ein charakteristischer morphologischer Phanotyp, der in humanen Magenadenokarzinom-
Zellen AGS wahrend einer H. pylori Infektion beobachtet wird, ist der so genannte humming
bird Phanotyp [47]. Es handelt sich hier um die Bildung von langgestreckten, nadelahnlichen
Fortsatzen, die als Folge der CagA-Translokation, -Phosphorylierung und der damit
verbundenen Deregulation bestimmter Signalwege sowie der Umorganisierung des
Aktinzytoskeletts entstehen [46, 202].

Um zu untersuchen, ob Caveolin-1 eine Rolle bei der Entstehung des humming bird
Phéanotyps spielt, wurden AGS/LV- und AGS/Cavl- mit H. pylori G27 wt (MOI=100) wie unter
2.2.1.10.2 beschrieben fur 16 h infiziert, mittels Immunofluoreszenzfarbung sichtbar gemacht
und anschlie3end in einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. In beiden Zellklonen wurde die
Bildung langgesteckter Fortsatze beobachtet (Abbildung 3.9 A, B). Dieser Phanotyp war
jedoch in Caveolin-1-defizienten AGS-Zellen mit einem Wert von 11,4+0,8% signifikant

starker ausgepragt als in Caveolin-1-exprimierenden AGS-Zellen (3,8+0,8%).
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Abbildung 3.9 Caveolin-1 hemmt die Entstehung von humming bird . AGS/LV- und AGS/Cavl-
Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert, gefarbt und mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. A: Reprasentative Aufnahmen von H. pylori-infizierten AGS/LV-
und AGS/Cavl-Zellen: grin=Aktin, rot=Caveolin-1 (Cavl), blau=Zellkern, Pfeil=humming bird. Der
MaRstabsbalken entspricht 20 um. B: Quantitative Auswertung humming bird bildender AGS/LV-
und AGS/Cavl-Zellen. Pro Experiment wurden 10 Sichtfelder mit mindestens 10 Zellen analysiert.
Die Anzahl an Zellen mit nadelférmigen Strukturen wurde in Relation zur Gesamtzellzahl (100%)
von Caveolin-1-exprimierenden oder -losen Zellen pro Sichtfeld gesetzt und ist dargestellt als
Prozent + Standardfehler von drei unabhangigen Experimenten. P Werte wurden mit dem Student t
Test ermittelt, p*<0,05.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieen, dass Caveolin-1 humane AGS-Zellen vor

CagA-induzierten morphologischen Veranderungen schitzt.

3.2.5 Molekularer Mechanismus zum Schutz vor,,  humming bird“

In den folgenden Experimenten wurde der molekulare Mechanismus analysiert, anhand
dessen Caveolin-1 zum Schutz vor CagA-induzierten morphologischen Verénderungen

beitragt.

3.2.5.1 Einfluss von Caveolin-1 auf die Phosphoryli erung der Fokalen-
Adhasions-Kinase

Bei der Ausbildung des humming bird Phéanotyps spielt die Dephosphorylierung und somit
die Inaktivierung der Fokalen-Adhasions-Kinase (FAK) als Folge der CagA-Phosphorylierung

eine wesentliche Rolle [46].

Im folgenden Experiment wurde daher der Phosphorylierungsstatus von FAK in AGS/Cavl-
und AGS/LV-Zellen im Verlauf einer H. pylori-Infektion untersucht. Hierzu wurden AGS/LV-
und AGS/Cavl-Zellen mit H. pylori G27 (MOI=100) fur 2 bis 24 h infiziert und aus diesen
Gesamtzellysate préapariert (vgl. 2.2.5.1). Die Lysate wurden mittels 10%-iger SDS-PAGE
separiert (vgl. 2.2.5.5) und mit Westernblot (vgl. 2.2.5.6) analysiert. Beide Zelltypen wiesen
eine ahnliche Menge an Gesamt-FAK-Protein auf und diese blieb Uber die gesamte
Infektionsdauer unverandert (Abbildung 3.10 A, B). Der Anteil an phosphoryliertem FAK-
Protein (P-FAK) nahm in AGS/Cavl-Zellen 2 h nach der Infektion leicht ab, blieb dann
jedoch Uber 6 h und 16 h nahezu unverandert und stieg nach 24 h wieder an (Abbildung 3.10
B). In AGS/LV-Zellen dagegen sank mit zunehmender Infektionsdauer die Menge an P-FAK,
im Vergleich zu AGS/Cavl-Zellen (1,4 + 0,1) war insbesondere der Wert nach 24 h (0,4 *

0,1) signifikant reduziert.
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Abbildung 3.10: Caveolin-1 férdert Aktivitdt von FAK wéahrend einer H. pylori -Infektion. A:
Reprasentative Westernblots von FAK und P-FAK in Gesamtzelllysaten von AGS/LV- und
AGS/Cavl-Zellen, die mit H. pylori (Hp) G27 wt fur 2 bis 24 h infiziert waren. FAK und P-FAK wurden
mit polyklonalem anti-FAK- und polyklonalem anti-P-FAK-(Tyr397)-Antikdrper visualisiert. Als
Ladekontrolle wurde [-Aktin mit monoklonalem anti-3-Aktin-Serum detektiert. B: Quantitative
Auswertung von FAK und P-FAK in AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen. Die Werte der
densitometrischen Auswertung von FAK- und P-FAK-Proteinbanden wurden mit den Werten von R3-
Aktin abgeglichen. Die sich daraus ergebenden Werte sind als x-fache Expression = Standardfehler
in Bezug auf die uninfizierte Kontrolle (Zeitpunkt 0) dargestellt. Daten stammen aus drei

unabhéngigen Experimenten. P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05.

3.2.5.2 Einfluss von Caveolin-1 auf die CagA-Intern  alisierung

Als nachstes wurde untersucht, ob Caveolin-1 die Internalisierung von CagA in die Zelle
verandert und damit die Ausbildung von nadelformigen Strukturen beeinflusst. Hierfur
wurden AGS/LV- und AGS/Cav-Zellen wie unter 2.2.1.9 beschrieben mit H. pylori G27 wt
(MOI=500) fur 2, 6, 16 und 24 h infiziert und anschlieRend gewaschen, um nichtadharente
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Bakterien zu entfernen. Durch eine darauffolgende Inkubation fur 2 h im DMEM/F12 Medium
mit Zusatz von verschiedenen hochdosierten Antibiotika (vgl. 2.2.1.9) wurden die restlichen
Bakterien eliminiert, um nur das injizierte CagA-Protein detektieren zu kbénnen. Dazu wurden
die Zellen lysiert (vgl. 2.2.5.1) und die erhaltenen Proteinlysate wurden nach der Auftrennung
mittels 10%-iger SDS-PAGE (vgl. 2.2.5.5) mit Westernblot analysiert (vgl. 2.2.5.6). Sowohl in
AGS/LV- als auch in AGS/Cavl-Zellen stieg mit zunehmender Infektionsdauer auch die
Menge an CagA-Protein an (Abbildung 3.11 A, B). Die quantitative Auswertung der CagA-
Proteinbanden ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten
Zelltypen (Abbildung 3.11 B).

AGS/Cav1 CagA

AGS/LV S T — — | 1Akt
—

AGS/Cav1 R-Aktin
0 2 6 16 24
Hp [h]
B —+—AGS/LV —m—AGS/Cav1

1,00 -

0,75

0,50 -

Intrazelluldres CagA

0,25 4

0,00

Hp [h]

Abbildung 3.11 Caveolin-1 beeinflusst nicht die Internalisierung v on CagA. AGS/LV- und
AGS/Cavl-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=500) fiir 2 bis 24 h infiziert. Extrazellulare
Bakterien wurden mit einem hochdosierten Antibiotikagemisch eliminiert und die Zellen wurden lysiert.
Das im Lysat erhaltene CagA-Protein wurde in einer Westernblot Analyse unter der Verwendung von
polyklonalem anti-CagA-Serum visualisiert. Als Ladekontrolle wurde 3-Aktin mit monoklonalem anti-3-
Aktin-Serum  detektiert. A: Reprdsentative Westernblots von intrazellularem CagA in
Gesamtzellysaten von AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen. B: Quantitative Auswertung von
intrazellularem CagA in AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen. Die Werte der densitometrischen
Auswertung von CagA-Proteinbanden wurden an die Werte von R3-Aktin abgeglichen. Die daraus
ergebenen Werte sind als x-fache Expression + Stanardfehler in Bezug auf die uninfizierte Kontrolle
(Zeitpunkt 0) dargestellt.
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Hiermit kann gesagt werden, dass Caveolin-1 keine bedeutende Rolle in der Internalisierung

von CagA spielt.

3.2.5.3 Interaktionsstudie zwischen Caveolin-1, H. pylori und CagA anhand
der zellularen Lokalisierung

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob zwischen dem in den bisherigen in
vitro Versuchen verwendeten CagA-produzierenden Stamm H. pylori G27 wt und Caveolin-1
sowie reinem CagA und Caveolin-1 eine Interaktion stattfindet, die mdglicherweise die
Aktivitdt von CagA beeinflusst und somit in der geringeren Auspragung des humming bird

Phanotyps resultiert.

Erste Eindriicke Uber eine mdgliche Interaktion zwischen Proteinen kénnen anhand ihrer
zellularen Lokalisierung gewonnen werden. Hierfir wurden MDCK- und MKN45-Zellen, die
Uber endogenes Caveolin-1 verfligen, wie unter 2.2.1.10.4 beschrieben, mit H. pylori G27 wt
(MOI=10) infiziert und mittels Immunofluoreszenz gefarbt. In der anschlieRenden Analyse im
konfokalen Mikroskop konnte sowohl bei MKN45- als auch bei MDCK-Zellen nur eine sehr
vereinzelt vorkommende Kolokalisation von H. pylori mit Caveolin-1 beobachtet werden
(Abbildung 3.12).

Da die Farbung von injiziertem CagA nicht méglich war (Daten nicht gezeigt), wurde CagA in
AGS/Cavl-Zellen Uberexprimiert und so zur Analyse verwendet. Hierflir wurden AGS/Cavl-
Zellen mit dem EGFP-CagA-exprimierenden Plasmid pEGFP-CagA fir 48 h transient
transfiziert (vgl. 2.2.1.6), mittels Immunofluoreszenzfarbung gefarbt (2.2.1.10.5) und
anschlieend im konfokalen Mikroskop analysiert. Auch hier war nur selten eine

Kolokalisation von Caveolin-1 und CagA zu erkennen (Abbildung 3.12 B).

Cav1

Uberlagerung
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Cav1/DAPI

GFP-CagA/DAPI Uberlagerung

Abbildung 3.12 Sporadische Kolokalisation von Caveo lin-1 mit H. pylori und CagA. A:
Lokalisation von H. pylori G27 wt an und Caveolin-1 in MKN45- und MDCK-Zellen. MKN45- sowie
MDCK-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=10) fir 30 min infiziert. Nach der
Immunofluoreszenzfarbung erfolgte die Analyse im konfokalen Mikroskop: grin=H. pylori,
rot=Caveolin-1 (Cavl), blau (DAPI)=Zellkern, gelb=Kolokalisation. Der MaR3stabsbalken entspricht
10 pm. B: Lokalisation von EGFP-CagA und Caveolin-1 in AGS/Cavl-Zellen. AGS/Cavl-Zellen
wurden mit pEGFP-CagA-Plasmid fiir 48 h transient transfiziert, gefarbt und im konfokalen
Mikroskop analysiert: grin=EGFP-CagA, rot=Caveolin-1 (Cavl), blau (DAPI)=Zellkern,
gelb=Kolokalisation. Der Malistabsbalken entspricht 10 um. A und B zeigen reprasentative

Aufnahmen einer Farbung. Pfeile deuten auf eine Kolokalisation hin.

3.2.5.4 Interaktionsstudie zwischen Caveolin-1 und CagA mittels Ko-
Immunoprazipitation

Um eine genaue Aussage treffen zu kdnnen, ob es zwischen Caveolin-1 und CagA
tatsachlich zu einer Interaktion wahrend einer H. pylori-Infektion kommt, wurde eine
Immunoprazipitation der beiden Proteine wie unter 2.2.5.9 beschrieben durchgefihrt. Hierzu
wurden AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert oder
nicht infiziert und anschlieBend lysiert. Aus den erhaltenen Gesamtzelllysaten wurden
Caveolin-1 und CagA mittels spezifischer Antikdrper angereichert, mit 10%-iger SDS-PAGE
separiert (vgl. 2.2.5.5) und anschlieBend mit Hilfe einer Westernblot Analyse (vgl. 2.2.5.6)
untersucht. Wie erwartet wurde sowohl im CagA- als auch im Caveolin-1-Immunoprazipitat
aus dem Lysat unifizierter AGS/Cavl-Zellen kein CagA detektiert (Abbildung 3.13 links). Im
Caveolin-1-Prazipitat aus Lysaten infizierter AGS/Cavl-Zellen konnte ebenfalls kein CagA
nachgewiesen werden (Abbildung 3.13 Mitte). Ebenfalls wurde kein Caveolin-1 mit dem anti-
CagA-Antikorper ko-immunoprazipitiert. Im Lysat aus infizierten AGS/LV-Zellen, welches als
Negativkontrolle fur die Spezifitat einer moglichen Interaktion zwischen Caveolin-1 und CagA
diente, wurde wie erwartet kein Caveolin-1 immunoprézipitiert (Abbildung 3.13 rechts) und
daher auch kein CagA ko-immunoprazipitiert. Diese Ergebnisse zeigten, dass zwischen
Caveolin-1 und dem CagA-Toxin keine starke Bindung und somit héchstwahrscheinlich keine

Interaktion stattfindet.
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Abbildung 3.13 Nachweis keiner direkten Interaktion zwischen Caveolin-1 und CagA. MKN45-
Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fir 16 h infiziert, lysiert und aus den erhaltenen
Proteinlysaten wurde Caveolin-1 und CagA mit polyklonalem anti-Caveolin-1- und monoklonalem
anti-CagA-Serum immunoprazipitiert (IP). Die immunoprazipitierten sowie ko-immunoprazipitierten
Proteine wurden im Westernblot (WB) mit polyklonalem anti-Caveolin-1- und polyklonalem anti-
CagA-Antikorper visualisiert. Dargestellt ist eine reprasentative Aufnahme eines Westernblots.
unsp=unspezifische Proteinbande.

3.2.5.5 Identifizierung eines Caveolin-1 Interaktio  nspartners wahrend einer H.
pylori -Infektion mittels MALDI-MS

Folgend sollte ein Interaktionspartner von Caveolin-1 identifiziert werden, der wahrend einer
H. pylori-Infektion mit Caveolin-1 interagiert und so méglicherweise zum zusatzlichen Schutz
vor CagA-induzierten morphologischen Veranderungen beitragt. Hierzu wurden AGS/Cavl-
Zellen mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert bzw. nicht infiziert, lysiert und aus den
Gesamtzelllysaten wurde Caveolin-1 mit spezifischem Antikbrper wie unter 2.2.5.9
beschrieben, immunoprazipitiert. Die erhaltenen Caveolinl-Prazipitate wurden mit 15%-iger
SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und mit Silberfarbung (vgl. 2.2.5.7) sichtbar gemacht. Im
Caveolin-1-Prazipitat aus infizierten AGS/Cavl-Zellen wurde eine starkere Intensitat der
Proteinbanden Nr. 1,2,3,4,5 im Vergleich zum Préazipitat von uninfizierten AGS/Cavl-Zellen
beobachtet (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 Visualisierung von Caveolin-1-binden den Proteinen. AGS/Cavl Zellen
wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI) fur 16 h infiziert bzw. nicht infiziert und lysiert. Mittels
polyklonaler  anti-Caveolin-1-Antikérper  wurde in  den  Proteinlysaten  Caveolin-1
immunoprazipitiert. Die erhaltenen Immunoprazipitate wurden in einem 15%-igen SDS-Gel
separiert und mit Silberfarbung visualisiert. Dargestellt ist eine reprasentative Aufnahme eines
Silber-gefarbten SDS-Gels. Proteinbanden 1,2,3,4,5 wurden ausgeschnitten und mittels MALDI-
MS analysiert.

Alle funf Banden wurden ausgeschnitten und mittels MALDI-MS (vgl. 2.2.5.8) analysiert. Die
Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Bei den Proteinbanden 2, 3, 4
handelte es sich um Keratine und Proteinbande Nummer 5 war ein Protein ,&hnlich zum
GDP Dissotiationsinhibitor 2. Bei Proteinbande Nummer 1 handelte es sich um ein
Proteinfragment, desen Aminosauresequenz der Variante 4 des pl20 Rho-GTPase-
aktivierenden Proteins 7 entsprach. Dieses Protein ist ein bekannter Tumorsupressor, das in
der Literatur vorwiegend mit dem Namen deleted in liver cancer 1 (DLC1) bezeichnet wird.
Die GroR3e der vollstandigen DLC1 Variante 4 (DLC1v4) betragt etwa 110 kDa. Rho-GTPase-
aktivierende Proteine regulieren die Aktivitat kleiner Rho-GTPasen [203], welche eine
wesentliche Rolle bei der Zellmigration und Zellmorphologie spielen [204]. Zudem st
bekannt, dass DLC1 uber ein Caveolin-1-bindendes Motiv verfugt [205] und &hnlich wie
Caveolin-1 ist DLC1 in Caveolen und fokalen Adhasionen (FA) lokalisiert [205, 206]. Aus
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diesem Grund stellte DLC1v4 einen interessanten Kandidaten dar, der als H. pylori-
induzierter Interaktionspartner des Caveolin-1 fungieren kénnte, und wurde deshalb weiter

untersucht.

Tabelle 3.2 Identifizierung Caveolin-1-bindender Pr  oteine mittels MALDI-MS Analyse

Bande Akzession Masse Score | Beschreibung Spezies
Nr. Nr. [Da]
1 Q960QB1 172197 57 p120 Rho-GTPase-aktivierendes Protein 7, | Mensch

Deleted in liver cancer 1 Protein

2 PO4264 66170 59 Keratin, Typ Il cytoskeletal 1 Mensch

3 PO4264 66170 71 Keratin, Typ Il cytoskeletal 1 Mensch

4 P35527 62255 51 Keratin, Typ | cytoskeletal 9 Mensch

5 Q8TB95 21602 56 ahnlich zum GDP-Dissotiations- Mensch
Inhibitor 2

3.2.5.6 Verifizierung der Interaktion zwischen Cave olin-1 und DLC1v4 in H.
pylori -infizierten Zellen

Zunachst wurde mittels Ko-Immunoprazipitation (vgl. 2.2.5.9) die Interaktion von Caveolin-1
und DLC1lv4 wahrend einer H. pylori-Infektion Uberprift. Hierzu wurden wie oben
beschrieben AGS/Cavl-Zellen mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert bzw.
unbehandelt gelassen, anschlieBend lysiert und aus dem Lysat wurden Caveolin-1 sowie
DLC1 mittels spezifischer Antikdrper prazipitiert. Die gewonnenen Prazipitate wurden mit
10%-iger SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und anschlie3end im Westernblot (vgl. 2.2.5.6)
analysiert. Hier konnte das DLC1-Protein mit spezifischem ani-DLC1-Serum im Caveolin-1-
Immunoprazipitat nachgewiesen werden (Abbildung 3.15 A). Umgekehrt wurde im DLC1-
Immunoprazipitat mit spezifischem anti-Caveolin-1-Antikérper Caveolin-1 detektiert
(Abbildung 3.15 B). Hiermit konnten die Ergebnisse der MALDI-MS Analyse bestatigt
werden. Zudem wurde sowohl im Caveolin-1- (Abbildung 3.15 C) als auch im DLC1-
Immunoprazipitat (Abbildung 3.15 B) von infizierten Zellen mittels anti-Caveolin-1-Serum
eine etwa 24 kDa grol3e Proteinbande detektiert, bei der es sich hdchstwahrscheinlich um

die phoshorylierte Form des Caveolin-1 handelte (unphosphoryliertes Caveolin-1: 22 kDa,;
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Phosphorylgruppe: + ca. 2 kDa). Das bedeutet, dass nicht nur unphosphoryliertes, sondern
auch phosphoryliertes Caveolin-1 mit DLC1v4 wahrend einer H. pylori-Infektion interagiert

und umgekehrt.

A Hp - + = +
—WB:DLC1 (110 kDa)
-
IP: a Cav1l - = + +
B Hp - + = +

P-Cav1
WB: Cav1 (22 kDa)

IP:a DLC1 + + Input Input

C Hp . + = +
[ P-Cav1
WB: Cav1 (22 kDa)
IP: a Cavl - - + +

Abbildung 3.15 Verifizierung der Interaktion zwisch en Caveolin-1 und DLC1v4 wéhrend einer
H. pylori -Infektion . AGS/Cavl-Zellen wurden wie in 3.2.5.5 infiziert und lysiert. Aus den
Proteinlysaten wurden Caveolin-1 und DLC1 mittels anti-Caveolin-1- (A, C) und anti-DLC1- (B)
Seren immunoprazipitiert (IP). Die immunoprazipitierten sowie ko-immunoprazipitierten Proteine
wurden im Westernblot (WB) mit polyklonalem anti-Caveolin-1- (B, C) und monoklonalem anti-
DLC1-Antikorper (A) visualisiert. Bei der Proteinbande P-Cav1l, die mit polyklonalem anti-Caveolin-
1-Serum detektiert wurde (B, C), handelt es sich héchstwahrscheinlich um phosphoryliertes
Caveolin-1. Dargestellt ist eine reprasentative Aufnahme eines Westernblots.

3.2.5.7 Uberexpression von DLC1v4

Im Folgenden sollte DLC1v4 in das Expressionsplasmid (pTarget) kloniert werden. Hierzu
wurde zuerst mittels PCR (vgl. 2.2.4.6) die endogene Expression von DLC1v4 in
verschiedenen Zelllinien verifiziert. Zusatzlich wurde auch die Expression der langsten DLC1
MRNA Variante und zwar DLC1vl untersucht. Alle untersuchten Zelllinien wiesen eine
deutliche DLC1v4 mRNA Expression auf (Abbildung 3.16 A). Dagegen war die DLC1vl
Isoform nur in der HEK293-Zellinie (Spur 4) nachzuweisen. Dieses spricht auch dafir, dass
es sich bei dem in AGS/Cav1-Zellen durch MALDI-MS identifizierten DLC1-Proteins um die
Variante 4 handeln miusste. Zur Klonierung von DLC1v4 [182] wurde cDNA von HepG2-

Zellen verwendet. Die einzelnen Klonierungsschritte sind in der Kapitel 2.2.4.10 beschrieben.
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Nach erfolgreicher Klonierung wurde die Uberexpression von DLC1v4 auf der mRNA- sowie
der Protein-Ebene in HEK293- und parentalen AGS-Zellen verifiziert. Hierzu wurden
HEK293- und AGS-Zellen mit leerem pTarget Vektor (pT-LV) oder DLC1v4-exprimierendem
pTarget Vektor (pT-DLC1v4) fur 24 h transient transfiziert (2.2.1.6) und aus den Zellen wurde
sowohl Gesamt-RNA (vgl. 2.2.4.3.2) als auch Gesamtprotein (2.2.5.1) extrahiert. Beide mit
dem pT-DLC1v4 Expressionsvektor transient transfizierte Zelllinien zeigten eine 2-fach
erhohte Expression an DLC1v4 mRNA (Abbildung 3.16 B, oben). Das uberexprimierte
DLC1v4-Protein wies wie in der Immunoprazipitation (Abbildung 3.16 B, unten) eine Grolie
von 110 kDa auf.

A 1AGS 1 2 3 4 5 8§ 7
2 OE19 D S e GED U@ ems | DL C1v4
3 HCT116
4 HEK293 — DLC1v1
5 HepG2
Pap————=— 1Ll
6 MKN45
7 N87
B pT-DLC1v4

e — e— G DLC1v4

L Il

et !- DLC1v4 (110 kDa)
L}

— — . 3-Aktin

AGS HEK293

Abbildung 3.16 Expression von DLC1. A: Endogene Expression von DLC1v4 und DLC1vl mRNA
in humanen Zelllinien. Aus allen untersuchten Zelllinien wurde Gesamt-RNA extrahiert, die nach
Umschreiben in cDNA zur Amplifikation von DLC1v4 und DLC1vl mRNA mittels PCR diente. Als
interne Kontrolle wurde R2-Mikroglobulin (32M) amplifiziert. Erhaltene PCR-Produkte wurden im
Agarosegel aufgetrennt. Dargestellt ist ein Agarosegel mit PCR Produkten von DLC1v4 (oben),
DLC1vl (Mitte) und R2M mRNA (unten). B: DLC1v4 mRNA und Protein nach transienter
Uberexpression. Parentale AGS- und HEK293-Zellen wurden mit pT-DLC1v4 (+) oder pT-LV (-) fur
24 h transient transfiziert. Aus einem Teil der Zellen wurde Gesamt-RNA extrahiert, die dann als
cDNA zur Amplifikation von DLC1v4 sowie 32M mittels PCR diente. Aus dem anderen Teil der
transfizierten Zellen wurden Gesamtzelllysate prapariert, die zur Detektion des uberexprimierten
DLC1v4-Proteins mit monoklonalem anti-DLC1-Serum im Westernblot eingesetzt wurden. Als
Ladekontrolle diente 3-Aktin, visualisiert mit monoklonalem anti-R-Aktin-Serum. Dargestellt ist eine

reprasentative Aufnahme eines Agarosegels (obere Hélfte) sowie eines Westernblots (untere Halfte).
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3.2.5.8 Einfluss der DLC1v4-Uberexpression auf die Bildung der CagA-
induzierten ,, humming bird“ Morphologie

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob die Uberexpression von DLC1v4 einen Effekt
auf die Formation des humming bird Zellphantyps hat. Hierzu wurden parentale AGS-Zellen
mit pT-DLC1v4 (AGS/DLC1v4) oder leerem Vektor (AGS/LV) fur 24 h transient transfiziert
(vgl. 2.2.1.6) und anschlieRend mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert. Nach
anschlieRender Immunofluoreszenz-Farbung (vgl. 2.2.1.10.3) erfolgte die Analyse im
Fluoreszenzmikroskop. Sowohl AGS/LV- als auch AGS/DLC1v4-Zellen wiesen
langgestreckte, nadelformige Strukturen auf (Abbildung 3.17 A, B).

A AGS/LV AGS/DLC1v4 B
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Zellen mit flachiger Ausbreitung [%]

Abbildung 3.17 DLC1v4 hat keinen Effekt auf die Ausbildung der humming bird Morphologie .
AGS-Zellen wurden mit leerem pTarget (AGS/LV) oder pT-DLC1v4 (AGS/DLC1v4) fur 24 h transient
transfiziert und mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=10) fur 16 h infiziert. A: Reprasentative mikroskopische
Aufnahmen von infizierten AGS/LV- und AGS/DLC1v4-Zellen: grin=Aktin, blau (DAPI)=Zellkern. Pfeile
zeigen humming bird (weiss) und flachige Ausbreitung (gelb) an. Der MaR3stabsbalken entspricht 50 pm.
B: Quantitative Auswertung von humming bird-bildenden Zellen. C: Quantitative Auswertung von flachig
ausgebreiteten Zellen. Pro Experiment wurden 10 Sichtfelder mit mindestens 10 Zellen/ Sichtfeld
analysiert. Balken prasentieren humming bird-bildende Zellen (B) sowie flachig ausgebreitete Zellen (C)
als Prozent + Standardfehler im Bezug zur Gesamtzellzahl von drei unabhé&ngigen Experimenten. P

Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05.
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Der durchschnittliche Wert von humming bird-bildenden AGS/DLC1v4-Zellen lag bei 19+2%.
Ein ebenso hoher Anteil (19£2%) wurde in AGS/LV-Zellen ermittelt (Abbildung 3.17 B).
Auffallend war, dass in AGS/DLC1v4-Zellen eine flachig ausgebreitete Zellmorphologie, das
so genannte cell spreading, haufiger als in AGS/LV-Zellen vorkam. Diese Beobachtung
wurde in der quantitativen Auswertung (Abbildung 3.17 C) bestatigt, wonach der Anteil an
flachig ausgebreiteten Zellen unter den AGS/DLC1v4-Zellen 20+3% betrug und somit
signifikant hoher als in AGS/LV-Zellen (11+2%) war. Diese Daten deuten darauf hin, dass
DLC1v4 keine Rolle im Schutzmechanismus vor humming bird spielt, sondern wie schon
bekannt fur die Regulation von fokalen Adhasionen [206, 207] und der damit verbundenen

Ausbreitung der Zellen zustandig ist.

3.2.5.9 Phosphorylierung von Src und Caveolin-1 wah rend einer H. pylori -
Infektion

Caveolin-1 kann durch die zytosolischen Tyrosinkinasen Src und Abl [165] am Tyrosin 14
phosphoryliert werden. Phosphoryliertes Caveolin-1 und Src regulieren die Aktivitat der
kleinen Rho-GTPasen, die wiederum die Organisation des Zytoskeletts und somit die

Zellmorphologie beeinflussen [204].

Erste Hinweise auf eine Caveolin-1 Phosphorylierung in infizierten Zellen wurden in der
Abbildung 3.15 erhalten. Im folgenden Experiment wurde daher verifiziert, ob H. pylori zur
Phosphorylierung und damit zur Aktivierung von Src und der anschlieBenden
Phosphorylierung von Caveolin-1 beitragt. Hierfir wurden AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen
mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 0,5 bis 48 h infiziert und anschlie3end lysiert (vgl.
2.2.5.1). Die gewonnenen Zelllysate wurden mittels 15%-iger (P-Caveolin-1) und 10%-iger
(P-Src) SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und anschlie3end im Westernblot analysiert (vgl.
2.2.5.6). Die Infektion mit H. pylori G27 wt fuhrte zur Phoshorylierung von Src (P-Src) sowohl
in AGS/Cav1l- als auch in AGS/LV-Zellen (Abbildung 3.18 links, rechts). Die quantitative
Auswertung der P-Src-Proteinbanden (Abbildung 3.18 rechts) ergab jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen. Darlber hinaus zeigten
AGS/Cavl-Zellen eine rapide Phosphorylierung von Caveolin-1 am Tyrosin 14 (Y14,
Abbildung 3.18 links). Diese war nach sechs Stunden eindeutig sichtbar und wurde mit der
zunehmenden Infektionsdauer verstarkt. Hiermit konnte bestétigt werden, dass eine H.

pylori-Infektion eine Phosphorylierung von Src und somit auch von Caveolin-1 induziert.
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Abbildung 3.18 Eine H. pylori -Infektion induziert eine starke Phosphorylierung vo n Src und
Y14-Caveolin-1 . A: Reprasentative Westernblots von P-Src und P-Y14-Cavl in Gesamtzellysaten
von AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen, die mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fur 0,5 bis 24h infiziert
wurden. P-Src wurde mit monoklonalem anti-P-Src-Serum (Y416) und P-Cavl mit monoklonalem anti-
P-Caveolin-1-Serum (Y14) detektiert. Hsp90 diente als Ladekontrolle, visualisiert mit polyklonalem
anti-Hsp90-Antikdrper. B: Quantitative Auswertung der P-Src-Proteinbanden. Die Werte der
densitometrischen Auswertung von P-Src-Proteinbanden wurden an die Werte von Hsp90
abgeglichen. Die sich daraus ergebenden Werte sind als x-fache Expression = Standardfehler im
Bezug auf die uninfizierte Kontrolle (Zeitpunkt 0) dargestellt. Die Daten stammen von drei

unabhangigen Experimenten.

3.2.5.10 Einfluss von Caveolin-1 auf die Aktivierun g der Rho-GTPasen

SchliefRlich wurde die Aktivitat der kleinen GTPasen RhoA, Cdc42 und Racl in infizierten
AGS-Zellen mittels eines modifizierten Immunprazipitationsansatzes (pull down, vgl.
2.2.5.10) untersucht. Hierzu wurden AGS/LV- und AGS/Cavl-Zellen mit H. pylori G27
(MOI=100) fur 16 h infiziert und anschlieend lysiert. Aus den Proteinlysaten wurden aktive
GTPasen durch Prézipitation mit spezifischen Agarosekiigelchen isoliert, die fur die Bindung
von aktivem RhoA mit der Rho-Bindungs-Doméne (RBD) von Rhotekin und fir die Bindung
von aktivem Racl oder Cdc42 mit der p21-Bindungs-Doméne (PBD) der p2l-aktivierten
Kinase (PAK) beschichtet waren. Die erhaltenen Prazipitate sowie ein Teil des
urspringlichen Zelllysats (Input), welches als Ladekontrolle diente, wurden mittels 10%-iger
SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und mit Westernblot (vgl. 2.2.5.6) analysiert. Hier wurde
beobachtet, dass die H. pylori-Infektion weder in AGS/Cavl- noch in AGS/LV-Zellen zu einer
Aktivierung von Cdc42 und RhoA flhrte (Abbildung 3.19). Hinzu kam, dass im Fall von

Cdc42 nur eine sehr schwache Proteinbande im Input nachgewiesen werden konnte, was
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bedeutet, dass das Protein in beiden Zellklonen nur sehr schwach exprimiert wurde. In den
Proteinlysaten von beiden Zelltypen wurde zwar eine hohe Menge an Gesamt-Racl
detektiert, aber nur ein minimaler Anteil dieser GTPase war aktiv. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass kleine GTPasen wie RhoA, Cdc42 und Racl keine Rolle im molekularen
Mechanismus des humming bird Phanotyps spielen, da sie in den untersuchten Zellen

entweder kaum vorhanden waren oder durch H. pylori G27 [47] nur minimal aktiviert wurden.

AGS/LV
AGS/Cav1
AGS/LV
AGS/Cav1

d WB: Rac1 (21kDa)

PAK-PBD: - + Input  Input

WB: Cdc42 (21kDa)

PAK-PBD: + + Input  Input

# | \WB: RhoA (21kDa)

Rhotekin-RBD: + + Input  Input

Abbildung 3.19 H. pylori G27 ist ein schwacher Aktivator von kleinen Rho-GT  Pasen. AGS/LV-
und AGS/Cav1l-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fir 16 h infiziert und lysiert. Aus
den erhaltenen Proteinlysaten wurde die aktive Form von Racl, Cdc42 und RhoA mittels PAK-
PBD- oder Rhotekin-RBD-konjugierter Agarose angereichert und im Westernblot (WB) unter
Verwendung der entsprechenden monoklonalen Antikdrpern visualisiert. Der Input diente als

Kontrolle des im jeweiligen Lysat erhaltenen Gesamtproteins.

3.2.6 Einfluss von H. pylori auf die Caveolin-1-Expression

H. pylori moduliert wahrend der Infektion die Expression zahlreicher Gene der Wirtszelle
[118, 208, 209]. Zudem stellt eine chronische Entziindung mit H. pylori ein Hauptrisiko fur die
Entstehung von Magenkarzinomen dar, bei denen die Cavl-Expression meistens
herunterreguliert ist [174]. In folgenden Experimenten wurde daher untersucht, ob eine H.

pylori-Infektion einen Einfluss auf die Caveolin-1-Expression hat.
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3.2.6.1 Cavl mRNA-Expressionin H. pylori infizierten Mausen

Zunachst wurde die Caveolin-1-Expression in infizierten Mausen analysiert. Hierzu wurde
Gesamt-RNA aus dem Magengewebe von mit H. pylori SS1 fir 11 Monate infizierten sowie
uninfizierten WT-Mausen isoliert (vgl. 2.2.4.3.1) und in cDNA umgeschrieben (vgl. 2.2.4.5),
die dann fur die quantitative Analyse mittels RT-qgPCR (vgl. 2.2.4.9) eingesetzt wurde. Zur
Kontrolle wurde die Cavl-Expression auch im Magen infizierter und unifizierter Cavl-KO-
Mause verifiziert. Alle infizierten WT-Mause wiesen eine signifikant reduzierte Cavl mRNA-
Expression (13+4) im Vergleich zu uninfizierten WT-Mausen (38+9) auf (Abbildung 3.20).
Wie erwartet wurde keine Cavl mRNA in Cavl-KO-M&ausen detektiert.
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Abbildung 3.20 Reduzierte Cavl mRNA in WT- und Cav1l-KO-Méausen 11 Monate nach der H.
pylori SS1-Infektion. Aus H. pylori (Hp) SS1-infiziertem bzw. uninfiziertem Magengewebe wurde
die Gesamt-RNA extrahiert und nach Umschreiben in cDNA zur Quantifizierung der Cavl mRNA
mittels RT-gPCR eingesetzt. Die erhaltenen Cavl CT-Werte wurden auf die CT-Werte von R2-
Mikroglobulin (82M) normalisiert und die Resultate als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.

Pro Genotyp wurden 15 Tiere (n=15) untersucht. P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt,
p*<0,05.

3.2.6.2 Expression von Caveolin-1 mRNA und Protein in H. pylori infizierten
Zellen

Zusatzlich wurde der Einfluss einer H. pylori-Infektion auf die Caveolin-1-Expression in vitro
untersucht. Hierfir wurden drei verschiedene Zelllinien (N87-, MKN45- und MDCK-Zellen),
die Uber eine endogene Caveolin-1-Expression verfligen, mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur
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eine Dauer von 72 h infiziert bzw. nicht infiziert. Aus den Zellen wurde die Gesamt-RNA
prapariert (vgl. 2.2.4.3.2), die nach Umschreiben in cDNA (vgl. 2.2.4.5) zur Quantifizierung
der CAV1-Expression mittels RT-gPCR (vgl. 2.2.4.9) verwendet wurde. Ahnlich wie in den
Méagen infizierter WT-Mause wurde eine starke, signifikante Reduktion von CAV1 mRNA in
allen drei Zellinien beobachtet (Abbildung 3.21). In infizierten MDCK-Zellen war die CAV1
MRNA auf 38+22% gegenuber der uninfizierten Kontrolle (100%) reduziert. In infizierten
MKN45-Zellen sank die Cavl-Expression auf 22+6% und in infizierten N87-Zellen sogar auf

17+11% im Vergleich zu uninfizierten Zellen.
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Abbildung 3.21 H. pylori fuhrt zur Reduktion der Caveolin-1 mRNA-Expression in vitro.
MDCK-, MKN45- und N78-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fur 72 h infiziert. Aus
den infizierten Zellen wurde Gesamt-RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und zur
Quantifizierung der Caveolin-1 mRNA mittels RT-qPCR eingesetzt. Erhaltene Caveolin-1 (CAV1)
CT-Werte wurden durch CT-Werte von 32-Mikroglobulin (32M) normalisiert. Die Resultate sind als
Prozent + Standardfehler im Bezug auf uninfizierte Zellen (100%) dargestellt. Die P Werte wurden
mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05. Die Daten stammen aus drei unabhangigen

Experimenten.

AnschlieBend wurde die Caveolin-1-Expression auch auf Proteinebene untersucht. Hierfur
wurden MDCK-, N87- und MKN45-Zellen fir 24, 48, 72 und 96 h mit H. pylori G27 wt infiziert
und dann lysiert (vgl. 2.2.5.1). Die erhaltenen Gesamtzelllysate wurden mittels 15%-iger
SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und im Westernblot (vgl. 2.2.5.6) analysiert. Sowohl in
MKN45- als auch in N78-Zellen konnte mit zunehmender Infektionsdauer eine starke
Abnahme des Caveolin-1 Proteins detektiert werden (Abbildung 3.22). In MDCK-Zellen
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konnte zwar eine Tendenz, aber keine so deutliche Reduktion in der Menge des Caveolin-1
Proteins beobachtet werden wie in MKN45- und N87-Zellen.

MKN45
—— — Cav1 (22 kDa)

e . . e | H & 2 G0

N87
s S e . |Cavi (22 kDa)
Hsp90
MDCK

A, |C2V1 (22 kDa)

— — — — . | HS P90

Abbildung 3.22 Reduzierte Caveolin-1-Proteinmenge in vitro aufgrund einer H. pylori -
Infektion . Représentative Westernblots von Caveolin-1 in Gesamproteinlysaten von
MKN45-, N87- und MDCK-Zellen, die mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fir 24 bis 96 h
infiziert wurden. Das Caveolin-1-Protein wurde mit polyklonalem anti-Caveolin-1-Antikdrper
visualisiert. Als Ladekontrolle diente Hsp90, das mit polyklonalem anti-Hsp90-Serum
detektiert wurde.

Anhand dieser Ergebnisse kann gesagt werden, dass eine H. pylori-Infektion sowohl in vivo
als auch in vitro zu einer Reduktion der Cavl mRNA Expression sowie der Caveolin-1

Proteinmenge flhrt.

3.2.6.3 Einfluss von CagA auf die Caveolin-1-Expres  sion

Der zur Infektion in vivo verwendete Stamm H. pylori SS1 verfugt aufgrund eines
unvollstandigen cagPAl Uber kein aktives CagA-Protein [112]. Dagegen transloziert der in
vitro genutzte Stamm H. pylori G27 wt ein funktionell aktives CagA-Protein in die Zellen [47].
Aus diesem Grund wurde im folgenden Experiment verifiziert, ob die Herunterregulation der

Caveolin-1 mRNA-Expression von CagA-abhéngig war.

Hierfir wurden die gleichen Zelllinien (MDCK-, N87- und MKN45-Zellen) mit CagA-
defizienten Stammen H. pylori G27 AcagA und H. pylori SS1 (MOI=100) fur 72 h infiziert
bzw. unbehandelt gelassen. Aus den Zellen wurde Gesamt-RNA (vgl. 2.2.4.3.2) isoliert, die

nach Umschreiben in cDNA (vgl. 2.2.4.5) zur Analyse der Caveolin-1-Expression mittels RT-
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gPCR (vgl. 2.2.4.9) diente. Sowohl die Infektion mit H. pylori G27 AcagA als auch mit H.
pylori SS1 fiuhrte zu einer signifikanten Abnahme der CAV1 mRNA in allen drei Zelllinien
(Abbildung 3.23).

[] uninfiziert M Hp G27AcagA M Hp sS1
120 - * 3 *
% T T

100
S
< 801
z
o
E 60
s
<
O 40 -
2
3 201 .

0
MDCK N87 MKN45

Abbildung 3.23 Die Caveolin-1-Reduktion ist CagA-unabhéangig. MDCK-, MKN45- und N78-
Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 AcagA und H. pylori (Hp) SS1 (MOI=100) fiir 72 h infiziert
bzw. nicht infiziert. Aus den Zellen wurde Gesamt-RNA extrahiert, die nach Umschreiben in
cDNA zur Quantifizierung der CAV1 mRNA mittels RT-gPCR eingesetzt wurde. Erhaltene
Caveolin-1 (CAV1) CT-Werte wurden mit Hilfe der CT-Werte von (32-Mikroglobulin (32M)
normalisiert. Die Resultate sind als Prozent + Standardfehler im Bezug auf uninfizierte Zellen
(100%) dargestellt. Die P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05. Die Daten
stammen aus drei unabhangigen Experimenten.

H. pylori G27 AcagA reduzierte die CAV1-Expression in MDCK-Zellen um 67% im Vergleich
zur uninfizierten Kontrolle. Der gleiche Stamm bewirkte in MKN45-Zellen eine Abnahme der
CAV1-Expression auf einen Wert von 29+7% und in N87-Zellen sogar auf 11+6% im
Vergleich zu uninfizierten Zellen. Ebenso fuhrte H. pylori SS1 in MDCK-Zellen zu einer
Reduktion der CAV1-Expression auf 35+18% und in N87-Zellen auf 21+1% im Vergleich zu
uninfizierten Kontrollzellen. In MKN45-Zellen, die mit H. pylori SS1 infiziert waren, fiel die
CAV1 mRNA auf einen Wert von 15+8% im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle ab. Hiermit
wurde bestatigt, dass H. pylori die Caveolin-1-Expression inhibiert und diese Regulation

CagA-unabhangig ist.
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3.2.6.4 Regulation der Caveolin-1-Expression

Um zu untersuchen, ob die in den vorangegangenen Experimenten beobachtete Abnahme
der Cavl mRNA durch eine Repression des Caveolin-1-Promotors verursacht wurde, wurde
die Aktivitat des Cavl-Promotors in H. pylori-infizierten Zellen mittels eines Dualen
Luciferase Reporter Testsystems (Dual-Luciferase Reporter Assay, vgl. 2.2.1.7) analysiert.
Hierfir wurden HEK293- und MKNA45-Zellen mit dem pGL3-CAV1p Firefly Luciferase-
Reporter-Konstrukt transfiziert, das den humanen proximalen CAV1-Promotor enthielt [180].
Zusatzlich wurde in einem parallelen Ansatz ein pGL3 Firefly Luciferase-Reporter-Plasmid
mit dem Serum-responsiven Element (serum response element, SeRE, pGL3-SeRE)
transfiziert. Dieses diente als Positivkontrolle, da SeRE durch externen Stress sowie durch
das CagA-Protein von H. pylori aktiviert werden kann [210]. Als Negativkontrolle diente das
pGL2-BSEP-Plasmid, welches den Enhancer des Gens fir die Gallensalz-Exportpumpe
(bille salt export pump, BSEP) beinhaltete. Zur internen Kontrolle der Transfektionsrate
wurde in allen Ansétzen das Renilla Luciferase-Plasmid (pRL-CMV) kotransfiziert. Nach
einer Transfektionsdauer von 24 h wurden die Zellen mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fir 16 h
infiziert und lysiert. Die Firefly Luciferase-Aktivitdt des jeweilgen Promotors bzw. Enhancers
wurde luminometrisch ermittelt und auf die Aktivitat der Renilla Luciferase normalisiert (vgl.
2.2.1.7.1).

In den beiden untersuchten Zelllinien bewirkte die Infektion mit H. pylori G27 wt eine
signifikante Abnahme der CAV1-Promotor-Aktivitéat (Abbildung 3.24 A, B). In infizierten
MKN45-Zellen betrug die Aktivitat des CAV1-Promotors 53+1% im Vergleich zu uninfizierten
Zellen. In infizierten HEK297-Zellen sank die CAV1-Promotor-Aktivitdt sogar auf 30£6% im
Vergleich zur unifizierten Kontrolle. Im Gegensatz dazu war die Aktivitdt des SeRE in
infizierten MKN45-Zellen 2,4-fach hdher (243t54%) als in uninfizierten MKN45-Zellen.
Ebenso wiesen infizierte HEK293-Zellen einen Anstieg der SeRE-Aktivitat auf einen Wert
von 147+29% im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle auf. Wie erwartet, blieb die Aktivitat

des BSEP-Enhancers in beiden untersuchten Zellinien unverandert.

Mit diesen Ergebnissen konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Caveolin-1-Expression in

H. pylori-infizierten Zellen auf transkriptionaler Ebene herunterreguliert ist.
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Abbildung 3.24 Eine Infektion mit  H. pylori hemmt die CAV1-Promotor-Aktivitdt. HEK293-
und MKNA45-Zellen wurden mit pGL3-CAV1p-, pGL3-SeRE-, pGL2-BSEP-Firefly Luciferase-
Reporter Konstrukten fir 24 h transient transfiziert. Als interne Kontrolle wurde das Renilla
Luciferase-Plasmid (pRL-CMV) kotransfiziert. Nach erfolgter Infektion mit H. pylori (Hp) G27 wt
(MOI=100) fur 16 h wurde die Aktivitat der verschiedenen Firefly Luciferasen luminometrisch
ermittelt. Die erhaltene relative light units (RLU) wurden mit Hilfe der RLU von Renilla
normalisiert und sind dargestellt als Prozent im Bezug zur uninfizierten Kontrolle (100%) *
Standardfehler. Die Daten stammen aus drei unabhangigen Experimenten. Die P Werte wurden
mit dem Student t Test ermittelt, *p<0,05.

3.2.7 SREBP1 als potentieller Repressor des Caveoli n-1-Promotors in H.
pylori -infizierten Zellen

Im nachsten Schritt sollte der durch H. pylori-aktivierte Repressor des Cavl-Promotors

identifiziert werden. Ein bekannter negativer Regulator der Cavl-Transkription ist das Sterol-

regulatorische Element bindendes Protein 1 (sterol regulatory element binding protein 1,
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SREBP1). Der humane CAV1-Promotor weist drei Bindestellen, sogenannte Sterol-
regulatorische Elemente (sterol regulatory elements, SRE) fur SREBP1 auf. Bei einem
Mangel an intrazellularem Cholesterin bindet SREBP1 an diese Sequenzen und reprimiert
die Transkription des humanen CAV1-Gens [1]. H. pylori ist Cholesterin-auxotroph und nutzt
das Cholesterin seines Wirts um dem Immunsystem zu entkommen. Dazu glykosyliert H.
pylori das Cholesterin und baut es in die eigene Membran ein [107]. Da es dadurch zu einem
Cholesterinmangel in den Wirtszellen kommen kénnte, wurde die Rolle von SREBP1

wahrend der H. pylori-Infektion genauer untersucht.

3.2.7.1 Einfluss einer H. pylori -Infektion auf die SREBP1-Aktivierung

Bei einem hohen intrazellularen Cholesteringehalt ist SREBP1 als inaktives, 125 kDa grof3es
Vorlauferprotein an die Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) gebunden. Bei
Cholesterinmangel wird es proteolytisch gespalten und dadurch aktiviert. Das dabei
entstandene 68 kDa groRe Fragment wird in den Zellkern transloziert, wo es die

Transkription seiner Ziel-Gene reguliert [211, 212].

Im folgenden Experiment wurde zunéchst untersucht, ob eine H. pylori Infektion zur Spaltung
von SREBPL1 fuhrt. Hierzu wurden MKN45-Zellen fur 6 bis 48 h mit H. pylori G27 wt infiziert
und anschliel3end lysiert (vgl. 2.2.5.1). Die erhaltenen Gesamtzelllysate wurden mittels 10%-
iger SDS-PAGE separiert (vgl. 2.2.5.5) und mittels Westernblots analysiert (vgl. 2.2.5.6).
Bereits sechs Stunden nach der Infektion war das 68 kDa grof3e Spaltfragment von SREBP1
in den Gesamtzelllysaten vorhanden und die Menge nahm mit der Infektionsdauer weiter zu
(Abbildung 3.25). Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit H. pylori zur
Aktivierung von SREBPL1 fihrt.
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Abbildung 3.25 Nachweis des aktiven SREBP1-Spaltfra gments in infizierten MKN45 -
Zellen. Reprasentativer Westernblot von SREBP1 in Gesamtzelllysaten von MKN45-Zellen,
die mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fur 6 bis 24 h infiziert waren. Das 68 kDa groR3e
SREBP1-Fragment wurde mit polyklonalem anti-SREBP1-Serum visualisiert. Als Ladekontrolle
wurde Hsp90 mit polyklonalem anti-Hsp90-Serum detektiert.
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3.2.7.2 Verifizierung der SREBP1-Bindung an den hum anen CAV1-Promotor
mittels Chromatin-lmmunoprézipitation (ChlP)

Im darauf folgenden Ansatz wurde eine Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP) mit anti-
SREBP1-Antikorper durchgefuihrt, um die Frage zu klaren, ob die mit H. pylori-infizierten
Zellen eine vermehrte Bindung von SREBP1 an eine der drei SRE-Sequenzen im Cavl-
Promotor aufwiesen. Zusatzlich wurde getestet, ob die untersuchte Region des Cavl-
Promotors transkriptionell aktiv (offenes Chromatin) war oder nicht (geschlossenes
Chromatin). Letzteres wurde anhand einer ChIP mit anti-Acetyl-Histon-H4-Antikorper
untersucht. Acetylierung der H4-Histone setzt ihre Bindeféhigkeit fir die Chromatin-DNA
herab. Somit liegt die DNA in einer aufgelockerten, offenen Konformation vor und ist dadurch
fur die Transktiptionsmaschinerie leichter zuganglich [213]. Es wurden MKN45-Zellen mit H.
pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert bzw. nicht behandelt und die Chromatin-
Immunoprazipitation wurde wie unter 2.2.4.12 beschrieben durchgefiihrt. Die gewonnene
DNA wurde mittels RT-gPCR quantifiziert (vgl. 2.2.4.9). Der amplifizierte Bereich des CAV1-
Promotors lag -382 bis -145 bp stromaufwarts vom Translationsstart (+1) und beinhaltete die
SRE3-Sequenz (Abbildung 3.26 A). Die Menge an SRE3-DNA, die mit dem anti-SREBP1-
Serum immunoprazipitiert wurde, betrug in infizierten Zellen einen Wert von 2,5+0,5
(Abbildung 3.26 B). Dagegen wies die mit dem gleichen Serum immunoprazipitierte SRE3-
DNA in uninfizierten Zellen einen Wert von 0,4£0,2 auf. In infizierten Zellen war also an diese
CAV1-Promotor-Region deutlich mehr SREBP1 gebunden als in uninfizierten Zellen. Im
Gegensatz dazu wurde in infizierten Zellen mittels anti-Acetyl-Histon-H4-Antikdrper
wesentlich weniger SRE3-DNA (0,5+0,5%) als in uninfizierten Zellen (3,0£0,6%)
immunoprazipitiert (Abbildung 3.26 C). Dieses bedeutet, dass die H4-Histone in dem
untersuchten CAV1-Promotorbereich infizierter Zellen weniger als die H4-Histone
uninfizierter Zellen acetyliert waren. Hierdurch wird bestatigt, dass die untersuchte
Promotoregion in H. pylori-infizierten Zellen weniger transkriptionell aktiv war als die in

unifizierten Zellen.
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Abbildung 3.26 In einer H. pylori- Infektion ist die Bindung von SREBP1 an das sterol response
element 3 (SRE3) im proximalen humanen CAV1-Promotor verstarkt. MKN45-Zellen wurden mit
H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fir 16 h infiziert bzw. nichtinfiziert, die Nukleinsduren mit den
Proteinen durch Formaldehyd-Zugabe quervernetzt und anschlieRend lysiert. Die aus den Lysaten
mittels anti-SREBP1- und anti-Acetyl-Histon-H4-Antikbrper oder 1gG  (Negativkontrolle)
immunoprazipitierte (IP) DNA wurde mittels RT-gPCR quantifiziert (ChIP). A: Schematische
Darstellung des proximalen humanen CAV1-Promotors. Die amplifizierte Promotor-Region (-382 bis -
145 bp) ist grin markiert. B: Quantitative Auswertung der mit SREBP1-Serum immunoprazipitierten
DNA. C: Quantitative Auswertung der mittels Acetyl-H4 Histon Serum (AcH4) immunoprazipitierten
DNA. Die in der RT-gPCR ermittelten CT-Werte der immunoprazipitierten DNA wurden auf die CT-
Werte der Input-DNA normalisiert. Relative Induktionswerte und sind als Mittelwerte + Standardfehler

dargestellt. Die Daten stellen Ergebnisse von drei unabhangigen Experimenten dar.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass SREBPL1 in H. pylori-infizierten Zellen verstarkt an die
SRE3-Sequenz im CAV1-Promotor bindet und somit die Transkription des CAV1-Gens

reprimiert.
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3.2.7.3 Nachweis der SREBP1-Bindung an SRE3-Region im humanen CAV1-
Promotor mittels EMSA

Zusatzlich wurde die Bindung des 68 kDa grofien SREBP1-Fragments an die SRE3-
Sequenz im humanen CAV1-Promotor mit Hilfe eines Gelretardierungstests (electrophoretic
mobility shift assay, EMSA) wie unter 2.2.4.11 beschrieben analysiert. Hierzu wurde ein
doppelstrangiges Oligonukleotid, welches den SRE3-Sequenzabschnitt (-287 bis -261 bp)
des humanen CAV1-Promotors umfasste (Abbildung 3.27 A) mit Biotin markiert kauflich
erworben. MKN45-Zellen wurden mit H. pylori G27 wt (MOI=100) fur 16 h infiziert bzw.
unbehandelt gelassen und anschliel3end fraktioniert (vgl. 2.2.5.2). Hierdurch gewonnene
nukledre Extrakte wurden mit den biotinmarkierten SRE3-Oligonukleotiden inkubiert.
Zuzatzlich wurden in zwei paralellen Ansatzen die nuklearen Extrakte von infizierten Zellen
entweder mit biotinmarkierten und identischen, aber unmarkierten SRE3-Oligonukleotiden
oder mit biotinmarkierten und unmarkierten mutierten SRE3-Oligonukleotiden inkubiert.
Durch die Mutationen in den Oligonukleotiden sollte die Affinitat des SREBP1 zur
Zielsequenz drastisch reduziert werden wodurch diese Oligonukleotide nicht mehr als
Kompetitoren dienen sollten. Die gebildeten SRE3-Protein-Komplexe wurden im
nichtdenaturierenden Polyacrylamid-Gel separiert und wie unter 2.2.4.11.4 beschrieben

visualisiert.

Eine Proteinbindung an die biotinmarkierten SRE3-Oligonukleotide war nur in nukledren
Extrakten aus infizierten Zellen nachweisbar (Abbildug 3.27 B, Spur 2). Die detektierten
SRE3-Protein-Komplexe wiesen eine Grole von etwa 70 kDa auf. Dies entspricht in etwa
der GroRRe von aktiviertem SREBP1 (68 kDa). Die Proteinbindung wurde durch 100-fachen
Uberschuss an identischen, nichtmarkierten SRE3-Oligonukleotiden (SRE3-WT, Spur 3)
aber nicht durch unmarkierte, mutierte SRE3-Oligonukleotide (SRE3-Mut, Spur 4)
kompetitiert. Eine zusétzliche Westernblot Analyse (vgl. 2.2.5.6) der verwendeten nukledren
Extrakte zeigte, dass das aktive 68 kDa gro3e SREBP1-Fragment nur in nuklearen Extrakten
von infizierten Zellen vorhanden war (Abbildung 3.27 C). Diese Ergebnisse bestatigen, dass
SREBP1 durch H. pylori aktiviert wird, woraufhin das aktive Spaltfragment in den Zellkern
transportiert wird und an die SRE3-Region des CAV1-Promotors bindet.
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Abbildung 3.27 Bindung von aktiven SREBP1 an SRE3-O ligonukleotids equenz im humanen

CAV1-Promotor ( EMSA). MKN45-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt (MOI=100) fur 16 h
infiziert bzw. nicht infiziert, lysiert und fraktioniert. Nukleare Extrakte (NE) uninfizierter Zellen wurden
nur mit den biotinmarkierten SRE-3-Oligonukleotiden (BIO-SRE3, Spur 1) inkubiert. Nukleare
Extrakte infizierter Zellen wurden entweder nur mit der biotinylierten SRE-3-Oligonukleotid Sequenz
(BIO-SRE3, Spur 2) oder zusétzlich mit einem 100-fachem Uberschuss an identischer unmarkierter
SRE3-Oligonukleotid-DNA (SRE3-WT, Spur 3) bzw. unmarkierter mutierter SRE3-Oligonukleotid-
DNA (SRE3-Mut, Spur 4) inkubiert. Die entstandenen DNA-Protein-Komplexe wurden mittels EMSA
visualisiert. Parallel dazu wurden die nukledren Extrakte auf das Vorhandensein eines 68 kDa
groRen SREBP1-Fragments im Westernblot untersucht. A: Schematische Darstellung des humanen
CAV1-Promotors. Die verwendete SRE3-Oligonukleotidsequenz entsprach dem blau markierten
Promotorbereich. B: Reprasentative Aufnahme eines EMSA-Polyacrylamid-Gels. C: Reprasentativer
Westernblot. Detektiert wurde das aktive, 68 kDa groRe SREBP1-Fragment in nukledren Extrakten
von infizierten und uninfizierten Zellen. SREBP1 wurde mit polyklonalem anti-SREBP1-Antikorper

visualisiert. Als Ladekonrolle wurde Lamin A/C mittels polyklonalen anti-Lamin A/C-Serum detektiert.
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3.2.7.4 Detektion der SREBP1-Aktivitatt anhand der E xpression SREBP1
positiv regulierter Gene

Fur eine zusatzliche Bestéatigung der oben beschriebenen Ergebnisse wurde die Expression
von Genen wie 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Synthase (HMGCOo0AS), 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMGCo0AR), Low density Lipoprotein-Rezeptor
(LDLR), Acetyl-Coenzym A-Synthetase (ACS) analysiert, deren Expression durch SREBP1
positiv reguliert ist [214]. Hierzu wurden MKN45- und N87-Zellen mit H. pylori G27 wt, H.
pylori G27 AcagA und H. pylori SS1 fir 72 h infiziert bzw. nichtinfiziert. Aus allen Zellen
wurde Gesamt-RNA extrahiert (vgl. 2.2.4.3.2), die nach Umschreiben in cDNA (vgl. 2.2.4.5)
fur die Quantifizierung der oben genannten Gene mittels RT-gPCR (vgl. 2.2.4.9) verwendet

wurde.

In MKN45-Zellen fihrte die Infektion mit H. pylori G27 wt zum Anstieg von sowohl
HMGCo0AS (345+281%) als auch von HMGCOAR (741+686%) mRNA im Vergleich zu
uninfizierten Zellen (Abbildung 3.28 oben). Dagegen war hier die Expression von LDLR
(19+9%) signifikant reprimiert und die Expression von ACS (96+86%) war hier ebenso ein
wenig reduziert im Vergleich zu uninfizierten Zellen. MKN45-Zellen, die mit H. pylori G27
AcagA infiziert waren, wiesen eine leichte Zunahme von HMGCoAS (105+25%), HMGCoAR
(110+54%) sowie ACS (174+ 143%) im Vergleich zu uninfizierten MKN45-Zellen auf. Die
Expression von LDLR war hier ebenso wie bei der Infektion mit H. pylori G27 wt reduziert.
Dagegen wurde in H. pylori SS1 infizierten MKN45-Zellen eine signifikant hthere Expression
sowohl von HMGCOo0AS (553192%) als auch von ACS (499+142%) beobachtet. Die
Expression von HMGCoAR (281+165%) und LDLR (133+28%) stieg ebenso an. In N87-
Zellen bewirkte die Infektion mit H. pylori G27 wt einen Anstieg der mRNA von allen vier
untersuchten Genen (Abbildung 3.28 unten). Die mRNA Menge von ACS betrug 1044+751%
und die von LDLR sogar 1894+1100%. Ahnliche Ergebnisse wurden in N87-Zellen
beobachtet, die mit H. pylori G27 AcagA infiziert wurden. Hier war die Expression von ACS
(627+174%) sowie von LDLR (1837+548%) im Vergleich zu uninfizierten Zellen signifikant
gestiegen. In N87-Zellen, die mit H. pylori SS1 infiziert wurden, konnte eine signifikant
hohere Expression von HMGS (740+88) im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle detektiert
werden. Die mRNA von HMGR (223+136%), LDLR (2108+1619%) und ACS (1529+1295%)

war hier ebenso erhoht.
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Abbildung 3.28 SREBP1-regulierte Gene sind in H. pylori -infizierten Zellen hochreguliert.
MKN45- und N78-Zellen wurden mit H. pylori (Hp) G27 wt, G27 AcagA und SS1 (MOI=100) fur
72 h infiziert bzw. nicht infiziert. Aus den Zellen wurde Gesamt-RNA extrahiert, die nach
Umschreiben in cDNA zur Quantifizierung von HMGC0AS, HMGCOoAR, LDLR und ACS mittels
RT-gPCR eingesetzt wurde. Erhaltene CT-Werte wurden durch CT-Werte von [32-Mikroglobulin
(B2M) normalisiert. Die Resultate sind als Prozent + Standardfehler in Bezug auf uninfizierte
Zellen (100%) dargestellt. Die P Werte wurden mit dem Student t Test ermittelt, p*<0,05. Die
Daten stammen aus drei unabhangigen Experimenten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expression der meisten durch SREBP1 positiv regulierten
Gene in infizierten MKN45- und N87- erhoht war. Somit wurde die Aktivitat von SREBP1 in
infizierten Zellen zuséatzlich bestatigt.
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4 Diskussion

Die Rolle von Caveolin-1 bei einer H. pylori-Infektion und damit assoziierter
Magenentzindung in vivo und in vitro wurde bisher nicht untersucht und lag daher im Fokus

der vorliegenden Arbeit.

Caveolin-1 ist das strukturelle Protein von flaschenférmigen Einstilpungen der
Plasmamembran, den sogennanten ,Caveolen®. Caveolin-1 und Caveolen sind Modulatoren
einer Vielzahl von Infektionskrankheiten, da zum einen tUber Caveolin-1/Caveolen-vermittelte
Endozytose Viren, bakterielle Toxine, sowie Bakterien in die Wirtszelle internalisiert werden.
Zum anderen koordiniert Caveolin-1 die Immunantwort indem es die Produktion von

entziindungsfordernden Zytokinen reguliert.

4.1 Bedeutung von Caveolin-1in  H. pylori -induzierter Magenentziindung
in vivo

Infektionsstudien von Cavl-KO-Mausen mit bakteriellen Pathogenen wie Pseudomonas

aeruginosa [162], Salmonella Typhimurium [161], sowie Parasiten wie Trypanosoma cruzi

[215] zeigten, dass diese Mause eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber diesen Infekten im

Vergleich zu WT-Mausen aufweisen. Der Grund dafir ist wahrscheinlich eine deregulierte

natirliche oder adaptive Immunantwort, die mit dem Fehlen von Caveolin-1 einhergeht.

Im Einklang mit diesen Studien wiesen H. pylori-infizierte Cavl-KO-Mause eine signifikant
starkere, aktive, chronische Gastritis im Vergleich zu WT-M&ausen auf (vgl. Abbildung 3.3).
Eine chronische Entziindung der Magenschleimhaut mit H. pylori ist durch Infiltration von
polymorphonukledren Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, T- und
B-Zellen sowie einer erhohten Freisetzung von chemischen Lockstoffen und
Entzindungszytokinen darunter IFNg und TNFa gekennzeichnet [78]. Sowohl in infizierten
Cav1l-KO- als auch WT-Méausen stieg die Expression von Ifng als auch Tnfa an, wies jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mausgenotypen auf (vgl. Abbildung
3.4). IFNg wird von aktivierten T-Zellen [183] sowie von natirlichen Killer-Zellen [82]
produziert und dient unter anderem zur Aktivierung von Makrophagen [82, 184]. TNFa wird
vorwiegend von aktivierten Makrophagen, aber auch naturlichen Killer-Zellen sowie
aktivierten T-Zellen sezerniert [82]. Anhand des fir die Makrophagen charakteristischen
Oberflachenmarkers F4/80 wurde festgestellt, dass in die Magenschleimhaut infizierter
Cavl-KO-Mause deutlich mehr Makrophagen eingewandert waren als in die von infizierten

WT-Mausen (vgl. Abbildung 3.5). Trotzdem war die Tnfa-Expression in den infizierten Cavl-
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KO-Mausen nicht héher als in infizierten WT-Mausen. Dieses konnte auf eine fehlerhafte
Aktivierung von Cavl-KO-Makrophagen hindeuten. Da Caveolin-1 besonders stark in
Makrophagen exprimiert wird [216] ist anzunehmen, dass die Abwesenheit von Caveolin-1 in
Cav1-KO-Makrophagen mit einer reduzierten Aktivierung der Makrophagen und einer daraus
resultierenden Tnfa-Expression assoziiert ist. In einem &hnlichen Ansatz wurde eine
reduzierte TNFa-Produktion in mit Trypanosoma cruzi-infizierten Cav1l-KO-Mausen im
Vergleich zu WT-Mausen detektiert [215].

Auffallig war, dass in das Magengewebe infizierter Cavl-KO-Mause im Vergleich zu
infizierten WT-Mé&ausen deutlich mehr B-Zellen rekrutiert wurden, was einerseits anhand der
Expression des B-Zell-Oberflachenmarkers Cd19 (vgl. Abbildung 3.4) und andererseits an
der erh6hten Prasenz von intramukosalen B-Zell-Follikeln (vgl. Abbildung 3.2 B) festgestellt
wurde. Die B-Zell-Follikel konnen als Beweis, fir eine B-Zell-Aktivierung und -Reifung zu
spezifischen antikorperproduzierenden Plasmazellen angesehen werden [217]. Spezifische
Antikdrper kénnen durch Anlagerung an das erkannte Antigen (in diesem Fall H. pylori) zur
Opsonisierung und somit zur verbesserten Phagozytose des Bakteriums durch Makrophagen
oder zur Aktivierung des Komplement-Systems filhren [82]. Daher kdnnte auch die in den
Cav1-KO beobachtete reduzierte Anzahl an Kolonien-bildenden H. pylori (vgl. Abbildung 3.1)
auf die erhohte Prasenz von B-Zellen, sowie zuvor erwahnten Makrophagen zurick zu
fuhren sein. B-Zellen kénnen jedoch auch zu mukosalen Schaden beitragen. Laut einer
Studie von Yamanishi et al. flhrt eine H. pylori-Infektion zur Aktivierung einer Subgruppe von
B-Zellen, den sogenannten B1-Zellen, die autoreaktive Antikérper produzieren [104] und im
Serum von H. pylori-infizierten Patienten sind anti-Parietalzellantikdrper nachweisbar [218].
Der Antikorpertiter bzw. die Spezifitdit der vorhandenen Antikorper wurde zwar in der
vorliegender Arbeit nicht bestimmt, jedoch ist anzunehmen, dass der ortliche Verlust von
Parietalzellen (vgl. Abbildung 3.2 D), der in infizierten Cavl-KO-M&ausen beobachtet wurde
unter anderem auch auf eine erhohte Infiltration von (anti-Parietalzellantikdrper-

produzierenden) B-Zellen zuriickzufiihren sein kénnte.

Zudem wurde in infizierten Cav1l-KO-Mausen im Vergleich zu infizierten WT-M&usen eine
stark erhohte Expression des Chemokins Ccl5 (Rantes) festgestellt (vgl. Abbildung 3.4).
RANTES wird in Magenepithel-Zellen nach einem direkten Kontakt mit H. pylori induziert
[185] und dient der Rekrutierung von Monozyten, T-Zellen, basophilen und eosinophilen
Granulozyten sowie Mastzellen zur Entzindungsstelle [85, 186, 187]. Zudem tragen diese
Immunzellen nach ihrer Aktivierung zu einer zusatzlichen Sekretion dieses Chemokins bei
[219]. Somit ist eine erhthte RANTES-Produktion mit einer verstarkten Infiltration von

Immunzellen zur Entziindungsstelle sowie damit verbundenen Gewebeschaden assoziiert.
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Dieses entspricht auch den Ergebnissen der pathologischen Analyse, wonach infizierte
Cavl-KO-Mause einen starkeren Entziindungsgrad sowie Gewebeschaden aufwiesen. Eine
erhohte Expression von RANTES unterstitzt die Entstehung und die Progression von
Mamma-, Magen- sowie kolorektalen Karzinomen [220-222]. Durch Neutralisation von
RANTES wird das Wachstum des Magentumors signifikant inhibiert [223]. Daher ist
anzunehmen, dass die in Cav1l-KO-Mausen beobachtete erhéhte Expression von RANTES
zusammen mit IFNg, TNFa, B-Zellen, Makrophagen und anderen Immunzellen, Zytokinen
sowie Chemokinen, deren Expression nicht untersucht wurde, zu pathologischen
Veranderungen beitragen konnte, die Uber einen langeren Zeitraum die Entstehung eines

Magenkarzinoms beginstigen konnten.

Interessanterweise wiesen sowohl infizierte WT-Mause als auch Cavl-KO-Mause eine
reduzierte Expression von Cd86, Cd4 sowie Cd25 auf (vgl. Abbildung 3.4). Vorallem in
infizierten Cavl-KO-Mausen waren alle drei Gene signifikant geringer exprimiert als in den
uninfizierten Kontrollméausen. Dieses Phanomen ist nur schwer zu erklaren und wurde zum
ersten Mal in dieser Arbeit beobachtet. CD86 wird an der Oberflaiche von
antigenprasentierenden Zellen wie dendritischen Zellen aber auch Makrophagen [189]
exprimiert und dient als zweites kostimulierendes Signal zur vollstandigen Aktivierung von T-
Zellen [82]. Eine chronische Infektion mit H. pylori und somit der andauernde Kontakt von
dendritischen Zellen mit diesem Antigen kann die Entwicklung und Funktion von
dendritischen Zellen beeintrachtigen [224]. Dies beruhte jedoch auf einer reduzierten
Produktion von IL-12, wahrend die CD86-Expression nicht betroffen war. Eine reduzierte
Expression von CD86 bedeutet, dass naive T-Zellen nicht ausreichend aktiviert werden und
folglich nicht klonal expandieren kdnnen [225]. Daher kdnnte auch die in der vorliegenden
Arbeit beobachtete verminderte Expression des CD4-T-Zelloberflachenmarker-Gens Cd4 auf
eine reduzierte Expression von Cd86 und damit assoziierter verminderter Aktivierung sowie
Proliferation von CDA4-T-Zellen zurickzufiihren sein. Desweiteren konnten bakterielle
Faktoren von H. pylori zur Hemmung der CD4-T-Zellaktivierung bzw. Proliferation und somit
Cd4-Expression beitragen. Die Gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT) von H. pylori inhibiert
die Proliferation von aktivierten T-Zellen indem sie einen Arrest in der G1-Phase des
Zellzyklus induziert [226]. Diese Inhibition der T-Zell-Proliferation wird nicht von einer
reduzierten IFNg-Sekretion begleitet. Die L-Arginase von H. pylori bewirkt eine reduzierte
Expression der CD3(-Kette des T-Zellrezeptors (TCR) und somit ebenfalls eine
Verminderung der T-Zellproliferation [227]. Die in dieser Arbeit beobachtete, reduzierte
Expression des Cd25 Oberflachenmarker-Gens von CD4'CD25"-regulatorischen T-Zellen ist
ein weiterer Widerspruch zu den bisherigen Studien an H. pylori-infizierten Menschen und

Méausen. Diese Zellen schiitzen vor Entwicklung einer unkontrollierten Immunantwort, indem
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sie die T-Zell-Proliferation und Produktion von Zytokinen kontaktabhangig hemmen [91, 92].
Die Entfernung von CD4'CD25'T-Zellen resultiert in einer verstarkten Entziindung und damit
verbundenen mukosalen Schaden [91]. Es war jedoch sowohl die Cd4 als auch die Cd25
Expression in infizierten Mausen etwa im gleichen Mal3 reduziert, daher kdnnte es sich hier
um eine bis jetzt noch nicht beschriebene Hemmung der T-Zell-vermittelten adaptiven

Immunantwort durch H. pylori handeln.

Daruber hinaus wurde in Cavl-KO-M&ausen jedoch nicht in WT-M&ausen eine starke foveolare
Hyperplasie (vgl. Abbildung 3.2 F) sowie ein Ortlicher Verlust von Parietalzellen (vgl.
Abbildung 3.2 D) festgestellt. Histologisch gesehen handelt sich bei der foveolaren
Hyperplasie um eine zunehmende Verlangerung sowie Verdickung von Foveolen
(Magengribchen) was auf ein hyperproliferatives Wachstum von schleimproduzierenden
Zellen zurlckzufuhren ist [228, 229]. Die Cav1l-KO-Mause weisen zwar bereits aufgrund des
Fehlens des Caveolin-1, welches als negativer Regulator der Zellteilung gilt [230],
hyperproliferatives Wachstum auf [180, 231], dieses war jedoch durch die Infektion mit H.
pylori enorm verstarkt. Mit einer erhdhten Zellproliferation steigt jedoch auch das Risiko fur
die Entstehung von DNA-Mutationen [232]. Diese konnten zusatzlich wahrend der H. pylori-
Infektion aufgrund vermehrter DNA-Schaden und der Inhibition von DNA-Reparatursystemen
beglnstigt werden [233, 234] und so zu der Entstehung von preneoplastischen
Veranderungen beitragen. Zudem ist der Ortliche Verlust von Parietalzellen in infizierten
Cavl1-KO-Mausen ein erstes Anzeichen flr eine atrophische Gastritis [4] und bedeutet somit
ein erhohtes Potential fir die Entstehung eines Adenokarzinoms [10, 68] in Cav1-KO-

Mausen.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlieRen, das Caveolin-1 vor
Auspragung einer starken chronischen H. pylori-Entziindung und den damit verbundenen

mukosalen Schaden in infizierten Mausen schiitzt.

4.2 Rolle von Caveolin-1 in CagA-induzierten Signal  wegen in vitro

Zur nadheren Charakterisierung der Caveolin-1-Funktion wahrend einer chronischen
Magenentzindung wurden Infektionsexperimente in vitro durchgefiihrt. Caveolin-1
unterstltzt die Internalisierung von Pathogenen wie zum Beispiel Salmonella Typhimurium
[199]. Auf die Adhéasion von H. pylori an Magenepithelzellen hatte Caveolin-1 jedoch keinen
Einfluss, da sowohl Caveolin-1-exprimierende als auch -defiziente AGS-Zellen eine &hnlich
hohe H. pylori-Anzahl auf ihrer Oberflache aufwiesen (vgl. Abbildung 3.7 A, B). Auch hatte

Caveolin-1 keinen Einfluss auf das Zelluberleben wahrend einer H. pylori-Infektion. So waren
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in beiden Zelltypen die Uberlebensférdernden Proteine ERK 1/2, Akt, p38 (vgl. Abbildung 3.6
B) gleichermallen aktiviert. Desweiteren hatte Caveolin-1 ebenfalls keinen Effekt auf die
globale Zelliberlebensrate, die mit steigender Bakterienanzahl sowohl in Caveolin-1-
exprimierenden als auch in Caveolin-1-negativen AGS-Zellen ohne signifikante Unterschiede
abnahm (vgl. Abbildung 3.6 A).

Der zur in vitro Infektion verwendete Stamm H. pylori G27 wt ermdglichte es auch CagA-
induzierte Effekte zu untersuchen, da dieser Stamm im Vergleich zu dem in vivo
verwendeten Stamm H. pylori SS1, uber ein vollstandiges Sekretionssystem verfligt und
damit CagA in die infizierten Zellen translozieren kann. Infektionen mit CagA-positiven
Stdmmen sind mit einem erhéhten Risiko fur die Entwicklung von schwergradiger
chronischer Gastritis, Atrophie der Magenschleimhaut und Adenokarzinoma assoziiert [52,
54, 55].

Das internalisierte CagA-Protein induziert im Magenepithel Uber den
RAS/Raf/Mek/ERK/NFkB-Signalweg die Expression und Bildung von IL-8 [235], welches als
starker chemotaktischer Lockstoff fUr neutrophile Granulozyten fungiert und damit als
Aktivator einer H. pylori-induzierten Immunantwort gilt [79]. In Caveolin-1-exprimierenden
Zellen wurde eine signifikant niedrigere Expression der IL-8 mRNA detektiert (vgl. Abbildung
3.8). Dieses Ergebnis bekréaftigt die in vivo Beobachtungen, dass Caveolin-1 die Entwicklung
einer starken Immunreaktion hemmt und zeigt, dass Caveolin-1 den CagA-induzierten

Sighalweg zur IL-8 Expression inhibiert.

Ein weiterer Effekt, der in Folge der Internalisierung und Phosphorylierung des CagA-
Proteins auftritt, ist die Induktion von langesteckten nadeldhnlichen Zellfortsatzen, dem
sogenannten humming bird [117, 202]. In Caveolin-1-defizienten Zellen war dieses
Phanomen signifikant starker ausgepragt, als in Caveolin-1-exprimierenden Zellen (vgl.
Abbildung 3.9 A, B). Caveolin-1 schitzt also die Zellen vor CagA-induziertem Stress. Die
biologische Relevanz, dieses bis jetzt nur in vitro beobachteten Ph&notyps, ist bis jetzt nicht
geklart. Es ist anzunehmen, dass solche morphologischen Veranderungen zusammen mit
der CagA-induzierten Zerstorung der Zell-Zell-Barriere [48] die natlrliche Anatomie der
Magenschleimhaut schadigen. Dadurch kénnte H. pylori einen besseren Zugang zu
gunstigen nahrstoffreichen Nischen erlangen und somit leichter persistieren. Hinzu kommt,
dass humming bird mit einer fehlerhaften Zellretraktion und somit einer gestérten
Zellmigration assoziiert ist [47]. Daher koénnten Caveolin-1-exprimierende Zellen in
Gewebereparaturprozessen wie zum Beispiel WundenschlieBung [236] aufgrund der

geringeren Ausbildung von humming bird Morphologie einen Vorteil haben.
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Die Bildung von humming bird ist mit der Dephosphorylierung von FAK am Tyrosin 397
(Tyr397), einer der Hauptkinasen von fokalen Adhésionen der Zelle, assoziiert [46]. In der
vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die Proteinmenge an Tyr397-phosphorylierter
FAK mit zunehmender Infektionsdauer in Caveolin-1-losen Zellen im Vergleich zu Caveolin-
1-exprimierenden Zellen deutlich abnahm (vgl. Abbildung 3.10 A, B). Dies steht im Einklang
mit der verstarken Auspragung des humming birds in AGS/LV-Zellen. Es konnte bedeuten,
dass Caveolin-1 entweder die Dephosphorylierung von FAK am Tyr397 inhibiert oder die
Phosphorylierung von bereits dephosphorylierter FAK unterstiitzt, so dass keine deutlichen
Unterschiede in der Proteinmenge an phosphoryliertem FAK detektierbar sind. Die
Phosphorylierung von FAK am Tyr397 findet in Folge der Zusammenlagerung von Integrinen
und deren Interaktion mit der extrazellularen Matrix statt [237]. Die Tyr397-phosphorylierte
FAK bietet eine Bindungsmaglichkeit fur verschiedene Adaptorproteine sowie die Src-Kinase
und ermoglicht somit unter anderem die Aktivierung von Signalwegen zur Erneuerung der
fokalen Adhasion der Zelle [238]. Caveolin-1 assoziiert mit 31-Integrinen [239] und sowohl
Tyrl4-phosphoryliertes als auch unphosphoryliertes Caveolin-1 ist in den fokalen
Adhasionen lokalisiert [169, 239]. Zudem bewirkt Tyrl4-phosphoryliertes Caveolin-1
zusammen mit Galektin-3 die Stabilisierung von FAK sowie von a5-Integrin und Paxilin
innerhalb der fokalen Adhasionen der Zelle und férdert somit die Erneuerung von fokalen
Adhasionen [169], die fur eine Adhasion sowie eine gerichtete Zellmigration unerlasslich sind
[240]. In der vorliegender Arbeit war Tyrl4-phosphoryliertes Caveolin-1 bereits sechs
Stunden nach der Infektion deutlich sichtbar und die Menge nahm mit der Infektionsdauer
weiter zu (vgl. Abbildung 3.18 A). Auch zum Zeitpunkt 16 h nach der Infektion, zu dem der
humming bird Phanotyp quantifiziert wurde, lag Caveolin-1 stark phosphoryliert vor. Daher ist
vorstellbar, dass Caveolin-1 durch die Interaktion mit Integrinen sowie anderen Proteinen der
fokalen Adhasionen die Phosphorylierung von FAK und somit auch die Erneuerung der
fokalen Adh&sionen der Zelle unterstitzt und damit den humming bird Ph&notyp inhibiert.

Der genaue Mechanismus muss jedoch noch naher untersucht werden.

Caveolin-1 ist ein multifunktionales Protein und Interaktionspartner von zahlreichen
Proteinen. Durch weiterfihrende Experimente sollte festgestellt werden, Uber welche
zusatzlichen Mechanismen Caveolin-1 CagA-induzierte nadelahnliche Zellfortsatze reduziert.
Es konnte gezeigt werden, dass Caveolin-1 weder die Internalisierung von CagA hemmt (vgl.
Abbildung 3.11 A, B), noch mit H. pylori bzw. CagA direkt interagiert (vgl. Abbildung 3.12 A,
B, 3.13). Daher ist die Reduktion des humming birds nicht auf eine zusatzliche mdgliche
Reduktion/Abschwdchung des CagA-Toxins durch Caveolin-1 zurtickzufihren. Mittels Ko-
Immunoprazipitation und anschlieRender MALDI-MS-Analyse sollten direkte

Interaktionspartner von Caveolin-1 wahrend einer H. pylori-Infektion identifiziert und im
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Bezug auf die Ausbildung des humming bird Phanotyps untersucht werden. Insgesamt funf
Proteinbanden wurden im Caveolin-1-Prazipitat infizierter AGS/Cavl-Zellen im Vergleich zu
uninfizierten AGS/Cavl-Zellen starker angereichert (vgl. Abbildung 3.14) und daher als
Proteinbanden potentieller Caveolin-1-Interaktionspartner wahrend einer H. pylori-Infektion in
Betracht gezogen. Drei der funf Banden wurden als Keratine identifiziert (vgl. Tabelle 3.2),
was eher auf eine Verunreinigung der Proben hindeutete [241]. Bei zwei Proteinbanden
handelte es sich um negative Regulatoren der kleinen Rho-GTPasen, den
Schlisselproteinen der Zellmorphologie [203, 204, 242]. Diese Banden beinhalteten Peptide
welche Bestandteile eines Proteins ,dhnlich zum GDP Dissoziationsinhibitor 2“ und die
Transkriptionsvariante 4 des ,p120 Rho-GTPase-aktivierenden Proteins 7“ DLC1 enthielten.
Es liegen keine wissenschaftlichen Untersuchungen zum Verhéltnis zwischen Caveolin-1
und dem Protein ,ahnlich zum GDP Dissotiationsinhibitor 2 vor. DLC1 dagegen ist ahnlich
wie Caveolin-1 in Caveolen sowie in den fokalen Adhasionen der Zelle lokalisiert [205, 206]
und kann aufgrund eines Caveolin-1-bindenden Motivs direkt mit Caveolin-1 interagieren

[205]. Aus diesen Grunden wurde DLC1v4 weiter experimentell analysiert.

Mit einer zusatzlichen Ko-Immunoprézipitation unter der Verwendung spezifischer anti-
DLC1- sowie anti-Caveolin-1-Antikdrper wurde bestatigt, dass Caveolin-1 und DLC1lv4
wahrend einer H. pylori-Infektion verstarkt interagieren (vgl. Abbildung 3.15 A, B, C). DLC1v4
interagiert nicht nur mit unphosphoryliertem, sondern auch mit phosphoryliertem Caveolin-1 ,
da sowohl im DLC1- als auch im Caveolin-1-Immunoprézipitat von Lysaten infizierter Zellen
mittels anti-Caveolin-1 Antikorper eine etwa 24 kDa grof3e Bande detektiert wurde, die der
Grof3e von phosphoryliertem Caveolin-1 entsprach (vgl. Abbildung 3.15 B, C). Die Analyse
der mRNA-Expression in verschiedenen Zelltypen bestéatigte weiterhin DLC1v4 als
potentiellen Interaktionspartner da die vollstindige DLC1-Variante (Variante 1) nur in
HEK293-Zellen exprimiert wurde (vgl. Abbildung 3.16 A). Um eine n&here Analyse des
DLC1v4 hinsichtlich des humming bird Phanotyps durchfihren zu kénnen, wurde DLC1v4 in
den pTarget-Expressionsvektor kloniert und erfolgreich tberexprimiert (vgl. Abbildung 3.16
B). Das uberexprimierte DLC1v4-Protein konnte jedoch die Bildung von langgestreckten
nadelahnlichen Strukturen in infizierten AGS-Zellen nicht inhibieren (vgl. Abbildung 3.17 A,
B). Als Erklarung dafir kann eine nahere Untersuchung der RhoA-, Racl-, Cdc42-GTPase-
Aktivitdt in den urspringlichen zur humming bird Analyse verwendeten AGS/LV- sowie
AGS/Cavl-Zellen dienen. Diese ergab, dass sowohl in infizierten Caveolin-1-defizienten, als
auch -exprimierenden AGS-Zellen von den drei untersuchten GTPasen nur Racl minimal
aktiviert wurde, jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen aufwies (vgl.
Abbildung 3.19). Hinzu kam, dass das Cdc42-Gesamtprotein in beiden Zelltypen nur

schwach exprimiert wurde (vgl. Abbildung 3.19) und damit die Analyse des aktiven Proteins
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erschwerte. Zu den zusatzlichen Regulatoren der kleinen Rho-GTPasen gehéren P-Src
sowie P-Cavl [168, 243]. Mit zunehmender Infektionsdauer nahm die Phosphorylierung der
Src Kinase zu, jedoch ohne signifikante Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen (vgl.
Abbildung 3.18 A, B). Auch Caveolin-1 wurde mit ansteigender Infektionsdauer zunehmend
phosphoryliert (vgl. Abbildung 3.18 A). Jedoch trotz der starken Phosphorylierung
insbesonders zu dem Zeitpunkt von 16 h, der dem Zeitpunkt der Analysen der GTPase-
Aktivitditen sowie des humming birds entsprach, konnte kein Unterschied in der Aktivierung
der untersuchten GTPasen in den AGS/Cavl- im Vergleich zu AGS/LV-Zellen beobachtet
werden (vgl. Abbildung 3.19). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Studie von
Bourzac et al. und bestatigen, dass H. pylori G27 wenn Uberhaupt nur ein schwacher
Aktivator der kleinen GTPasen ist und daher der humming bird Phanotyp nicht Gber die
Regulation der Aktivitat der kleinen GTPasen reguliert werden kann [47]. Somit konnte auch
in DLC1v4-Uberexprimierten Zellen die Induktion des humming bird Phanotyps nicht

verhindert werden.

Das Vorhandensein signifikant erhohter Mengen an flachig ausgebreiteten Zellen bei der
Uberexpression von DLC1v4 (vgl. Abbildung 3.17 C) deutet jedoch darauf hin, dass die
Zellen ahnlich wie Caveolin-1-exprimierende Zellen [244] besser adhéarierten. Der molekulare
Hintergrund dieses Phanotyps wurde zwar in der vorliegenden Arbeit nicht ndher untersucht,
kann aber auf die direkte Interaktion des DLC1 mit FAK sowie anderen Proteinen der fokalen
Adhasionen wie Talin und Tensin [205-207] und der damit verbundenen Aufbau
(Assemblierung) bzw. Abbau (Disassemblierung) von fokalen Adhasionen zuriickzufihren
sein. Obwohl AGS-Zellen Uber eine endogene DLC1v4-Expression verfligen, war diese
morphologische Veranderung erst nach der DLC1v4-Uberexpression sichtbar. Dies konnte
bedeuten, dass die flachig ausgebreitete Zellmorphologie in AGS-Zellen erst bei einer
gewissen DLC1v4-Proteinmenge oder wie in den AGS/Cavl-Zellen durch Interaktion des
DLC1v4 mit Caveolin-1 beginstigt wird. Dieses muisste jedoch noch in weiteren Versuchen

genauer analysiert werden.

Anhand der beziglich des humming birds gewonnenen Ergebnisse wurde folgender,
vereinfachter molekularer Mechanismus von Caveolin-1 zum Schutz vor humming bird und
zur Stabilisierung der Zellmorphologie wéahrend eine H. pylori-Infektion entwickelt: In
Caveolin-1-exprimierenden Zellen (Abbildung 4.1, rechts) wird Caveolin-1 wahrend der H.
pylori-Infektion durch P-Src phosphoryliert. Phosphoryliertes Caveolin-1 stabilisiert die FAK
und a/B-Integrine innerhalb der fokalen Adhasionen und unterstitzt dadurch die
Phosphorylierung von FAK. Zudem kommt es zu einer verstarkten Bindung von DLC1v4 an

Caveolin-1 und damit zur Stabilisierung der Zelladhasion und einer flachig ausgebreiteten
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Zellmorphologie. In Zellen ohne Caveolin-1 (Abildung 4.1 links) kann FAK nicht stabilisiert
werden und wird zunehmend dephosphoryliert. Somit kommt es zu einer erhdéhten Bildung

des humming bird Ph&notyps.

ap

humming bird T humming bird W
\ flachige Ausbreitung i A flachige Ausbreitung _r _‘/

Abbildung 4. 1 Mdglicher molekularer Mechanismus zur Stabilisierun g der flachig

ausgebreiteten Zellmorphologie und Schutz vor humming bird wahrend einer H. pylori -
Infektion. links: In Caveolin-1-losen Zellen, kann FAK nicht innerhalb der fokalen Adhé&sionen
stabilisiert werden und es kommt zur zunehmenden FAK-Dephosphorylierung durch P-SHP2 und
humming bird. rechts: In Caveolin-1-exprimierenden-Zellen wird Caveolin-1 durch P-Src
phosphoryliert und kann dadurch die FAK und a/B-Integrine innerhalb der fokalen Adhasionen
stabilisieren und somit weitere Phosphorylierung von FAK sichern. Durch eine verstarkte
Interaktion von Caveolin-1 mit DLC1 wird auch die flachige Morphologie und Adhésion der Zelle

unterstutzt.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schliel3en, dass Caveolin-1 die CagA-
aktivierte Signalwege zur Induktion der IL-8 Expression und der morphologischen
Veranderungen hemmt und durch eine verstarkte Interaktion mit DLC1v4 die fachig

ausgebreitete Zellmorpholgie stabilisiert.
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4.3 Regulation der Caveolin-1-Expression wéahrend ei ner H. pylori -
Infektion

Wahrend einer H. pylori-Infektion kommt es sowohl zur Aktivierung als auch zur Repression
von zahlreichen Genen [208, 209]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob die
Cavl-Expression wahrend der H. pylori-Infektion reguliert wird. In infizierten WT-Mausen
(vgl. Abbildung 3.20) als auch in infizierten MDCK-, MKN45, N87-Zellen (vgl. Abbildung 3.21)
war Caveolin-1 mRNA im Vergleich zu den uninfizierten Kontrollen herunterreguliert. Eine
zusatzliche Verifizierung der Caveolinl-Expression in Zellen, die mit den CagA-negativen H.
pylori G27 AcagA- sowie CagA-Internalisierungsdefizienten H. pylori SS1-Stdmmen infiziert
worden waren, ergab ahnliche Ergebnisse (vgl. Abbildung 3.23) und bestétigte gleichzeitig,
dass die, sowohl in vivo als auch in vitro beobachtete, Abnahme der Cavl mRNA CagA-
unabhangig war. Die Repression der Caveolin-1-Expression fand auf transkriptioneller
Ebene statt, da die Aktivitat des humanen CAV1-Promotors sowohl in infizierten MKN45- als
auch in HEK293-Zellen signifikant reduziert war (vgl. Abbildung 3.24 A, B). Die Expression
der Stress- bzw. CagA-induzierbaren Positivkontrolle SeRE wurde in infizierten Zellen wie
erwartet aktiviert, wahrend die Expression der Negativkontrolle, des BSEP-Enhancers,
unverandert blieb (vgl. Abbildung 3.24 A, B). Auch die Menge an Caveolin-1-Protein nahm in
MKN45- und N87-Zellen mit zunehmender Infektionsdauer deutlich ab (vgl. Abbildung 3.22)
In MDCK-Zellen fiel die Reduktion der Caveolin-1 Menge nicht so drastisch aus (vgl.
Abbildung 3.22). Da jedoch nicht nur die Expression von Genen [245], sondern auch die
postranslationale Modifikation [246] sowie der Abbau der Genprodukte [247, 248]
gewebespezifisch reguliert werden, koénnten diese Unterschiede gewebespezifisch sein.
Zudem kann eine Proteindegradation je nach Art des Proteins in zeitlichen Abstdnden von
wenigen Minuten bis Tagen oder sogar Wochen stattfinden [249]. Daher ist vorstellbar, dass
in MDCK-Zellen, die aus einer Hundniere abstammen, das Caveolin-1-Protein langsamer
abgebaut wird als in den Zelllinien MKN45 und N87, welche aus humanen
Magenmetastasen stammen. Auf diese Weise kdnnten trotz einer reduzierten mRNA-
Expression auch nach Tagen, keine deutlichen Unterschiede in der Caveolin-1-

Proteinmenge beobachtet werden.

Eine Reduktion der Cavl-Expression in Folge einer bakteriellen Infektion wurde bis jetzt nur
im Gehirn von mit Haemophilus parasuis-infizierten Schweinen beschrieben [250]. Dagegen
wird eine reduzierte Expression oder sogar der komplette Verlust von Caveolin-1 immer
haufiger in primaren Tumoren wie zum Beispiel Eierstock-, Dickdarm- sowie Magentumoren
detektiert [172, 174, 175]. Der Verlust von Caveolin-1 in diesen Tumoren ist mit einer

erhdhten Zellproliferation sowie dem Verlust von Zell-Zellkontakten assoziiert [251, 252].
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Entsprechend wiesen Cavl-KO-Mause eine foveoldre Hyperplasie auf, die durch H. pylori-
Infektion deutlich verstarkt wurde. Obwohl die Expression von Cavl in infizierten WT-
Mausen drastisch reduziert war, zeigten diese Mause nicht die identischen pathologischen
Verédnderungen. Ein Grund hierfir konnte sein, dass in WT-Mausen zwar die Cavl-
Expression reduziert, jedoch nicht komplett verloren war. Weder in der Magenschleimhaut
infizierter Cavl-KO- noch WT-Mause wurden Magenkarzinome festgestellt. Die
Herunterregulation der Cavl-Expression in den WT-Mausen kdnnte jedoch ein Zeichen fir

den Beginn der Transition einer chronischen Infektion ins preneoplastische Stadium sein.

Es ist bekannt, dass die Transkription des humanen CAV1-Gens beispielweise durch das
Onkogen C-Myc [176], sowie in der S-Phase des Zellzyklus durch die Transkriptionsfaktoren
SP1, E2F/Dp-1 und p53 [177, 178] reprimiert werden kann. Bei Mangel an intrazellularem
Cholesterin bindet SREBP1 an SRE-Regionen im humanen CAV1-Promotor und inhibiert die
CAV1 mRNA-Expression [1]. H. pylori ist Cholesterin-auxotroph [107]. Es extrahiert das
Cholesterin seines Wirtes um es nach der Glykosylierung in die eigene Membran
einzubauen und somit unter anderem der Phagozytose durch antigenprasentierende Zellen
sowie der Aktivierung von T-Zellen zu entkommen [107]. Dadurch kénnte es wahrend einer
H. pylori-Infektion zu einem Cholesterinmangel kommen. Der induzierte Cholesterinmangel
wlrde wiederum zur proteolytischen Spaltung des SREBP1 Vorlauferproteins und dadurch
zur Aktivierung von SREBP1 fihren. Aus diesem Grund wurde SREBP1 als potentieller

Repressor des Caveolin-1 Gens néher betrachtet.

In infizierten MKNA45-Zellen war bereits sechs Stunden nach der Infektion das aktive
Spaltfragment von SREBP1 vorhanden und die Menge nahm mit der Infektionszeit weiter zu
(vgl. Abbildung 3.25). Dariliberhinaus konnte in infizierten MKN45-Zellen deutlich mehr
Bindung von SREBP1 an die SRE3- Region des CAV1-Promotors im Vergleich zu
uninfizierten Zellen detektiert werden (vgl. Abbildung 3.26 A, B). Entsprechend war die
untersuchte Caveolin-1-Promotorregion in infizierten Zellen weniger transkriptionell aktiv als
in uninfizierten Zellen was sich auch in einer geringeren Acetylierung des H4 Histons
wiederspiegelte (vgl. Abbildung 3.26 A, C). Eine nahere Analyse ergab, dass das aktive
SREBP1-Fragment nur in Kernextrakten von infizierten Zellen vorzufinden war (vgl.
Abbildung 3.27 C). Zudem wurde nur in Kernextrakten infizierter MKN45-Zellen eine Bindung
des SREBP1-Proteins an biotinmarkierte SRE3-Oligonukleotidsequenzen festgestellt (vgl.
Abbildung 3.27 A, B). Diese Bindung war spezifisch, da sie durch identische unmarkierte
aber nicht durch mutierte unmarkierte Oligonukleotide kompetitiert werden konnte. Alle diese

Ergebnisse deuten darauf hin, dass SREBP1 wahrend einer H. pylori-Infektion aktiviert und
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in den Zellkern transloziert wird wo es an den Caveolin-1-Promotor bindet und dadurch die

Cav1l-Expression inhibiert.

SREBP1 ist nicht nur ein negativer Regulator des Cav1-Gens, sondern auch ein positiver
Regulator der Gene der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Synthase (HMGCO0AS), 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMGCo0AR), Low density Lipoprotein-
Rezeptor (LDLR) und Acetyl-Coenzym A-Synthetase (ACS), die fur die Cholesterinsynthese
zustandig sind [214]. Um einerseits die Aktivitat von SREBP1 zusétzlich zu bestatigen und
andererseits um feststellen zu kénnen, ob die SREBP1-Aktivierung CagA-abhangig war oder
nicht, wurde die Expression dieser Gene in MKN45- und N87-Zellen untersucht, die mit H.
pylori G27 wt, G27AcagA sowie SS1 infiziert worden waren. In MKN45-Zellen, die mit H.
pylori SS1 infiziert worden waren, war die Expression aller untersuchten Gene aktiviert (vgl.
Abbildung 3.28 A). Auch in den mit H. pylori G27 wt- und AcagA- infizierten MKN45-Zellen
waren die meisten untersuchten Gene bis auf LDLR, das sogar signifikant reduziert war,
induziert (vgl. Abbildung 3.28 A). Dies schien jedoch nicht stammspezifisch sondern eher
zellspezifisch bedingt zu sein, da in N87-Zellen jeder verwendete H. pylori-Stamm eine
Induktion von allen vier Genen bewirkte (vgl. Abbildung 3.28 B). Da eine H. pylori-Infektion
mit einem hohen zellularem Stress sowie mitochondrialen Schaden [253] einhergeht, ist
vorstellbar, dass MKN45-Zellen auf solch einen Stress empfindlicher als N87-Zellen
reagieren. Dadurch kénnte in diesen Zellen der organellenstressaktivierte Repressor des
LDLR-Promotors, ATF3 [254] bevorzugt aktiviert werden und durch eine starkere Interaktion
mit dem LDLR-Promotor auch wahrend einer gleichzeitigen Bindung des SREBP1 an diesen
Promotor, die Expression des LDLR reprimieren. Insgesamt war jedoch die Mehrheit der
SREBP1 positiv regulierten Gene induziert, was zusatzlich bestatigte, dass SREBP1
wahrend einer H. pylori-Infektion aktiviert ist. Die Aktivierung ist CagA-unabhangig da sowohl
ein CagA-defizienter H. pylori-Stamm als auch der zur CagA-Translokation unfahige H. pylori
-Stamm SS1 zur Induktion der SREBP1-aktivierten Gene fiihrten.

Hiermit wurde zum ersten Mal eine Aktivierung von SREBP1 in Folge einer H. pylori-Infektion
beschrieben. Die damit verbundene Reduktion der Cavl-Expression konnte H. pylori als
Strategie dienen, um die in dieser Arbeit beobachteten Hemmung von CagA-induzierten
Sighalwegen durch Caveolin-1 (IL-8-Expression und Bildung von humming bird) zu
unterbinden um so die Wirkung der Virulenzfaktoren (z.B. CagA) auf Signalwege und die

damit assoziierte Pathogenese zu unterstitzen.
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5 Zusammenfassung

Caveolin-1, ein integrales Membranprotein in Zellen der Magenschleimhaut dient als
Pathogenrezeptor und Regulator von  Signalmolekilen, zur  Kontrolle der
Enzindungsreaktionen, der epithelialen Zellbarriere, der Zellproliferation und des
Uberlebens von Zellen. Eine chronische Entziindung der Magenschleimhaut mit Helicobacter
pylori erhdht das Risiko fir die Entstehung von schwerer atrophischer Gastritis,
Zwolffingerdarmgeschwiren und schlieBlich  Magenkarzinomen. In den meisten
Magenkarzinomen ist die Expression von Caveolin-1 herunterreguliert. Die Funktion des
Caveolin-1 in der H. pylori-induzierten Gastritis und damit assoziierten Pathogenese des

Magenkarzinoms ist unbekannt und wurde daher in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die mit H. pylori SS1-infizierten Caveolin-1-
defizienten Mause eine signifikant starkere chronische Gastritis im Vergleich zu WT-Mausen
aufwiesen. Diese war zum einen durch erhdhte mukosale Schaden, darunter verstarkte
foveolare Hyperplasie und Verlust von Parietalzellen, zum anderen durch eine stark erhdhte
Sekretion des Chemokins RANTES, eine erhéhte Infiltration von B-Zellen und Makrophagen
aber auch eine reduzierte Rekrutierung von CD4- sowie CD4°CD25'T-Zellen begleitet. Die
Kolonisierungsrate von Cav1l-KO-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen mit H. pylori SS1 war
signifikant reduziert, was vermutlich auf die verstarkte Immunantwort in diesen Mausen

zurlick zu fuhren war.

Anhand von in vitro Infektionsexperimenten mit dem CagA-Internalisierungsfahigem H.
pylori-Stamm G27 wurde gezeigt, dass Caveolin-1 weder die Adh&sion von H. pylori an die
Magenepithelzellen noch das Uberleben der infizierten Zellen beeinflusste. Caveolin-1
hemmte aber CagA-assoziierte Effekte wie die Induktion des proinflammatorischen
Chemokins IL-8 und die Bildung von langestreckten Stressfilamenten (humming bird). Der
molekulare Mechanismus der Hemmung des humming bird Phanotyps war aufgrund einer
unveranderten CagA-Internalisierung sowie einer fehlenden Interaktion mit CagA nicht auf
eine Inhibierung oder Abschwachung des CagA-Toxins durch Caveolin-1 zurtckzufthren.
Vielmehr war dieser Mechanismus mit einer positiven Regulation der Aktivitdt der Fokalen-

Adhasions-Kinase (FAK) durch Caveolin-1 assoziiert.

Zwei GTPase-Inhibitorproteine wurden als potentielle Interaktionspartner von Caveolin-1
wahrend einer H. pylori-infektion identifiziert, das Protein ,ahnlich zum GDP
Dissoziationsinhibitor 2“ und die Transkriptionsvariante 4 des ,pl120 Rho-GTPase-
aktivierenden Proteins 7“ DLC1 (DLC1v4). Eine verstarkte Interaktion von DLC1v4 und
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Caveolin-1 wahrend einer H. pylori-Infektion konnte bestitigt werden. In DLC1lv4
Uberexprimierenden, infizierten Zellen wurde die Bildung von humming bird nicht inhibiert,
dafiir jedoch dominierte in diesen Zellen eine flachig ausgebreitete Zellmorphologie. Somit
tragt die verstarkte Interaktion von Caveolin-1 mit DLC1v4 zur Stabilisierung der flachig

ausgebreiteten Zellmorphologie wahrend einer H. pylori-Infektion bei.

Zudem konnte gezeigt werden, dass sowohl Src als auch Caveolin-1 wahrend einer H.
pylori-Infektion zunehmend phosphoryliert werden. Das Tyrl4-phosphorylierte Caveolin-1
hatte jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitat der kleinen RhoA-, Racl-, Cdc42-GTPasen und
bestétigte, dass kleine Rho-GTPasen keine Rolle im molekularen Mechanismus zur

Entstehung des humming bird Ph&notyps spielen.

Die Cavl mRNA-Expression wurde sowohl in der Magenschleimhaut infizierter WT-Mause
als auch in den Magenzelllinien CagA-unabhangig herunterreguliert.  Als
Transkriptionsrepressor des Cavl-Gens wahrend der H. pylori-Infektion konnte SREBP1
bestétigt werden. SREBP1 wurde nur in infizierten Zellen aktiviert und band dort verstarkt an
die SRE3-Region des Caveolin-1 Promotors. Entsprechend war die untersuchte Cavl-

Promotorregion in infizierten Zellen weniger transkriptionsaktiv als in uninfizierten Zellen.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlieen, dass Caveolin-1 wahrend
einer H. pylori-Infektion vor einer verstarkten Magenentziindung und der damit assoziierten
Schadigung der Magenschleimhaut schitzt, sowie CagA-induzierte Signalwege und die
damit einhergehende Pathogenese der Entziindung inhibiert. Im Laufe der H. pylori-Infektion
wird die Caveolin-1-Expression herunterreguliert um so moglicherweise die Wirkung von

Virulenzfaktoren wie z.B. CagA auf die Signalwege der Wirtszelle zu fordern.
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7 Anhang

Tabelle 7.1 Histopathologische Analyse der  H. pylori -induzierten Gastritis in infizierten WT- und

Cav1-KO-Méausen. Die Analyse wurde anhand HE-geféarbter Magenpréparate von WT- und Cav1-KO-
Méausen durchgefiihrt, die mit H. pylori SS1 fur 11 Monate infiziert waren. Gastritisgraduierung: 0=
keine, l=geringgradige, 2=mittelgradige, 3=schwergradige chronische Gastritis. Angegeben ist die
Anzahl an Mausen mit dem entsprechenden Gastritisgrad im Verhaltnis zu allen untersuchten Mausen

(n=15) des jeweiligen Genotyps.

Mausgenotyp Gastritisgrad 0 Gastritisgrad 1 Gastritisgrad 2 Gastritisgrad 3
WT 8/15 4/15 3/15 0/15
Cavl-KO 0/15 4/15 11/15 0/15
Bgl Il 5665

—~ Sgf1 664 /\

or NS lacZ
CMV 3 I-Ppo |
Enhancer/Promoter * 851 T7 1
EcoR | 1250
Ampr Intron BamH.|
T Nhe | 1264
™ Xho 1270
IJT‘?:;; Y Miu | 1276
T overhangs
(567000)  v40 Late 2 Insert. DLCAv4
poly (A) Small 1293
Kpn | 1301
Synthetic f ori gg{:‘l I }ggg
poly(A) SV40 Enhancer/ Not | 1311
Nes EarlyPromoter:___ FcoR | 1318
. lacZ

Abbildung 7.1 Vektorkarte des pT-DLC1v4 Vektors. Die cDNA des Inserts (DLC1v4) wurde in

den pTarget-Vektor zwischen die Schnittstellen BamHI und Notl kloniert.
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gaaaacagt a
agccgect ga
ctggcggatc

aaggggat gc
gact cagccc

gt ggacaacg
ccggaagagc
aggt ccaaca
aact ct gt at
tact cactcc

tttagct ggg
agtgtgtttg
agcat ccagc
agaaaat cgg
gactgtgtca
tttcgagatc
taccaatatg
cct gacgaga
gccgt aaaag
ttccatctca
agtttgggca
gcccat at ga
cgtaattcct
ggt aat gat g
aaagaagt ca
ctgtcctata
gtccctgetg
gt agacct gt
tat gt ccaaa
aggact aat t
gcacct gt gg

gggccaggaa
gaat ggt aca

aagttgtaaa gatccgggat tccttcagta

ct aggliigcggccgeat

Not |

Abbildung 7.2 Kodierende Sequenz der humanen DLC1v4 mRNA (NM_001164271.1, 285-3301
bp). Die zum Klonieren mittels PCR eingefuigten Schnittstellen BamHI und Notl sind unterstrichen. Die
Sequenzen der dazu verwendeten Oligonukleotide sind gelb markiert. Das Translationstartkodon ist

grun und das Translationsstopkodon rot hervor gehoben.
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