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Abstract

ABSTRACT

The widespread human pathogenic bacterium Helicobacter pylori (H. pylori, Hpy) colonizes the
human stomach and causes ulcer disease, tumors (including gastric adenocarcinoma), and
sporadically gastric mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma. Although H. pylori is
recognized as a carcinogen by the WHO [1], so far the mechanism of carcinogenesis remains poorly
understood. Therefore, a closer examination of the host cellular components affected by H. pylori
infection, is of great importance. The presented work opens a new field in current science that deals
with pathogen-induced epigenetic modifications on both histone and DNA level and investigates
their potential impact on pathogenesis and carcinogenesis. Here, changes in cellular processes such

as apoptosis and senescence can lead to pathological transformations of the host cell.



Abstract

Posttranslational modifications of histones are an important component of epigenetic
regulation. Bacterial- or toxin-induced changes in histone phosphorylation and acetylation can have
drastic effects on various cellular metabolic pathways. This work reveals that H. pylori infection of
gastric epithelial cells leads to changes in the phosphorylation of histone H3. In particular, a
transient type IV secretion system (T4SS)-dependent dephosphorylation of serine 10 and threonine 3
as well as deacetylation of lysine 9 of histone H3 was detected. Furthermore, immunofluorescence
experiments show an H. pylori-induced cell cycle arrest prior to entry into mitosis, which is a cause
of the observed histone-dephosphorylation. The expression of histone deacetylase HDAC9 and the
epithelial tight junction component claudin-1 was also found to be activated by H. pylori infections.
This work profoundly confirms the hypothesis that the chromatin-architecture of the host cell is
modified by H. pylori and thereby influences essential cellular processes such as the cell cycle

progression.

Epigenetic modification of DNA due to rearrangement of methylation signatures represents an
effective mechanism of gene regulation. Global analyzes based on methylation microarrays show
broad differences in genome-wide methylation patterns of H. pylori-infected cells compared with
controls. Thus, the majority of the investigated cytosine-phosphatidyl-guanine (CpG) islands is
hypermethylated post infectionem (p.i.). In contrast, hypomethylation occurs mainly in promoter
regions which results in altered transcription of cellular genes. Notably, particularly genes related to
cancer pathways, components of the DNA and chromatin assembly as well as the RNA polymerase

are differentially methylated.

Further, there are epidemiological data that allow an association between infections with
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis, Ctr) and several types of gynecological cancers — however,
cellular mechanisms have not been described so far. A cell culture model based on doxycycline
treatment of C. trachomatis infections could be established, which allows investigating the impact
and outcome of this infection on subsequent cell populations. Here, it was demonstrated that
MRNA expression of the catalytic subunit of the human telomerase reverse transcriptase (hTERT)
increases during acute infections and leads to long-term alterations of the host cell. Increased hTERT
MRNA expression is positively regulated by cellular ceramide. hTERT upregulation is abolished by
inhibition of intracellular ceramide. Further, it could be demonstrated that in previously infected
cells telomeres are present in an extended state and DNA damage signaling is reduced. Decreased
DNA binding of p53 to the promoter region of the cell cycle regulator p21 and reduced p21 protein
levels are found in cells cleared of the infection. This cell population develops an interesting
phenotype: It exhibits an increased resistance towards etoposide-induced DNA damage and
apoptosis. Thus, C. trachomatis is rigorously influencing host cellular aging, apoptosis and survival

signaling pathways.

In conclusion, this work successfully identified pathogen driven (epi-)genetic alterations of the
host cell. The data point to an implication for future treatment strategies in the race against
pathogen-induced development of disease, inflammation and cancer, and give insights into the

dynamic interplay of host and pathogen.

VI



Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Das weltweit verbreitete humanpathogene Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori, Hpy) besiedelt
den menschlichen Magen und verursacht dort Ulkuserkrankungen, Tumore (u.a. das gastrische
Adenokarzinom) und vereinzelt auch Lymphome des Mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebes
(MALT, mucosa-associated lymphoid tissue). Auch wenn H. pylori von der WHO als Karzinogen
anerkannt ist [1], bleibt der Mechanismus der Karzinogenese bislang weitgehend unverstanden.
Daher ist eine genauere Untersuchung der zelluldaren Komponenten des Wirts, die von der Infektion
betroffen sind, von groRer Bedeutung. Mit dieser Arbeit wird ein Wissenschaftsfeld erweitert, das
sich mit Pathogen-induzierten epigenetischen Modifikationen auf Histon- und DNA-Ebene befasst
und deren moglichen Einfluss auf Pathogenese und Karzinogenese nachgeht. Dabei tragen
Veranderungen zelluldrer Prozesse wie Apoptose und Seneszenz zu krankhaften Transformationen

der Wirtszelle bei.

Posttranslationale Modifikationen von Histonen stellen eine wichtige Komponente der

epigenetischen Regulation dar. Dabei kénnen bakterielle oder Toxin-induzierte Veranderungen der

VI



Zusammenfassung

Histon-Phosphorylierung und -Acetylierung drastische Auswirkungen auf verschiedenste zelluldre
Stoffwechselwege haben. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die H. pylori-Infektion gastrischer
Epithelzelllinien zu Veranderungen des Phosphorylierungsstatus von Histon H3 fiihrt. Dabei findet
insbesondere eine transiente, Typ-IV-Sekretionssystem(T4SS)-abhdngige Dephosphorylierung von
Serin 10 und Threonin3 und eine Deacetylierung von Lysin9 statt. Des Weiteren zeigen
Immunfluoreszenz-Experimente einen H. pylori-induzierten Zellzyklusarrest vor Eintritt in die Mitose,
der eine Ursache fiir die beobachtete Histondephosphorylierung darstellt. Die Expression der
Histondeacetylase HDAC9 und der epithelialen Zellverbindungskomponente Claudin-1 wird ebenfalls
durch die H. pylori-Infektion aktiviert. Damit erhartet diese Arbeit die Hypothese, dass H. pylori das
Wirtszellchromatin modifiziert und somit zentrale zelluldre Prozesse, wie beispielsweise den

Zellzyklusverlauf beeinflusst.

Die epigenetische Verdanderung der DNA aufgrund von Methylierungssignaturen stellt einen
weiteren wirksamen Mechanismus der Genregulation dar. Globale Analysen, basierend auf
Methylierungsmicroarrays, zeigen enorme genomweite Unterschiede im Methylierungsmuster
H. pylori-infizierter Zellen im Gegensatz zu den Kontrollen. So ist die Mehrheit der untersuchten
Cytosin-phosphatidyl-Guanin(CpG)-Inseln post infectionem (p.i.) hypermethyliert. Hypomethylierung
tritt hingegen stark gehauft in Promotorregionen auf, was eine veranderte Transkription zelluldrer
Gene zur Folge hat. Bemerkenswerterweise sind vor allem Gene von Krebssignalwegen,

Komponenten des DNA- und Chromatinaufbaus sowie der RNA-Polymerase differenziell methyliert.

Dariiber hinaus existieren epidemiologische Daten, die eine Verbindung zwischen der Infektion
mit Chlamydia trachomatis (C. trachomatis, Ctr) und gynakologischen Krebserkrankungen zulassen,
jedoch sind auch hier bisher keine zelluliren Mechanismen nachgewiesen. Basierend auf einer
mittels Doxycyclin-behandelten C. trachomatis-infizierten Zellkultur wird in dieser Arbeit ein Modell
beschrieben, das die Untersuchung der Auswirkungen dieser Infektion auf nachfolgende
Zellpopulationen zuldsst. Dabei zeigt sich, dass die mRNA-Expression der katalytischen Untereinheit
der humanen Telomerase (human telomerase reverse transkriptase, hTERT) zum akuten Zeitpunkt
der Infektion ansteigt und langfristige Veranderungen fir die Wirtszelle nach sich zieht. Die dabei
erhohte hTERT-Expression wird positiv durch zellulares Ceramid reguliert, sodass eine gesteigerte
hTERT-Regulation durch Inhibition des zellularen Ceramid-Transports aufgehoben wird. In ehemals
infizierten Zellen kann nachgewiesen werden, dass Telomere verldngert vorliegen und DNA-
Schadigungen reduziert sind. Auch die DNA-Bindung von p53 an den Zellzyklus-Regulator p21 und
dessen Proteinlevel ist in ehemals infizierten Zellen verringert. In Folge dessen entwickelt diese
Zellpopulation eine verstarkte Resistenz gegeniber Etoposid-induzierten Schadigungen der DNA und
Apoptose. C. trachomatis beeinflusst somit Apoptose und Alterung der Wirtszelle sowie

entscheidende Signalwege fiir das Uberleben der Wirtszelle.

Zusammenfassend erweitern die Ergebnisse dieser Arbeit unser Wissen iber Pathogen-induzierte
(epi-)genetische Modifikationen der Wirtszelle. Die Daten liefern einen Beitrag fur zukinftige
Behandlungsstrategien beim Wettlauf gegen Pathogen-bedingte Krankheits- und Krebsentstehung
sowie tiefe Einblicke in die dynamische Wechselwirkung von Wirt und Pathogen.
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KAPITEL 1
EINLEITUNG




Einleitung

1.1 Vorwort

Das Dogma der Molekularbiologie, dass Vererbung ausschlieBlich auf der Ebene genetischer
Informationen der DNA-Basensequenz stattfindet, ist gebrochen. Heutzutage weill die Wissenschaft
um eine zweite Dimension vererbbarer Botschaften, die neben der genetisch kodierten existiert: die
Epigenetik. In den letzten Jahren hat dieses Wisssenschaftsfeld immer mehr an Bedeutung
gewonnen und es ist unverkennbar, dass epigenetische Modifikationen gleichermaen fiur die
Ausbildung von Phanotypen verantwortlich sind wie die genomische DNA-Sequenz. Dariber hinaus
konnten Verdnderungen der epigenetischen Landschaft wie die Methylierung von DNA und die
damit einhergehende Stilllegung von Genen mit verschiedensten Krankheitsbildern bis hin zur
Krebsentstehung in Verbindung gebracht werden.

Weitere epigenetische Mechanismen wurden in Anlehnung an den genetischen Code Histon-
Code genannt und beziehen sich auf die DNA-Organisation und posttranslationale Veranderungen
der Histone. Histon-Modifikationen wirken sich auf die Architektur des Chromatins und damit die
DNA-Transkription aus, aber auch auf deren Reparatur, Rekombination und Replikation. Der Histon-
Code kontrolliert eine grofle Bandbreite zellularer Funktionen sowohl gesunder als auch kranker
Zellen. Insbesondere die Erforschung der Krankheitszustdande ist hier von grofRer Bedeutung, da dies
flr die Wissenschaft eine Fille an moglichen Therapieansatzen bietet.

Die Hauptmechanismen der Epigenetik, DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen, sind
demnach von Bedeutung fiir die Kontrolle des Chromatin. Chromatin-Modifikationen sind wichtige
Regulatoren von Telomeren, die das molekulare Alter einer Zelle bestimmen.

Derzeit ist weitgehend unbekannt, welche Umwelteinfliisse den epigenetischen Code verdndern
konnen. Mit dieser Arbeit wird der Einfluss humanpathogener, karzinogener Bakterien auf die
unterschiedlichen Ebenen der Epigenetik und Alterungsprozesse der Zelle untersucht und damit
Modelle zu Krankheitsentstehung und moglichen Therapien geschaffen. Die Untersuchungen
konzentrieren sich dabei auf H. pylori und C. trachomatis, zwei Pathogene, welche beziiglich ihrer
Bedeutung fiir nationale Uberwachungsbehérden und die epidemiologische Forschung vom Robert

Koch-Institut zu den zehn wichtigsten Humanpathogenen gezahlt werden [2].



Einleitung

1.2 Karzinogenese

Krebserkrankungen in ihren unterschiedlichsten Auspragungen sind eine der dltesten GeilReln der
Menschheit. Erste Beschreibungen von Brustkrebs sind auf das Jahr 3.000 vor Christus (v. Ch.) datiert
und ziehen sich seither durch die Menschheitsgeschichte. Derartige Gewebewucherungen wurden
von Hippocrates um 400 v. Ch. carcinos (griechisch: Krebs) benannt [3]. Im Jahr 2008 wird die
erschreckende Bilanz deutlich: weltweit wurden 12,7 Millionen Krebsfille gemeldet; 7,6 Millionen
Menschen starben an den Folgen einer Krebserkrankung [4].

Die verschiedenen Krebsmerkmale, die allesamt genetische Instabilitat erzeugen, bilden sich im
Verlauf der Tumorgenese heraus. Dazu gehort die Erhaltung proliferativer Signalwege, die
Verhinderung von Wachstumssuppression und Zelltod, die replikative Unsterblichkeit, die
Aktivierung von Invasion und Metastasierung und die Induktion von Angiogenese [5].

Auffillig sind gewisse Ahnlichkeiten zwischen einer Krebszelle und einer Pathogen-infizierten
Zelle. So kann es beispielsweise in beiden Systemen zur Aktivierung mitogener und
antiapoptotischer Signalwege, verstarkter Proliferation und Motilitdt sowie zur Hochregulation von
Krebsmarkern kommen. Auch Krebserkrankungen und das Altern von Zellen zeigen in ihrer
biologischen Ausprdgung viele Gemeinsamkeiten, primar resultieren beide aus der Akkumulation
von Zellschaden [6].

Krebs kann als genetische Erkrankung betrachtet werden, die durch einen Ausloser
(physikalische, chemische oder biologische Substanz) induziert wird, zu einer zellularen Veranderung
flhrt und unverhaltnismaRig viele Mutationen nach sich zieht. Dabei konnen Apoptoseresistenz,
verzogerte Seneszenz und Verlust der Zellzykluskontrolle sowie des DNA-Reparaturprozesses
auftreten und als Ausléser unkontrollierter Proliferation und damit Anhaufung von fehlerhaftem
Gewebe wirken. Bereits 1983 wurden die ersten Veranderungen im Epigenom von Krebsgewebe
beschrieben. Feinberg und Vogelstein beobachteten eine Gen-spezifische Demethylierung [7, 8].
Unabhéngig von diesen Ergebnis beschreiben Gama-Sosa et al. eine globale Abnahme des Gehalts an
5-Methylcytosin (5mC) in Tumor-Proben [9-11]. Diese Untersuchungen zeigen die Bedeutung der
DNA-Methylierung fir die Krebsentstehung und liefern die Basis fiir weiterflihrende

Untersuchungen.

1.2.1 Kennzeichen der Karzinogenese: p53

Ein charakteristisches und gut untersuchtes Kennzeichen von Krebs ist das Tumorsuppressorgen
TP53 (tumor protein p53), das fir den Transkriptionsfaktor p53 kodiert, welcher in entarteten Zellen
dereguliert oder mutiert vorliegt. Als Antwort auf Stress induziert p53 sowohl Gber den intrinsischen
als auch extrinsischen Signalweg Apoptose, Zellzyklusarrest und Seneszenz. Der Verlust der p53-
Funktion ist somit ein zentrales Kennzeichen bei humanem Krebs. Die Hemmung des
programmierten Zelltods geht mit einer zelluldren Unsterblichkeit einher. Mutationen des p53-Gens

treten in tiber 50 % aller humanen Tumore auf [12].
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Dem Protein p53 kommt eine unabkdmmliche globale Rolle in der humanen Zelle zu. Besonders
deutlich wird dies in genomweiten Chromatin-Immunprazipitations(ChlP)-Experimenten, welche die
Bindung von p53 an Tausende von Genen demonstrieren [13]. In der Regel tritt p53 als
Tumorsuppressor auf. In der gesunden Zelle ist p53 an seinen negativen Regulator Mdm2 (murine
double minute 2) gebunden, der die Aktivitat des Proteins inhibiert und es vom Nukleus ins Zytosol
transportiert. Die Ubiquitinligase Mdm2 férdert die Degradation von p53 durch das Proteasom,
indem es p53 markiert. Gleichzeitig wird p53 regelmaRig nachgebildet. Kommt es zu zelluldrem
Stress wie Schadigungen der DNA, Verkiirzung von Telomeren, Expression von Onkogenen,
Nahrstoff- und Sauerstoffmangel, wird p53 aktiviert. Zum einen wird es posttranslational stabilisiert
[14] und akkumuliert in der Zelle. Zum anderen wird p53 N-terminal phosphoryliert und durch
Konformationsanderung zum aktiven Transkriptionsregulator. Der Weg zur Stimulation von p53
durch Stressoren vollzieht sich (ber die Aktivierung von Kinasen wie ATM (ataxia telangiectasia
mutated) oder ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related) [15-17]. Sind diese Kinasen aktiviert,
phosphorylieren sie nachgeschaltete Faktoren der Signalkaskade wie die Serin/Threonin-
Proteinkinasen Chkl und Chk2 (cell cycle checkpoint kinase 1 und 2), die daraufhin p53
phosphorylieren [18]. Auf alternativem Weg kann p53 auch direkt durch ATM oder ATR
phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung von p53 hat die Verdrangung des an p53 gebundenen
Regulators Mdm2 zur Folge. Das p53-Protein zeichnet sich durch verschiedene Domanen aus, die fir
Sequenz-spezifische DNA-Bindung und transkriptionelle Aktivierung verantwortlich sind.
Entsprechend ist im Krebsfall die p53-DNA-Bindedomé&ne am CDNK1A-Promotor haufig mutiert [19].
Weitere Moglichkeiten zur Modifikation von p53 sind die Phosphorylierung, Ubiquitinylierung,
Acetylierung, SUMOylierung oder Methylierung der C-terminalen Lysine [14].

Nach Schadigung der Zelle reguliert p53 die Transkription diverser Gene, veranlasst
Zellzyklusarrest, setzt Reparaturmechanismen in Gang und verhindert so genomische Instabilitat
[20]. Der Stopp des Zellzyklus ist nur transient und gibt der Zelle Zeit, die entstandenen Schaden zu
reparieren und damit deren Weitergabe an Tochterzellen zu verhindern.

Aktiviertes p53 stimuliert die Transkription von p21, dem universellen Inhibitor von Zyklin-
abhangigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs) und dadurch negativer Regulator des Zellzyklus
[21, 22]. Eine Funktion der CDKs ist auch die Phosphorylierung und Inaktivierung des
Tumorsuppressorproteins Rb (Retinoblastom), dessen Dysfunktion ein weiteres Krebsmerkmal ist
[23]. Das Tumorsuppressorprotein Rb reguliert unter anderem den Zellzyklus und rekrutiert
verschiedene Enzyme des Chromatinumbaus, wie z.B. Methylasen und Acetylasen [24].

Werden Onkogene aktiviert, kommt es zur Expression von Arf (alternate reading frame), das mit
Mdm2 stabile Komplexe bildet und es dabei inhibiert. Dadurch wird abermals die Interaktion von
p53 und Mdm?2 zerstort, sodass folglich p53 akkumuliert, stabilisiert und aktiviert wird [20, 25].

Studien mit Mausen zeigen, dass dysfunktionale Telomere p53-abhangige Apoptose aktivieren
kdnnen [26, 27]. Sind die Schaden der Zelle irreparabel, akkumuliert p53 und aktiviert Mitglieder der
BCL2(B-cell lymphoma 2)-Familie, wie den proapoptotischen Proteinen Puma (p53 upregulated
modulator of apoptosis) oder Bax (BCL2-associated X protein), die wiederum in Form einer

Signalkaskade Caspasen aktivieren und so zur Apoptose flihren.
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In vielen Formen von Krebs ist die aktivierende Regulation des Enzyms Telomerase involviert,
welches die Chromosomenenden erhalt. Dariber hinaus stellt die Expressionsstarke des Proteins
hTERT, der katalytischen Untereinheit der Telomerase, einen Indikator fiir die biologische

Aggressivitat der Tumorgenese dar und wird damit zum potenziellen diagnostischen Marker [28, 29].

1.2.2 Pathogene und Karzinogenese

Die American Cancer Society gibt an, dass 15-20 % der weltweiten Krebsfille infektionsbedingt
hervorgerufen werden [30]. Viele dieser humanen Pathogene sind dafiir bekannt, dass sie
Langzeitinfektionen im Wirt auslosen, das Immunsystem unterdriicken und direkt die zellulare DNA
modifizieren. Jede dieser Veranderungen kann zu einer erhohten Pravalenz fiir Krebs fiihren [31].

Krebsauslosende Wirkungen sind vor allem bei Viren wissenschaftlich untersucht und bestatigt,
nicht jedoch bei Bakterien. Beispiele sind das humane Papillomavirus (HPV), das Epstein-Barr-Virus
(EBV), Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Viren, das humane Herpesvirus 8 (HHV-8) und das humane
T-lymphotrope Virus 1 (HTLV-1). Auch der Zusammenhang viraler Erkrankungen mit der Entstehung
von Krebs war lange Zeit umstritten, bis im Jahr 1976 eine klare Kausalitat von Harald zur Hausen
hergestellt wurde. Er konnte zeigen, dass HP-Viren (insbesondere HPV-16 und -18) Zervixkarzinome
verursachen [32, 33].

Gerade weil es sich bei der Untersuchung der krebserregenden Fahigkeit von Bakterien um ein
neues und wenig untersuchtes Wissenschaftsfeld handelt, ist es umso erstaunlicher, dass bereits im
Jahr 1890 der Pathologe William Russell (1852-1940) Indizien einer bakterielle Ursache fiir die
Tumorentstehung fand [34]. Lediglich fir ein humanpathogenes Bakterium ist dieser
Zusammenhang von der WHO seit 1994 anerkannt: Helicobacter pylori [1]. Auch die folgenden
Bakterien wurden mit Krebs assoziiert, sind formal allerdings nicht als Karzinogen bestatigt:
Salmonella spp., Chlamydia spp., Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus bovis, Mycoplasma
genitalium und Propionibacterium acnes [35, 36]. Salmonellen-Infektionen sind durch eine relativ
starke Assoziation mit Gallenblasen- und Leber-Gallen-Karzinomen charakterisiert [37, 38].
Chronische Chlamydia pneumoniae-Infektion erhéht das Risiko von Lungenkrebs in starkem MaRe
[39]. Auch von Chlamydia trachomatis und Mycoplasma genitalium konnte gezeigt werden, dass sie
die weiblichen Reproduktionsorgane schadigen und potenziell zu epithelialen Eileiterkrebs flihren
[40]. Erkrankungen durch Streptococcus bovis werden sowohl mit Kolon-Neoplasien als auch
extrakolonischer Malignitat assoziiert [41]. Auch Mycoplasmen der Arten M. genitalium und
M. hyorhinis wurden erstmals mit malignen Transformationen humaner Epithelzellen in Verbindung
gebracht und konnten daher eine Verbindung zwischen Prostatitis und Prostatakrebs herstellen [42].
Interessanterweise konnte Propionibacterium acnes in Prostatakrebsgewebe nachgewiesen und
mittels in vitro-Studien eine infektionsbedingte Uberexpression von Wachstums- und
Proliferationsgenen demonstriert werden [43]. Auch Mycobacterium tuberculosis wurde bereits mit
Lungenkrebs und Kaposi-Sarkomen in Verbindung gebracht, allerdings nur mit geringer Inzidenz [36].

Als allgegenwartiges kommensales Bakterium kommt Escherichia coli in diesem Zusammenhang

eine herausragende Stellung zu. Eine kirzlich veroffentlichte Studie der Universitdt von North
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Carolina zeigt, dass Entziindungen der Darmflora die Proliferation von genotoxischen Kommensalen
beglinstigen. Des Weiteren fordert das E. coli-Genotoxin Colibaktin bei Mausen die Entstehung von
Darmkrebs [44]. Aber auch vorangegangene Studien verweisen auf eine Assoziationen zwischen
schweren Erkrankungen des Darms wie Morbus Crohn oder kolorektalen Karzinomen einerseits und
E. coli andererseits [45-48].

Ferner ist auch bei humanpathogenen Parasiten ein Zusammenhang zwischen Infektion und
Karzinogenese dokumentiert, beispielsweise werden Schistosoma spp. mit Blasenkrebs und der
Leberegel Opisthorchis viverrini mit Gallengangskarzinom assoziiert [36].

Das junge Wissenschaftsfeld der Pathogen-induzierten Karzinogenese bedarf noch weiterer

Untersuchungen und stellt spannende Erkenntnisse zur Ursache und Entstehung von Krebs bereit.

1.3 Zellsterben

Der Zelltod stellt einen kontrollierten Mechanismus dar, welcher unabdingbar fiir die Entwicklung
eines Organismus, die Immunregulation sowie die Homoostase der Zelle ist. Mechanismen des
Zelltods werden aufgrund ihrer Morphologie klassifiziert: Apoptose, Autophagie und Nekrose [49].
Um den Organismus vor Tumorbildung zu bewahren, kénnen Zellen, deren DNA stark geschadigt ist,
in den programmierten Zelltod (Apoptose) eintreten oder durch einen vorzeitigen Alterungsprozess

(Seneszenz) ihre Zellteilungsaktivitdten einstellen [50].

1.3.1 Seneszenz

Zellulare Seneszenz wird durch oxidativen Stress, DNA-Schaden oder onkogene Aktivierung induziert
[51]. Im Zustand der Seneszenz wird die Teilungsaktivitat der Zelle bestandig gehemmt, sodass sich
die Zellen in einem Ruhezustand befinden [50]. In vivo stellt der Mechanismus der Seneszenz einen
wichtigen Prozess bei der Suppression von Tumoren dar. Seneszente Zellen zeichnen sich durch ihre
zunehmende GroélRe und abgeflachte Form aus. Aullerdem kommt es zur Expression verschiedener
Seneszenz-assoziierter Marker wie B-Galactosidase, p21 und p53 [51]. Signalgeber der Seneszenz-
Aktivierung sind die sich bei jeder Zellteilung verklirzenden Telomerenden der Chromosomen. Dieses

Phanomen wird als Hayflick limit [52] bezeichnet.

1.3.1.1  Telomere

Telomere sind Tandem-Wiederholungen der Sequenz TTAGGG (in Vertebraten), die an den Enden
von linearen eukaryotischen Chromosomen auftreten. Ist das Enzym Telomerase aktiv, fligt es diese
DNA-Sequenzwiederholungen an das 3'-Ende des DNA-Stranges an, der sich in der Telomerregion
befindet. Die natiirliche Expression der Telomerase ist auf die Zellen der Keimbahn und Stammzellen
beschrankt [53]. Die Expression der katalytischen Untereinheit hTERT ist die wichtigste

Determinante der Telomerase-Aktivitat [54, 55].
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Die Aufgaben der Telomere umfassen den Schutz der Chromosomenenden vor Degradation und
Fusion; sie verhindern, dass diese falschlicherweise als Doppelstrangbriiche erkannt werden. Des
Weiteren ermoglichen Telomere die Replikation der Chromosomen und positionieren diese im
Nukleus [56, 57]. Der Schutz der Chromosomenenden wird moglich, da die repetitiven Sequenzen
der Telomere von Doppelstrang- und Einzelstrang-DNA-bindenden Proteinen, dem sogenannten
Shelterin-Komplex, sichernd umgeben werden. Dieser Komplex kontrolliert die Telomer-Struktur und
-Aktivitat an den finalen Telomeren. Die Telomere enden mit 3'-Einzelstrang-Uberhdngen, die als
Schlaufe zurickgeschlagen mit sich selbst hybridisieren und so die protektive Schleifenstruktur
erzeugen [58-60].

Die Aktivitdt der Telomerase ist durch die Expression des humanen Gens hTERT definiert. Diese
reverse Transkriptase ist Bestandteil der Telomerase. Die katalytische Untereinheit nutzt ihr eigenes
RNA-Molekil als Vorlage fir die Verlangerung der Telomere und produziert Einzelstrang-DNA [61].
Mit dieser Funktion kommt der Telomerase, insbesondere der limitierenden katalytischen
Untereinheit hTERT, eine Schlisselrolle bei der zelluldaren Immortalisierung und Karzinogenese zu
[62].

Im Verlauf der Replikation des DNA-Leitstranges erfolgt die Verlangerung der Primer in Richtung
des 3'-Endes. An den Enden der Chromosomen hinterldsst der terminale Primer (3°-Ende) einen
DNA-Bereich, der nicht repliziert werden kann [63]. Mit jedem Zellzyklus gehen dadurch bis zu 200
Nukleotide an den Chromosomenenden verloren, was jedoch noch nicht zur Schadigung der Wirts-
DNA fiihrt. Je nach Zellart wird nach etwa 60-70 Verdoppelungen ein kritischer Punkt erreicht [64],
an dem die Telomerenden nicht weiter verkirzt werden kdnnen, es zur Auslosung einer Antwort auf
DNA-Schaden (DNA damage response, DDR) kommt [65] und dysfunktionale Telomere als DNA-
Doppelstrangbriiche erkannt werden. Solche kritisch kurzen Telomere konnen die schiitzende
Kappen-Struktur am Ende der Chromosomen nicht aufrechterhalten.

Diverse Transkriptionsfaktor-Bindestellen des hTERT-Promotors weisen darauf hin, dass dieser
einer Vielzahl zelluldrer Kontrollmechanismen unterworfen ist [54]. Ein wichtiger Aktivator von
hTERT ist das proliferations- und wachstumsférdernde Protoonkogen c-Myc [66]. Auch eine direkte
Interaktion mit p53 wurde beschrieben, bei der es zur Hemmung der p53-Aktivierung kommt [67,
68]. Die Zeit bis zur Seneszenz kann durch die Inaktivierung von p53 verlangert werden, was
allerdings auch die Wahrscheinlichkeit einer Tumorentwicklung erhoért [69]. Doch wahrend p53
aktivierend auf hTERT wirkt, fungiert das CDKN1A-Genprodukt p21 als Inhibitor. Die Uberexpression
von p21 fuhrt zur Inhibierung der Telomerase-Aktivitdt und zur Reduktion der mRNA-Expression von
hTERT [70]. Ein weiterer Repressor der hTERT-Expression ist zelluldres Ceramid, das (ber die
Deacetylierung des Transkriptionsfaktors Sp3 und die Histondeacetylase 1 wirkt. Spl hingegen
induziert die hTERT-Expression [71]. Da der hTERT-Promotor keine TATA- oder CAAT-Boxen besitzt,
jedoch im Bereich des Startcodons CpG-Inseln aufweist, ist auch eine epigenetische Regulation tber
DNA-Methylierung moglich [72].

Freiliegende Chromosomenenden werden als DNA-Doppelstrangbriiche erkannt, die
normalerweise durch Religation der gebrochenen Enden repariert werden. In Folge von

Telomerverkirzungen kénnen so die Enden verschiedener Chromosomen miteinander verknipfen.
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Fir kurze Zeit wird damit das Problem des Telomerverlustes umgangen. In der Anaphase der
Zellteilung werden die Chromosomen zufallig auseinander gerissen, daraus folgen Mutationen und
chromosomale Abnormalitdten, die das Genom destabilisieren. Nun kann es durch die Anhaufung
von Zellschaden zur Apoptoseinduktion kommen, es sind aber auch Mutationen moglich, welche die
Telomerase-Funktion verstarken.

Beim vollstandigen Verlust der Telomere tritt nicht direkt der Zelltod ein, es folgen weitere 20-30
Verdoppelungen der Zelle. Dieses als Krise bezeichnete Stadium ist durch hohe Apoptoseraten
gekennzeichnet. Nur wenige Zellen entkommen der Krise und werden immortal [56]. Hier kommt es
zur bisher ungeklarten Aktivierung der Telomerase. Telomerenden werden stetig aufgebaut, die
Chromosomen stabilisiert und Apoptose inhibiert [73]. Damit umgehen diese Zellen das Hayflick
limit. Weil ihre Telomeraktivierung sie theoretisch unsterblich macht, werden viele Krebszellen als
immortalisiert betrachtet. So ist beispielsweise die 1951 von George Otto Gey (1899-1970) etablierte
immortalisierte HeLa-Zelllinie durchgangig im Laborgebrauch [74].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass dhnliche Merkmale zwischen Krebs- und
Alterungsprozessen bestehen. In Tumorzellen ist hTERT aktiviert und die p53- und Rb-Signalwege
liegen gestort vor. In Gber 90 % aller Krebszellen kommt es zur gesteigerten Telomerase-Aktivitat
[29]; dies legt nahe, dass die Telomerase-Aktivitdit nahezu essentielle Voraussetzung fir die
Immortalisierung und die unbegrenzte Proliferation von Zellen ist. Daher ist das genauere

Verstandnis der Telomerase-Regulationsmechanismen von enormer wissenschaftlicher Bedeutung.

1.3.2 Apoptose

Apoptose ist eine Art des automatischen Zelltods, der in der Zelle die Balance zwischen Proliferation
und Zellkonstanz schafft [75]. Charakteristisch hierfur ist das Schrumpfen der Plasmamembran,
verbunden mit nukledrer und zytoplasmatischer Kondensation (Pyknose), Degradation der DNA und
Kernfragmentierung (Karyorrhexis) sowie der Bildung apoptotischer Kérperchen (blebbing) [76].
Beim programmierten Zelltod kommen benachbarte Zellen nicht zu Schaden, da die Auslésung einer
Immunantwort inhibiert wird [77]. Apoptotische Zellkérperchen werden von Makrophagen
aufgenommen und damit eine Entzindungsreaktion verhindert. Beim irreversiblen apoptotischen
Zelltod kommt es zur Aktivierung der Caspase(cysteinyl-aspartate specific protease)-Kaskade. Diese
Familie zytosolischer Proteasen degradieren und aktiviert diverse Substrate wie
proinflammatorische Zytokine und proapoptotische Substrate [78].

Hauptsachlich werden zwei Mechanismen der Apoptoseinduktion unterschieden: Der
extrinsische und der intrinsische Weg. Wahrend der extrinsische Weg durch externe Liganden
ausgelost wird, wird der intrinsische Weg (mitochondrialer Weg) durch intrazelluldren Stress
aktiviert. Der extrinsische Weg wird durch die Bindung von Liganden wie dem Tumornekrosefaktor a
(TNF-a) und andere Zytokinen an einen TNF- oder Fas-Rezeptor vermittelt. Derart induzierte
Caspase-8-Aktivierung [79] kann unter anderem die Spaltung der pro-Caspase-3 zur aktiven Caspase-

3 initiieren.
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Der intrinsische Weg wird durch externe Stimuli wie UV-Strahlung, Toxine, Hypothermie oder
Infektionen induziert. Schadigung der DNA aktivieren auch den Transkriptionsfaktor p53, der die
transkriptionelle Kontrolle proapoptotischer Gene, u.a. Mitglieder der BH3-only-Familie, kontrolliert.
Dabei agieren BH3-only-Proteine als Stress-Sensoren und aktivieren die proapoptotisch wirkenden
Mitglieder der BCL2(B-cell lymphoma 2)-Familie: Bax and Bak [80]. Die anschlieBende
Oligomerisation von Bax (BCL2-associated X protein) und Bak (BCL2-antagonist/killer) in der
mitochondrialen AuBenmembran fiihrt zur Freigabe von Cytochrom C ins Zytoplasma [81]. Das
freigesetzte Cytochrom C bindet APAF-1 (apoptosis activating factor-1), verursacht dessen
Konformationsanderung und bildet nun mit Caspase-9 [82] einen Komplex: das Apoptosom.
Cytochrom C ist jedoch nicht stabil mit dem aktiven Komplex assoziiert. Autolytisch aktivierte
Caspase-9 stimuliert die Caspase-Kaskade und regt beispielsweise die Effektorcaspase Caspase-3 an.
Diese wird gespalten und bildet daraufhin eine aktive Form, welche die zellulare Apoptose einleitet
[83]. So wird unter anderem der Abbau von zellulirem Lamin und B-Aktin veranlasst, sekundare
Zielproteine wie DNasen aktiviert und die Caspase-vermittelte Unterdriickung der DNA-Reparatur
bewirkt.

Der intrinsische Weg kann unter gegebenen Umstanden in den extrinsischen libergehen, indem
das Protein Bid (BH3 interacting domain death agonist) durch die aktivierte Caspase-8 geschnitten
wird. Das C-terminale Spaltprodukt tBid (truncated Bid) wird in die Mitochondrien transloziert,
vermittelt die Freisetzung proapoptotischer Faktoren und fihrt zur Aktivierung der Caspase-9 [84].

Es wird deutlich, dass die Apoptose wichtig flr das zellulare Gleichgewicht ist — gerat es durch
Hemmung der Apoptose auller Kontrolle, kommt es zu schwerwiegenden Folgen fiir den ganzen

Organismus.

1.4 Epigenetik

Der Begriff der Epigenetik als Verschmelzung der Worte Genetik und Epigenese wurde 1942 von
C. H. Waddington gepragt [85]. Heutzutage beschreibt der Begriff reversible Modifikationen an DNA
und Histonen mit erblicher Veranderung der Genfunktion [86]. Aus ihr resultiert phanotypische
Diversitat von Zellen und Adaptation von (Zell-)Populationen an die Umwelt. Die Verdanderungen der
Genexpression werden nicht durch Veranderungen der DNA-Sequenz verursacht, sondern durch
nicht-genetische Mechanismen [87]. Solche zytoplasmatischen und extrazelluldren Signale sind
beispielsweise Nahrung, Stress und Schadigungen der Zelle. Die epigenetische Veranderung kann
Uber mehrere Generationen weitergegeben werden. Dies entspricht den Prinzipien des
Lamarckismus, welche davon ausgehen, dass Organismen Eigenschaften an ihre Nachkommen
vererben konnen, die sie im Verlauf ihres Lebens erworben haben [88]. Die molekularen Grundlagen
dafiir waren Lamarck jedoch unbekannt. Epigenetische Verdanderungen kénnen die transkriptionelle
sowie posttranskriptionelle Regulation beeinflussen. Die Hauptmechanismen der Epigenetik sind
DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen in Verbindung mit dem Umbau der Chromatin-
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struktur. Diese molekularen Verdanderungen haben fiir die Zelle Verdanderungen zur Folge, welche die

Zelldifferenzierung, Zellalterung und Krebsentstehung mit einschlieRen.

1.4.1  DNA-Struktur und Chromosomen

Die Organisation eukaryotischer DNA erfolgt in Form von Chromosomen. Dieser hochorganisierte
und kompakte Aufbau wird durch Proteinkomplexbildung ermoglicht. Die Strukturierung ist so
optimiert, dass das gesamte Genom in den Nukleus einer Zelle passt, geschiitzt ist und dennoch
funktional bleibt.

Chromatin liegt in zwei unterschiedlichen Zustinden vor: das aufgelockerte, transkriptionell
aktive Euchromatin und das dicht gepackte und inaktive Heterochromatin. Soll ein Gen transkribiert
werden, muss zuvor die Chromatinstruktur gelockert werden, um Transkriptionsfaktoren und der
RNA-Polymerase den Zugang zur DNA zu ermdoglichen [89, 90].

Die beachtliche Gesamtlange des humanen Genoms einer Zelle von ca. 1,8 m wird um
strukturbildende Einheiten — die Histone — gewickelt. Hierbei unterscheidet man Kernhistone, zu
denen die Histone H2A, H2B, H3 and H4 gezahlt werden, sowie die linker-Histone H1 und H5. Jeweils
zwei Kopien der Kernhistonproteine bilden ein Oktamer, um den genau 146 Basenpaare (bp) der
DNA gewickelt sind [91, 92]. Diese sogenannte Nukleosome werden durch die linker-Histone
verbunden. Die DNA zwischen zwei Nukleosomen ist 50-60 bp lang. Damit wird eine hohere
Verpackungseinheit, die Solenoid-Struktur, geschaffen. Wahrend der Mitose und Meiose werden die
Chromosomen durch Interaktionen zwischen Nukleosomen, DNA und regulatorischen Proteinen
kondensiert. Dies geschieht Uber posttranslationale Modifikationen der Aminosdurereste an den
langen N-terminalen Enden der Histone. Solche Modifikationen umfassen vor allem Methylierung,
Acetylierung, Phosphorylierung, SUMOylierung, Ubiquitinylierung und deren Riickreaktionen [93].

Die Chromatinstruktur reguliert Kontrollpunkte des Zellzyklus und damit Wachstum und
Duplikation. Um sich wahrend des Zellzyklus vor DNA-Schadigung zu schiitzen, werden alle
chromosomalen Vorgange der Zelle streng liberwacht. Kommt es dennoch zu Schaden, werden diese
von Reparaturmechanismen behoben und damit auch das Potential der Tumorentstehung
minimiert. Dennoch koénnen Histon- und DNA-Modifikationen zur genomischen Instabilitat

beitragen, die wiederum eines der Kennzeichen von Krebs ist.

1.4.2 Epigenetische Mechanismen

Die Gesamtheit der epigenetischen Verdanderungen eines Organismus werden als epigenetischer
Code bezeichnet. Im Gegensatz zum genetischen Code, der in jeder Zelle eines Organismus identisch
ist, ist der epigenetische Code Zell- und Gewebe-spezifisch [94]. Epigenetische Verdanderungen

entstehen durch zwei Mechanismen: Histon-Modifikationen und DNA-Methylierung.
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1.4.2.1  Histon-Modifikationen

Histon-Modifikationen und deren Kombinationen bilden den Histon-Code. Zu den am besten
untersuchten Histon-Modifikationen zdhlen die Methylierung, Acetylierung und Phosphorylierung
sowie deren Riickreaktionen [93].

Die mono-, di- oder tri-Methylierung von Lysinen sowie mono- oder di-Methylierung von
Argininen hat wenig Auswirkungen auf die Ladung der Histone [95]. Acetylierung von Lysinen
hingegen neutralisiert die Uberwiegend positive Ladung von Histonen und fiihrt damit zu einer
verminderten Anziehung der negativ geladenen DNA; dies lockert die Chromatinstruktur auf und
unterstitzt die Transkription. Acetylierung von Histonen ist ein dynamischer Prozess, der nur an
aktiv transkribiertem Chromatin stattfindet [96]. Acetylierungsmodifikationen erfolgen durch
Histonacetyltransferasen (HATs). lhre Gegenspieler, die Histondeacetylasen (HDACs), entfernen
Acetylgruppen und verdichtet das Chromatin. HATs gelten als transkriptionelle Aktivatoren, HDACs
hingegen fungieren als Repressoren der Genexpression [97]. Darliber hinaus werden extrazelluldre
Signale durch Acetylierung und Deacetylierung von Histonen mit dem Genom orchestriert [98]. Die
Histonmethyltransferase EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), die zur Gruppe der Polycomb-Proteine
zahlt, ist ein epigenetischer Inhibitor. Zusammen mit HDACs und Histonmethyltransferasen (HMTs)
ist sie Teil eines Proteinkomplexes, der fiir die langfristige Stilllegung von Genen verantwortlich ist,
wie beispielsweise bei der X-Chromosomen-Inaktivierung wahrend der Embryogenese [99].

Serin/Threonin-Proteinkinasen des Zellkerns wie MSK (mitogen and stress activated protein
kinase) 1 und 2 oder Aurora-Kinasen, phosphorylieren Histon H3 Serin 10 (H3S10) wahrend der
Mitose [100]. Phosphorylierung kann an Serin-, Threonin- und Tyrosinen-Resten auftreten und fihrt,
aufgrund der negativen Ladung, zu offenen Chromatinstrukturen. Damit korreliert die
Phosphorylierung an H3S10 mit aktiver Transkription. Modifikationen wie H3S10-Phosphorylierung
(pH3510) und H3 Lysin 9-Trimethylierung (H3K9me?®) werden vermehrt in der G2-Phase des
Zellzyklus gefunden, erreichen ein Maximum in der Metaphase des Zellzyklus und nehmen dann,
beim Eintritt in die folgende Interphase, schnell ab [101]. Des Weiteren kann der Modifikationsstatus
von H3S10 direkt die H3K9-Methylierung beeinflussen, was die Komplexitdit von Histon-
Modifikationen erhéht [102, 103].

Stark kondensierte Chromosomen sind Voraussetzung fir eine erfolgreiche Zellteilung. Der
Ubergang vom transkriptionell aktiven zum inaktiven Stadium des Chromatins kann auf drei
verschiedenen Mechanismen beruhen: Histon-Hypoacetylierung, Methylierung von H3K9 und DNA-
Methylierung. Methylierung von CpG-Sequenzen der DNA werden von methyl binding
domain(MBD)-Proteinen registriert, die wiederum Histondeacetylasen aktivieren, welche die
inhibitorische Chromatinkonfiguration induzieren.

HDACs sind von entscheidender Bedeutung fiir die Umstrukturierung des zelluldaren Chromatins
und die transkriptionelle Repression von Genen und tragen damit zu Veranderungen des Epigenoms
bei. Die Familie der humanen Histondeacetylasen umfasst elf Mitglieder, die in drei Gruppen
eingeteilt werden: Klasse I, Il und IV [98, 104]. Gelegentlich werden die Sirtuine als HDACs der Klasse

Il bezeichnet [105]. Jede Klasse weist unterschiedliche strukturelle Charakteristika, Funktionen,
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Lokalisierungen und Interaktionen in der Zelle auf. HDAC-Inhibitoren wirken nicht selektiv, sondern
gegen mehrere oder alle Mitglieder der HDAC-Familien [105]. Sie wurden als vielversprechendes
Mittel gegen Krebs entwickelt.

Das komplexe Zusammenspiel der Komponenten des Histon-Codes der Zelle bewirkt eine
Feineinstellung der zelluldren Gentranskription und wird durch Mechanismen der DNA-Methylierung

komplementiert.

1.4.2.2 DNA-Methylierung

Die Modifikation von DNA durch Methylierung bestimmt, wie eine DNA-Sequenz erkannt und
exprimiert wird. Damit ist der Mechanismus der DNA-Methylierung an einer Vielzahl essentieller
zelluldrer Prozesse beteiligt: Genregulation, DNA-Protein-Interaktionen, zelluldre Differenzierung,
Unterdrickung transposabler Elemente, Embryogenese, X-Chromosom-Inaktivierung, genomische
Pragung und Tumorgenese [106, 107].

Die Methylierung von DNA, katalysiert durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs), erfolgt an
Position fiinf des Pyrimidinrings der Cytosin-Base (5mC) [108]. De novo-DNMTs (DNMT3A und
DNMT3B) bauen in der frithen Embryogenese Methylierungsmuster auf. H3K4-Methylierung spielt
eine essentielle Rolle beim Schutz der DNA vor de novo-DNA-Methylierung. Das Fehlen dieser
Markierung kann zur Identifizierung genomischer DNA-Methylierung hilfreich sein [109]. DNMT1
figt wahrend jeder zelluliren Teilung Methylgruppen an die widhrend der Replikation
neusynthetisierte, hemi-methylierte DNA an und sorgen damit fir die Erhaltung von
Methylierungsmustern [110]. Interessanterweise kann das Enzym DNMT1 mit Hilfe anderer Faktoren
zwischen unmethylierter und hemi-methylierter DNA unterscheiden [111] und weist eine 10- bis 40-
fache Praferenz fir hemi-methylierte Substrate auf [112-114]. Damit kann diese epigenetische
Modifikation langfristig beibehalten werden, auch wenn der urspriingliche auslésende Faktor
verschwunden ist. Dennoch gilt die Klassifizierung in Aufrechterhaltungs- oder de novo-DNMTSs nicht
zwangslaufig; alle drei Methyltransferasen kénnen beide Ebenen der Methylierung prozessieren
[115, 116].

Bei Sdugetieren erfolgt DNA-Methylierung fast ausschlieflich (zu 99,98 %) an CpG-Dinukleotiden,
die im humanen Genom unterreprasentiert sind [117]. Gehauft treten diese Dinukleotide in
sogenannten CpG-Inseln (CpGl) auf, welche innerhalb von 100 bp ca. finf bis zehn CpGs aufweisen
[109]. Diese Abschnitte kdnnen eine Gesamtlange von 500 bp bis 2 kbp aufweisen, deren CG-Gehalt
Uber 50 % liegt [117]. Von der CpG-Insel entfernt und funktionell mit dieser assoziiert liegen CpGl-
shores (bis zu 2 kb von der CpGl entfernt) sowie CpGl-shelves (2 bis 4 kb von der CpGl entfernt).
Weiter entfernte Bereiche werden als open sea bezeichnet [118, 119]. Charakteristischerweise
findet man CpG-Inseln am Genpromotor oder im ersten Exon eines Gens; aber auch im Genkorper
und der 3’-Region von Genen, insbesondere von Stammzellen, kénnen diese Strukturen auftreten
[107]. Zwischen Cytosinmethylierung und CpG-Dichte besteht ein inverse Korrelation: CpG-arme
DNA, die den Grof3teil des Genoms ausmacht, weist ein starkes Niveau an Cytosinmethylierung auf,

wohingegen CpG-Inseln meist unmethyliert bleiben [109]. Cytosinmethylierung kann jedoch auch im
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Nicht-CpG-Kontext auftreten [120]. Hier liegt die Wahrscheinlichkeit der Methylierung nur bei ca.
25 %, also deutlich unter dem Methylierungslevel der CpGs. DNA-Methylierung an CpG-Motiven
wird mit einer repressiven Wirkung auf die transkriptionelle Aktivitat gleichgesetzt, wenn diese im
Bereich der Genpromotoren auftritt [120, 121]. Im Gegensatz dazu wirkt die CpG-Methylierung in
Genkorpern oder Nicht-CpG-Sequenzen aktivierend auf die Transkription [107, 122]. Eine Studie von
Maunakea et al. untersucht Methylierungsmuster im humanen Gehirn und zeigt dabei, dass die
Mehrzahl der methylierten CpG-Inseln in intra- und intergenen Regionen liegen, wohingegen CpG-
Inseln von 5°-Promotoren zu weniger als 3 % methyliert vorliegen [123]. Diese Beobachtungen
schwachen die Bedeutung der Methylierungsmodifikation von CpG-Inseln im Genpromotor. Noch
unklar ist, wie sich die Methylierung im Genkoérper auf die Transkription auswirken kann.
Hypothetisch wird das Vorkommen alternativer Transkriptionsinitiationsregionen im Genkdrper
angenommen, aber auch der Einfluss auf das SpleiRen von Genen wird diskutiert [123, 124].
Interessanterweise ist die DNA-Methylierung in Exons, im Gegensatz zu Introns, gesteigert [122].

Der Prozess der DNA-Demethylierung kann aktiv oder passiv stattfinden. Der passive Prozess
findet bei der Neusynthese des DNA-Strangs wahrend der Replikation statt, wenn DNMT1 nicht aktiv
wird. Die Oxidation von 5mC zu 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) wird durch TET(Ten-eleven
translocation)-Proteine bewerkstelligt. 5ShmC wird wird in weiteren Oxidationsreaktionen zu Cytosin
konvertiert und stellt damit einen weiteren Mechanismus der passiven Demethylierung dar [125].
Das aktive Entfernen von Methylierungsmustern ist replikationsunabhangig. Aktive DNA-
Demethylierung erfordert entweder den physikalischen Basenaustausch von 5mC gegen Cytosin
oder das unwahrscheinlichere enzymatische Entfernen der Methylgruppe [126].

Es existiert ein direkter Zusammenhang zwischen Histon-Modifikation und DNA-Methylierung.
Proteine, die an der DNA-Methylierung beteiligt sind, interagieren mit Enzymen, die fir die
Modifikation von Histonen sorgen. Der epigenetische Code der DNA-Methylierung wird von Methyl-
CpG-bindenden Enzymen (z.B. methyl CpG binding protein 2 (MeCP2), MBD-Proteine 1 bis 4)
gelesen. MeCP2 und DNMTs rekrutieren HDAC-beinhaltende Komplexe zur hypermethylierten DNA,
die zusatzlich die Chromatinkonformation modifizieren und damit die Transkription inhibieren. Die
Stilllegung eines klassischen  Tumorsuppressorgens erfordert die Rekrutierung einer
transkriptionellen Repressormaschinerie an die entsprechende Promotor-CpG-Insel: Beispielsweise
rekrutieren MBDs und DNMTs HMTs, die Lysin9 des Histon H3 direkt modifizieren und zur

transkriptionell inaktiven Chromatinstruktur fihren.

1.4.3 Karzinogenese und Epigenetik

DNA-Methylierung stellt einen entscheidenden Regulator der Gentranskription dar. In gesunden
Zellen liegen die CpG-Inseln von Promotorregionen unmethyliert vor, was eine aktive
Gentranskription ermdoglicht (Abb. 1.4.3 A). Der Genkdrper kann methyliert vorliegen und schiitzt
moglicherweise vor falschlicher Initilerung der Transkription. Gene, welche in ihrer Promotorregion
hypermethyliert sind, gelten als transkriptionell stillgelegt (Abb. 1.4.3 B). Diese erhohte Cytosin-
DNA-Methylierung halt ein inaktives Chromatinstadium aufrecht und bildet eine physikalische
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Barriere, die die Bindung der RNA Polymerase Il blockiert [127]. Die DNA-Methylierung wird von der
Rekrutierung der MBD-Proteine und HDACs begleitet, die die Chromatinstruktur verdichten und so
zur Inhibition der Expression beitragen. Neue Studien zeigen, dass auch Promotor-ferne Bereiche
wie CpGl-shores Auswirkungen auf die Genexpression haben [118]. Erstaunlicherweise kann die
epigenetische Stilllegung durch Hypermethylierung auch groRe chromosomale Regionen betreffen
(ca. 1 Mb) [128].

Veranderungen des DNA-Methylierungsmusters, insbesondere in Promotorregionen und CpG-
Inseln, werden mit der Krebsentstehung in Verbindung gebracht. Ein wichtiger epigenetischer Faktor
der Krebsentstehung ist die Inaktivierung von DNA-Reparatur-Genen durch Hypermethylierung von
Promotor-CpGl mit schwerwiegenden genetischen Folgen. So liegen bei Magenkrebs folgende Gene
haufig hypermethyliert vor: das DNA-Reparatur-Gen MGMT (methylated-DNA-protein-cysteine
methyltransferase), eine DNA-Methyltransferase, welche die Zelle vor G- zu A-Basen-Mutationen
schiitzt; das DNA-Mismatch-Reparatur-Gen hMLH1 und die Helikase WRN (Werner syndrome, RecQ
helicase-like) [129]. Hypermethylierung und Stilllegung von Tumorsuppressor- und DNA-Reparatur-
Genen sowie Hypomethylierung und Aktivierung von Protoonkogenen tragen, zusammen mit
deregulierten Apoptosegenen, durch die Initiation unkontrollierter Zellproliferation zur Entstehung
von Krebs bei [129].
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Abbildung 1.4.3 | Schematische Darstellung der Genexpression und ihre Stilllegung durch Methylierung von
Promotorregionen. (A) In normalem Gewebe liegen die CpG-Inseln von Promotorregionen unmethyliert vor,
was die aktive Transkription dieser Gene ermdoglicht. Die Methylierung des Genkorpers wird mit der
Genexpression positiv korreliert. Moglicherweise schiitzt die Modifikation dort vor falschlicher Initiierung der
Transkription. In Krebszellen 16st eine globale Hypomethylierung abnormale Transkriptionsinitiation aus, die
beispielsweise zur aktiven Transkription von Protoonkogenen beitragt. (B) Krebszellen weisen eine erhohte
Cytosin-DNA-Methylierung in  Promotorregionen auf. Diese Hypermethylierung halt ein inaktives
Chromatinstadium aufrecht und tragt zu einer stabilen Stilllegung der Promotor-Aktivitat bei. Es kommt zur
Rekrutierung von MBD-Proteinen und assoziierter Komplexe, die die Repression manifestieren. Dabei ist die
Intensitat der Stilllegung vom CpG-Gehalt der Promotorregion abhangig [127].
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Das Krebs-Epigenom wurde urspriinglich als globale Hypomethylierung beschrieben, welche von
einzelner Gen-spezifischer Hypermethylierung begleitet wird [130]. Neuere Untersuchungen weisen
jedoch darauf hin, dass das Krebs-Methylom mehr spezifische Hypomethylierungen bestimmter
DNA-Abschnitte und Hypermethylierung in repetitiven Sequenzen aufweist als urspriinglich
angenommen [126]. Auch der Abgleich von Methylomdaten mit Transkriptionsdaten erweist sich als
weitaus komplexer als erwartet [131].

Tumore weisen eine starke Heterogenitat auf und konnen aufgrund ihrer differenziell
methylierten DNA-Regionen Krebs-spezifisch charakterisiert werden. Des Weiteren finden sich in der
Halfte des humanen Genoms Hypomethylierungen, die eine starke Variabilitat in der Genexpression
bewirken. Dies begriindet ein Modell der gesteigerten Methylierungsvariabilitdt definierter
genomischer Domanen im humanen Krebsgenom [132]. Derzeit wird angenommen, dass DNA-
Hypomethylierung in Verbindung mit Krebs genauso haufig auftritt wie DNA-Hypermethylierung.
DNA-Hypomethylierung ist vermehrt in frilhen Tumorstadien zu beobachten, kann aber auch in
fortgeschrittenen Tumoren vorliegen. GSTP1(Glutathione S-transferase pi 1)-Hypermethylierung
dient als Indikator der Prostata-Krebsdiagnose, MGMT ist therapeutisches Zielgen der
Gliombehandlung [133]. Zusatzlich zur Hypermethylierung Gen-spezifischer DNA-Sequenzen, die als
Marker der Tumorentwicklung herangezogen wird, kann in Zukunft auch die Hypomethylierung
spezifischer DNA-Sequenzen, insbesondere Sequenzwiederholungen, als klinischer Marker dienen
[126].

Die Zerstorung normaler Muster der Histon-Modifikationen ist ein weiteres Kennzeichen von
Krebs. Der N-Terminus der Histone unterstitzt die Aufrechterhaltung der Chromatinstabilitdt und ist
Schauplatz vielféltiger Modifikationen. Auch hier wirken sich die Modifikationen vor allem auf die
transkriptionelle Regulation von Zielgenen aus, die onkogenes Potential beinhalten. Die Bindung der
adenoviralen Onkoproteine E1A und SV40T (simian vacuolating virus 40 TAg) an die
transkriptionellen Coaktivatoren EP300 (EIA binding protein p300) und CREBBP (CREB binding
protein) bewirken Ulber die globale Hypoacetylierung von H3K18 und die gezielte Aktivierung von
zellwachstums- und zellteilungsférdernder Gene die zelluldre Transformation [134, 135].

Auch Fehlregulationen der mitotischen Histon H3-Phosphorylierung, beispielsweise bedingt
durch Aurora-Kinasen, sind bei der Krebsentstehung beteiligt [136]. Ein weiteres charakteristisches
Beispiel ist die globale Abnahme der H4K20-Trimethylierung und Acetylierung von H4K16.

Sequenzierungsanalysen ergeben, dass epigenetisch aktive Enzyme wie HDACs, DNMTs, HATSs,
MBD-Proteine und viele weitere Chromatinfaktoren in humanen Tumoren durch Mutationen,
Deletionen und/oder Uberexpression oder Stilllegung der Genexpression gestort sind [133]. Auch die
Uberexpression von HDACs [137] und Sirtuinen [138] wird in diversen Tumoren beobachtet.

Das Zusammenspiel epigenetischer Mechanismen der DNA-Methylierung und Histon-
Modifikation tragen somit zur Krebsentstehung bei, stellen aber auch potenzielle Ziele der klinischen

Diagnostik und Therapie dar.
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1.4.4 Pathogene und Epigenetik

Histon-Modifikationen und die Methylierung genomischer DNA ermoglichen Pathogenen die
Manipulation der Wirtszelle im Zuge einer Infektion [139].

Bakterien konnen Einfluss auf Histon-Modifikationen wie Acetylierung und Phosphorylierung
bzw. Deacetylierung und Dephosphorylierung ausiiben [139, 140]. Shigella flexneri beeinflusst die
Chromatinstruktur spezifischer Gene der Immunantwort derart, dass der Zugang fir den
Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) an die
entsprechenden Promotoren blockiert ist. Das intrazelluldre Bakterium Lysteria monocytogenes
induziert in der friihen Infektionsphase die drastische Abnahme der Phosphorylierung von Histon H3
und Acetylierung von Histon H4. Dieser Effekt wird dem bakteriellen Cytolysin Listeriolysin
zugeschrieben. Eine globale Abnahme von pH3S10 ist abhangig von der Membranbindung des
Listeriolysins, allerdings nicht von dessen porenformender Aktivitdt. Die abnehmende H3S10-
Phosphorylierung korreliert mit eine transkriptionellen Abnahme einer Gruppe von Wirts-Genen, die
auch Schliisselgene des Immunsystems wie Interleukin-8 (IL-8) mit einschlieft [141].

Es gibt bisher nur wenige Studien, die davon berichten, dass das Bakterium Helicobacter pylori in
der Lage ist, das Chromatin der Wirtszelle zu modifizieren. Es wird eine H. pylori-abhdngigen H4-
Hyperacetylierung und HDAC1-Freisetzung in Abhangigkeit vom p21-Promotor beobachtet [142]. Des
Weiteren induziert H. pylori H3S10-Phosphorylierung am IL-6-Promotor. Vermittelt wird diese
Reaktion vom sekretierten bakteriellen Faktor HPO75, der die IL-6-Gentranskription TLR4(toll-like
receptor 4)-abhangig Gber NF-kB und MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktiviert [143].
Angrisano und Kollegen veréffentlichten, dass H. pylori Verdnderungen in der Chromatinstruktur des
iNOS-(inducible nitric oxide synthase)-Promotors hervorruft, die mit abnehmender H3K9- und H3K4-
Methylierung sowie zunehmender H3-Acetylierung einhergehen [144]. Bereits im Jahr 2006 gab es
erste Hinweise darauf, dass ein bakterieller Faktor u.a. die H3S10-Phosphorylierung am IL-6
Promotor einleitet [145].

Der Zusammenhang zwischen Infektion und DNA-Methylierung wird nur bei wenigen Pathogenen
beschrieben. Das Humanpathogen Campylobacter rectus induziert die Promotor-Methylierung und
transkriptionelle Stilllegung des zellularen Wachstumsfaktors Igf2 [146]. Kirzlich haben Tolg et al.
gezeigt, dass bei in vitro-Infektion von uroepithelialen Zellen mit uropathogenen E. coli das
Wirtszellepigenom u.a. durch die Hypermethylierung des Tumorsuppressorgens CDKN2A (cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A) moduliert wird [147].

Von H. pylori wurde gezeigt, dass es abnormale DNA-Methylierung der gastrischen Mukosa
gesunder Patienten induziert [148]. Basierend darauf konnten neue gastrische Biomarker
identifiziert werden, die auch noch nach einer Infektion detektierbar sind [149]. Insbesondere die
Hypermethylierung des Transkriptionsstarts von E-Cadherin und RUNX3 (runt-related transcription
factor 3) wird mit der Aktivierung von Promotoren assoziiert [150, 151]. Globale DNA-
Hypomethylierung ist ein friihes Ereignis in der H. pylori-induzierten Karzinogenese, wobei es vor
allem zu Demethylierung von repetitiven Sequenzen wie Alu (Arthrobacter luteus) und LINE-1 (long

interspersed nuclear element 1) kommt [152-154].
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Die Theorie der Herausbildung einer Krebsvorlduferzelle bildet die Basis der H. pylori-induzierten
Tumorgenese. Ein Teil der Pathogen-induzierten Hypermethylierung ist temporar und nimmt nach
Beseitigung der Infektion ab. Dieser Prozess findet nicht durch aktive Demethylierung, sondern
durch Zellerneuerung statt. Das Humanpathogen H. pylori infiziert gastrisches Gewebe. Der
strukturelle Aufbau einer gastrischen Krypta aus Stammzelle, mehreren Vorlauferzellen und
zahlreichen differenzierten Zellen bedingt die unterschiedliche Wahrscheinlichkeit, mit der die
verschiedenen Zelltypen im Verlauf einer H. pylori-Infektion hypermethyliert werden. Ist die
Stammzelle hypermethyliert, bleibt der Methylierungsstatus wahrend der Zellteilung konserviert.
Nach der Eliminierung des Keims und diversen Zellteilungen sind nur noch Krypten von der
Methylierung betroffen, in denen urspriinglich die Stammzelle hypermethyliert wurde. Temporar ist
die Hypermethylierung, wenn nur Vorlauferzellen und differenzierte Zellen von der
Hypermethylierung betroffen sind. Hier kommt es zur standigen Zellerneuerung ausgehend von der
unmethylierten Stammzelle [155]. Aberrante Stammzellmethylierung kommt unter normalen
Bedingungen aufgrund ihrer geschiitzten Lage nur selten vor und ist damit seltener als die
Hypermethylierung von Vorlauferzellen.

Der Effekt, den bakterielle Pathogene auf den epigenetischen Code der Wirtszelle haben, rickt
mehr und mehr in den Fokus der aktuellen Forschung. Die Verdanderung des epigenetischen Codes
stellt dabei einen Weg dar, das Transkriptionsprogramm der infizierten Wirtszelle permanent oder

transient zu beeinflussen.

1.5 Humanpathogene

Die Infektionserreger H. pylori und C. trachomatis zahlen bezlglich ihrer Bedeutung fiir nationale
Uberwachungsbehérden und die epidemiologische Forschung zu den zehn wichtigsten

Humanpathogenen [2].

1.5.1  Helicobacter pylori

Hinweise darauf, dass eine bakterielle Infektion die Ursache fiir Magengeschwiire und Gastritis ist,
gab es erstmals im 20. Jahrhundert aufgrund von Magenbiopsien. Erst aber der Nachweis der
Koch'schen Postulate durch Barry Marshall im Jahre 1984 (iberzeugten die skeptischen
Wissenschaftler weltweit. Zum Beweis der Hypothese zlichtete Marshall aus Gewebeproben von
Patienten eine Kultur des bis dahin unbekannten Bakteriums, unterzog sich einer initialen
Endoskopie und trank die Bakterienkultur, um damit den hypothesierten Krankheitsverlauf zu
initiieren und nachzuweisen [156]. Bereits nach wenigen Inkubationstagen litt Marshall an Ubelkeit
und Erbrechen. Mit einer weiteren Biopsie zehn Tage nach der Bakterienaufnahme wurde eine
Gastritis diagnostiziert. Ausgehend von den Biopsien wurde das Bakterium rekultiviert und konnte
damit als Krankheitsursache definiert werden. Heute ist das Bakterium mehr als bekannt, nicht nur
weil Marshall 2005 den Nobelpreis fiir seine Forschung erhielt. Helicobacter pylori ist seit mehr als

60.000 Jahren weltweit mit der Menschheit assoziiert, indem es den humanen Magen kolonisiert
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[157, 158]. Derzeit sind schatzungsweise 50 % der Weltbevolkerung mit dem Keim infiziert, der
damit zu einem der am weitesten verbreiteten Pathogene des Menschen zahlt [159]. Auffallig ist die
weltweit ungleichmaRige geographische Verbreitung [160]. So sind mehr als 70 % der Bevolkerung
von Entwicklungslandern mit H. pylori infiziert, in Industrieldndern liegt die Infektionsrate hingegen
bei unter 20-30 % [161]. Infektionen mit diesem Humanpathogen werden normalerweise in der
frihen Kindheit erworben, vor allem innerhalb der Familie, insbesondere von Mutter zu Kind,
ibertragen und verlaufen meist asymptomatisch [162]. Die Ubertragung erfolgt Giber die oral-orale,
gastrisch-orale oder fikal-orale Route in den menschlichen Organismus [163]. Die Helicobacter-
Pravalenz ist stark vom sozio6konomischen Status des menschlichen Wirts gepragt: Einkommen,
Wohnungssituation, familidgres Umfeld und hygienische Bedingungen beeinflussen die Verbreitung
des Pathogens [164].

Hervorhebenswert ist, dass Helicobacter pylori als einziges bakterielles Pathogen formal als
Karzinogen anerkannt ist und mehr als eine halbe Million Falle an Magenkrebs pro Jahr verursacht
[1]. Zudem ist der Infektionserreger fiir eine Vielzahl gastrointenstinaler Erkrankungen wie
chronische Gastritis, Magengeschwiire, Adenokarzinom des Magens und gastrisches MALT-
Lymphom verantwortlich [165].

Heutige Taxonomien zahlen Helicobacter pylori zur Klasse der e-Proteobacteria, in die Ordnung
der Campylobacterales, Familie der Helicobacteraceae, Genus Helicobacter [166]. Das spiralférmige,
unipolar flagellierte und damit hoch mobile gram-negative Bakterium H. pylori kolonisiert vor allem
die Mukus- und Epithelschicht des menschlichen Magens [167]. Aufgrund seines angepassten
Lebensraums weist H. pylori ein Wachstumsoptimum unter mikroaerophilen Konditionen mit einem
Sauerstoffgehalt um 5 % auf, ist auch gegeniber sehr geringen pH-Werten tolerant und kann dort

eine gewisse Zeit Uiberleben [167].

1.5.1.1 Pathogenese

Eine langjahrige Infektion mit H. pylori flihrt zu gastrointestinalen Erkrankungen wie Entziindungen
der Mukosa und induziert die Entwicklung einer aktiven und chronischen Gastritis, die wiederum
ursachlich fiir Magengeschwiire ist. Chronische Magengeschwire sind haufig im Bereich des
Antrums und des Pylorus nachzuweisen, welche auch die Hauptlokalisation der H. pylori-Infektion
darstellen [168]. Das weitaus haufiger auftretende Zwolffingerdarmgeschwiir kann ebenfalls auf eine
Infektion mit H. pylori zuriickgefiihrt werden [169]. Zudem verursachen chronische Entziindungen
mit H. pylori Magenkarzinome und MALT-Lymphome [161]. Adenokarzinome des Magens sind
maligne Tumore, die aus unkontrollierter Zellproliferation der Epithelschicht des Magens entstehen
und mit einer geringen Saure-Produktion der Magenzellen einhergehen (Hypoaziditat). Zwischen 50
und 60 % des gastrischen Krebs kommen in der Pylorus-Region des Magens oder in angrenzenden
Bereichen des Antrums vor [170].

Im Gegensatz zum Magenkarzinom liegt dem peptischer Ulkus, also einem Magen- und
Zwolffingerdarmgeschwiir, primar eine Verwundung der Magenschleimhaut oder des Duodenums

zugrunde, bei der die normalen Wundheilungsprozesse gestort sind. Allerdings kommt es beim
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Zwolffingerdarmgeschwiir im Gegensatz zum Magengeschwiir und Magenkrebs zur gesteigerten
Saureproduktion (Hyperaziditat), die aus einer nicht-atrophischen Gastritis entsteht [171, 172].

Je nach Schwere und Lokalisation kommt es demnach zur antralen Gastritis, Pangastritis oder
chronisch aktiven Gastritis. Aus der antralen Entziindung des Magens kann sich eine gastrische
Metaplasie entwickeln, die wiederum forderlich auf die Entstehung von duodenalen Ulzera wirkt.
Sich daraus entwickelnde Atrophie und intestinale Metaplasie flihrt langfristig zu gastrischen Ulzera
oder auch vereinzelt zu gastrischem Krebs. Die atrophische Gastritis ist gekennzeichnet durch eine
reduzierte Sduresekretion und beglinstigt damit die Bildung von Magenkarzinomen [173]. Die
Krebsentstehung wird vor allem durch freie Radikale, verstarkte Wirtszellmigration und
beschleunigtes Wirtszellwachstum unterstiitzt [174]. Dies wird durch die H. pylori-Infektion
gefordert, indem beispielsweise in die Zelle injizierte Effektoren intrazellulare Signalwege verdandern
und fiur die Zerstorung des Zytoskeletts, die Verringerung der Adhdsion aneinanderliegender Zellen
und Aufhebung der Zellpolaritat verantwortlich sind [175]. Die Bildung freier Radikale wird durch

proinflammatorische Zytokine der infizierten Zelle zusatzlich stimuliert.

1.5.1.2 Virulenzfaktoren

Gelangt H. pylori in den menschlichen Magen, muss das Bakterium zundchst den dort
vorherrschenden harschen pH-Bedingungen (etwa pH 2) entgegen wirken (Abb. 15.1.2). Dies wird
durch die starke Expression des Enzyms Urease bewirkt, welche sekretiert oder durch Autolyse der
Bakterien freigesetzt wird. Urease ist an der duBeren H. pylori-Membran lokalisiert und wandelt den
in den Magen sezernierten Harnstoff zu Kohlendioxid und Ammoniak um. Ammoniak wird zu
Ammoniumionen umgewandelt — dies ldsst den pH-Wert in der Umgebung des Pathogens ansteigen
[176].

Ein weiteres Hindernis bei der Besiedlung des menschlichen Magens ist das Passieren der Mucin-
reichen Schicht, die der Epithelialschicht des Magens aufgelagert ist, um diese vor dem geringen pH-
Wert im Magenlumen zu schiitzen. Hierbei nutzt das Pathogen seine Flagellierung und
spiralformigen Erscheinung, um diese Schicht zu durchdringen und eine pH-neutralere Umgebung zu
erreichen [177, 178]. Nun kommen diverse bakteriellen Oberflachenproteine zum Einsatz, welche
die Adharenz an verschiedenste Blutgruppenantigene der Zelle vermitteln. Diese sind genetisch
variabel, was eine schnelle Anpassung an die Wirtszelle ermoglicht [179]. Derartige
Adharenzfaktoren, die zur Unterstitzung der Virulenz beitragen, sind beispielsweise Autotransporter
wie AlpA/B, BabA, SabA/B, HopZ, OipA und HorB [180, 181].

Nicht nur die mechanischen Barrieren der Immunabwehr werden von H. pylori erfolgreich
Uberwunden, auch entwickelten sich spezifische Strategien, um der Immunantwort des Wirtes zu
entgehen oder diese zu manipulieren. Dabei ist die wichtigste Strategie die Anpassung sogenannter
Pathogen-assoziierter molekularer Muster (pathogen-associated molecular patterns). Diese
Strukturmotive oder Molekile sind charakteristisch fir die Pathogene und ermoglichen dem
Immunsystem, die Aufnahme dieser zu erfassen. Beispielsweise werden veranderte bakterielle

Flagelline wie das Flagellin Protein A (FlaA) exprimiert, das vom Wirtszellrezeptor TLR5 (toll-like

19



Einleitung

receptor 5) nur mangelhaft erkannt wird und eine geringe Immunreaktion hervorruft [182]. Ein
weiterer wichtiger Faktor der Immunevasion ist der Virulenzfaktor VacA (vacuolating cytotoxin A),
der den Krankheitsverlauf wesentlich beeinflusst. Dieses aus einer katalytischen und einer Bindungs-
Untereinheit bestehende AB-Toxin dringt in die Wirtszelle ein und verursacht zytoplasmatische
Vakuolisierung [183, 184], induziert Apoptose [185] und vermittelt vorteilhafte Eigenschaften bei der
Kolonisierung des Magenepithels [186]. VacA blockiert unter anderem die Reifung von
T-Lymphozyten und B-Zellen [187, 188] sowie die phagosomale Reifung in Makrophagen [189] und
verhindert damit eine erfolgreiche Immunreaktion und Eradikation des Pathogens im
Wirtsorganismus. Dabei ist zu beachten, dass drei verschiedene Genotypen des VacA auftreten,
deren Krankheitsbilder und Wirkungsstarken verschieden sind [190]. Das 88 kDa grolRe VacA-Protein
bindet an die Wirtszellmembran [191] und bildet eine hexamere Pore aus, die selektiv fiir Anionen
und kleinere neutrale Molekile wie Urea ist [192]. Endozytiertes VacA wird nach der Sekretion
gespalten und als Ursache fiir die Vakuolisierung der Wirtszellen angesehen.

Interessanterweise produziert H. pylori ein Lipopolysaccharid (LPS), das im Vergleich zum LPS
anderer gram-negativer Bakterien nur noch gering endotoxisch und immunbiologisch aktiv ist [193].
Durch die Inkorporation von Cholesterol in die H. pylori-Membran [194] und die Bindung von
Plasminogen [195] kommt es zur molekularen Mimikri. Auch die genetische Variabilitat und
allelische Diversitat des Bakteriums kann als Virulenz unterstitzender Mechanismus betrachtet
werden. Vor allem treten Punktmutationen und Rekombinationen mit DNA-Fragmenten anderer
kolonisierender H. pylori-Stamme auf, die jeden Stamm einzigartig machen [196, 197] und eine
Antibiotikaresistenzentwicklung erleichtern.

Die Fahigkeit, eine derartige genetische Diversitat innerhalb und zwischen den Stammen zu
erzeugen, stellt eine bedeutende Komponente bei der langfristigen Kolonisation des Wirts dar [198].

Es gibt zwei Hauptstamme von H. pylori: Typ | und Typ Il. Vertreter des Typ I-Stammes haben
durch horizontalen Gentransfer eine Pathogenitdtsinsel (PAl) erworben, die fiir das Typ-IV-
Sekretionssystem (T4SS) mit cytotoxin-associated gene A (cagA) kodieren. Diese cag-
Pathogenitatsinsel (cagPAl) besteht aus einer etwa 40 kbp langen DNA-Sequenz. Dabei ermdglicht
das T4SS dem Pathogen, mit Funktions-und Stoffwechselwegen der Wirtszelle zu interagieren. Das
TA4SS von H. pylori ist auf das Vir-System des pflanzenpathogenen Bodenbakteriums Agrobacterium
tumefaciens zuriickzufiihren, zu dem es eine hohe Homologie aufweist [199]. Eine Vielzahl von
Proteinen bilden einen Komplex, der durch beide bakterielle Membranen hindurch eine Verbindung
zum extrazelluldren Raum bzw. dem Zytoplasma der Wirtszelle schafft. Uber diese Verbindung
konnen Proteine in die Wirtszelle injiziert werden. Bislang konnten zwei T4SS-translozierbare
Molekiile charakterisiert werden, das Effektorprotein CagA und Peptidoglykan. Transloziertes
Peptidoglykan wird durch den Nod1l(nucleotide-binding oligomerization domain 1)-Rezeptor der
Wirtszelle erkannt und stimuliert die Expression von Zytokinen [200]. Mit dem Faktor CagA wird eine
groRe Pathogenitat assoziiert [201]. Hochpathogene Helicobacter-Stimme sind nahezu alle CagA-
positiv und verursachen unter anderem duodendale Ulkuserkrankungen und Magenkarzinome [201,
202].

20



Einleitung

Vertreter des Typ II-Stammes von H. pylori sind cagA-negativ: entsprechend verlaufen deren
Infektionen meist asymptomatisch und weisen eine geringere Pathogenitdt als Typ |I-Stdamme auf
[203].

Einige der translozierten Effektoren unterlaufen weitere Modifikationen in der Wirtszelle. Das
Effektorprotein CagA wird in der Zielzelle durch Src-Kinasen und c-Abl an einem EPIYA(GIu-Pro-lle-
Tyr-Ala)-Motiv phosphoryliert [204], bindet an verschiedene intrazelluldre Liganden wie die
Tyrosinphosphatase SHP-2 [205] und verursacht dadurch umgehend biochemische und
morphologische Veranderungen der Wirtszelle. Beispielsweise kommt es zu Verdnderungen der
Anatomie des Zytoskeletts [206] und der Wirtszellpolaritdt [207] sowie zu Stérungen der
Zelladhdsion an die Matrix [208] und der Zell-Zell-Verbindungen selbst [209]. Ein weiteres
interessantes Phdanomen wird durch die Interaktionen von Rezeptor-Tyrosinkinasen oder
Adapterproteinen mit CagA hervorgerufen, die sich so auf die Signaltransduktionskaskaden
auswirken, dass es zur gesteigerten Migration und Invasion der Wirtszellen fihrt und die
Tumorbildung unterstitzt [210].

Gegenwertig kontrovers diskutiert wird die Rolle der H. pylori-Virulenzfaktoren auf die Wirtszell-
Apoptose. Studien zeigen sowohl, dass die Effektoren VacA und CagA Apoptose induzieren [211-
213], als auch, dass CagA Apoptose von Epithelzellen inhibiert [214-216]. Letzteres konnte eine
bakterielle Strategie zur verstarkten Kolonisation des Magens darstellen, indem durch Hemmung der

Apoptose die Selbsterneuerung des Darmepithels gestort wird.
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Abbildung 1.5.1.2 | Schematische Darstellung der wichtigsten Virulenzfaktoren von Helicobacter pylori.
Flagellen ermoglichen die bakterielle Mobilitdt und Chemotaxis und damit die Kolonisierung der Mukosa des
Magens. Die pilusartige Struktur des T4SS ermoglicht die Injektion von Effektorproteinen in die Wirtszelle.
Einer dieser Effektoren ist CagA, ein Protein, das u.a. fir eine Umstrukturierung des Zytoskeletts, die Induktion
von IL-8 und die Apoptosemodulation verantwortlich ist. Urease neutralisiert die Magensadure. Das Exotoxin
VacA sowie weitere sekretierte Proteine wie Proteasen und Lipasen induzieren Rearrangements der
Wirtszellarchitektur durch Vakuolenbildung, Zerstérung epithelialer Verbindungen und Hemmung der
Wirtszell-Antwort. LPS und andere Membranproteine induzieren die Immunantwort und sorgen zusammen
mit Adharenzfaktoren fiir die Anhaftung an die Wirtszelle. Abbildung entnommen und verandert von [217].

Dass H. pylori die Immunantwort nicht vollstdandig supprimieren kann, wird unter anderem daran

deutlich, dass proinflammatorische Reaktionen zu beobachten sind: z.B. die gesteigerte Produktion
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und Sekretion von Chemokinen und Zytokinen wie IL-8 [218] und humanen B-Defensinen wie hBD3
(human p-defensin 3) [219]. Die sekretierten Zytokine rekrutieren wiederum Neutrophile und
Makrophagen zum Infektionsherd und bilden reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen, die
zur Schadigung intrazelluldarer Mikroorganismen fiihren. Werden die reaktiven Verbindungen jedoch
Uber einen langer anhaltenden Zeitraum gebildet, verursachen sie die Schadigungen des
Magenepithels [220].

1.5.2 Chlamydia trachomatis

Die Familie der Chlamydiaceae (Ordnung Chlamydiales) beinhaltet sowohl human- als auch
tierpathogene Spezies und wird in zwei Gattungen unterteilt: Chlamydophila and Chlamydia. Zu
ihnen gehoren jeweils die beiden wichtigsten humanpathogenen Spezies Chlamydia trachomatis und

Chlamydophila pneumoniae.

1.5.2.1 Pathogenese

Ebenso divers wie das Spektrum der Wirtsorganismen von Chlamydien ist die Fllle an Krankheiten,
die sie in ihren Wirten verursachen. Die Verbreitung von asymptomatischen Chlamydia trachomatis-
Infektionen bei Frauen liegt in Europa im Bereich von 1,7 bis 17 % [221]. Ausgehend von
Unterschieden in Pathologie, Infektionsort und Gewebetropismus kann zwischen mehr als 15
Serovarianten unterschieden werden [222]. So gibt es Serovarianten, die die Bildung okularer
Trachome verursachen (Serovar A, B, Ba und C), andere Serovarianten infizieren den Urogenitaltrakt
(Serovar D bis K) [78]. Die Serovare L1, L2 und L3 gehoren zu den invasiveren Stammen und
verursachen Lymphogranuloma venereum (LGV) [223].

Chlamydien der Serovare A bis C infizieren Schleimhautzellen der Bindehaut, was zur Bildung
eines Trachoms fiihrt. Die Ubertragung kann durch direkten Kontakt mit Sekreten der Augen, Nase
oder des Rachen von infizierten Personen erfolgen. Wird die Infektion nicht mit Antibiotika
behandelt, kann es zur chronischen Infektion des Augenlids und anschlieBender Blindheit durch
Narbenbildung und Zerkratzen der Hornhaut kommen [224]. Das Trachom ist die weltweit wichtigste
Erkrankung, die durch die Spezies C. trachomatis, Biovar Trachoma, verursacht wird [225]. In einigen
Teilen der Welt, besonders in Entwicklungslandern, kommt es zu Infektionsraten von bis zu 90 % der
Gesamtpopulation. Damit ist die Infektion mit C. trachomatis global die bakterielle Hauptursache fir
Erblindung [226].

Die urogenital vorkommenden Serovare D bis K verursachen sexuell tibertragbare Erkrankungen
(sexually transmitted diseases, STD), indem sie Schleimhautzellen des Urogenitaltraktes infizieren.
Haufig verlaufen akute Infektionen asymptomatisch, wobei es zu einer chronischen Entziindung der
Harnréhre (Urethritis), des Rektums (Proktitis) oder des Gebarmutterhalses (Zervizitis) kommen
kann, wenn diese nicht behandelt werden. Schwere Folgen von unbehandelten aufsteigenden

Chlamydieninfektionen sind entzlindliche Erkrankungen des Unterleibs wie der Adnexitis, ektopische
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Schwangerschaften sowie Unfruchtbarkeit durch Vernarbung und Verschluss des Eileiters. Diese
Komplikationen sind heute die Hauptursache von Unfruchtbarkeit in Industrieldandern [227].

Die invasiveren Serotypen L1 bis L3 verursachen eine sexuell Ubertragene Infektion der
Lymphgefdfe und Lymphknoten. Die LGV-Serovare infizieren Schleimhautzellen des
Urogenitaltraktes. Zusatzlich kommt es allerdings im Vergleich zu den urogenitalen Serovaren zur
Verbreitung auf die Lymphknoten, indem Makrophagen befallen werden; schliefflich wird eine
systemische Infektion des lymphatischen Gewebes verursacht. Chronische Entziindung dieser
Gewebe kann zu lymphatischer Obstruktion und Zerstorung des Lymphgewebes flihren [228].

Infektionen mit Chlamydien verlaufen zunachst weitgehend asymptomatisch und sind daher
schwer diagnostizierbar. Werden sie jedoch erkannt, sind sie behandelbar. Chlamydien reagieren
sensitiv auf eine Vielzahl von Antibiotika, die mit der DNA- und Protein-Synthese interferieren, u.a.
Makrolidantibiotika (z.B. Erythromycin), Tetracycline (Doxycyclin) und Chinolone [229].

Es gibt kaum ein anderes sexuell Ubertragbares bakterielles Pathogen, dass &dhnlich viele
Krankheiten verursacht wie C. trachomatis, was diesen Keim zu einem weltweiten
Gesundheitsproblem macht. Eine detailliertere Untersuchung der chlamydialen Strategien zur

Beeinflussung ihres Wirts ist demnach von grof3er biologischer und medizinischer Relevanz.

1.5.2.2 Entwicklungszyklus

Das obligat intrazelluldre, gram-negative Bakterium Chlamydia hebt sich durch einen einzigartigen
biphasischen Entwicklungszyklus hervor [230], der schematisch in Abbildung 1.5.2.2 dargestellt ist.
Chlamydia kann in zweierlei Formen auftreten: den sogenannten Elementarkérperchen
(elementary body, EB) und den Retikularkdrperchen (reticulate body, RB) [231]. Die infektiose Form
stellen die Elementarkoérperchen dar. Diese metabolisch inaktiven Chlamydien weisen einen
Durchmesser von bis zu 0,3 um auf [230], kdnnen sich an die Wirtszelle anheften und diese
invadieren. Das Anheften stellt einen zweistufigen Prozess dar: ein erster, reversibler Kontakt, der
auf elektrostatischen Wechselwirkungen mit Heparansulfat-dhnlichen Glykosaminoglykanen beruht
[232], und ein zweiter Schritt, der zur irreversiblen Bindung an einen bisher noch unbekannten
Wirtszellrezeptors fihrt [233]. Nach der Bindung erfolgt die Aufnahme der infektiosen Partikel tiber
Endozytose oder Phagozytose ins Zellinnere, bei der es durch Injektion von Effektorproteinen zur
Umgestaltung des Aktinzytoskeletts und zur Aufnahme der Mikrobe kommt [234]. Dabei sind zwei
Wege der chlamydialen Aufnahme beschrieben, ein Clathrin-abhangiger und ein Clathrin-
unabhangiger Weg [233]. Nach Aufnahme in die Wirtszelle residieren die chlamydialen
Elementarkorperchen im Inneren einer schiitzenden Vakuole, der sogenannten Inklusion [231].
Diese zeigen keine Marker des endozytotischen oder lysosomalen Stoffwechselwegs. Die Inklusionen
sind effektiv von der Wirtszelle isoliert, jedoch nicht ganzlich, da sie mit einem Teil der
exozytotischen Vesikel fusionieren konnen, um sich beispielsweise mit Sphingolipiden und
Cholesterol vom Golgi-Apparat zu versorgen [235]. Von keinem anderen intrazelluldren Parasiten
konnte bisher gezeigt werden, dass es auf dhnliche Weise mit dem Vesikeltransport der Wirtszelle

verstrickt ist. Sphingolipide werden zur Vakuolenmembran transportiert und in die bakterielle
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Zellmembran inkorporiert [236]. Sowohl der Transport als auch die Aufnahme von Sphingolipiden
sind von der frithen chlamydialen Proteinsynthese abhangig, was dafiir spricht, das Chlamydien die
Inklusionsmembran aktiv modifizieren, auch um eine Fusion mit zelluldren Endosomen oder
Lysosomen zu verhindern [237, 238]. Damit wird der lysosomalen Abbau sabotiert. Eine dieser
frihen Modifikationen ist die Integration von bakteriellen Inklusionsmembran-Proteinen (Inc)
mittels Typ-IlI-Sekretionssystem (T3SS) [239].

Im Inneren der Zelle organisieren sich nun die Elementarkorperchen zu metabolisch aktiven
Retikularkorperchen um: Acht bis zehn Stunden nach der Infektion differenzieren EBs in die groRere
(1 um Durchmesser), replikative und metabolisch aktive Form der RBs, die jedoch im Unterschied zu
EBs nicht infektios ist. Parallel zum Wachstum der Inklusion teilen sich RBs durch bindre Spaltung
[240]. Weiterhin werden Sphingolipide, Glycerophospholipide und Cholesterin exozytotisch auf dem
Weg zwischen Golgi-Apparat und Wirtszellmembran abgefangen und zur Inklusion geleitet und
essentielle Nahrstoffe wie Aminosduren, Nukleotide und Eisenionen erworben [241-243]. Auch die
Aufnahme neutraler Vesikel zur Fettspeicherung in die Inklusion wurde gezeigt [244]. Darliber
hinaus induziert Chlamydia die Fragmentierung des Golgi-Apparates, was zur Bildung sogenannter
ministacks fihrt und den effizienten Bezug von Lipiden unterstitzt [245].

Ein alternativer Weg im Entwicklungszyklus der Chlamydien kann bei bestimmten ungiinstigen
Umweltbedingungen auftreten und zur Bildung von persistenten Formen (persistent bodies, PB) mit
einer veranderten Morphologie, reduzierter metabolischer Aktivitdt und inhibierter binarer Teilung
fiihren [246]. Dies bewirkt eine chronische Langzeitinfektion der Wirtszelle. Persistente Infektionen
kdnnen durch eine Vielzahl von Stimuli wie Antibiotika, Zytokinen und Nahrstoffmangel
hervorgerufen werden [247]. In vitro-Modelle zur Induktion chlamydialer Persistenz sind u.a.
Antibiotika- und IFN-y-Gabe sowie Aminosaure- und Eisen-Mangel [246]. Chlamydien kénnen Uber
mehrere Monate und Jahre im Wirt persistieren und sind dabei gegen Antibiotika unempfindlich
[248]. Eine der Spatfolgen persistenter Erkrankungen mit C. trachomatis ist die reaktive Arthritis
[249]. Geht der Persistenz-induzierende Stimulus verloren, kénnen Chlamydien wieder in den
Entwicklungszyklus der akuten Infektion eintreten [247].

Nach Wiedereintritt bzw. 16 bis 20 h p.i. folgt eine erneute Redifferenzierung der RBs in
infektiose EBs. Dieser Prozess ist nicht synchronisiert, sodass es nun zum Vorkommen beider
bakteriellen Formen in der chlamydialen Inklusion kommen kann. Die Freisetzung neuer infektioser
Partikel wird durch die Lyse der Wirtszelle [240] oder eine Form der Exozytose [250] 48 bis 72 h p.i.
erreicht, abhangig vom chlamydialen Stamm und Spezies sowie den vorliegenden
Wachstumsbedingungen. Freigesetzte EBs kdnnen nun erneut Zellen infizieren.

Bemerkenswerterweise kommt es wahrend der chlamydialen Replikation zur Apoptoseinhibition.
Chlamydien-infizierte Zellen sind gegeniiber einer Vielzahl von proapoptotischen Stimuli wie
Staurosporin, Etoposide, TNF-a, FAS-Antikorper resistent [251].

Wahrend der spaten chlamydialen Entwicklung konnte die Inhibition einer durch Chemikalien
induzierten Apoptose nachgewiesen werden, wenn grofle C. pneumoniae-Inklusionen in
Epithelzellen vorlagen [252]. Des Weiteren wurden diverse Chlamydien-Serovare von Chlamydia

trachomatis, Chlamydia psittaci and Chlamydia muridarum in Bezug auf externe Apoptosestimuli
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untersucht. Alle chlamydialen Serovare dieser Studie vermittelten Apoptoseresistenz, auch wenn
deren AusmaR variiert [253]. Genomweite DNA-Microarray-Studien bestdtigen ebenfalls die
antiapoptotische Wirkung von Chlamydien auf die Wirtszelle, wobei die verstarkte Transkription von
Genen fiir Apoptose-inhibierende Faktoren nachgewiesen werden konnte [254].

Interessanterweise bleibt auch wahrend des chlamydialen Persistenzstadiums die
antiapoptotische Wirkung erhalten. Dieses Phanomen unterstiitzt die Annahme, dass auch in dieser
chlamydialen Entwicklungsphase ein aktiver Metabolismus aufrechterhalten wird [255].

Mechanistisch konnte aufgedeckt werden, dass es zur Inhibierung der Apoptosom-Bildung
kommt, indem das Hitzeschock-Protein-70 Apaf-1 bindet, sodass es die Procaspase-9 nicht aktiviert
wird [256]. Des Weiteren inhibieren Chlamydien die Wirtszellapoptose, indem sie zur Degradierung
proapoptotischer BH3-only-Proteine beitragen [257].

Aus den vorangegangenen Erlauterungen wird deutlich, dass sich Chlamydien durch ihre sehr
enge und angepasste Wirt-Pathogen-Interaktion auszeichnen, welche durch ihre intrazelluldre
Lebensweise bedingt ist. Eine enge Verknlpfung mit Wirtszell-Signalwegen und -Transportwegen

stellt sowohl den Nahrstofferwerb als auch die eigene Replikation sicher [258].
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Abbildung 1.5.2.2 | Schematische Darstellung des chlamydialen Entwicklungszyklus innerhalb der Wirtszelle.
Der Entwicklungszyklus beginnt mit der Anheftung (1) und der Invasion (2) der sogenannten chlamydialen
Elementarkorperchen (elementary body, EB, schwarz) an und in die Wirtszelle. In der Zelle folgt die
Differenzierung der EBs in Retikularkorperchen (reticulate body, RB, blau) innerhalb eines intrazellularen
Vesikels, der Inklusion (3-4). In der Inklusion folgt die intrazellulare Vermehrung der RBs, die Redifferenzierung
der RBs in EBs (5-6) und die endgiiltige Freisetzung von RBs und EBs aus der Wirtszelle (7). Ein alternativer Weg
des Entwicklungszyklus kann auftreten, wenn sich beispielsweise Umweltbedingungen verandern, was zur
Ausbildung von Persistenzkérperchen (persistent body, PB, griin) fiihrt (8). Diese Option ist reversibel und
entscheidend fir die Ausbildung persistenter, chronischer Chlamydieninfektionen.
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1.5.2.3 Virulenzfaktoren

Chlamydia trachomatis injiziert eine Vielzahl von Virulenzfaktoren ins Zytoplasma von Epithelzellen,
um Wirtszellfunktionen zu manipulieren und damit das bakterielle Uberleben zu sichern. Wie auch
viele andere intrazellulire gram-negative Pathogene weist C. trachomatis hierfiir ein Typ-IlI-
Sekretionssystem (T3SS) auf [259]. Dieses nadelartige Sekretionssystem ermoglicht es, Virulenz-
assoziierte Effektorproteine von Chlamydien in das Wirtszellzytoplasma einzuschleusen. Den
Prototyp dieses Systems stellt das Yersinia-System dar. Eine Vielzahl von Proteinen komplexiert sich
dabei zu einer nadelartigen Struktur, die vom bakteriellen Zytoplasma durch beide
Bakterienmembranen ragt.

Proteine der Inc-Familie waren die ersten chlamydialen Effektoren, die charakterisiert werden
konnten und (iber das T3SS sekretiert werden. Reprasentativ ist ein langes hydrophobes Motiv, das
in die Inklusionsmembran integriert [260]. Hackstadt et al. konnten zeigen, dass IncA bei der
homotypischen Fusion mehrerer Inklusionen wesentlich beteiligt ist, nicht aber bei
sphingolipidhaltigen Vesikeln [261].

Ein weiterer, gut untersuchter Effektor ist das sogenannte translocated actin-recruiting
phosphoprotein (Tarp). Interessanterweise teilen sich die sonst nicht homologen T3SS-Effektoren
Tarp und Tir (EPEC, enteropathogene E. coli) und die T4SS-Effektoren CagA (H. pylori) und BepD
(Bartonella) ein sehr dhnliches Tyrosin-Phosphorylierungsmotiv— dies legt nahe, dass sie Substrate
der Src-Kinase sind [262]. Tarp wird unmittelbar nach Translokation Tyrosin-phosphoryliert [263]
und ist unter anderem fiir die Aktin-Polymerisation bei Eintritt der Bakterien in die Wirtszelle
verantwortlich [264, 265].

Zusatzlich zu den T3SS-Effektoren kommen auch Typ-ll-sekretierte Effektoren vor; ein Beispiel
hierfur ist die Serin-Protease CPAF (chlamydial protease-like activity factor). Dieser Effektor wird
zunachst in das Lumen der Inklusionen sekretiert, um dann vermutlich die Inklusionsmembran zu
Uberwinden [266]. Die Funktionen des Virulenzfaktors CPAF sind vielseitig und umfassen u.a. die
Erhaltung der Integritdat der Inklusionen und die Verhinderung des frithzeitigen Absterbens der
Wirtszelle [267].

Das Uberleben im Zellinneren wird durch die Replikation innerhalb der Inklusionen gemeistert
[235]. Apoptose der Wirtszelle wird inhibiert [251] und die bakterielle Ribonukleotid-Reduktase als
Schutz vor Stickstoffmonoxid gebildet [268]. Auch auBerhalb der Inklusion vermag das Pathogen
durch die Prasentation diverser Oberflachenproteine die Antigenerkennung des Wirtes zu umgehen
[269]. Des Weiteren wird die Entziindungsreaktion durch eine besondere LPS-Form reduziert [270].
Die Sekretion von Proteasen ins Zytoplasma der Wirtszelle degradiert Transkriptionsfaktoren der
major histocompatibility complex(MHC)-Gene und schwacht damit die adaptive Immunantwort des
Wirts [271].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Chlamydien Uber diverse Mechanismen

verfligen, die Abwehr der Wirtszelle zu umgehen und Nahrstoffe zu gewinnen.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Um die Frage zu beantworten, wie Bakterien Krebs verursachen, missen zundchst die
infektionsbedingten Veranderungen zellularer Prozesse analysiert werden. In dieser Arbeit liegt der
Fokus der Untersuchung besonders auf der Bestimmung erblicher (epi-)genetischer Veranderungen
wie DNA-Methylierung, Histon-Modifikationen und DNA-Mutationen in Form von DNA-
Doppelstrangbrichen in vitro. Die Umgestaltung von Chromatin, als Folge von Histon-
Modifikationen und DNA-Methylierung, stellt ein Schllsselereignis bei der Aufhebung der
Transkriptionsinitiation dar. Die Hypermethylierung von Promotor-Bereichen der DNA bewirkt eine
permanente Stilllegung von Genen, mit besonders schwerwiegenden Folgen, wenn es sich um
Tumorsuppressorgene handelt. Das deutet darauf hin, dass die Methylierung von CpG-Inseln ein
friihes Ereignis der Krebsentwicklung darstellt, welches in dessen Verlauf zunimmt. Darliber hinaus
ist die DNA-Methylierung erblich und hinterlasst Fullabdriicke in der sich entwickelnde Krebszelle bis
hin zur Tumor-spezifischen Kennung [272]. Aufbauend auf diesen Ergebnissen kommt es zu weiteren
spannenden Fragen: Hat eine behandelte, von der Infektion befreite Wirtszelle ein nachhaltig
verandertes Genom? Wird die Signatur an die Tochterzellen weitergereicht und verandert so den
Phanotyp kommender Generationen? Wenn ja, welche Auswirkungen kénnen solche initialen
molekularen Ereignisse in Hinblick auf Krankheits- und Tumorentstehung des Wirtsorganismus
haben?

Das Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe globaler Analysen von DNA-Methylierungsstatus und Histon-
Modifikationen Vorhersagen iiber die Pathogen-bedingte Verdanderung des Wirtszell-Epigenoms zu
treffen. Die Folgen dieser infektionsbedingten Verdnderungen auf Wirtszellsignalwege werden
hierbei in Hinblick auf Krebsentstehung, Zellalterung und Apoptose detailliert beleuchtet.

Der erste Teil dieser Studie befasst sich mit spezifischen Modifikationen der Histonkomplexe und
deren Auswirkungen auf den Zellzyklus und weiter Transformationen der Wirtszelle. Im zweiten Teil
dieser Studie werden zwei globale Analyseansatze durchgeflihrt und verglichen. Dies ermdoglicht
genomweite, allgemeinglltige Aussagen Uber die durch H. pylori veranderte Methylierungs-
landschaft und Hypothesen Uber deren Rolle bei der Pathogenese und Karzinogenese. Erganzend
dazu fokussiert der dritte Teil dieser Arbeit auf die Langzeitfolgen einer behandelten C. trachomatis-
Infektion bezliglich Seneszenz, Zellalterung und Apoptose der Wirtszelle. Alle Teile vermitteln ein

neuartiges Verstindnis der Wirt-Pathogen-Interaktion auf dem Gebiet der (Epi-)Genetik.
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Materialien und Methoden

2.1 Methoden der Zellkultivierung

2.1.1  Eukaryotische Zelllinien

Das Wachstum der humanen gastrischen Krebszelllinien AGS, MKN74, NCI-N87 und der humanen
Zervixkarzinomzelllinie Hela229 (siehe Tab. 2.1) wurde in RPMI 1640-Medium (Invitrogen),
angereichert mit 10 % (v/v) hitzeinaktivierten FCS (fetal calf serum) in einer wassergesattigten, mit
5% CO, bereicherten Atmosphare bei 37°C aufrechterhalten. Das Passagieren der Zellen erfolgte
regelmalig — entsprechend der Zelldichte — in einem Intervall von zwei bis drei Tagen, indem die
Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung fur maximal 5min bei 37°C inkubiert und in frisches
Zellkulturmedium Gberfihrt wurden. Die maximale Passagenzahl betrug zehn Passagen. IMR90E1A-
Zellen wurden in DMEM (Invitrogen), angereichert mit 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem FCS, 5 mM
L-Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat (Invitrogen) kultiviert.

Fir die Konservierung eukaryotischer Zellen wurden kultivierte Zellen trypsiniert, bei 400 x g
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in Einfriermedium (10 % DMSO (v/v) in
FCS) resuspendiert und in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Zur Rekultivierung wurden die gefrorenen
Zellen bei 37°C aufgetaut, erneut bei 400 x g abzentrifugiert und das Zellpellet im jeweiligen

Zellkulturmedium aufgenommen.

Tabelle 2.1 | Eukaryotische Zelllinien. Die verwendeten Zelllinien wurden von ATCC (American Tissue Culture
Collection; www.atcc.org) bzw. JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources; cellbank.nibio.go.jp)
bezogen. IMRI0E1A-Zellen wurden durch Prof. Yuri Lazebnik (Cold Spring Harbor Laboratory, Long Island, New
York) bereitgestellt.

Name | _Charakteristik | _Quelle
AGS humane gastrische Adenokarzinom-Epithelzelllinie | ATCC: CRL 1739
MKN74 humane gastrische Magenkarzinom-Epithelzelllinie JCRB: JCRB0255
MKN28 humane gastrische Adenokarzinom-Epithelzelllinie JCRB: JCRB0253
Hela229 humane Zervixkarzinom-Epithelzelllinie ATCC: CCL2.1
NCI-N87 humane gastrische Karzinom-Epithelzelllinie ATCC: CRL 5822
IMR9OOE1A humane embryonale Lungen-Fibroblasten Prof. Yuri Lazebnik
(Uberexpression des adenoviralen Onkogens E1A) [273, 274]

2.1.1.1  Inhibitor-Behandlung

Zur Blockierung des Zellzyklus wurden AGS-Zellen fiir 12 h in serumfreiem Medium angereichert und
mit Aphidicolin, Camptothecin, Vinblastin oder Paclitaxel in einer 10™*-Verdiinnung entsprechend
den Angaben des Herstellers (HCS211, Millipore) eingesetzt.

Zur Inhibition von Klasse |- und Klasse Il-Histondeacetylasen wurden MKN74-Zellen mit 5 mM
Trichostatin A (TSA) fur 24 h behandelt.
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Je nach Wirkungsweise wurden bei IMR9OER1A-Zellen diverse Inhibitoren zu unterschiedlichen
Konditionen verwendet. Das Antibiotikum Brefeldin A (BFA, eBioscience) wird als Inhibitor des
retrograden Transports vom Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Retikulum in einer
Endkonzentration von 1 ug/ml eingesetzt. Flir quantitative real time PCR(qRT-PCR)-Analysen wurde
Brefeldin A 2 h vor C. trachomatis-Infektion zum Zellkulturmedium gegeben, fir Lebendzell-
Mikroskopie 8 h p.i. Die behandelten Zellen wurden 24 h p.i. geerntet bzw. analysiert.

Zur Behandlung mit Etoposid (Merck) wurden die Zellen zuvor drei Tage lang in serumarmem
Medium (0,5 % (v/v) FCS) kultiviert. Etoposid wurde dann in einer Endkonzentration von 120 uM fur
16 h hinzugegeben.

2.1.2 Prokaryotische Kulturen
2.1.2.1  Helicobacter pylori

Alle verwendeten H. pylori-Stimme (siehe Tab. 2.2) wurden ausgehend von einem Glycerolstock
(brain heart infusion broth (Sigma-Aldrich) mit 20 % (v/v) Glycerol und 10 % (v/v) FCS) auf GC-Agar-
Platten (Remel) selektiv kultiviert, die 10 % (v/v) Pferdeserum (Biochrom), 10 ug/ml Vancomycin,
1 pg/ml Nystatin und 5 pg/ml Trimethoprim (jeweils Sigma-Aldrich) enthalten. Je nach Stamm
wurden als Selektionsmarker die Antibiotika Chloramphenicol (4 mg/ml) oder Kanamycin (8 mg/ml)
zugesetzt.

Die Kulturen wurde unter mikroaerophilen Bedingungen (5 % CO,; 4 % O;) bei 37°C angezogen,
nach drei Tagen Inkubation auf frischen GC-Agar plattiert, am Folgetag replattiert und nun fiir die

Infektion von Zellen eingesetzt.

Tabelle 2.2 | Helicobacter pylori-Bakterienstimme. Folgende Bakterienstimme wurden fiir die Experimente
verwendet. "Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie, Berlin, Abteilung Molekulare Biologie.

Stamm / Bezeichnung | _MPIIB -interne Stammsammlung | Mutiertes Gen

P1 P213 -

P12 P215 -

P12AvacA P216 vacA

P12APAI P387 cagPAl

P12Aggt P345 y-Glutamyltranspeptidase
P12Acagl P454 cagl

P12AcagA P378 cagA

Die Epithelzelllinien AGS, MKN74, NCI-60 und Hela229 wurden zwei Stunden vor und wahrend
der Infektion unter serumfreien Bedingungen in Normalmedium kultiviert. Infektionen wurden mit
angepassten MOIs (multiplicity of infection, Anzahl Bakterien pro Wirtszelle) in Abhangigkeit von
Infektionszeitraum und Zelllinie durchgefiihrt. Die Infektionszeit betrug ja nach experimentellem

Ansatz 10 min bis 24 h. Dazu wurden die Bakterien vom GC-Agar gel6st, in entsprechendem Medium
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ohne FCS resuspendiert, die Dichte der Bakteriensuspension ermittelt und entsprechend der
Zellkonfluenz mit MOI 25 bis 100 infiziert. In AGS-Zellen wurde standardmaRig eine MOI von 100
verwendet, in MKN74 Zellen — die fiir bis zu 24 h infiziert wurden — eine angepasste MOI von 25 bis
50. Zur Bestimmung der MOI wurde eine Eichgerade generiert. Mittels Photometer wurde die
optische Dichte bei 550 nm (ODs5) ermittelt, die Bakterien wieder kultiviert und deren CFU (colony
forming unit) durch serielle Verdliinnungen und Auszdhlung mittels Himozytometer bestimmt.
Aufgrund der erstellten Kalibrationskurve konnte durch ODss-Messung der Bakteriensuspension und

der Bestimmung der Zellzahl die notwendige MOI ermittelt werden.

2.1.2.2 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis wurde in HeLa229-Zellen herangezogen. HeLa229-Zellen mit einer Konfluenz
von 80 % wurden mit Chlamydia trachomatis LGV Biovar Stamm 12/434/Bu (ATCC Nr. VR-902B,
Stammsammlungsnummer C2) in Infektionsmedium (DMEM, 5 % (v/v) FCS; 5 mM L-Glutamin; 1 mM
Natriumpyruvat; 1 pg/ml Cycloheximid) infiziert. Nach zwei Stunden wurde das Medium mit
Wachstumsmedium (10 % (v/v) FCS) ersetzt. Zwei Tage p.i. wurden die eukaryotischen Zellen
mechanisch abgeldst und durch Vortexen mit Glaskiigelchen aufgeschlossen, was zur Freisetzung der
Chlamydien fuhrt. Zur Beseitigung von Zellkernen und Zelltrimmern wurden die Lysate 10 min bei
1.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die Chlamydien wurden nun durch Zentrifugation fiir 1 h bei 4°C und
48.000 x g pelletiert. Im Anschluss wurden die Bakterien in SPG-Puffer (220 mM Saccharose; 50 mM
Natriumphosphat; 5 mM Glutamat, pH 7,4) resuspendiert und bei -80°C aufbewahrt.

Die Bestimmung der Infektiositat wird durch die serielle Verdiinnungen des Stocks ermittelt. Auf
Deckgldaschen ausgesate Hela229-Zellen wurden mit verschiedenen Verdiinnungen inkubiert.
24 h p.i. wurden die chlamydialen Inklusionen mikroskopisch detektiert und der Titer in IFU/ml
bestimmt.

Fir akute Infektionen wurden 50-60 % konfluente IMRO0OE1A-Zellen mit C. trachomatis L2 infiziert
(MOI 1). Vor der Infektion wurde das Wachstumsmedium entfernt und in Infektionsmedium
verdinnte Chlamydien auf die Zellen gegeben. Die infizierten Zellen wurden fiir 24 h bei 35°C in
5 % CO, inkubiert und anschlieRend geerntet.

Um eine Persistenz der Chlamydien in IMRO0E1A-Zellen zu induzieren bzw. die Zellen von einer
akuten Infektion zu befreien, wurden die Zellen infiziert und 24 h p.i. mit Doxycyclin (Sigma-Aldrich,
Endkonzentration 75 ng/ml) behandelt. Die Zellen wurden daraufhin weitere acht bis zehn Tagen
kultiviert, wobei Medienwechsel mit stetig sinkenden Doxycyclin-Konzentrationen vorgenommen
wurden. Entsprechend wurde eine acht Tage oder langer infizierte Zellkultur als infektionsbereinigt

definiert, wenn keine infektiosen Partikel bzw. aktiven Inklusionen mehr vorlagen.
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2.2 DNA-Techniken

2.2.1  Extraktion und Reinigung von DNA

Das GenelET Genomic DNA Purification Kit (Fermentas) ermoglicht eine schnelle Aufreinigung von
genomischer DNA aus humanen Zellen {ber Silika-Sdulchen. Es wurde entsprechend der
Herstellerangaben verwendet. Die DNA wurde in Wasser eluiert und Quantitat und Qualitat im
NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektralphotometer (Thermo Scientific) Gberpruft.

2.2.1.1  Agarose-Gelelektrophorese

Das Elektrophoresegel wurde aus Agarose (Roth) und TAE-Elektrophoresepuffer (40 mM TRIS-
Acetat; 1 mM EDTA-Na,, pH 8,5) hergestellt und mit Ethidiumbromidlésung (5 ul pro 100 ml)
angereichert. Zum Laden der DNA wurde diese mit Ladepuffer (0,25 % Bromphenolblau; 0,25 %
Xylencyanol; 30 % Glycerol; Fermentas) gemischt. Zur Kontrolle der DNA-GroRe wurden
Standardmarker der Firma Fermentas verwendet (beispielsweise GeneRuler 1 kb DNA Ladder oder
GeneRuler 50 bp DNA Ladder) und die DNA im Gel mittels Geldokumentation (BioRad)
aufgezeichnet.

2.2.1.2 Telomerlangen-Assay

Die Lange von Telomeren wurde mit dem Telomerlangen-Assay TeloTAGGG der Firma Roche
entsprechend der Herstellerangaben bestimmt. 4 pg genomische DNA wurde enzymatisch verdaut,
auf einem 0,8 % (w/v) Agarose-Gel mit TAE-Puffer getrennt und auf eine Nylonmembran (Hybond N,
Amersham) transferiert [275]. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Digoxigenin-markierten Sonde
spezifisch fir telomere Sequenzwiederholungen. Nach diversen Waschschritten wurde die Membran
mit einem Digoxigenin-spezifischen Antikorper inkubiert, der kovalent mit alkalischer Phosphatase
verknilpft ist. Immobilisierte Telomer-Sonden wurden mit einem fiir alkalische Phosphatase
sensitiven Chemilumineszenz-Substrat auf Hyperfilm (Amersham) sichtbar. Die Intensitat wurde
durch densitometrische Messung (AIDA Software 4.03, Raytest) ermittelt. Die Signalintensitaten
einer einzelnen Position (in bp) wurde gegen die der gesamten Fraktion normalisiert und das

Verhiltnis der Daten aus Infektion und nicht infizierter Kontrolle zu jeder Position ermittelt.

2.2.2 MAP-on-Chip
2.2.2.1  MBD-Protein-Affinitatsaufreinigung

Die Zelllinie MKN74 (Konfluenz von 60-70 %) wurde nach zweistlindigem Serumentzug (Medium
ohne FCS) fir 24 h mit H. pylori P12 wie beschrieben infiziert (MOI 25) oder nicht infiziert. Nach
Uberpriifen der Zellvitalitit wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen, mit einem
Zellschaber geerntet und die DNA extrahiert. Als Ausgangsmaterial der MBD-Affinitatsaufreinigung
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diente reine genomische DNA, die einem 30 minitigen RNase-Verdau bei Raumtemperatur
(RNase (Fisher Scientific) in 50 mM TRIS-HCI und 50 % (v/v) Glycerol) unterzogen wurde. Die Reinheit
der DNA wurde mittels NanoDrop und Agarose-Gelelektrophorese Uberpriift. Dabei wies die
genomische DNA ein OD,g0/250-Verhaltnis von mindestens 1,7 auf. Mit Hilfe des Agarosegels konnten
zusatzlich Anzeichen einer Degradation ausgeschlossen werden. Die Qualitat der DNA wurde des
Weiteren mittels Agilent 2100 Bioanalyzer lberprift.

Im Anschluss daran wurde die aufgereinigte DNA mit Hilfe des Wasserbad-Sonifiziergerats
Bioruptor (Diagenode) fragmentiert, um DNA-Fragmente einer mittleren GréRe von 300-500 bp zu
erhalten und abermals mittels Bioanalyzer Uberpriift.

Der zentrale Schritt der Anreicherung methylierter DNA-Fragmente gelang mit Hilfe des
MethylMiner Kits (Invitrogen) entsprechend der Angaben des Herstellers. Hierbei kommt es zur
Anreicherung methylierter DNA (ber die Bindung an das Methyl-CpG-bindende Protein MBD2
(Methyl-CpG-binding domain protein 2). Fir die Anreicherung wurden 500 ng fragmentierte DNA
eingesetzt und mit 200 mM NaCl enthaltendem Puffer (High-Salt Elution Buffer, Invitrogen) eluiert.

2.2.2.2 Human DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq Promotor Array

Der Erfolg der Anreicherung methylierter DNA-Sequenzen wurde mittels gRT-PCR Uberprift. Dabei
fungieren die genomische imprinted region H19 (imprinted maternally expressed transcript;, non-
protein coding) als Positivkontrolle und das Haushaltsgen GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) als Negativkontrolle.

Um ausreichend DNA-Material fiir die Arrayhybridisierung zu verwenden, wurde eine sogenannte
whole genome-Amplifikation (GenomePlex Complete Whole Genome Amplification(WGA)-Kit, Sigma-
Aldrich) mit 20 ng DNA als Ausgangsmenge durchgefiihrt. Dieser Schritt wurde sowohl fiir die
Kontroll-DNA (Input) als auch die MBD-affinitatsaufgereingten DNA-Fragmente entsprechend der
Herstellerangaben vollzogen. Die Amplifikation erfolgte innerhalb von 16 Reaktionszyklen und wurde
anschlieBend mit einem Qiagen PCR-Purification-Kit entsprechend des Herstellerprotokolls
aufgereinigt. Es folgte eine erneute Qualitatskontrolle mittels Bioanalyzer sowie eine Kontrolle der
Anreicherung mittels gRT-PCR (H19 und GAPDH). Die Proben aus Input und MBD-Anreicherung
wurden mit Cy5- bzw. Cy3-Farbstoff markiert. Im Anschluss an deren Hybridisierung folgte das
Waschen und Scannen des Human DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq Promotor Arrays

(NimbleGen). Die Extraktion der Daten erfolgte mittels NimbleScan Software (NimbleGen).

2.2.3 Bisulfit-DNA-Sequenzierung
2.2.3.1 Bisulfit-Konvertierung

MKN74-Zellen mit einer Konfluenz von 60-70 % wurden nach zweistlindigem Serumentzug (Medium
ohne FCS) fur 24 h mit H. pylori P12 (MOI 25) wie beschrieben infiziert (siehe auch 2.2.2.1). Die
gleiche Behandlung erfolgte bei den nicht infizierten Kontrollzellen. Nach Uberpriifung der

Zellvitalitdt wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit einem
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Zellschaber geerntet. Die extrahierte und gereinigte genomische DNA wurde mit Hilfe des EpiTect-
Kits von Qiagen mit Bisulfit (Hydrogensulfit) behandelt, um methylierte Cytosine zu detektieren. Bei
Inkubation von Einzelstrang-DNA mit Bisulfit wird Cytosin zu Uracil deaminiert. Methylierte Cytosine
hingegen sind vor der Deaminierung geschiitzt und verbleiben als Cytosin-Basen. Um eine
vollstindige Bisulfit-Konvertierung zu erzielen, wurde entsprechend der Herstellerangaben
vorgegangen und die aufgereinigte DNA in einer geringen Menge dH,0 (15 pl) eluiert.

Zur Erfolgskontrolle der Bisulfit-Konvertierung wurde eine nested-PCR des CpG-methylierten
CDKN2A-Genlokus durchgefiihrt. Als Positivkontrolle der Bisulfit-Konvertierung dienen folgende
Primer far die sogenannte outer-PCR: 5'-GTAGGTGGGGAGGAGTTTAGTT-3' und
3'-TCTAATAACCAACCAACCCCTCC-5'. Das im Verhaltnis 1:500 verdiinnte Genprodukt diente als
Ausgangsmaterial fur die zweite, inner-PCR mit folgenden Primern: 5'-GGGGGAGATTTAATTTGG-3'
und 3'-CCCTCCTCTTTCTTCCTC-5". Die Negativkontrolle wurde mit dH,0 oder unkonvertierter DNA als
Ausgangsmaterial durchgefiihrt.

Der Reaktionsansatz beinhaltete 4 pl Bisulfit-konvertierter DNA; 19,3 ul dH,0; 3 ul pl16 outer-
Primermix (je 10 pM), 0,5 ul dNTP-Mischung (je 10 mM), 3 pl 10x Standard-Tag-Reaktionspuffer
(NEB), 0,2 ul (5 U/ul) Tag-DNA-Polymerase (NEB). Die Anreicherung erfolgte unter folgenden
Reaktionsbedingungen: einmalig 94°C fiir 3 min, Zyklen aus 94°C fiir 30 s, 50°C fir 30's, 72°Cfur 30 s
und abschlieRend 72°C fiir 4 min. Die PCR mit outer-Primerpaaren erforderte 20 Reaktionszyklen, die
PCR mit inner-Primerpaaren 30 Reaktionszyklen in einem PCR GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied
Biosystems). Die Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.3.2 Infinium HumanMethylations 50 BeadChip Kit

Der Assay wurde entsprechend der Herstellerangaben (Infinium HumanMethylation450 BeadChip
Kit, Ilumina) durchgefiihrt. Es wurden 4 pl (1 pg) Bisulfit-konvertierter DNA eingesetzt. Nach
Denaturierung und Amplifizierung der DNA wurden diese enzymatisch fragmentiert. Die prazipitierte
DNA wurde sodann in Hybridisierungspuffer resuspendiert und auf dem HumanMethylation450
BeadChip verteilt. Nach erfolgter Hybridisierung (20 h) hatten sich die DNA-Fragmente an 50mer-
Oligonukleotiden des Infinium Typ | oder Il spezifisch angelagert. Nach Abwaschen der nicht-
spezifischen und nicht-hybridisierten Fragmente wurde der Array weiter prozessiert, um Einzel-
Basen Austausche zu detektieren. Daflir wurden die BeadChips mittels Laserscanning-Verfahren

(Hlumina iScan) abgelesen.

2.3 RNA-Techniken

2.3.1  Extraktion und Reinigung von RNA

Die standardmaRige Extraktion von RNA erfolgte mittels GeneJET RNA Purification Kit (Fermentas).
Mit PBS (phosphate buffered saline, 137 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 10 mM Na,HPO,; 2 mM KH,PO,;
pH 7,4) gewaschene Zellen wurden geerntet und fiir 5 min bei 4°C und 5.000 x g zentrifugiert. Zur
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Aufreinigung der RNA wurden die Proben entsprechend der Herstellerangaben behandelt. Um
mogliche DNA-Kontaminationen auszuschliefen, wurde die aufgereinigte RNA mit DNase | unter
Verwendung des Turbo DNA-free Kits (Ambion) entsprechend den Herstellerinformationen verdaut.
Die Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der gereinigten RNA erfolgte mittels NanoDrop.

Die Aufreinigung groRerer RNA-Mengen erfolgte mittels TRIzol-Methode. Mit PBS gewaschene
Zellen wurden direkt in TRIzol (Invitrogen) lysiert und geerntet. Zur RNA-Aufarbeitung wurde 30 %
(v/v) Chloroform zu den Proben hinzugegeben und stark gemischt. Nach Zentrifugation (4°C, 15 min,
13.000 x g) wurde die oberste fliissige Phase abgenommen und die RNA mit 1 Vol. Isopropanol fir
10 min bei RT prézipitiert. Das RNA-Pellet wurde mit 70 % (v/v) kaltem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in Wasser gelost. DNA-Kontaminationen wurde entsprechend den
Herstellerinformationen des Turbo DNA-free Kit (Ambion) entfernt und Konzentration und Qualitat

der RNA mittels Bioanalyzer Giberprift.

2.3.2 Quantitative real time PCR

Die Analyse der mRNA-Expression bestimmter Gene erfolgte mittels quantitativer real time PCR
(gRT-PCR) entsprechend des Herstellerprotokolls unter Verwendung spezifischer Primer (siehe Tab.
2.3.2). RNA dient hierbei als Transkriptionsvorlage fiir die PCR und wird durch den Zusatz von
reverser Transkriptase in DNA umgeschrieben. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green
ermoglicht eine quantitative Erfassung der synthetisierten DNA-Molekiile durch die Messung
laserinduzierter Fluoreszenzsignale.

Um mRNA mit der SYBR Green-Methode (Applied Biosystems) zu detektieren, wurden 10 ng RNA
als Ausgangsmenge und jeder Primer in einer Endkonzentration von 10 uM pro PCR-Ansatz (25 pl)
eingesetzt. Jeder PCR-Ansatz wurde als Triplikat durchgefiihrt unter Verwendung des folgenden gRT-
PCR-Programms im ABI Prism 7900 HT Cycler (Applied Biosystems): 30 min 48°C, 10 min 95°C, 40
Zyklen von 15 s 94°C und 60 s bei 60°C.

Bestimmt wurde das relative Expressionslevel mit Hilfe der AAC;(cycle threshold)-Methode, wobei
GAPDH als endogene Kontrolle diente. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der Programme SDS (Applied
Biosystems) und Excel (Microsoft).

Fir die qRT-PCR-Analyse der Chromatin-Immunprazipitation wurden angereicherte DNA und

Input-DNA wie oben beschrieben unter Auslassung der reversen Transkription eingesetzt.

Tabelle 2.3.2 | qRT-PCR-Primer. Die Liste zeigt alle in dieser Arbeit verwendeten Primersequenzen in 5'-3'-
Orientierung an, die fur die Amplifikation mittels gRT-PCR verwendet wurden. 'Diese Primer wurden
ausschlieBlich bei der Qualitatskontrolle der Anreicherung methylierter DNA verwendet.

Genlokus | Sequenz

CDKN1A ACTTCGACTTTGTCACCGAG
TCCTCTTGGAGAAGATCAGC
CACCTTTCACCATTCCCCTA

CDKN1A-Promotor (p53-Bindestelle 1)
GCAGCCCAAGGACAAAATAG
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CDKN1A-Promotor (p53-Bindestelle 2) AGGTCAGCTGCGTTAGAGGA
TCTGTGCCTGAAACATTTGC
CLDN1 TCACTCCCAGGAGGATGC
GGCAGATCCAGTGCAAAGTC
GAPDH GGTATCGTGGAAGGACTCATGAC
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
GAPDH' TCGTATGGGGGCAGGGTAG
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
H19" GCGAGCCGTAAGCACAGC
GCTGTGCTTACGGCTCGC
HDACY AGTGTGAGACGCAGACGCTTAG
TTTGCTGTCGCATTTGTTCTTT
hTERT CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA
GGATGAAGCGGAGTCTGGA

2.3.3 RNA-Interferenz

Die Transfektion von siRNAs wurde unter Verwendung der HiPerFect-Transfektionsreagenz (Qiagen)
in 12-Well-Zellkulturplatten durchgefiihrt. Entsprechend der Angaben des Herstellers wurden
sowohl die siRNAs (human SMARTpool siRNA D-005241-09, HDACY, Thermo Scientific) als auch die
Kontroll-siRNA allstars (Qiagen) mit einer Endkonzentration von 10 nM transfiziert. Der Gen-
knockdown wurde unter Anwendung der gRT-PCR-Methode oder per SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 72 h nach Transfektion fiir das entsprechende Gen Uberprift.

2.3.4 RNA-Microarray

Die 60-70 % konfluente Zelllinie MKN74 wurde nach zweistiindigem Serumentzug (Medium ohne
FCS) fir 24 h mit H. pylori P12 wie oben beschrieben infiziert (MOl 50) oder nicht infiziert belassen.
Nach Uberprifen der Zellvitalitait wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und
pelettiert. RNA wurde mittels TRIzol-Methode aufgereinigt und deren Qualitat mittels Bioanalyzer
Uberprift. RNA-Microarray-Experimente wurden als two-color-Hybridisierung durchgefiihrt. Ein
unabhangiger color-swap der Farben findet ebenfalls Anwendung, um Farbstoff-spezifische Effekte
zu kompensieren. RNA wurde mit dem dual-color Quick-Amp Labeling Kit (Agilent Technologies)
gefarbt und erneut die Effizienz der Markierungsreaktion mit dem NanoDrop verifiziert. Dafiir wurde
die mRNA mittels reverser Transkriptase umgeschrieben und mit Hilfe von oligo-dT-T7-Promotor-
Primern amplifiziert. Im Anschluss an Prazipitation, Reinigung und Quantifizierung der cRNA wurden
1,25 pg der markierten cRNA fragmentiert und entsprechend der Herstellerangaben mit einem
whole human genome 4x44K microarray (Agilent Technologies) hybridisiert. Vor der Hybridisierung
wurde die fragmentierte cDNA mit Kontroll-DNA und Hybridisierungspuffer gemischt. Die
Hybridisierung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben Uber Nacht (16 h) bei 60°C.
AnschlieBend wurde der Array gewaschen und mit einem Laser in einer Auflésung von 5 um

abgetastet.
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Die entstehenden Microarray-Bilddaten wurden mit Hilfe der Analysis-/Feature Extraction-
Software (Version A.10.5.1, Agilent Technologies) unter Verwendung der Grundeinstellungen
prozessiert. Die extrahierten MAGE-ML-Dateien wurden mittels Rosetta Resolver Software (Build
7.2.2 SP1.31, Rosetta Biosoftware) ausgewertet. Die Mittelwerte der dye-swaps wurden verrechnet
und die Profile einzelner Hybridisierungen zueinander ins Verhdltnis gesetzt. Fir die
Expressionsmuster der mRNA wurde eine 1,5-fache Anderung als Schwellenwert (cut off) gesetzt.
Die Berechnung der Anti-Korrelation durch die Verwendung der compare-Funktion ermoglicht den
Vergleich zweier verschiedener Hybridisierungspaare. Durch die Kombination beider Analyse-

Kriterien werden Datenpunkte mit einem geringen p-Wert (p<0,01) herausgefiltert.

2.4 Protein-Techniken

2.4.1 SDS-Gelelektrophorese

Proteine konnen mit der SDS(sodium dodecy! sulfat)-Gelelektrophorese getrennt und sichtbar
gemacht werden. Das verwendete System basiert auf Ubereinander geschichtetem Sammel- und
Trenngel einer vertikalen SDS-PAGE nach Laemmli [276]. Je nach MolekulargrofRe der zu trennenden
Proteine werden unterschiedlich konzentrierte Polyacrylamidgele verwendet. Fiir die Auftrennung
von Gesamtproteinaufreinigungen werden Trenngele mit einer Acrylamidkonzentration von 7,5-
12 % und Sammelgele mit einer Acrylamidkonzentration von 5 % verwendet (siehe Tab. 2.4.1 [A]).
Fir die Gelelktrophorese wurde das Mini-PROTEAN Il Gelsystem (BioRad) verwendet. Pro Trennspur
wurden etwa 25 pg Proteinlysat mit Ladepuffer (siehe Tab. 2.4.1 [A]) gemischt, aufgekocht (3 min,
95°C) und aufgetragen. Zur GréRenbestimmung diente die PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific).

Nach der Elektrophorese bei 80-140 V wurden die getrennten Proteinfraktionen im Gel auf eine
PVDF(Polyvinylidendifluorid)-Membran transferiert. Hier kam eine semi dry-Blotting-Kammer zur
Verwendung. Die Membran wurde mit Methanol aktiviert und fiir den Transfer zusammen mit dem
Gel nach Herstellerangaben geschichtet und zusammengebaut. Je nach Membran und Proteingrofie
wurden Transferzeiten von 1,5-2 h bei 70 mA pro Gel gewahlt.

Mittels spezifischer Antikorper konnten die auf der Membran gebundenen Proteine
nachgewiesen werden. Die folgenden Schritte wurden unter stdndigem Schitteln bei
Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Die Membran wurde fir 45 min mit 3 % BSA (w/v) in TBST
blockiert und mit Antik6rpern (in 3 % BSA (w/v) in TBST verdunnt) fir 1 h bei RT oder tGber Nacht bei
4°C inkubiert (Tab. 2.4.1 [B]). AnschlieRend wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10 min mit TBST
gewaschen und mit dem horseradish-peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper (ebenfalls in 3 % BSA
(w/v) in TBST verdinnt) fir eine weitere Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
spezifischen Proteine mittels Peroxidase-Substrat (ECL Solution, Amersham) chemilumineszent
sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte tber Hyperfilm ECL (Amersham) oder durch
Quantifizierung mittels ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences) bzw. AIDA Software 4.03
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(Raytest). Dazu wurden alle Signale vergleichbar quantifiziert und mittels Excel (Microsoft)

analysiert. Alle in dieser Arbeit gezeigten Blots sind — sofern nicht anders vermerkt — reprasentativ

fir mindestens drei unabhangige biologische Experimente. Bei Bedarf wurden die Membranen mit

Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce) nach Herstellerangaben von Antikorpern befreit und

mit weiteren Antikdrpern erneut zu inkubieren.

Tabelle 2.4.1 [A] | Puffer und Losungen fiir die SDS-Gelelektrophorese.

Puffer

Zusammensetzung

Ladepuffer (4-fach)

Sammelgelpuffer

Sammelgel

Trenngelpuffer

Trenngel

Elektrodenpuffer (5-fach)

Transferpuffer

TBST

125 mM TRIS-HCI, pH 6,8; 6% (w/v) SDS; 10 mM DTT; 10% (v/v)
B-Mercaptoethanol; 40 % (v/v) Glycerol; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau
120 mM TRIS-HCI, pH 6,8; 0,01 % (w/v) SDS

10 ml 12 % Gel: 2,5 ml Sammelpuffer; 1 ml Bisacrylamid; 6,5 ml dH,0;
100 ul 10 % (w/v) APS; 20 ul TEMED
375 mM TRIS-HCI, pH 8,8; 0,01 % (w/v) SDS

10 ml 12 % Gel: 2,5 ml Trenngelpuffer; 4 ml Bisacrylamid; 3,5 ml dH,0;
75 ul 10 % (w/v) APS; 7,5 ul TEMED
0,1 M TRIS-HCI, pH 8,3; 0,05 % (w/v) SDS; 1 M Glyzin

50 mM TRIS-HCI; 0,05 % (w/v) SDS; 40 mM Glyzin; 20 % (v/v) Methanol

50 mM TRIS; 150 mM NacCl, pH 7,5; 0,01 % (v/v) Tween 20

Tabelle 2.4.1 [B] | Liste der verwendeten Antikorper.

Zielprotein | Hersteller | Verdiinnung
aH3K9 Cell Signaling 1:1.000
Aurora B Cell Signaling 1:1.000
B-Aktin Sigma-Aldrich 1:5.000
Caspase-3 Cell Signaling 1:1.000
Zyklin B1 Millipore 1:1.000
YH2A.X (S139) Millipore 1:1.000
H3 Cell Signaling 1:1.000
p21 Santa Cruz 1:1.000
p53 Santa Cruz 1:1.000
pan-mH3K9 Cell Signaling 1:1.000
pChk1 (S345) Cell Signaling 1:1.000
pH3S10 Cell Signaling 1:1.000
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pH3S28 Cell Signaling 1:1.000
pH3T3 Cell Signaling 1:1.000
pH3T11 Cell Signaling 1:1.000
VRK1 Sigma-Aldrich 1:1.000

2.4.2 Chromatin-Immunprazipitation (ChlIP)

Die Chromatin-Immunprazipitation wurde unter Zuhilfenahme des ChIP-IT Express Chromatin
Immunoprecipitation Kits (Active Motif) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur
Fixierung der Zellen wurde Formaldehyd direkt zum Medium in die Zellkulturschalen gegeben
(1 % (v/v) Endkonzentration), fir 10 min unter leichtem Schutteln inkubiert und Glyzin hinzugeftigt
(125 mM Endkonzentration). Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mittels
Zellschaber von der Platte gelost und bei 2.000 x g fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Das erhaltene
Zellpellet wurde flr den weiteren Gebrauch bei -80°C eingefroren.

Die vernetzten Protein-DNA-Komplexe wurden mit einem p53-spezifischen Antikérper sowie
einem 1gG-Kontroll-Antikorper (beide Santa Cruz Biotechnology) angereichert und die DNA mittels
gRT-PCR analysiert (siehe 2.3.2).

2.4.3 Kinase-Aktivitatsassay

AGS-Zellen wurden in Petrischalen (10 cm) ausgesat und mit H. pylori P12 infiziert. 2 h p.i. wurden
die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und in Zell-Lysepuffer (20 mM TRIS pH 7,5; 150 mM NacCl;
1mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% (v/v) Triton X-100; 2,5 mM Natrium-Pyrophosphat; 1 mM
Glycerophosphat; 2 mM NasVO, und protease inhibitor cocktail (PIC, GE Healthcare)) aufgelost.

Nach Zentrifugation wurde der Uberstand iiber Nacht bei 4°C mit Antikdrper gegen VRK1
inkubiert. Fir weitere 2 h wurde eine Mischung aus Protein A/G-Agarosekilgelchen hinzugegeben.
Nach Zentrifugation erhaltener Uberstand wurde in einfachem Zell-Lysepuffer geldst, erneut
zentrifugiert und die erhaltenen Pellets fiir den Kinase-Aktivitdtsassay eingesetzt. Der VRK1- Kinase-
Aktivitatsassay wurde nach Lazaro et al. durchgefiihrt [277]: immunprazipitiertes VRK1 wurde in
Kinasepuffer mit 1 pg rekombinantem Histon H3 und 5 pCi **P y-dATP fiir 30 min bei 30°C inkubiert.
Die geladenen Proben wurden in einem denaturierenden 15 % SDS-Polyacrylamid-Gel separiert und
bei 200 V fiir 4 h auf eine PVDF-Membran transferiert. Phosphoryliertes Histon H3 wurde unter
Verwendung eines FLA-3000 Scanners (FujiFilm) detektiert, wobei VRK1 als Ladekontrolle diente.

2.4.4 Telomere Repeat Amplification Protocol-Assay

Die Telomeraseaktivitat wurde mit Hilfe des TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAP"® Kits (Roche) nach
Herstellerangaben bestimmt. Dafiir wurden Zellen zu verschiedenen Infektionszeitpunkten nach der
Infektion geerntet und lysiert. Der Telomere Repeat Amplification Protocol(TRAP)-Assay kann in zwei

Teile gegliedert werden: Elongation und Amplifikation einerseits und Detektierung mittels ELISA
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(enzyme linked immunosorbent assay) andererseits. Im ersten Abschnitt des Assays addiert die
zelluldre Telomerase sogenannte telomeric repeats (TTAGGG) an die 3'-Enden Biotin-markierter
Primer. In einem zweiten Teil werden die PCR-Produkte an Digoxigenin-markierte Detektionsproben
gebunden, die spezifisch fiir die telomeren Wiederholungen sind. Die daraus erhaltenden Produkte
binden mit der Biotin-Markierung an eine Streptavidin-bedeckte Mikrotiterplatte. Die nun
immobilisierten Amplicons werden mit einem gegen Digoxigenin gerichteten Antikérper inkubiert,
der mit horseradish peroxidase konjugiert ist. Die Quantifizierung der Aktivitat wurde durch interne,
im Kit integrierte Kontrollen ermoglicht. Dieses hoch sensitive ELISA ermoglicht damit eine genaue

Quantifizierung der Telomeraseaktivitat.

2.5 Mikroskopie

2.5.12  Immunfluoreszenz

Fir Immunfluoreszenz-Analysen spezifischer Proteine wurden die Zellen auf Deckglaschen mit einem
Durchmesser von 12 mm kultiviert und entsprechend der zu untersuchenden Bedingungen
behandelt bzw. infiziert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 4 % (v/v) Paraformaldehyd (in PBS) fur
15min bei Raumtemperatur fixiert. Auch die anschlieBenden Farbeschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Daflir wurden die einmal mit PBS gespilten Zellen fiir 15 Minuten
mit 0,2 % (v/v) Triton X-100 permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschen. Um unspezifische
Bindungen zu vermeiden, wurden die Zellen weitere 15 Minuten mit 2 % FCS in PBS inkubiert.
Primarantikérper gegen pH3S10 und Zyklin B1 wurden in Verdiinnung von 1:100 in Blockierldsung
eingesetzt. Der darauffolgende Detektionsschritt wurde lichtgeschiitzt mit Cy2-, Cy3- oder Cy5-
konjugierten 1gG-Sekundarantikérpern (Jackson ImmunoResearch) durchgefiihrt (1 h), die im
Verhaltnis 1:500 in Blockierlésung verdiinnt vorlagen. Nach Abspllen der Deckglaschen mit dH,0
wurden diese in Mowiol-Lésung (13,3 g (w/v) Mowiol 4-88; 33 % (w/v) Glyzerin in 0,15 M TRIS-HC],
pH 8,5) eingebettet und mit konfokaler laser scanning-Mikroskopie (Leica TCS NT/SPE, Leica LAS AF
TCS SPE Software) oder Epifluoreszenz-Mikroskopie (Leica DM/R) untersucht. Die Bilder wurden
unter Auswahl der Anregungs- und Emissionsfilter der entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffe

aufgenommen. Uberlagerungen der Bilder wurden mit Hilfe von Photoshop CS3 (Adobe) angefertigt.

2.5.1.1  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Telomer-FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) und die Farbung von DNA-Schadigungen (DNA
damage) basieren auf den Beschreibungen von Nakamura et al. [278]. Zunadchst wurden
Chromosomenausbreitungen (metaphase spreads) wie beschrieben angefertigt und in 4 % (v/v)
Paraformaldehyd fixiert. Zum Permeabilisieren der Zellen wurde eine KCM(Kalium-Calcium-
Magnesium)-Losung verwendet. Vor der Antikérperfarbung wurden die auf Glas aufgetragenen

Chromosomen fiir 15 min mit RNase A (New England Biolabs) behandelt. Antikérper gegen Phospho-
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Histon H2A.X (5139) (Millipore) wurden in einer Verdiinnung von 1:250 fiir 1 h bei Raumtemperatur
eingesetzt. Die gewaschenen Deckgldaschen wurden mit Cy2-konjugierten 1gG-Sekundarantikorpern
(Jackson ImmunoResearch) inkubiert. Vor der PNA(peptide nucleic acid)-FISH-Farbung wurden die
Chromosomen abermals mit 4 % (v/v) Paraformaldehyd fixiert und anschlieRend weitere 10 min in
Pepsin-Losung angedaut. Nach Dehydrierung der Proben konnte die Telomer-FISH-Sonde (TelC-Cy3)
der Firma Panagene hinzugegeben werden. Nun erfolgte eine Erhitzung der Glastrager fiir 3 min auf
80°C mit anschlieBender Hybridisierung fir 2 h bei Raumtemperatur. Die Proben wurden mit
Mowiol-Lésung, angereichert mit Hoechst 33342 (1:10.000), eingebettet und mit dem
Epifluoreszenzmikroskop Leica DM/R visualisiert.

2.5.2 Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie

IMR90OE1A-Zellen wurden in Zellkulturschalen mit Glasboden (3,5 cm? MatTek Corporation)
kultiviert und mit C. trachomatis (MOI 1) infiziert. Die Behandlung mit 1 pg/ml Brefeldin A
(eBioscience) wurde 8 h p.i. gestartet, sodass diese 16 h andauerte. 24h p.i. wurde ein
Mediumwechsel mit RPMI-Medium durchgefiihrt, welches BSA-komplexiertes NBD-C¢-Ceramid
(Invitrogen) und Hoechst 33342 enthalt. Die Zellen wurden in eine Inkubationskammer mit
wassergesattigter Atmosphdre bei 37°C und 5% (v/v) CO, mikroskopisch beobachtet. Die
Bildaufnahme erfolgte mit 60-facher VergroRerung (Olympus UPlanFL N 60x/1.25 NA) mit einem
Olympus IX81 Fluoreszenz-Mikroskop, ausgestattet mit einer Hamamatsu C9100-02 CCD-Kamera.
Die Bilder wurden mit Hilfe der Metamorph Software (Molecular Devices) bzw. Visitron Software

(Visitron Systems) alle 20 min aufgenommen und mit Photoshop CS3 (Adobe) weiterverarbeitet.

2.5.3 Automatische Mikroskopie und Zellzyklus-Assay

Der  Phospho-Histone H3 (Ser 10) and Cyclin B1 Assay  (Millipore, HCS211) ermoglicht die
Immunfluoreszenz-basierte Identifizierung und Quantifizierung der H3S10-Phosphorylierung und
Zyklin B1-Expression. Der Assay wurde den Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Hierfir
wurden AGS-Zellen in 96-Well-Platten ausgesat und mit H. pylori infiziert. Die Zellen wurden zum
angegebenen Zeitpunkt mit 4 % (v/v) PFA (Paraformaldehyd) fixiert und gefarbt. Fir die Farbung
wurden die vom Hersteller empfohlenen primaren Antikérper anti-pH3S10 (Kaninchen) und anti-
Zyklin B1 (Maus) und sekundaren Antikorper (FITC-anti-Kaninchen-lg und Cy3-anti-Maus-Ig)
verwendet. Mit Hilfe des automatischen invertierten Fluoreszenz-Mikroskops (Olympus IX81 mit
Scan”R-System und Hamamatsu CCD-Kamera) wurden fir jedes Well neun Bilder pro Kanal (FITC,
Cy3, Hoechst) aufgenommen. Diese wurden mittels Scan”R-Programm (Olympus) prozessiert und
anschliefend analysiert. Die Software-Einstellungen wurden so angepasst, dass die Identifizierung
und Quantifizierung von pH3510- und/oder Zyklin-B1-positiven Nuklei in Bezug auf alle Hoechst-
gefarbten Nuklei erfolgte. Dafiir wurde ein modifiziertes Protokoll nach Ding et al. verwendet [279].
Auch die Zellzyklus-Analyse wurde mittels automatisierter Mikroskopie vorgenommen. Dafir

wurden AGS-Zellen in 96-Well-Platten ausgesat und mit H. pylori infiziert. 2 h und 8 h p.i. wurden die
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Zellen in eiskaltem Methanol fixiert und zusatzlich Nuklei mit Hoechst 33342 gefarbt. Mit Hilfe des
automatischen invertierten Fluoreszenz-Mikroskops wurden fir jedes Well neun Bilder in 4-facher
VergroRerung angefertigt. Die Nuklei wurden aufgrund morphologischer Eigenschaften (Rundheit
und Umfang) gruppiert und mit Hilfe der Bildanalyse-Software auf die Gesamtintensitat der Hoechst-
Farbung definierter Regionen bezogen. Die damit erhaltenen Daten wurden mittels Excel (Microsoft)

statistisch ausgewertet.

2.6 Fluorescence Activated Cell Sorting

2.6.1 Propidiumiodid-Assay

Fir FACS(fluorescence activated cell sorting)-Experimente wurden adhidrente, von der
C. trachomatis-Infektion geheilte IMRO0E1A-Zellen (siehe 2.1.2.2) und nicht infizierten Kontrollzellen
8 d p.i. mittels Trypsin abgelost, in Medium resuspendiert, bei 340 x g abzentrifugiert (4°C) und
anschliefend in PBS aufgenommen.

Das Verfahren der Propidiumiodid(PI)-Farbung basiert auf dem ausfiihrlichen Protokoll von
Riccardi und Nicoletti [280]. Hierfiir wurden 500 ul der in PBS resuspendierten Zellen mit 4,5 ml
kaltem 70 % (v/v) Ethanol fixiert, gewaschen und fiir 5 min in DNA-Extraktionspuffer inkubiert. Im
Anschluss wurden die Proben erneut abzentrifugiert, in RNase-haltiger PI-Farbel6sung resuspendiert

und lichtgeschiitzt fiir 30 min inkubiert. Nun konnten die Proben mittels FACS analysiert werden.

2.7 Bioinformatische Analysen

Die Auswertung der Rohdaten des DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq Promotor Array
erfolgte mit spezifischen Bioconductor-Paketen (Quelle: http://bioconductor.org/bioclite.R; fir R:
Ringo (biocLite("Ringo")), limma (biocLite("limma")), MEDME (biocLite("MEDME"))). Des Weiteren
wurden die R-Bibliotheken "gplots" und "RColorBrewer" verwendet.

Die mit der Infinum Technologie generierten Methylierungsdaten wurden mit dem
Methylierungs-Modul der GenomeStudio Software (lllumina; basierend auf human Methylation450
15017482 v1.2 manifest) prozessiert. Das Methylierungsniveau jedes CpG-Lokus wurde mit der
Software GenomeStudio (lllumina) kalkuliert. Dabei wird der Grad der Methylierung als B-Wert
definiert (B = Intensitat des methylierten Allels (M) / (Intensitdt des unmethylierten Allels (U) +
Intensitat des methylierten Allels (M) + 100)). Eine weitere Qualitdtskontrolle der Rohdaten erfolgte
mit dem R Programm minfi ("http://bioconductor.org/biocLite.R"; biocLite("minfi")).

Weiterfiihrende Analysen wurden unter Zuhilfenahme folgender Programme moglich: GREAT
(http://bejerano.stanford.edu/great/public/html/index.php) dient der hypergeometrischen Analyse,
um Aussagen Uber cis-regulatorische Regionen zu treffen. Die statistische Signifikanz der
Uberlappung mehrerer Gensets wurde mittels ,http://nemates.org/MA/progs/overlap_stats.html“

ermittelt. Venn-Diagramme wurden mit Hilfe von BioVenny (http://www.cmbi.ru.nl/cdd/biovenn/)
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generiert. Protein-Protein-Interaktionen wurden mit der STRING-Software (http://string-db.org/)
identifiziert. Die  Anreicherung von Genen wurde mittels WEBGESTALT-Software
(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/option.php) ermittelt. Galaxy ermdglichte den Vergleich
groRerer Genomdatensatze (https://main.g2.bx.psu.edu/). Alle Genomanalysen basieren auf dem
humanen Genom hgl8, zu finden im Genombrowser der University of California, Santa Cruz (UCSC,
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=327100171).

2.8 Statistische Analysen

Als Streuungsmal’ wurde der Streuungsfehler SD (Standardabweichung, standard deviation) bzw. SE
(Standardfehler, standard error) berechnet und in Diagrammen als Fehlerbalken gekennzeichnet.
Statistische Signifikanz wurde mittels gepaartem Student’s t-Test bestimmt [281]. Beim Vergleich
mehrerer Bedingungen wurde die einseitige ANOVA(analysis of variance)-Analyse angewandt und
mit dem Tukey-Test (Konfidenzintervall von 95 %) kombiniert [282, 283]. Im Falle der gene
enrichment analysis wurde der Exakte Fisher-Test verwendet [282]. P-Werte unter 0,05 wurde als
signifikant angesehen. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 (*) und p<0,01 festgelegt (**).
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Ergebnisse und Diskussion

3.1 VORWORT

Humanpathogene wie Helicobacter pylori und Chlamydia trachomatis haben vielseitige Strategien
entwickelt, um ihre Replikation und Nahrungszufuhr wirtsassoziiert zu gewahrleisten. Bisher wurde
allerdings kaum Augenmerk auf epigenetische Phianomene im Zusammenhang mit der Wirt-
Pathogen-Interaktion gelegt. Um dieses Forschungsgebiet zu erschliefen, wurden die folgenden
Ansdtze — gegliedert in drei Teile — verfolgt und geben nun Einblick in dieses spannende
Wissenschaftsfeld. Ein Projekt, das im ersten Teil dieser Arbeit prasentiert wird, konzentriert sich auf
Histon-Modifikationen im Kontext der Infektion mit Helicobacter pylori. Ein weiterer Schwerpunkt,
dessen Ergebnisse im zweiten Teil dieser Arbeit dargestellt werden, untersucht unter Verwendung
neuer technologischer Moglichkeiten auf genomweiter Ebene die Verdnderungen der DNA-
Methylierung nach Helicobacter pylori-Infektion. Ein dritter Ansatz widmet sich anhand von
Chlamydia trachomatis den funktionellen Konsequenzen infektionsbedingter genetischer
Veranderungen fir die Wirtszelle und deren Tochtergenerationen. Zusammenfassend tragen alle
drei Teile dazu bei, Wirt-Pathogen-Interaktionen in Bezug auf epigenetische Phdnomene aus

verschiedenen Perspektiven besser zu verstehen.

45



Ergebnisse und Diskussion | Teil |

3.2 Teill: Helicobacter pylori-induzierte Histon-Modifikationen in
Magenepithelzellen und deren Auswirkungen auf Zellzyklus-Regulation
und Wirtszell-Genexpression

Wie bereits in der Einleitung dargestellt ist bekannt, dass Bakterien einen Einfluss auf die
Acetylierung und Phosphorylierung des N-terminalen Abschnitts von Histon H3 und H4 der
Wirtszelle haben [139, 140]. Auffillig jedoch ist, dass sich die meisten bisherigen Studien
ausschlieBlich mit dem Zusammenhang von Histon-Modifikation und Gentranskription beschaftigen.
Auch beschranken sich die beobachteten Modifikationen im Wesentlichen auf die Acetylierung und
Methylierung von Histonen.

Die vorliegende Studie befasst sich hingegen mit der infektionsbedingten Veranderung des
H3S10-Phosphorylierungszustandes sowie des H3K9-Acetylierungsstatus. Die Phosphorylierung und
Acetylierung von Histonen spielt eine Hauptrolle in der Ausbildung der Chromatinstruktur und der
damit verbundenen Genexpression. Die Untersuchung soll kldren, ob diese Moglichkeit der
Einflussnahme auf die Wirtszelle durch H. pylori erfolgt und zu funktionellen Veranderungen,
insbesondere zur Beeinflussung des Zellzyklus fiihrt. Darliber hinaus wird die Beteiligung und der
Einfluss eines funktionstlichtigen T4SSs untersucht, das fiir die Induktion der Expression und
Sekretion proinflammatorischer Zytokine verantwortlich ist und die Translokation des Effektors CagA
in die Wirtszellen vermittelt.

Um weitere Einfllisse von H. pylori auf Komponenten der epigenetischen Landschaft von
Wirtszellen aufzudecken, wird die Rolle von Histondeacetylasen, insbesondere der Klasse ll
Histondeacetylase 9 (histone deacetylase 9, HDAC9), genauer untersucht. Histondeacetylasen
vermitteln die enzymatische Abspaltung von Acetylgruppen an Lysinresten der Histone. Damit sind
sie, im Komplex mit anderen Proteinen, fir die Umstrukturierung des Chromatins von
entscheidender Bedeutung [284, 285]. Von ihnen verursachte Anderungen haben weitreichende

Auswirkungen auf die Transkription von Genen und bewirken deren epigenetische Repression.

3.2.1  Phosphorylierungsstatus von Histon H3 Serin 10

Um den Einfluss des humanpathogenen Bakteriums H. pylori auf die globale Phosphorylierung von
Histonen zu untersuchen, wurden gastrische Magenepithelzellen infiziert und zunachst mit Hilfe von
Immunblotanalysen untersucht. Dabei zeigten Zeitreihenexperimente, dass sich der
Phosphorylierungsstatus des Histon H3 an der Position Serin 10 (pH3510) in AGS-Zellen bedeutend
verdnderte (Abb. 3.2.1). In Abbildung 3.2.1 A wird deutlich, dass bereits nach zweistiindiger Infektion
eine starke Abnahme der H3S10-Phosphorylierung in AGS-Zellen zu verzeichnen ist. Entsprechende
Beobachtungen wurden auch in anderen Zelllinien gemacht. Hier ist die Kinetik der
Dephosphorylierung jedoch zeitlich etwas verschoben. Bei NCI-N87-Zellen wird der Effekt der
H. pylori-induzierten Dephosphorylierung von H3S10 bereits nach zweistiindiger Infektion sehr
deutlich und es kommt, im Vergleich zu AGS-Zellen, erst spater zur Rephosphorylierung (6 h p.i.).

HelLa229-Zellen hingegen zeigen eine vergleichbare Kinetik wie AGS-Zellen. Bei MKN74-Zellen ist die
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Dephosphorylierung erst nach vierstiindiger Infektion auszumachen (Abb. 3.2.1 B). Die Kernaussage
bleibt jedoch in allen verwendeten Zelllinien gleich: H. pylori verursacht eine deutliche Abnahme der
globalen Histon H3-Phosphorylierung. Dieser Effekt ist transient und die Phosphorylierung von
H3S10 steigt zu spateren Zeitpunkten der Infektion (5-6 h p.i.) wieder an. Diese Beobachtung gleicht
im Wesentlichen den Ergebnissen einer Studie, welche mit anderen Humanpathogenen
durchgefihrt und in der gezeigt wurde, dass eine globale Dephosphorylierung von H3 durch die
Toxine der CDC(cholesterol-dependent cytolysine)-Familie verursacht wird und mit der Repression

von Immungenen des Wirts korreliert [141].
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Abbildung 3.2.1 | Immunblotanalyse der H3510-Dephosphorylierung in H. pylori-infizierten Zellen. (A) AGS-
Zellen und weitere Epithelzelllinien wie (B) NCI-N87, HelLa229 und MKN-74 wurden zu ausgewdhlten
Zeitpunkten von 1 bis 8 h nach Infektion mit H. pylori (P12, MOI 100) untersucht. Der Nachweis des
Phosphorylierungszustandes von H3510 erfolgte per Immunblot unter Verwendung eines phosphospezifischen
Antikoérpers gegen H3S10. Die H. pylori-induzierte Dephosphorylierung von H3S10 ist nicht auf AGS-Zellen
beschrankt, sondern findet auch in anderen Epithelzelllinien statt.

3.2.2 Phosphorylierung von Histon H3 Serin 10 und Mitose

Histon H3 ist wahrend der Mitose spezifisch phosphoryliert. Die Phosphorylierung von H3S510 steigt
in der Interphase und G2-Phase des Zellzyklus an. In der spaten Anaphase setzt die stufenweise
Dephosphorylierung ein, die bis zur Dekondensation der Chromosomen — mit Abschluss der
Telophase — abnimmt [286]. Daher zahlt pH3S10 als mitotischer Marker. Dieser Sachverhalt fiihrt zu
der Frage, ob der beobachteten H3S10-Dephosphorylierung ein Zellzyklus-abhangiger Effekt
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zugrunde liegt, welcher durch eine H. pylori-induzierten Zellzyklusverzégerung hervorgerufen wird,
indem das Bakterium voriibergehend das Eintreten von Zellen in die mitotische Phase verhindert.

Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden infizierte Zellen in Immunfluoreszenz-Experimenten
mit Antikorpern spezifisch gegen pH3S10 und Zyklin B1 gefarbt. Fiir diese Versuche wurde der
Zeitpunkt 2 h p.i. gewahlt, da hier die infektionsbedingte Abnahme der Phosphorylierung besonders
deutlich und konsistent war (siehe auch Abb. 3.2.1 A). Auch Zyklin B1 ist ein Zellzyklusmarker.
Inaktive Zyklin B1/CDC2-Komplexe akkumulieren wahrend der spaten S- und frilhen G2-Phase des
Zellzyklus im Zytoplasma. Nach Beendigung der DNA-Synthese wird der Komplex u.a. durch die
Protein-Phosphatase = CDC25 aktiviert. Der aktive Proteinkomplex besteht aus der
dephosphorylierten Form der cyclin-dependent kinase CDK1, auch CDC2 genannt, und
phosphoryliertem Zyklin B1 als regulatorische Untereinheit. In der frihen Mitose transloziert der
Zyklin B1/CDC2-Komplex in den Zellkern, wo er bis zum Metaphase/Anaphase-Ubergang aktiv bleibt.
Der anschlieBende Abbauprozess signalisiert das Ende der Mitose. Die differenzielle Expression und
Translokation von Zyklin B1 ermoglicht die gezielte Analyse der Zellzyklusphasen.

Durch den Abgleich der Immunfluoreszenz-Farbung von pH3S10-positiven Nuklei (griin, FITC) mit
Zyklin B1-positiven Nuklei (rot, Cy3) war es moglich, die Abhangigkeit zwischen infektionsinduzierter
Dephosphorylierung und Mitose zu bestimmen. Die konfokale Mikroskopie verdeutlicht die
Anwesenheit sowie nukledre Lokalisation des pH3S10 in der Telophase und friilhen Anaphase der
Mitose nicht infizierter Zellen (Abb. 3.2.2B). Mit der Infektion (2h p.i) nimmt der
Phosphorylierungszustand von H3S10 ab, das in der G2- und Prophase stark phosphoryliert ist. Des
Weiteren verdeutlicht der Immunfluoreszenz-Assay, dass die Anzahl der pH3S10-positiven Nuklei
infektionsabhangig abnimmt (Abb. 3.2.2 A). Parallel dazu kann das abnehmende Niveau des Mitose-
Markers Zyklin B1 beobachtet werden. Die mikrobielle Infektion verursacht demnach einen
Zellzyklusarrest, der mit der Abnahme von Zyklin B1 einhergeht. Die Blockade der Mitose verhindert
die zunehmende Zyklin B1-Expression im Verlauf der S-Phase.

Zur Quantifizierung dieser Beobachtung wurde ein Immunfluoreszenz-Assay mittels
automatisierter Mikroskopie etabliert und somit die Anzahl der pH3S10-positiven Nuklei vor und
nach Infektion ermittelt (Abb. 3.2.2 C und D). Erwartungsgemafl war die Anzahl der pH3S10-
positiven Nuklei in AGS-Zellen 2 h nach H. pylori-Infektion bis zu 75 % reduziert (Abb. 3.2.3 C). Diese
drastische Reduktion der Phosphorylierung wurde auch bei Infektion mit VacA- und CagA-Mutanten
beobachtet, wohingegen die cagPAl-Mutante diesen Phanotyp nur schwach zeigt (durchschnittliche
Reduktion von 35 %). Zum Zeitpunkt 6 h p.i. ist der Anteil pH3S10-positiver Nuklei wieder nahezu auf
dem Niveau nicht infizierter Zellen. Die Ergebnisse des Immunfluoreszenz-Assays bestatigen damit
die bisherigen Beobachtungen: H. pylori verursacht eine transiente Pathogenitatsinsel-abhangige
Dephosphorylierung von Histon H3 an Position Serin 10.

In Abbildung 3.2.2 A zeigen pH3S10-positive Nuklei auch eine Zyklin B1-Farbung. Entsprechend
reduziert die Infektion mit H. pylori nicht nur die Anzahl der pH3S10-positiven Signale, sondern auch
die Anzahl der Zyklin B1-positiven Nuklei (Abb. 3.2.3 D). Das deutet darauf hin, dass H. pylori die

Zellzyklusabfolge in der mitotischen Phase behindert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
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anderen Studien, die Uber H. pylori-induzierten G1/S- und G2/M-Zellzyklusarrest berichten [187,
287-290].

Mit Hilfe des Immunfluoreszenz-Assays konnte gezeigt werden, dass es nicht zu einer generellen
Abnahme der Histone H3-Phosphorylierung kommt, sondern der Effekt durch eine deutliche
Reduktion der Anzahl pH3S10-positiver Nuklei nach H. pylori-Infektion bedingt ist. Dies wird durch
einen Pathogen-induzierten Arrest des Zellzyklus verursacht.
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Abbildung 3.2.2 | Anwesenheit und nukledre Verteilung von pH3510 und Zyklin B1 sowie Korrelation
zwischen H. pylori-induzierter pH3S10-Abnahme und Reduktion mitotischer Zellen. (A) Immunfluoreszenz-
Mikroskopie: reprasentative Abbildungen zeigen pH3S10-positive (griin) oder Zyklin B1-positive (roten) Nuklei.
Oben: nicht infizierte (NI) AGS-Zellen. Unten: H. pylori P12-Infektion von AGS-Zellen (2 h p.i.). (B) Konfokale
Mikroskopie: reprasentative Abbildungen zeigen pH3S10 (rot) und dessen nukledre Lokalisation. In nicht
infizierten AGS-Zellen gibt es insgesamt mehr mitotische Nuklei als in infizierten Zellen. Die beiden Bilder zur
linken Seite (erste Spalte) zeigen Uberblicksaufnahmen nicht infizierter (oben) und infizierter Zellen (unten).
Die Abbildungen der zweiten und dritten Spalte stellen VergroRerungen mitotischer, pH3S10-positiver Zellen
dar. In der zweiten Spalte oben ist die Telophase, in der dritten Spalte oben die Anaphase der Mitose zu
erkennen. In der unteren Spalte ist die spate Telophase und Prophase der Mitose zu erkennen [Mitarbeit von
CRE]. (C, D) Analyse der automatisierten Immunfluoreszenz-Mikroskopie: prozentualer Anteil von pH3S10-
positiven (C) und pH3S10- und Zyklin B1-positiven Nuklei (D) in AGS-Zellen nach Infektion. Die Angaben sind
relativ zu positiven Nuklei in nicht infizierten (NI) AGS-Zellen. Zwei H. pylori-Wildtypstimme (P1, P12) sowie
drei Mutanten-Stamme (AvacA, AcagA, und AcagPAl) wurden eingesetzt. Die Werte basieren auf Bildern,
welche mit Hilfe des automatischen Mikroskopsystems Scan”R (Olympus) aufgenommen und mittels Scan”R
Software (Olympus) weiterverarbeitet wurden. Die Daten reprasentieren Mittelwert und Standardabweichung
(SD) von drei unabhangigen Experimenten [Mitarbeit von CRE].

49



Ergebnisse und Diskussion | Teil |

3.2.3 Zellzyklusarrest

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Zellzyklus und Histon-Modifikationen
wurde ein Zellzyklusarrest induziert, der die H. pylori-Infektion imitieren soll. Dazu wurden AGS-
Zellen zwei Tage lang in RPMI-Medium mit 0,5 % FCS inkubiert, um den Zellzyklus der Wirtszellen zu
synchronisieren. Im Weiteren wurde der Effekt chemischer Zellzyklusinhibitoren auf den
Phosphorylierungsstatus von Histon H3 untersucht (Abb. 3.2.3). Aphidicolin, ein DNA-Polymerase a-
Inhibitor, sowie der DNA Topoisomerase |-Inhibitor Camptothecin verursachen eine Arrest in der
friilhen S-Phase des Zellzyklus. Im Gegensatz dazu fihren das Mikrotubuli-stabilisierende Paclitaxel
und der Mikrotubuli-Inhibitor Vinblastin zu einem G2/M-Arrest. Die Versuche zeigen, dass Zellen
nach Behandlung mit Aphidicolin oder Camptothecin keine detektierbare H3S10-Phosphorylierung
mehr aufweisen. Im Gegensatz dazu verursacht ein Arrest in der Mitose, ausgelost durch Paclitaxel
oder Vinblastin, einen starken Anstieg des pH3S10- und des pH3T3-Niveaus. Der
Phosporylierungsstatus von Histon H3 an Serin 28 bleibt hingegen unverandert. Es kann also
angenommen werden, dass chemischen Inhibitoren, die den H. pylori-induzierten Zellzyklusarrest

vor dem G2/M-Checkpoint imitieren, zu einer Reduktion mitotischer Zellen fiihren.
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Abbildung 3.2.3 | Eine chemisch induzierte Blockade des Zellzyklus imitiert den Effekt von H. pylori auf die
Phosphorylierung von H3S10. Um den Zellzyklus zu blockieren, wurden die Zellen fir 13 h in serumfreiem
Medium angereichert, mit Aphidicolin oder Camptothecin (beide G1/S-Arrest), Vinblastin oder Paclitaxel
(beide G2/M-Arrest) in einer Verdinnung von 10™ (HCS211, Millipore) inkubiert. (A) pH3S10, pH3T3 und
pH3S28 wurde mittels Immunblot analysiert. Zur Verdinnung der Inhibitoren wurde DMSO verwendet und
dient damit als Kontrolle. Unbehandelte Zellen wurden mit UT (untreated) markiert.

3.2.4 Phosphorylierungsstatus von Histon H3 Threonin 3, Threonin 11 und Serin 28

Es ist nicht nur von H3S10 bekannt, dass es wahrend der Mitose phosphoryliert wird; auch die
Histonreste Threonin 3, Threonin 11 und Serin 28 kénnen diesem Prozess unterliegen. GréRtenteils
schlecht verstanden ist die molekulare Funktion dieser phosphorylierten Aminosauren. Einige von
ihnen erhalten ihre Bedeutung erst in Kombination mit anderen Histonmarkierungen in einem
bestimmten Chromatin-Kontext [291].
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Da H. pylori den Eintritt in die Mitose der Wirtszelle unterdruckt, kann man davon ausgehen, dass
auch anderen Phosphorylierungsstellen Veranderungen unterworfen sind, dhnlich wie es flir H3S10
beobachtet wurde. Um dies zu untersuchen, wurden erneut Immunblotexperimente durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich fiir H3T3 eine starke Abnahme der Phosphorylierung zwei Stunden nach Infektion,
dhnlich wie es bei pH3S10 beobachtet werden konnte (Abb. 3.2.4). Der Effekt ist bis zu vier Stunden
nach Infektion deutlich erkennbar, verringert sich allerdings mit der Zeit. Im Gegensatz dazu war
eine Dephosphorylierung an Threonin 11 nur sehr schwach auszumachen. Bei der Phosphorylierung
von H3S28 konnte kein Unterschied zwischen Infektion und Kontrolle beobachtet werden (Abb.
3.2.4).
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Abbildung 3.2.4 | Immunblotanalysen zeigen die Dephosphorylierung von H3T3, nicht aber von H3T11 und
H3S28 in H. pylori-infizierten Zellen. Zeitreihenexperimente mit H. pylori -infizierten AGS-Zellen (P12,
MOI 100) verdeutlicht eine drastische Abnahme der H3T3-Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu kommt es
infektionsbedingt nur zu einer schwachen Abnahme des pH3T11-Niveaus; keine Verdnderung konnte beim
Phosphorylierungsstatus von H3528 festgestellt werden. B-Aktin dient in allen Experimenten als Ladekontrolle.

3.2.5 Rolle der mitotischen Histonkinase VRK1

Die vorangegangene Beobachtung der deutlichen H3S10- und H3T3-Phosphorylierung wahrend der
H. pylori-Infektion legte nahe, dass eine Wirtszellkinase infektionsabhangig reguliert wird. Es sind
einige Kinasen bekannt, die in der mitotischen Regulation von Histon 3 involviert sind; dazu zdhlen
Aurora A und B, Haspin, Pakl, DIk/Zip und die vaccinia-related kinase VRK 1 und 2 [292]. Nur zwei
von ihnen sind an der Phosphorylierung von Serin 10 beteiligt: Arora A bzw. B sowie VRK1, wobei
alleinig VRK1 dazu in der Lage ist, auch Threonin 3 zu modifizieren [292]. Folglich wurde im Weiteren
die Rolle von VRK1 in H. pylori-infizierten Epithelzellen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass das
VRK1-Proteinlevel Uber einen Infektionszeitraum von 8 h nicht beeinflusst wurde (Abb. 3.2.5A).
Allerdings zeigte ein in vitro-Kinase-Aktivitatsassay, dass immunprazipitiertes VRK1 aus infizierten
AGS-Zellen im Vergleich zu nicht infizierten Zellen eine Aktivitatsreduktion um etwa 40 % aufweist
(Abb. 3.2.5 B).
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Abbildung 3.2.5 | Immunblotanalysen zeigen eine Abnahme der VRK1-Kinaseaktivitit, nicht jedoch der
Proteinmenge nach H. pylori-Infektion. (A) Die VRK1-Gesamtproteinmenge in nicht infizierten (NI) und
H. pylori-infizierten  (Hpy) AGS-Zellen wurde mittels Immunblot untersucht. Im dargestellten
Infektionszeitraum konnte keine Anderung beobachtet werden. (B) Die Kinaseaktivitdt von VRK1 wurde nach
VRK1-Immunprazipitation mittels Kinase-Aktivitdtsassay bestimmt, indem rekombinantes Histon H3 als
Substrat verwendet wurde. Phosphoryliertes H3 (pH3) dient der Quantifizierung, VRK1 als Ladekontrolle. Die
Intensitdaten der Banden wurde mit Hilfe der Software Imagel (NIH) ermittelt und zeigt eine Abnahme der
VRK1-Kinaseaktivitdt nach H. pylori-Infektion [LFF]. Die dargestellten Blots sind reprdsentativ fiir zwei
unabhangige Experimente.

3.2.6 Erhohte HDAC9- und CLDNz1-Expression

Zur globalen Untersuchung der Wirtszellantwort — in Hinblick auf Verdnderungen der
Gentranskription als Folge der epigenetischen Repression — wurden humane Genexpressions-
microarrays (whole human genome 4x44K microarray, Agilent Technologies) hybridisiert und das
Transkriptom infizierter MKN74-Zellen mit nicht infizierten Zellen verglichen. Von allen
Histondeacetylasen zeigte HDAC9 eine signifikant erhdhte Transkriptmenge post infectionem (Tab.
3.2.6 und Abb. 3.2.6). Auch das durch HDAC regulierte Transkript Claudin-1 [293] lag in infizierten

Zellen signifikant erhoht vor.

Tabelle 3.2.6 | Humane Expressionsmicroarray-Daten (whole human genome 4x44K microarray, Agilent
Technologies) der Genprodukte HDAC9 und CLDN1 nach H. pylori-Infektion (P12, 24 h p.i.,, MOI 100) in
MKN74-Zellen. Angegeben ist die x-fache Verdnderung (fold change) der mRNA-Menge in Bezug zu nicht
infizierten Kontrollzellen und deren Signifikanzniveau (p-Wert) zweier unabhangiger biologischer Replikate.

Gen NCBI-Zugangsnummer Experiment 1 Experiment 2
| | fold change p-Wert | fold change p-Wert
HDAC9 | NM_058176 15,91 1,01E-29 14,92 4,61E-22
NM_014707 31,20 1,26E-44 23,07 4,58E-34
NM_058177 7,96 1,62E-18 11,02 2,17E-06
NM_178423 23,51 0,00E+00 18,65 0,00E+00
CLDN1 NM_021101 8,94 4,18E-31 7,29 2,30E-43
NM_021101 3,46 8,57E-18 4,50 1,40E-44
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Zur Validierung der Daten des Expressionsmicroarrays wurden HDAC9-spezifische gRT-PCR-
Analysen durchgefiihrt, die ebenso drastische Anstiege der HDAC9-mRNA nach H. pylori-Infektion in
MKN74-Zellen zeigten (Abb. 3.2.6).
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Abbildung 3.2.6 | Quantitative RT-PCR-Daten machen eine starke Erhéhung der HDAC9-Expression nach
H. pylori-Infektion in MKN74-Zellen deutlich. MKN74-Zellen wurden fiir 24 h mit H. pylori (P12, MOI 50) unter
serumfreien Bedingungen infiziert, RNA extrahiert und qRT-PCR-Analysen spezifisch fiir HDAC9 durchgefiihrt.
Im Diagramm dargestellt ist die relative x-fache Verdnderung bezogen auf nicht infizierte Zellen (NI) dreier
unabhéangiger biologischer Experimente und deren Standardfehler (SE).

3.2.7 Deacetylierung von Histon H3 Lysin g9

Die Funktion von HDAC9 ist die NAD(Nicotinamidadenindinukleotid)-abhadngige Deacetylierung von
Histon H3 Lysin 14 und Lysin9 sowie Histon H4 Lysin16 [91, 294, 295]. Daher wurden
Modifikationen dieser Reste mit Hilfe von Immunblots genauer untersucht. Auch die Acetylierung
und Methylierung von Histonresten kann einen Effekt auf die Chromatinkonformation haben, indem
die zunehmende negative Ladung die Bindungsstarke von Histonen und DNA herabsetzt.

Die Ergebnisse zeigen eine bedeutsame Abnahme der Acetylierung von Histon H3 an Position
Lysin 9 (Abb. 3.2.7), wohingegen die Methylierung dieses Histonrests zum gleichen Zeitpunkt kaum
verandert ist (Daten nicht gezeigt). MKN74-Zellen weisen 24 h p.i. eine starken Abnahme des
Acetylierungslevels auf die Halfte des Normalniveaus auf (Abb. 3.2.7 B). Betrachtet man weitere
mogliche Modifikationen — Acetylierung von H3K14 und H4K16 — werden unter gleichen

experimentellen Bedingungen keine Anderungen deutlich (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.2.7 | Immunblots zeigen in Langzeitinfektionen mit H. pylori eine H3K9-Deacetylierung. Die
Immunblotquantifizierung nicht infizierter und H. pylori-infizierter (P12, 24 h p.i.,, MOl 50) MKN74-Zellen
erfolgte mittels AIDA-Software. Die spezifische Signalintensitat von aH3K9 wurde auf B-Aktin normalisiert und
der Mittelwert und Standardfehler (SE) von vier biologischen Replikaten ermittelt.
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3.2.8 Typ-IV-Sekretionssystem- und CagA-abhangige HDACg-Expression

HDAC9 ist durch die Infektion mit H. pylori stark hoch reguliert. Interessanterweise ist die H3K9-
Acetylierung abhadngig vom Vorhandensein der H. pylori-Pathogenitatsinsel PAIl (T4SS) und dem
Effektorprotein CagA (Abb. 3.2.9 A). Ergebnisse der quantitativen RT-PCR-Analyse der HDACY-
Expression erganzen diese Beobachtung: Die mit dem H. pylori-Wildtyp infizierten Zellen weisen im
Vergleich zu cagA- und PAI-Mutanten eine stark erhéhte HDAC9-Expression auf (Abb. 3.3.4 B). Nach
Infektion mit der H. pylori VacA-Mutante werden im Vergleich zur Wildtyp-Infektion erhéhte mRNA-
Transkriptlevel von HDAC9 detektiert (Abb. 3.2.9 B). Auch dies korreliert mit einer im Vergleich zur
Wildtyp-Infektion nochmals reduzierten Acetylierung von H3K9 (Abb. 3.2.9 A). Lediglich die Infektion
mit der H. pylori CagL-Mutante unterstltzt die Hypothese eines funktionellen Zusammenhangs
zwischen H3K9-Acetylierung und HDAC9-Expression nicht.
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Abbildung 3.2.8 | Quantifizierung von H3K9-Acetylierung und HDAC9-Expression nach Infektion von
Epithelzellen mit H. pylori-Wildtyp und diversen Mutanten. Der H. pylori-Stamm P12 und dessen
Mutantenstamme AcagA, APAI, AvacA und Acagl wurden bei der Infektion von MKN74-Zellen eingesetzt
(24 h p.i., MOI 25). (A) Quantifizierung der H3K9-Acetylierung: Die Daten wurden auf B-Aktin normalisiert und
zeigen den Mittelwert dreier biologischer Replikate mit Standardfehler (SE) und Signifikanzniveau (** p<0,01).
(B) HDAC9-Expressionslevel wurden mittels gRT-PCR quantifiziert und auf GAPDH normalisiert. Die Daten
prasentieren die relative x-fache Veranderung von HDAC9 normalisiert auf mRNA-Expressionslevel in H. pylori-
Wildtyp(WT)-infizierten und nicht infizierten (NI) MKN74-Zellen. Die Analyse zeigt die Ergebnisse von drei
unabhangigen Experimenten mit Standardfehler (SE) und Signifikanzniveau (* p<0,05 / ** p<0,01).

3.2.9 HDACg-abhangige Claudin-1-Expression

Um die Auswirkung der erhohten HDAC9-Expression auf die Regulation spezifischer Gene zu
untersuchen, wurde die Expression von Claudin-1 (CLDN1) genauer betrachtet. Dieses Gen zeigte im
Expressionsmicroarray eine 10-fach erhohte Transkription im Vergleich zu nicht infizierten
Kontrollzellen (Tab. 3.2.6). Claudin-1 wurde bereits von Krishnan et al. als Gen beschrieben, welches
durch HDACs reguliert wird [293]. Diese Auffalligkeit sowie die Genfunktion als integrales
Membranprotein und Komponente der zelluldren tight junctions machen es zu einem interessanten

Untersuchungsobjekt wahrend der H. pylori-Infektion. Claudine sind unter anderem fir die Zell-Zell-
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Adhdsion in epithelialen oder endothelialen Zellschichten verantwortlich, die charakteristischer-
weise durch H. pylori aufgeldst werden und die Zellelongation und Migration infizierter Epithelzellen
in vitro unterstiitzen [296].

Zur Uberpriifung der Expressionsmicroarraydaten wurden CLDNI-mRNA in nicht infizierten und
H. pylori-infizierten (MOI 50) MKN74-Zellen quantifiziert. In diesem Zusammenhang wurde die Rolle
zelleigener HDACs mittels Trichostatin A(TSA)-Behandlung kontrolliert. TSA inhibiert selektiv HDACs
der Klasse | und Il in Sdugetierzellen, nicht aber HDACs der Klasse IV oder Sirtuine. Der pan-Inhibitor
TSA hemmt u.a. HDAC9 besonders stark [105].

Quantitative RT-PCR-Analysen bestatigen die Hochregulation der CLDNI-mRNA in infizierten
Zellen; diese wird jedoch durch TSA-Behandlung nahezu auf das Expressionsniveau uninfizierter
Zellen reduziert (Abb. 3.2.9 A). Aus dieser TSA-abhangigen, signifikanten Reduktion kann geschlossen
werden, dass sich Histondeacetylasen der Klasse | und/oder Il aktivierend auf die Expression von
Claudin-1 auswirken. Wie bereits gezeigt ist HDAC9, eine Histondeacetylase der Klasse Il, verstarkt in
H. pylori-infizierten Epithelzellen exprimiert. Folglich zeigt die siRNA-vermittelte HDAC9-Depletion
den gleichen Effekt: die H. pylori-vermittelte Hochregulation der CLDN1-mRNA ist nach knockdown
von HDAC9 aufgehoben (Abb. 3.2.9 B). Dies deutet darauf hin, dass die CLDNI-Transkription direkt

vom Vorhandensein von HDAC9 abhangig ist.
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Abbildung 3.2.9 | Abnehmende CLDN1-Expression nach HDAC-Inhibition bzw. HDAC9 knockdown. CLDN1-
mMRNA-Level in nicht infizierten (-) und H. pylori-infizierten (+) MKN74-Zellen (P12, 24 h p.i., MOI 50). Isolierte
mRNA wurde mittels gRT-PCR quantifiziert, auf GAPDH normalisiert und relativ zur nicht infizierten Kontrolle
dargestellt. (A) HDAC-Inhibition mit 5 mM TSA fiir 24 h (+) hat die signifikante Abnahme der CLDN1-Expression,
im Vergleich zur unbehandelten (-) Infektion, zur Folge. Die Balken prdsentieren den Mittelwert aus vier
biologischen Replikaten und deren Standardfehler (SE) und Signifikanzniveau (** p<0,01). (B) Spezifische
HDAC9-Depletion mittels siRNA-Transfektion verursacht, im Vergleich zur Kontroll-siRNA (AllStars, Qiagen) die
reduzierte CLDN1-Expression in MKN74-Zellen. Die Balken geben den Mittelwert zweier biologischen Replikate
und deren Standardfehler (SE) wieder.
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3.3 Diskussion: Teil |

Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das humane Magenpathogen H. pylori
einen starken Einfluss auf die Histon-Modifikationen der Wirtszelle auslibt. Nach Infektion kommt es
in gastrischen epithelialen Zelllinien sowohl zur Umgestaltung der Phosphorylierungskonformation
von H3S10 und H3T3, als auch zur Deacetylierung von H3K9. Die starke globale Abnahme der H3510-
Phosphorylierung konnte auf einen transienten H. pylori-induzierten Zellzyklusarrest zuriickgefiihrt
und in Abhdngigkeit eines funktionstlichtigen T4SS beobachtet werden. Die ebenfalls von der
Pathogenitatsinsel PAI (T4SS) und dem Effektorprotein CagA abhangige Deacetylierung konnte mit
der gesteigerten transkriptionellen Aktivitdt von HDAC9 assoziiert werden. HDAC9 wiederrum ist

essentiell fir die H. pylori-bedingte erhdhte Expression von Claudin-1.

Diese bereits 2008 in Teilen veroffentlichten Daten [297] konnten von Ding et al. im Jahr 2010
bestatigt werden [298]. Auch in der nachfolgenden Studie wurde gezeigt, dass H. pylori eine cagPAlI-
abhingige H3S510-Dephosphorylierung induziert. Jedoch wird die Modifikation zuséatzlich in
Zusammenhang mit der Transkriptionskontrolle von Genen gebracht und ein biphasischer Effekt
postuliert, der einerseits den Zellzyklus, andererseits die Gentranskription beeinflusst. So fanden
Ding et al. eine infektionsbedingt zunehmende mMRNA-Menge und Phosphorylierung des
Protoonkogens c-Jun sowie eine reduzierte HSP70(70 kDa heat shock protein)-Transkription und
interpretierten dies als pH3S10-abhangige Genexpression. AuBerdem fanden sie H3K23 deacetyliert,
H3K9 jedoch unverdndert. Dies steht im Gegensatz zu den in dieser Arbeit vorgestellten
Beobachtungen. Eine Erklarung hierfiir ist moglicherweise die Verwendung einer anderen Zelllinie.
Auch der genaue Zeitpunkt der Infektion ist nicht angegeben, sodass anzunehmen ist, dass eine
Anpassung der Infektionsdauer zu dhnlichen Resultaten in AGS-Zellen fiihrt.

Die in dieser Arbeit beobachtete Dephosphorylierung entspricht Studien mit anderen
Humanpathogenen. So konnten Hamon und Kollegen beobachten, dass eine Infektion mit dem
intrazelluldren  gram-positiven  Pathogen Listeria monocytogenes zu einer drastischen
Dephosphorylierung von H3S10 sowie zur globalen Deacetylierung von H4 fihrt [141]. Dafir
konnten sie das bakterielle Toxin Listeriolysin verantwortlich machen. Interessanterweise kdnnen
auch andere Toxine der CDC-Familie wie Perfringolysin von Clostridium perfringens und Pneumolysin
von Streptococcus pneumoniae ahnliche Effekte hervorrufen [141]. Histon-Modifikationen und
Chromatin-Umgestaltung wird auch von Mycobacterium tuberculosis-Infektionen initiiert. Hier
konnte ein 19 kDa Lipoprotein charakterisiert werden, dass die IFN-y-induzierte Umgestaltung des
Chromatins wichtiger Gene der Signaltransduktion und immunologisch wirksamer Gene inhibiert
[299]. Teilweise kann damit die Persistenz chronischer Tuberkulose-Infektionen erklart werden. Auch
das Diarrho-auslosende Bakterium Shigella flexneri sekretiert mit Hilfe seines T3SS den Effektor
OspF, der eine Phosphothreoninlyase-Aktivitat aufweist [300, 301]. Damit tragt OspF zur Repression
von NF-kB-regulierten Genen durch Blockade der Histon H3-Phosphorylierung bei, was den Zugang
von Transkriptionsfaktoren zum Chromatin behindert [302].

Des Weiteren wird das Listeria nuclear targeted protein A (LntA) von Listeria monocytogenes in

Epithelzellen des Wirtes sekretiert und dringt in deren Nukleus ein. Dort verhindert es die Bindung

56



Ergebnisse und Diskussion | Teil |

des Heterochromatin-Proteins BAHD1 (bromo adjacent homology domain containing 1) an den
Promotor von Interferon-stimulierenden Genen, deren Expression durch den transkriptionellen
Repressor gesteigert wird [303]. Auch ein bakterieller Effektor wurde beschrieben, dessen direktes
Ziel Saugetier-Histone sind. So weist C. trachomatis Imitate Chromatin-verdndernder Enzyme auf,
welche direkt Histon-Modifikationen verursachen. Der T3SS-sekretierte Effektor NUE (nuclear
effector) tritt in den Nukleus ein, assoziiert mit Chromatin und methyliert dort die Histone H2B, H3
und H4 [304]. Wie bei anderen Pathogenen kodiert auch das Genom von C. pneumoniae fiir ein SET-
Domanen-Protein, welches als Lysin-Methyltransferase nicht nur chlamydiale Histone methyliert,

sondern auch in vitro mit murinem Histon H3 interagiert [305].

Handelt es sich bei den Phianomenen der bakteriell induzierten Deacetylierung,
Dephosphorylierung und Methylierung von Histonen um eine allgemeingiiltige Strategie von sowohl
extra- als auch intrazellularen Bakterien, um die Wirtszellantwort zu stéren und die Pathogenitat zu
modulieren? Vergleiche bakterieller Organismen legen diese Schlussfolgerung nahe, dennoch kann
zum jetzigen Zeitpunkt keine allgemeingiiltige Aussage getroffen werden. Generell stehen
pathogene Organismen — ob Bakterien, Protozoa oder Pilze — unter dem stdndigen Druck, der
Wirtszellabwehr zu entgehen. Hier spielt die antigene Variation eine entscheidende Rolle in der
Immunevasion [306]. Chromatin-Modifikationen der Wirtszelle haben den Vorteil, dass sie reversibel
und schnell sind. Dadurch erméglichen sie die Reaktion auf sich verdandernde Umweltbedingungen.
Fir Protozoen wie Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii oder Trypanosoma brucei ist ein
Zusammenhang zwischen antigener Varianz und Virulenz einerseits und Histon-Modifikationen
andererseits nachgewiesen [307-309]. Auch pathogene Pilze wie Candida albicans kénnen Uber
Verdanderungen des Histon-Modifikationsstatus, beispielsweise lber Histon-modifizierende Enzyme

wie HDACs und HATs, Virulenz und antigene Varianz verandern [310, 311].

Bisher konnte kein Zusammenhang zwischen bakterieninduzierten Histon-Modifikationen und
der Regulation des Wirts-Zellzyklus hergestellt werden. Nichtsdestotrotz konnte bereits eine
Verknlipfung zwischen bakteriellen Toxinen und Zellzyklusabfolge beschrieben werden [312].

H. pylori ist daflir bekannt, den Zellzyklus der infizierten Zelle zu beeinflussen. So wurden
Verzégerungen sowohl im G1/S- [287], als auch im G2/M-Stadium beobachtet [313]. Die Ergebnisse
der hier vorliegenden Untersuchung unterstiitzen die Hypothese, dass in Wirtszellen ein H. pylori-
induzierter G2/M-Arrest stattfindet. Eine Verzégerung im Zellzyklus, die noch vor dem Eintritt des
G2/M-Ubergangs stattfindet, blockiert den Eintritt in die Mitose und verhindert damit die
Phosphorylierung von H3510 und H3T3 durch mitotische Histonkinasen. Die Phosphorylierung von
Histon H3, insbesondere an Serin 10, scheint entscheidend fiir den Fortgang der Mitose zu sein, da
dies in Sdaugerzellen die spate G2-Phase initiiert. Ausgehend von der Perizentromer-Region breitet
sich die Phosphorylierung tber die sich kondensierenden Chromosomenarme aus [314, 315].

Ein weiteres Indiz fir einen G2/M-Arrest ist die zytoplasmatische Zyklin B1-Akkumulation, welche
zwei Stunden nach Infektion beobachtet wurde. Zyklin B1 ist ein Schlisselprotein der
Zellzyklusregulation. Der Zyklin B1/CDC2-Komplex ist bereits an frilhen Ereignissen der Mitose
(Chromosomenkondensation, Zellkernhiillenabbau und Spindelaufbau) beteiligt. Im Komplex mit
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CDC25C akkumuliert er wahrend der spaten S- und friilhen G2-Phase des Zellzyklus im Zytoplasma.
Mit dem Abschluss der DNA-Synthese dirigiert die Phosphatase CDC25C den Komplex aktiv zum
G2/M-Ubergang, was zur nuklearen Translokation des Zyklin B1/CDC2-Komplex in der friihen
M-Phase flihrt [316]. Die Akkumulation von Zyklin B1 im Zytoplasma spricht somit fiir einen H. pylori-
induzierten G2-Arrest. Ein Grund fir die Nicht-Initiation des Zyklin B1/CDC2-Komplexes ist der Effekt
von H. pylori auf CDC25C: das Transkript- und Proteinlevel dieser Phosphatase ist genau zu dem
Infektionszeitpunkt deutlich reduziert (Daten nicht gezeigt [297]), bei dem auch die zytoplasmatische
Zyklin B1-Akkumulation auftritt.

Verschiedene Mechanismen der transkriptionellen Repression von CDC25C sind hier vorstellbar.
Beispielsweise konnte H. pylori die folgenden Transkriptionsfaktoren direkt regulieren, deren
Bindestellen upstream vom CDC25C-Promotor liegen: NF-Y (nuclear transcription factor Y), Spl
und/oder p53 [317]. In diesem Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass CDC25C ein direktes Ziel
des Transkriptionsfaktors p53 darstellt und von diesem reprimiert wird [318].

Wie bereits erwahnt wurde in friiheren Studien gezeigt, dass eine Infektion mit H. pylori den
G2/M-Ubergang im Zellzyklus inhibiert und damit eine Reduktion der Zellteilungsrate gastrischer
Epithelzellen verursacht [288]. Dieser G2/M-Aufschub konnte mit der reduzierten Aktivitat der CDC2-
Kinase assoziiert werden. Des Weiteren erfordert der H. pylori-induzierte G2/M-Arrest direkten
Kontakt von Bakterium und Wirtszelle, wie er auch in der hier vorliegenden Studie beobachtet
wurde. Die Abhangigkeit der pH3S10-Abnahme vom T4SS selbst steht im Einklang mit aktuellen
Publikationen [288].

Um den Ablauf des Zellzyklus beim Ubergang von der G2- zur M-Phase zu unterbrechen, ist
wahrscheinlich eine erfolgreiche Insertion des T4SS-Apparates in die Wirtszellmembran erforderlich.
Bisher war es nicht moglich, den zugrunde liegenden Mechanismus genau aufzuklaren. Vorstellbar
ist die Wirkung des Effektorproteins CagA, das bei der Infektion in die Wirtszelle transloziert wird.
Die Aktivierung des Wirtszellrezeptor Integrin a5B1 durch das T4SS von H. pylori [319] scheint dabei
jedoch keine Rolle zu spielen. Vorldufige, nicht gezeigte Experimente, bei denen AGS-Zellen mit anti-
Integrin a5B1-Antikorper stimuliert wurden, zeigen nicht die erwartete Histon-Dephosphorylierung,
wie sie bei Infektion mit dem Wildtyp zu beobachten ist.

Der beobachtete pra-mitotische Zellzyklusarrest flihrt moglicherweise dazu, dass mitotische
Histonkinasen fehlerhaft oder ganzlich nicht aktiviert werden und es dadurch zu einer Abnahme der
H3S10-Phosphorylierung kommt. Nur zwei Histon H3-Reste waren von der H. pylori-induzierten
Dephosphorylierung betroffen, Serin 10 und Threonin 3. Die mitotische Haupt-Histonkinase Aurora B
weist eine Phosphorylierungsaktivitat fir H35S10 und H3S28 auf, nicht aber fir H3T3. Demnach kann
davon ausgegangen werden, dass diese Zellzykluskinase nicht fiir das beobachtete Phanomen
verantwortlich gemacht werden kann, insbesondere da die H3S28-Phosphorylierung von der
Infektion nicht beeinflusst wird. Entsprechend missen andere mitotische Kinasen fiir den Effekt
verantwortlich sein. In weiterfiihrenden Untersuchungen wurde somit der Einfluss der mitotischen
Histonkinase VRK1 auf das Phosphorylierungslevel von H3510 und H3T3 untersucht. Von VRK1 ist
bekannt, dass sie sowohl H3S10 als auch H3T3 phosphoryliert [292]. Weitere Histonkinasen wie
Serin/Threonin-Proteinkinasen, Aurora-Kinasen, Haspin, Pakl (p21 protein (Cdc42/Rac)-activated
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kinase 1), DIk/Zip (DAP like kinase/zipper interacting protein kinase) und VRK2 kénnen ebenfalls an
der mitotischen Phosphorylierung von H3 mitwirken, jedoch nicht an H3510 und H3T3 gleichzeitig.
Einige der erwahnten Kinasen vermogen nur einen Histon-Rest zu phosphorylieren: H3T3 durch
Haspin [320], H3510 durch Aurora A und Pak1 [321, 322] und H3T11 durch DIk/Zip [323].

Die Serin/Threonin-Proteinkinase VRK1 gehért zu den early response genes, wird wahrend der
Zellteilung stark exprimiert [324] und steht in diesem Zusammenhang fiir die Expression von
zellproliferationsrelevanten Genen wie Zyklin D1, Rb, CDK2 (cyclin-dependent kinase-2) und Survivin
[325]. Des Weiteren phosphoryliert VRK1 die Transkriptionsfaktoren p53 [326], CREB (cAMP
response element-binding protein) [327], c-Jun und ATF2 (activating transcription factor 2) [328]
sowie das DNA-bindende Protein BAF (barrier-to-autointegration factor) [329]. In der spaten G2-
Phase kontrolliert VRK1 Uber die Phosphorylierung von Histonen die Chromatinkondensation sowie
den Zusammenbau der Zellkernhiille und ist Teil der Signaltransduktionskette der Golgi-
Fragmentierung [330]. Wird VRK1 mittels RNA-Interferenz depletiert, kommt es zur Blockierung der
Zellzyklusabfolge in der G1-Phase und zum Verlust der spezifischen Phosphorylierung diverser
Proliferationsmarker und damit zur Reduktion der Zellproliferation an sich [325].

In dieser Arbeit konnte mittels in vitro-Kinase-Aktivitatsassay gezeigt werden, dass bei H. pylori-
infizierten AGS-Zellen eine Reduktion der Histon-Phosphorylierungsaktivitat von VRK1 um ca. 40 %
auftritt. Die Uberexpression von VRK1, nicht aber Aurora B, verursachte eine Kompensation des
H. pylori-bedingten Dephosphorylierungseffekts von Histon H3 an Serin 10 und Threonin 3 [297].
Beobachtungen deuten auf die Méglichkeit hin, dass die Uberexpression von VRK1 direkt zur
Phosphorylierung von H3S10 bzw. H3T3 fiihrt.

Die dargestellten Ergebnisse erdffnen einen Einblick in ein noch junges Wissenschaftsfeld, das
den Zusammenhang zwischen Stérungen im Zellzyklusablauf und pathogenen Bakterien herstellt. Im
Jahr 2011 veroffentlichten Fortier et al. Transkriptions- und Proteom-Analysen Legionella-infizierter
Makrophagen [331]. Dabei wurde deutlich, dass Legionella vor allem Genen beeinflusst, die den
Zellzyklus regulieren. Des Weiteren wurden zellzyklusregulierende CDTs (cytolethal distending
toxins) in diversen gram-negativen Bakterien wie Campylobacter jejuni [332] und Aggregatibacter
actinomycetemcomitans [312, 333] nachgewiesen. Deren Untereinheit CdtB stellt eine DNase dar,
die im Zellkern DNA-Doppelstrangbriiche verursacht. DNA-Reparaturmechanismen werden aktiviert
und daraufhin Uber die Phosphorylierung von Chk2 und CDC25C Zellzyklusarrest und eventuell
Apoptose induziert [334]. Die pathogenen E. coli Stamme EHEC und EPEC sekretieren das bakterielle
Cyclomodulin Cif (cycle inhibiting factor) via T3SS [335]. Cif blockiert, dhnlich wie CDT, den Zellzyklus
beim Ubergang von der G2- zur M-Phase und hemmt damit die Zellteilung. Im Gegensatz zu CDT
schadigt Cif jedoch nicht die DNA der Wirtszelle [335].

Die proliferationshemmende Eigenschaft von CDT aus C. jejuni sowie die des VacA-Toxin von
H. pylori legen einen gemeinsamen Wirkungsmechanismus der beiden Toxine nahe. Untersuchungen
zeigten jedoch, dass beide Toxine in unterschiedliche Signalwege eingreifen, um einen
Zellzyklusarrest zu induzieren. Bei VacA wird der Zellzyklusarrest iber die Aktivierung von NFAT

(nuclear factor of activated T-cells) bewerkstelligt [336]. Hingegen ist die Wirkungsweise von Cif
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bisher noch unbekannt. Es ist weder homolog zu CDT noch gibt es Hinweise darauf, dass es als
DNase wirkt.

CDT, Cif und VacA werden zu den inhibitorisch wirkenden Cyclomodulinen gezahlt, CagA
hingegen zu den stimulierenden Cyclomodulinen. Im Gegensatz zu VacA wirkt CagA fordernd auf den
Zellzyklusverlauf. Da der in dieser Arbeit beschriebene Effekt der H3S10-Dephosphorylierung zwar
abhangig vom T4SS, nicht aber von CagA oder VacA ist, kdnnte ein weiteres, bisher unbekanntes
Cyclomodulin fiir den beschriebenen G2/M-Arrest verantwortlich sein. Es ist vorstellbar, dass dieser
unbekannte Faktor (iber das T4SS in vivo in die Wirtszellen, bspw. der gastrischen Lamina propria
sekretiert wird und dort den Zellzyklusarrest auslost. Folglich wiirde die Erneuerung der epithelialen
Integritdt sowie der Prozess der Zell-Abspaltung verhindert, was die bakterielle Kolonisation und
chronische Infektion unterstitzt.

Cyclomoduline, die die zelluldre Proliferation inhibieren, kénnten als pradisponierende Faktoren
fir die Krebsentwicklung wirken [337-339]. Genetische Verdnderungen koénnen sowohl beim
genotoxischen CDT als auch bei Cif Endoreduplikation induzieren, die zur Krebsentstehung
beitragen. Auch das stimulierende Cyclomodulin CNF (cytotoxic necrotizing factor) von Prostatitis-
verursachenden E. coli-Stammen [340] wird als einer der Faktoren fiir die Krebsentstehung
postuliert [339].

Histondeacetylierung deutet auf epigenetische Repression hin und spielt eine wichtige Rolle bei
der Genregulation, dem Ablauf des Zellzyklus und der zellularen Entwicklung. Der beobachtete
starke transkriptionelle Anstieg der Histondeacetylasen nach H. pylori-Infektion sollte folglich
Auswirkungen auf die Wirtszelle haben. Auch mit dem Rickettsien-Pathogen Anaplasma
phagocytophilum infizierte Zellen aktivieren die HDAC1-Expression, die mit Histon H3-
Deacetylierung und -Methylierung in Verbindung gebracht wird [341].

Im Gegensatz dazu wird die Expression von Histonacetyltransferasen wie HAT1 (histone
acetyltransferase 1), Elp3 (elongator acetyltransferase complex subunit 3), TAF1 (TATA box binding
protein associated factor 1), KAT2B (K (lysine) acetyltransferase 2B), SRC (v-src sarcoma) sowie
Mitglieder der MYST-Familie unter gleichen Bedingungen nicht oder nur schwach differenziell
reguliert (Daten nicht gezeigt). Die unterschiedlichen Funktionen dieser Enzyme wirken sich
gegensatzlich auf die Chromatinstruktur und damit auch auf die Genexpression aus: Die Acetylierung
von Histonen durch HATs lockert die DNA auf und ermoglicht damit Genexpression, wohingegen
HDACs durch Entfernen der negativ geladenen Acetylgruppen die DNA-Histon-Bindung verstarken.
Damit wird der Zugang zur DNA erschwert und die Expression von Genen unterdriickt [342]. Monero
et al. publizierten, dass die differenzielle Expression von HDAC3, HDAC7 und HDAC9 mit akuter
lymphatischer Leukdmie in direktem Zusammenhang steht [343].

Wie auch die H3S10-Dephosphorylierung ist sowohl die gesteigerte HDAC9-mRNA-Expression als
auch die H3K9-Deacetylierung mit der bakteriellen Pathogenitatsinsel assoziiert. So ist die
infektionsbedingte Deacetylierung von H3K9 von CagA bzw. PAI abhangig: Infektionen mit diesen
Mutanten fihren zu keiner (ausgepragten) H3K9-Deacetylierung. Die Starke der HDAC9-Expression

hangt wiederrum von VacA, CagA und PAIl ab, sodass deren Mutation zu einer verringerten HDAC9-
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Expression im Vergleich zum Wildtyp fiihrt. Die CaglL-Mutante zeigt keine Verdnderung der
infektionsbedingten H3K9-Deacetylierung, weist jedoch nur noch eine schwache HDAC9-Expression
auf. Das Pilus-Protein Cagl bindet mit seinem Arginin-Glyzin-Aspartat(RGD)-Motiv an a5B1-Integrine
der Wirtszelle. Diese Interaktion bewirkt eine bessere Positionierung des T4SS und erleichtert die
Translokation von CagA [319]. Die Aktivierung von HDAC9 ist von der CagA-Translokation abhangig,
die durch CaglL erleichtert wird. Der Hauptmechanismus der HDAC-Aktivierung vollzieht sich
allerdings Uiber den PAl-unabhdngigen Effektor VacA, der auch liber Porenbildung in die Wirtszelle
gelangen kann.

H3K4-Trimethylierungen und H3K9-Acetylierungen werden mit Genpromotor-Aktivitdt in
Verbindung gebracht [344]. Weber et al. zeigen, dass Promotoren inaktiver unmethylierter CpG-
Inseln ein erhdhtes Level an H3K4-Dimethylierung aufweisen, was daraufhin deutet, dass dieser
Chromatinmarker DNA vor Methylierung schiitzt [345]. Wenn die H. pylori-bedingte Deacetylierung
von H3K9 zu verminderter Genaktivitdt flihrt, ist es im Weiteren ein spannendes Ziel, deren

Auswirkungen zu untersuchen.

Eine Ursache fiir die beobachtete H3K9-Deacetylierung konnte die gesteigerte HDAC-
Transkription sein, vor allem von HDACS. Allerdings sind hier zur genaueren Untersuchung Inhibitor-
und knockdown-Experimente notig. Direkte Folge der erhohten HDAC9-Expression konnte die
Hemmung der Transkription bestimmter Gene sein. Die erhéhte HDAC9-Aktivitat und damit
einhergehende Deacetylierung von Histonen bewirkt eine geschlossene Chromatinstruktur mit
verminderter Transkriptionsaktivitdt. Sind davon bspw. Repressoren von Claudin-1 betroffen, kann
es zur Aktivierung dieser tight junction-Komponente kommen.

MEF2 (myocyte enhancer factor 2) stellt ein direktes transkriptionelles Ziel von HDAC9 dar. Die
Repression von MEF2 (iber HDAC9 wird durch die Rekrutierung von HDAC1 und/oder HDAC3
eingeleitet [346]. Da MEF2 einen Regulator der zellularen Differenzierung darstellt [347], sollte in
weiterfihrenden Experimenten auch die Rolle diese Transkriptionsfaktors bei der Infektion durch
H. pylori untersucht werden.

Weitere Substrate der HDAC9-Deacetylierung, die nicht zu den Histonen gehéren, sind ATDC
(ataxia telangiectasia group D-complementing) [269] und MAP-Kinasen [348]. Yuan et al. fanden
heraus, dass HDAC9 zur Deacetylierung von ATDC fiihrt, was die Assoziation von ATDC und p53
verdandert und letztendlich die Zellproliferation-fordernde und Apoptose-hemmende Aktivitdt von
ATDC unterbindet [269]. Auch dieser Mechanismus wirde den beobachteten und bereits
diskutierten infektionsbedingten Zellzyklusarrest erklaren und die antiapoptotische Wirkung von
H. pylori stiitzen [214, 215]. Park et al. beobachteten eine H3K9-Deacetylation and H3K9-
Trimethylation in mitotischen Zellen, was einen Hinweis darauf gibt, dass das in dieser Arbeit
beobachtete Phanomen der H3K9-Deacetylierung Zellzyklus-spezifisch ablduft [103]. Hingegen
wurde von Pero et al. eine Abnahme der H3K9-Dimethylierung beobachtet, wahrend die Mono- und

Dimethylierung von H3K9 wahrend des Zellzyklusverlaufs nicht verandert wurden.
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Die Frage bleibt offen, ob es sich bei der H3K9-Deacetylierung um einen transienten Effekt
handelt, wie bei der Phosphorylierung von H3S510. Zur Klarung sollten ein Immunfluoreszenz-basierte

Assays eines Zellzyklusmarkers und der Acetylierung von H3K9 durchgefiihrt werden.

In dieser Arbeit konnte Claudin-1 tiber HDAC9-knockdown-Experimente als ein indirektes Ziel der
HDAC9-Expression nachgewiesen werden. Eines der Merkmale der H. pylori-Pathogenese ist die
Zerstorung der tight junctions im gastrischen Epithel. Der Funktionsverlust von tight junctions in
Metastasen ist zudem ein phanotypisches Merkmal von Krebs.

Die Proteinfamilie der Claudine bildet den Hauptbestandteil von tight junctions, kontrolliert den
parazelluldren Transport und sorgt fiir die Erhaltung der Zellpolaritit [349]. Die Uberexpression der
Claudin-Proteine, wie sie in dieser Studie beobachtet wurde, erscheint als Ursache von
Krebsentstehung zunachst unerwartet. Offensichtlich findet sie als ein friihes Ereignis der
Karzinogenese statt und wurde in einigen Vorstufen von Krebs beobachtet [293]. Beispielsweise
liegen CLDN3, CLDN4, und CLDN7 in bestimmten malignen Erkrankungen verstarkt vor, so z.B. in
Gewebe der Bauchspeicheldriise, Blase, Schilddrise, Eileiter, Eierstocke, Magen, Dickdarm, Brust,
Gebarmutter oder Prostata [350]. Die gesteigerte und auch abnehmende Proteinexpression von
Claudin-1 wurde in bisherigen Studien im Zusammenhang mit der Entwicklung maligner Tumore
beobachtet [351]. Funktionelle Studien haben gezeigt, dass Claudin-1 die Metalloproteinasen der
Zellmembran aktiviert [352, 353]. Darmkrebszellen, die vermehrt Claudin-1 exprimieren, sind
darilber in der Lage, Zellmigration und die Aktivitat verschiedener Metalloproteasen zu steigern, die
zur Spaltung von Lamininen der extrazelluldren Matrix beitragen [353]. Des Weiteren fiihrt die
verstirkte Expression von Claudin-1 u.a. zu reduzierter Apoptose, unterstiitzt damit das Uberleben
von Krebszellen und fiihrt zu vergleichsweise groRen Tumoren [354, 355]. Dennoch sind die
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen noch unklar. Méglicherweise generiert die Claudin-
Expression Signale, die zu frilhen und spaten Stadien der Karzinogenese beitragen, indem Invasion,
Motilitdt und Uberleben dieser Zellen unterstiitzt werden [349]. Claudin-1-Expression wird u.a. auch
in Zusammenhang mit Invasion und Metastasenbildung von Kolontumorzellen [354] und akuter
lymphatischer Leukdmie gebracht [343]. Die Autoren zeigen, dass Histondeacetylaseinhibitoren wie
TSA die Expression von Claudin-1 in Darmkrebszellen inhibieren. Hier wird die mRNA-Stabilitat von
Claudin-1 am 3'-UTR durch HDAC2 spezifisch moduliert [293]. Ob dieser Mechanismus auch die in
dieser Arbeit beobachtete HDAC9-abhiangige Claudin-1-Regulation erklart, muss in weiterflihrenden
Experimenten geprift werden. Da HDAC-Inhibitoren als vielversprechende Mittel gegen Krebs
postuliert werden, demonstrieren derartige Beobachtungen die biologische Relevanz dieser
Genfamilien in der Krankheits- und Krebsentstehung. Wiederum zeigen in silico-Analysen und qRT-
PCR-Daten, dass viele Claudin-kodierende Gene in Krebsgewebe nur schwach exprimiert sind [350].
Die verminderte Claudin-Expression — auch von Claudin-1 — wird mit gesteigerter Invasion und
Metastasenbildung in diversen Krebsformen in Verbindung gebracht [350, 356-358].
Interessanterweise wurde eine abnehmende Expression von Claudin-4 in H. pylori-infizierten
gastrischen Epithelzellen beobachtet, welche — abhangig von Rho-Kinasen, CagA und VacA — zur

Zerstorung der tight junctions beitragt [359].
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Weitere Studien sind erforderlich, um zu prifen, ob Claudin-1-Deregulation zu Anomalitaten der
tight junctions fiihrt und ob diese zu Krankheits- und Krebsentstehung beitragen konnen.
Anzunehmen ist das infektionsbedingte Zusammenspiel vieler Faktoren, die unter anderem den
Zellverband des Wirts schadigen und damit unkontrolliertes Zellwachstum ermdglichen. Die
kurzfristig aufgrund der erhohten Claudin-1-Expression verstarkte Zelladhdsion fihrt zu
Dedifferenzierung und schlieflich Invasion und Metastasierung der Wirtszelle [293]. Um die
Auswirkungen der gesteigerten Claudin-1-Expression auf die Dedifferenzierung und Invasion von
H. pylori-infizierten Magenepithelzellen zu testen, kdnnten vorzugsweise Primarzellen fiir Invasions-
Assays eingesetzt werden. Um hier relevant Effekte der Krankheits- und Krebsentstehung zu

beobachten, ist eine Langzeitinfektion mit H. pylori Voraussetzung.

Auch wenn chronische H. pylori-Infektionen in vivo normalerweise mit zelluldrer Proliferation und
Magen-Darm-Krebs in Verbindung gebracht werden, weisen die vorliegenden in vitro-Studien auf
einen Zellzyklusarrest der Wirtszelle hin. Das kann zu epithelialen Stillstand der Zellproliferation und
zur Hemmung des Zell-Abbaus flihren, was eine bakterielle Besiedlung begiinstigt und eine
chronische Entziindung fordert. Die Claudin-1-Aktivierung bewirkt ebenfalls eine Dedifferenzierung
und Storung der zelluliren Homdostase. Diese wiederum ist Voraussetzung fiir eine nachfolgende
langwierige Entwicklung die mit der Bildung von Tumoren endet. Die Hemmung des Zellzyklus und
das Rearrangement des Zellverbandes scheinen ein friihes Ereignis auf dem Weg der H. pylori-
bedingten Pathogenese hin zur Karzinogenese darzustellen.

Mit der vorliegenden Untersuchung konnte das erste Mal ein Zusammenhang zwischen einer
spezifischen infektionsbedingten Histon-Dephosphorylierung und deren Einfluss auf den Zellzyklus
dargestellt werden [297]. Zudem wurde die Auswirkung der H. pylori-Infektion auf die Acetylierung
und Methylierung weiterer Histon-Modifikationen untersucht sowie erstmalig der Zusammenhang
zwischen HDAC9-Expression und Aktivierung von Claudin-1 nach H. pylori-Infektion gezeigt. Die
Identifikation Wirtszell-spezifischer Faktoren liefert einen neuartigen Einblick in die Wirt-Pathogen-
Interaktion und tragt zum besseren Verstandnis epigenetischer Mechanismen und deren Auswirkung

auf das Wirtszelle-Genom und potenzieller Mechanismen der Karzinogenese bei.
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3.4 Teil ll: MAP-on-Chip und Bisulfit-DNA-Sequenzierung: Zwei Ansatze
der globalen Methylom-Analyse einer mit Helicobacter pylori infizierten
gastrischen Epithelzelllinie

DNA-Microarray-Ansdtze sind eine hervorragende Moglichkeit zur globalen Analyse von DNA-
Methylierungssignaturen, weil sie die gleichzeitige Analyse einer grofReren Anzahl an CpG-Inseln
oder CpG-Positionen des humanen Genoms ermoglichen.

Die Methylated DNA Affinity Purification (MAP) ist ein genomweiter Ansatz zur Analyse
methylierter DNA-Regionen. Basierend auf der Methode von Mohn et al., bei der methylierte DNA
mittels 5mC-spezifischer Antikorper angereichert wird, kommt es zur gezielten Prazipitation
methylierter DNA-Fragmente [360]. Bei der MAP kommen methyl CpG binding(MBD)-Proteine fiir
die Anreicherung methylierter DNA-Fragmente zum Einsatz, die mit der Gesamt-DNA (Input)
verglichen werden. Im Anschluss erfolgt die Hybridisierung mit dem Microarray-Chip. Die Differenz
der unterschiedlich methylierten Bereiche zwischen nicht infizierter und H. pylori-infizierter Probe
gibt Auskunft Gber infektionsbedingt differenziell methylierte Regionen (differentially methylated
regions, DMRs). Der methodische Ablauf eines MAP-Assays ist in Abbildung 3.4 A schematisch
dargestellt. Der human DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus Chip von NimbleGen (kurz: CpG-
Island-Plus-Chip, MAP-on-Chip oder 3x720K-Array) deckt die wichtigsten regulatorischen Elemente
inklusive RefSeg-Genpromotoren (NCBI-Reference Sequence Database) sowie 27.728 annotierte
CpG-Inseln ab. Die Abdeckung jedes der insgesamt 22.532 RefSeq-Genpromotoren beginnt 2,4 kb
upstream des Transkriptionsstarts und erstreckt sich downstream lber 0,6 kb. Insgesamt werden
3 kb der Promotorregion jedes Gens sowie diverse Kontrollregionen abgedeckt.

Im Gegensatz dazu steht die Sequenz-spezifische Methylierungsanalyse des Infinium
HumanMethylation450 BeadChip von Illumina (kurz: BeadChip oder 450K-Array), der mehr als
485.000 Einzelnukleotid-Methylierungsstellen abfragt. Der Array deckt 99 % der RefSeq-Gene des
humanen Genoms mit durchschnittlich 17 CpG-Dinukleotiden pro Genregion ab. Die Verteilung
erstreckt sich vom Promotor Uber die 5°-UTR, das erste Exon und den Genkdorper bis hin zur 3"-UTR.
Zusatzlich werden 96 % der CpG-Inseln abgedeckt. Dennoch entspricht das nur 0,0015 % der Basen
des gesamten humanen Genoms (485.000 von 3,2 Mrd. bp). Der Array basiert auf der Kombination
von DNA-Bisulfit-Konvertierung und Infinum-BeadChip-Technologie, welche die Aufdeckung von
Methylierungsprofilen einzelner CpG-Positionen im Genom ermdglicht. Eine hohe Spezifitdt wird
erreicht, weil 5 - und 3’-linker Gen-spezifische Sequenzen beinhalten. Der Ansatz des 450K-Arrays
bietet die Moglichkeit, den Methylierungsstatus einzelner CpG-Positionen genomischer DNA nach
Bisulfit-Konvertierung zu bestimmen. Der Methylierungsstatus der abgedeckten CpG-Positionen
wurde durch ein Sequenzierungsverfahren bestimmt, bei dem es zum Einzelbasenaustausch von
fluoreszenzmarkierten ddNTP-Basen kommt. Eine Kombination aus Infinium-Technologie | und I
ermoglicht die Differenzierung zwischen methylierten und nicht methylierten CpG-Positionen. Fir
den abgefragten Lokus kann der Grad der Methylierung durch Berechnen des Verhaltnisses des

fluoreszierenden Signals von methylierten und unmethylierten Position bestimmt werden. Der

64



Ergebnisse und Diskussion | Teil Il

methodische Ablauf und theoretische Hintergrund der Infinium BeadChip-Technologie ist

schematisch in Abbildung 3.4 B dargestellt.
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Abbildung 3.4 | Graphische Darstellung des experimentellen Systems der Probenaufarbeitung und
-weiterverarbeitung sowie deren Hybridisierung auf methylierungsspezifische Arrays. (A) Schema des MAP-
on-Chip-Assays, bei dem die genomische, durch Sonifizierung fragmentierte DNA in Input und MAP-Probe
aufgeteilt wird. Im Zuge der MBD-Protein-Affinitatsaufreinigung (rot) kommt es zur Anreicherung methylierter
DNA, die mit der Input-DNA verglichen wird. Beide Nukleinsaure-Proben werden unterschiedlich markiert
(Cy5, Cy3) und auf denselben NimbleGen 3x720K-Array hybridisiert. Die Signalintensitdten ermoglichen
Aussagen Uber die Stirke der Methylierung. (B) Die zu untersuchende genomische DNA wird einer
Denaturierung und Bisulfit-Behandlung unterzogen, um methylierte (—e) von unmethylierten CpG-Positionen
zu unterscheiden. Nach langerer Inkubation von Einzelstrang-DNA mit Sodium-Bisulfit wird Cytosine zu Uracil
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deaminiert. Methylierte Cytosine hingegen sind vor der Deaminierung geschiitzt und bleiben Cytosine. Im
Anschluss an die Konvertierung erfolgt eine whole genome-Amplifikation der Bisulfit-konvertierten Probe und
deren Hybridisierung auf einen lllumina 450K-Array. Dieser Array-Typ kombiniert zwei verschiedene Infinium-
Technologien, die beide der Detektion von CpG-Methylierung dienen. Der Infinium I-Assay arbeitet mit zwei
bead-Typen, von denen einer dem methylierten (M), der andere dem unmethylierten (U) CpG-Lokus
entspricht. Dieses Proben-Design nimmt den gleichen Methylierungsstatus fiir benachbarte CpGs an.
Hybridisiert der bead-Typ U mit der entsprechenden Sequenz, werden weitere markierte Nukleotide
inkorporiert. Hybridisiert jedoch der fiir Methylierung spezifische bead-Typ M mit dem unmethylierten CpG-
Lokus, kommt es zum Abbruch der Reaktion und es werden keine weiteren Nukleotide eingebaut.
Entsprechendes gilt fir eine methylierte Proben-Sequenz: Hybridisiert sie mit einem bead-Typ fir methylierte
DNA (M), kommt es zur Integration weiterer markierter Nukleotide, ist der bead-Typ spezifisch flr eine nicht
methylierte CpG-Position, kommt es zu keinem Einbau markierter Nukleotide. Beim Infinium II-Assay wird der
Methylierungszustand durch Einzelbasen-Austausch ermittelt. Die Oligo-Sonde kann bis zu drei CpG-Positionen
beinhalten. Es erfolgt der Einbau einer fluoreszenzmarkierten A-Base, die korrespondierend zu einer
unmethylierten T-Base inkorporiert wird, oder der Einbau einer markierten G-Base, wenn es sich um eine
methylierte Ausgangssequenz (C-Base) handelt. Durch unterschiedliche Markierung kann zwischen
methylierter und unmethylierter Base unterschieden werden. Teile der Abbildung wurde von Bibikova et al.
[361] Ubernommen und veradndert.

Die beiden globalen Ansatze sind komplementdre Strategien, wobei die Bisulfit-DNA-
Sequenzierung sensitiv flr einzelne CpG-Positionen ist, wahrend die MAP fiir starke Methylierung
bei moderater CpG-Dichte sensitiv ist [106]. Der Abgleich aller CpG-Positionen des Illumina BeadChip
mit den CpG-Inseln und Promotorregionen des NimbleGen-Arrays mittels Galaxy-Software ergibt ca.
250.000 Ubereinstimmungen. Demnach befinden sich nur etwa die Hilfte der CpG-Positionen des

[llumina-Arrays in Regionen, die mit dem NimbleGen-Array abgedeckt werden.

3.4.1  MAP-on-Chip
3.4.1.1 Qualitatskontrolle

Die Beurteilung der Qualitat von Rohdaten ist ein wichtiger Prozess, um Microarray-Ergebnisse
miteinander zu vergleichen. Ziel ist es, Differenzen zwischen den verschieden behandelten Proben zu
detektieren, die nicht auf zufdlligen Fluktuationen, technischen Variationen oder Artefakten
beruhen, sondern biologische Aussagen ermdoglichen [362]. Die Durchfiihrung technischer Replikate
und die Analyse mittels R Bioconductor-Pakete wie Ringo, limma und MEDME gestatten es, solche
Variationen zu erkennen. Die diagnostischen Plots in Abbildung 3.4.1.1 ermoglicht die visuelle
Kontrolle.

Zuerst wurden Pseudo-Bilder der Cy3- und Cy5-Kandle der hybridisierten 3x720K-Arrays
angefertigt und Uberprift, ob eine homogene Signal-Verteilung der geladenen Proben gegeben ist
und technische Artefakte ausgeschlossen werden konnen (Daten nicht gezeigt). Die MAP-
Anreicherung wird als log-Verhéltnis zwischen angereicherter Fraktion und Input (Cy3/Cy5)
berechnet und fiir jede hybridisierte Sequenz als Logarithmus zur Basis 2 (log2) angegeben.
Korrelationsanalysen ermdoglichen Aussagen U(iber die Reproduzierbarkeit der vorliegenden
Datensatze. Die paarweise Korrelationsmatrix, die log2-Verhiltnisse mittels Pearson’s

Korrelationskoeffizient miteinander vergleicht, sollte einem Wert lber 0,8 entsprechen [362]. Aus
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Abbildung 3.4.1.1 A wird deutlich, dass die beiden Experimente gut miteinander korrelieren. Die
hochsten Ubereinstimmungen ergaben die H. pylori-infizierte sowie nicht infizierte Analyse beider
Experimente mit Korrelationskoeffizienten lber 0,9. Vergleichsweise niedrig — mit einem Wert von
0,77 —ist die Korrelation zwischen H. pylori-infizierter Probe des ersten Experiments im Vergleich zur
nicht infizierten Probe des zweiten Experiments. Diese geringere Ubereinstimmung konnte als
Indikator biologisch relevanter Unterschiede der Methylierungssignatur nach H. pylori-Infektion
dienen.

Um die Verteilung der Signalintensitdten fiir log2-Verhéltnisse anzuzeigen, eignet sich der MA-
Plot (Abb. 3.4.1B). Dieses Streudiagramm trigt die Intensitdtsdifferenz M [M = log2(red)-
log2(green)] gegen die durchschnittliche Intensitat A [A = %(log2(red)+log2(green))] auf und bezieht
so das Probensignal fur den roten (red) und griinen (green) Kanal mit ein.

Im Falle einer RNA-Expressionsmicroarray-Analyse erwartet man von den zwei Proben, die mit
den Oligonukleotid-Sonden auf dem Array hybridisiert sind, dass ihre Signalverteilung ausbalanciert
ist. Die M-Werte sollten sich um den Nullwert verteilen. Im Gegensatz dazu vergleichen
Immunprazipitations-Experimente angereicherte Proben (MAP) und Kontrollproben (Input) auf
demselben Array. Daher erwartet man hier nicht, dass sich die M-Werte um Null bewegen [362]. Das
in Abbildung 3.4.1.1 B dargestellte MA-Streudiagramm verdeutlicht dieses Verhaltnis. Die MA-Plots
der einzelnen Experimente gleichen sich, wobei jeweils nicht infizierte und infizierte Proben
dhnlicher sind. Bereits zu diesem frihen Schritt der Datenanalyse wird ein infektionsbedingter
Unterschied im Methylierungsmuster der Wirtszelle deutlich. Auch die Signalverteilung der internen
Kontrollen ist in den gleich behandelten Proben sehr dhnlich. Alle internen Chip-Kontrollen
passierten die Qualitdtsanalyse der Rohdaten zufriedenstellend (Daten nicht gezeigt).

Ein weiteres Analysemodell der MAP-Anreicherung betrachtet die Methylierung der DNA als
Funktion. Dabei wird eine komplett methylierte genomische DNA als Referenz herangezogen und im
Vergleich dazu der CpG-Inhalt jeder vom Chip abgedeckten Region bestimmt. Da die Referenzprobe
vollstindig methyliert ist, sind alle CpGs methyliert (mCpG) und die CpG- und mCpG-Level
entsprechen einander. Die MAP-Anreicherung kann als Funktion des log2 (mCpG) modelliert werden
[363]. In Abbildung 3.4.1.1 C kann man das entsprechende Streudiagramm der zu vergleichenden
Proben und den sigmoidalen Verlauf des Modells verfolgen. Die blaue Linie reprasentiert den
Zusammenhang von MAP-log2-Verhaltnissen methylierter DNA sowie des tatsachlich beobachteten
Wert fiir log2. Die roten Punkte visualisieren den Median (log2) innerhalb jeder Gruppe Uber den
gesamten gewichteten mCpG-Bereich [363].

Die Ergebnisse dieser Analyse wurden mit einer vollstandig methylierte Probe simuliert, die nicht
der hier verwendeten Zelllinie entspricht. Dennoch wird aus diesem Modell deutlich, dass die MAP-
Anreicherung nicht linear mit dem Methylierungslevel korreliert. Deutlich ist der Unterschied
zwischen Modell und der tatsachlichen Verteilung des infizierten Probenmaterials. Die
Methylierungssignatur hat sich post infectionem im Vergleich zur nicht infizierten Probe aber auch
zum theoretisch erwarteten Modell verdndert. Aus der Verteilung der log2-Signale der H. pylori-
infizierten Proben bilden sich zwei Populationen heraus: abgereicherte und angereicherte

Methylierung.
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Die Qualitatsanalyse der Rohdaten ermdoglicht nicht nur die Beurteilung der Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse, sondern lasst auch erste globale Aussagen zu, die eine differenzielle Methylierung

der Wirtszelle aufgrund einer H. pylori-Infektion indizieren.
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Abbildung 3.4.1.1 | Qualitdtsanalyse der MAP-on-Chip-Rohdaten des NimbleGen 3x720K-Arrays. (A)
Korrelationsmatrix zweier unabhangiger biologischer Replikate (Experiment 1 und 2) mit jeweils H. pylori-
infizierter (Hpy) und nicht infizierter (NI) experimenteller Probe. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson ist
fir jede Korrelationsmoglichkeit angegeben. Die jeweiligen Streudigramme geben die MAP-Anreicherung in
log2-Werten von -4 bis 4 wieder. (B) Graphische Darstellung des Intensitdtsverhdltnisses M und der
durchschnittlichen Intensitdt A in Form eines MA-Streudiagramms. Die Farben der Punkte entsprechen
unterschiedlichen Oligonukleotid-Sequenzen: schwarz, Proben; blau, zufillige Hintergrundproben; rot,
Negativkontrollen; griin, Positivkontrollen; gelb, Nicht-CpG-Kontrollen. (C) Das Modell der MAP-Anreicherung
der einzelnen CpG-Dinukleotid-Sequenzen im Verhdltnis zu einer artifiziellen vollstandig methylierten Probe
(log2 (mCpG)). Die blaue Linie verdeutlicht den Zusammenhang von logistischer Funktion des log-
Methylierungslevels und dem beobachteten Wert fiir log2. Die roten Punkte visualisieren den Median der
logistischen Funktion des MAP-Methylierungslevels innerhalb jeder Gruppe im Verhéltnis zum gesamten
gewichteten Methylierungsniveau der CpG-Positionen (mCpGw).

68



Ergebnisse und Diskussion | Teil Il

3.4.1.2 Datenanalyse

Um kleinere technische Variabilititen auszugleichen, die durch ungleiche Effizienzen bei Farbung
und Hybridisierung des Probenmaterials hervorgerufen wurden, missen die Microarray-Daten
normalisiert werden [362, 364]. Die vorliegenden Daten wurden einer Normalisierung innerhalb des
Arrays (median centering) mit Quantil-Normalisierung unterzogen. Beim median centering werden
alle Messungen auf den Median des log2-Verhaltnis-Werts bezogen, was alle Arrays um den
Nullwert herum zentriert. Die Quantil-Normalisierung gleicht die Verteilung der M-Werte aller
Quantile zwischen den Arrays ab.

Fir die Analyse angereicherter methylierter Regionen kdénnen nun signifikant angereicherte
Bereiche identifiziert werden. Daflir wurde der Median der log2-Werte Uber gewisse definierte
Regionen (Promotoren, CpG-Inseln) bestimmt und der Mittelwert der Replikate ermittelt. Dadurch
konnten mehrere angrenzende Sequenzabschnitte gleichzeitig betrachtet werden, um eine
Uberinterpretation einzelner Sequenzen zu vermeiden. Abbildung 3.4.1.2 verdeutlicht die Einteilung
der Promotor-Bereiche in Relation zum Transkriptionsstart (TSS) innerhalb einer 1 kb langen Region
(Abb. 3.4.1.2 A). Die Promotorregion wurde des Weiteren in einen upstream- und einen core-
Promotor-Bereich unterteilt. In jedem 1.000 bp-Abschnitt wurde der Median des log2-Verhaltnisses
der korrespondierenden Proben berechnet. Der Schwellenwert fiir die weitere Analyse wurde auf
einen absoluten Alog2-Wert (ABS Alog2) > 1 festgelegt. Das entspricht einem absoluten Unterschied

von zwei.
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Abbildung 3.4.1.2 | Der NimbleGen 3x720K-Array deckt sowohl die annotierten CpG-Inseln als auch die
Promotoren der definierten RefSeq-Gene ab. Die graphische Darstellung zeigt die Einteilung der
Promotorregion in definierte Abschnitte. Als Referenz dient die Transkriptionsstartstelle (TSS). CpGl sind rot
hinterlegt, Gen-kodierende Bereiche blau. (A) Der insgesamt 2 kb groRe Promotor-Bereich liegt 1.500 bp
upstream und 500 bp downstream des TSS. CpG-Inseln konnen definitionsgemal innerhalb oder aulRerhalb des
Promotors liegen. (B) Der core-Promotor macht den Bereich 500 bp upstream und 500 bp downstream vom
TSS aus, der upstream-Promotor erstreckt sich von 1.500 bp bis zu 500 bp upstream des TSS. Entsprechend
ihrer Orientierung zum TSS werden die Oligonukleotid-Proben des Arrays den einzelnen Kategorien
zugeordnet.
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3.4.1.3 Biologische Replikate

In den jeweiligen biologischen Replikaten sind unterschiedlich viele Gene differenziell methyliert.
Um zu Uberpriifen, ob die biologischen Replikate die gleiche Methylierungstendenz aufweisen und
dieselben genomischen Regionen betroffen sind, wurden die Ubereinstimmenden Regionen
berechnet. Betrachtet man die Uberlappung beider MAP-on-Chip-Experimente, wird eine
signifikante Uberschneidung bezogen auf alle im Array vorkommenden Regionen deutlich (Abb.
3.4.1.3). Ein sehr dhnliches Verhaltnis ergibt sich bei der Berechnung der gemeinsamen hyper- bzw.
hypomethylierten Regionen, deren Uberlappung ebenfalls signifikant ist. Interessanterweise wurden

Hypermethylierungen 20-fach haufiger als Hypomethylierungen detektiert.

Differenzielle Methylierung

Hypermethylierung ; Hypomethylierung

/ /

Q

Abbildung 3.4.1.3 | Venn-Diagramme zur Darstellung der Signifikanz der Uberlappung der einzelnen
biologischen Experimente und deren Methylierungsanalysen. Die Berechnung der Signifikanz der
Ubereinstimmenden Regionen erfolgt in Bezug auf alle vom Chip abgedeckten Sequenzen (** p<0,05). Die
unterschiedlichen Farben symbolisieren jeweils eines der biologischen Replikate (grau, Experiment 1; blau,
Experiment 2). Das obere Venn-Diagramm reprasentiert alle differenziell methylierten Bereiche, unten links
werden die hypermethylierten, unten rechts die hypomethylierten Sequenzen dargestellt (ABS Alog2 > 1).

3.4.1.4 Globale Methylierungsanalyse

Mit der Hilfe analytischer Plottingverfahren wird die Verteilung der Signalintensitdaten der CpG-Inseln
des Arrays deutlich. Der Density-Plot gibt die Kerndichteschatzung (kernel density estimation) der
log2-Werte von infizierter und nicht infizierter Probe zur Bewertung der Wahrscheinlichkeits-
verteilung an. H. pylori-infizierte und nicht infizierte MKN74-Zellkulturen weisen bei der Betrachtung
der CpG-Inseln einen unterschiedlichen Verlauf auf, wobei der Kurvenverlauf infizierter Proben hin
zu hoheren log2-Werten, also verstarkter Hypermethylierung der CpGl, verschoben ist (Abb.
3.4.1.4 A). Dieses Phanomen wird auch in der Verteilung des Box-Plots deutlich (Abb. 3.4.1.4 B). Der
Median-log2-Wert infizierter Proben liegt im weitaus positiveren Bereich im Vergleich zur nicht

infizierten Kontrolle. Der Alog2-Wert, der das Verhaltnis aus H. pylori-infizierter und nicht infizierter
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Probe reprasentiert, bewegt sich somit im positiven Bereich. Demnach ist die Mehrzahl der
differenziell methylierten CpG-Inseln mit ABS Alog2 > 1 hypermethyliert. Besonders deutlich wird die
Uberwiegende Hypermethylierung in der Heatmap (Abb. 3.4.1.4 C), in der sich abermals zeigt, dass
die infizierten Proben vergleichsweise stark methyliert sind.
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Abbildung 3.4.1.4 | CpGl-Hypermethylierung und Promotor-Hypomethylierung nach H. pylori-Infektion.
(A-C) Methylierungsanalyse der CpG-Inseln: (A) Der Density-Plot vergleicht die Verteilung der DNA-
Methylierungswerte (log2) von H. pylori-infizierten (rot) und nicht infizierten Proben (weifl) und schatzt derer
Wahrscheinlichkeitsverteilung. (B) Der Box-Plot reprasentiert die Verteilung der log2-Verhiltnisse nicht
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infizierter (NI, weiR) und H. pylori-infizierter (Hpy, rot) Proben sowie deren A-Wert (Alog2, grau). Die Werte der
infizierten Probe weisen eine verstarkte Hypermethylierung auf. (C) Die Visualisierung der log2-Werte in Form
einer Heatmap verdeutlicht, dass die Mehrzahl sowohl der einzelnen Proben der nicht infizierten (NI) als auch
der H. pylori-infizierten Probe (Hpy) hypermethyliert ist, wobei letztere Bedingung eine starkere Auspragung
aufweist. Ein positiver log2-Wert ist rot dargestellt, ein negativer log2-Wert blau. Je weiter sich der Wert von
Null (weiB) entfernt, desto dunkler wird die Farbe. (D-F) Methylierungsanalyse der Promotorregionen: (D) Der
Density-Plot vergleicht die Verteilung der DNA-Methylierungswerte (log2) von nicht infizierter (weil) und
H. pylori-infizierter (rot) Probe und schéatzt derer Wahrscheinlichkeitsverteilung. (E) Der Box-Plot reprasentiert
die Verteilung der log2-Verhaltnisse von nicht infizierter (NI, weil) und H. pylori-infizierter (Hpy, rot) Probe und
gibt deren A-Wert (Alog2, grau) an. Die Alog2-Werte verweisen auf eine starke, infektionsabhangige
Hypomethylierung. (F) Die Heatmap verdeutlicht, dass die Mehrzahl der CpG-Positionen der nicht infizierten
(NI) Probe hypermethyliert ist. Infolge der H. pylori-Infektion (Hpy) gehen die Methylierungssignaturen
groBtenteils verloren. Ein positiver log2-Wert ist rot dargestellt, ein negativer log2-Wert blau. Je weiter sich
der Wert von Null (weiR) entfernt, desto dunkler wird die Farbe. (G) Kernaussagen der Methylierungsanalyse:
24 h nach einer Infektion mit H. pylori liegen CpGl in Promotor-Regionen Uberwiegend hypomethyliert vor.
Hingegen sind alle weiteren, im Genom verteilten CpGl tendenziell hypermethyliert. (H) Das Dendrogramm der
hierarchischen Clusteranalyse weist einen groBeren Abstand zwischen core- und upstream-Promotorregionen
auf, als zwischen nicht infizierter (NI) und H. pylori-infizierter (Hpy) Probe. Unterscheidet man die 2 kb-
Promotorregion in core- und upstream-Region, wird im Density- und Box-Plot eine infektionsbedingte
Hypomethylierung deutlich.

Aus der Verteilung der log2-Verhiltnisse von Promotoren ist in Density- und Box-Plot (Abb.
3.4.1.4 D und E) zuerst kein deutlicher Unterschied ersichtlich. Betrachtet man jedoch die Alog2-
Werte (Abb. 3.4.1.4 E), wird erkennbar, dass die Methylierungslevel in der infizierten Zelle
abgereichert sind, der Alog2-Wert liegt im negativen Bereich. Eindeutig wird dieses Verhaltnis in der
Heatmap: Die Mehrzahl der Sequenzen der nicht infizierten Probe sind methyliert und liegen nach
Infektion mit H. pylori abgereichert — also hypomethyliert — vor.

Unterscheidet man die 2 kb-Promotorregion in core- und upstream-Region, wird eine
infektionsbedingte Hypomethylierung beider Bereiche deutlich (Abb. 3.4.1.4 H). Eine Clusteranalyse
ist eine Ballungsanalyse, die der Aufdeckung von Ahnlichkeitsstrukturen dient. Interessanterweise
verweist eine hierarchische Clusteranalyse auf einen gréReren Abstand zwischen core- und
upstream-Promotorregionen als zwischen nicht infizierter und H. pylori-infizierter Probe. Das
bedeutet, dass sich die jeweils unterschiedlich behandelten Proben untereinander dhnlicher sind als
core- zu upstream-Promotor gleichbehandelter Proben. Auch wenn beide Unterpromotorregionen
hypomethyliert sind, muss es demnach einen statistisch und funktionell bedeutsamen Unterschied
geben.

Der Vergleich dieser Ergebnisse mit denen der CpG-Inseln, die nicht in Promotorregionen liegen,
vermitteln einen Einblick in die positionsbedingten Effekte einer H. pylori-Infektion auf die
Methylierungsverteilung. Erstaunlicherweise induziert eine H. pylori-Infektion differenzierte
Methylierungen, abhangig von der genomischen Lokalisation. Basierend auf diesen Ergebnissen
lassen sich globale Aussagen Uber den Methylierungszustand der Wirtszell-DNA treffen: CpG-Inseln
werden infektionsbedingt hypermethyliert, Promotorregionen werden demethyliert und core- und

upstream-Regionen von Promotoren unterscheiden sich beziiglich ihres Methylierungsprofils.
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3.4.1.5 Regionale Methylierungsanalyse

Mit der Analyse des MAP-on-Chip-Arrays konnte eine allgemeine, H. pylori-induzierte CpGl-
Hypermethylierung und Promotor-Hypomethylierung detektiert werden. Core- und upstream-
Promotorregion ahneln sich in der Clusteranalyse nicht. Im Folgenden werden die Daten weiter nach
Regionen differenziert, um Unterschiede zu ermitteln.

Die Verteilung der an- und abgereichert methylierten Bereiche variiert je nach betrachteter
Region. Im Gegensatz zu Promotor-Bereichen, also Regionen rund um den TSS eines Gens, sind CpG-
Inseln, die nicht ndher als 1,5 kp upstream oder 500 bp downstream eines TSS liegen, iberwiegend
hypermethyliert (Abb. 3.4.1.5 A). Des Weiteren wurden die Promotor- und CpGl-Bereiche in kleine
Regionen unterteilt, wobei sich folgende Gruppen ergeben: Die Gruppe ,, CpGl nahe TSS” beinhaltet
CpG-Inseln, die nahe an der 2 kb-Promotorregion liegen. Die Uberlappung mit dem Promotor ist hier
jeweils <40 %. Im Gegensatz dazu werden nicht mit dem Promotor-Bereich liberlappende CpG-Inseln
mit ,,CpGl“ bezeichnet. CpG-Inseln, die sich innerhalb der Promotorregion befinden oder zum grofRen
Teil mit dieser (iberlappen (>40 % Uberlappung mit dem Promotor), werden als ,,Promotor-CpGl“
definiert (Abb. 3.4.1.5 B). Die Ergebnisse dieser Unterteilung der differenziell methylierten Regionen
sind im Tortendiagramm der Abbildung 3.4.1.5 C dargestellt. Den GroRteil der hypermethylierten
Regionen machen CpGl aus, die abseits von Genpromotor-Bereichen liegen (Abb. 3.4.1.5 C, links).
Einen etwa ebenso grolRen Anteil bilden die (ibrigen Regionen, die mit Genpromotoren assoziiert
sind. Den groRten Teil von ihnen (26 %) machen CpGl aus, die in der Promotorregion liegen oder
stark mit dieser liberlappen. Auffallig ist, dass hypomethylierte CpGl zu 94 % im Bereich des TSS von
Genpromotoren liegen (Abb. 3.4.1.5 C, rechts). Die restlichen hypomethylierten Bereiche machen
nur insgesamt 6 % aus. Diese Verteilung verdeutlicht, dass grofle regionale und damit auch

funktionelle Unterschiede der differenziellen Methylierung von CpGl existieren.
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Abbildung 3.4.1.5 | Region-spezifische Verteilung der hyper- und hypomethylierten DNA-Bereiche des
NimbleGen 3x720K-Arrays nach H. pylori-Infektion. (A) Vorseite: Anzahl differenziell methylierter Bereiche,
aufgeteilt nach CpGl (links) und Promotoren (rechts), verdeutlicht die gegenlaufigen Effekte der Methylierung:
Die Mehrzahl der CpGl-Regionen ist hypermethyliert, Promotor-CpG-Inseln werden nach H. pylori-Infektion vor
allem hypomethyliert gefunden. (B) Graphische Darstellung der Unterteilung von CpGl- und Promotor-Typen.
Erlauterungen zur Definition erfolgen im Text. Der hypothetische TSS ist mit einem Pfeil markiert. (C)
Tortendiagramme zeigen die Unterschiede der Region-spezifischen Verteilung von hyper- und
hypomethylierten CpGlI- und Promotor-Typen. (D) Schematisch dargestellte Ergebnisse der Region-spezifischen
Methylierungsanalyse. Oben: 24 h nach einer Infektion mit H. pyloriliegen upstream-Promotoren liberwiegend
hypermethyliert vor, core-Promotoren hingegen hypomethyliert. Unten: VergroRerte schematische
Darstellung eines Gens im humanen Genom: CpGl weisen sowohl auBerhalb als auch in Promotor-Regionen
Hypermethylierung auf. Der TSS-Bereich des Promotors hingegen ist hypomethyliert.
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3.4.1.6 Beispiele differenziell methylierter Regionen

Die Weiterverarbeitung der Daten fiihrt zu einer Liste genomischer Regionen, die post infectionem in
MKN74-Zellen differenziell methyliert vorliegen. Mit Hilfe der SignalMap 1.9-Software (NimbleGen)
lasst sich der Erfolg der verwendeten Vorhersage-Methode zur Identifikation differenziell
methylierter Regionen der MAP-on-Chip-Analyse Uberprifen. In Abbildung 3.4.1.6 A sind
beispielhaft zwei Promotor-TSS-Regionen dargestellt.

Etwa 600 bis 100 bp upstream des TSS von PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1) wird mit
einem Median-Wert von Alog2 = 1,4 (ca. 2,7-fachen Anreicherung) Hypermethylierung detektierbar.
PRMT1 st fur die Mehrzahl der zelluldren Arginin-Methylierungsaktivititen verantwortlich,
beispielsweise an Histon H2, H3 und H4. Zudem ist es das Hauptenzym der Histon H4-Methylierung
am Arginin-Rest, ein spezifisches Ziel der epigenetischen transkriptionellen Aktivitdt [365]. Des
Weiteren ist PRMT1 an einer Vielzahl biologischer Prozesse wie DNA-Reparatur, Signaltransduktion
und RNA-Prozessierung beteiligt [366]. Gesteigerte Expression dieses Gens spielt wahrscheinlich eine
folgenschwere Rolle in vielen Krebsarten [366, 367].

Der Zellkern-Rezeptor ESRRG (estrogen-related receptor gamma) ist ein konstitutiv aktiver
Transkriptionsaktivator [368]. Die Datenanalyse des MAP-on-Chip ergab fiir diese Promotor-TSS-
Region einen Median-Wert von Alog2 = -1,97 (ca. 4-fache Abreicherung). Die Hypomethylierung ist
ca. 500 bp vor dem TSS erkennbar (Abb. 3.4.1.6 B).

Anhand der Beispiele wird deutlich, dass die verwendete Vorhersage-Methode der MAP-on-Chip-
Analyse, die sowohl auf der Median-Bildung von log2-Werten biologischer Replikate, als auch der

regionalen Unterscheidung beruht, erfolgreich ist.
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Abbildung 3.4.1.6 | Graphische Darstellung der MAP-on-Chip-Daten (Signalmap 1.9-Software, NimbleGen)
zweier biologischer Experimente mit jeweils nicht infizierter (NI, schwarz) und H. pylori-infizierter (Hpy, rot)
Probe. Dargestellt sind der TSS (Pfeil), die vorhergesagte CpG-Insel (schwarz) sowie die vom Array abgedeckte
Region (tiled-Region, blau). Die log2-Werte sind in Relation zu ihren genomischen Koordinaten und
funktionellen Regionen als Balken (NI, schwarz und Hpy, rot) angegeben. Vorderseite: (A) Beispiel einer
infektionsbedingt hypermethylierten Promotor-TSS-Region des PRMTI1-Gens auf Chromosom (chr) 19. (B)
Beispiel einer CpG-Hypomethylierung in der Promotorregion des ESRRG-Gens auf Chromosom (chr) 1.

3.4.1.7 Funktionelle Analysen

Um biologisch relevante funktionelle Netzwerke aufzudecken, die den differenziell methylierten
CpGl- und Promotorregionen des NimbleGen 3x720K-Arrays zugrunde liegen, wurde eine Ontologie-
Datenbank-Analyse durchgefiihrt. Die Gen-Ontologie (Gene Ontology, GO) deckt drei biologische
Kategorien ab: Biologischer Prozess, zellulaire Komponenten und molekulare Funktion. Alle
differenziell methylierten CpGIl- und Promotorregionen des 3x720K-Arrays wurden mit Hilfe der
GREAT GO-Analyse-Software untersucht (Abb. 3.4.1.7 A). Der Vorteil dieser Software ist, dass auch
nicht-kodierenden genomischen Regionen ein biologischer Sinn zugewiesen wird, indem die
Annotation naher Gene berlicksichtigt wird. Damit ist GREAT besonders bei der Untersuchung cis-
regulatorischer Regionen (z.B. CpGl, die nicht innerhalb einer kodierenden DNA-Sequenz liegen)
zweckmaRig.

Interessanterweise haben alle signifikanten biologischen Prozesse, deren Gene durch die
Infektion mit H. pylori differenziell methyliert werden, mit dem nukleosomalen Aufbau und der
Transkription genomischer DNA zu tun. Vor allem sind Komponenten der epigenetischen Regulation

betroffen. Entsprechend sind die signifikant haufig vorkommenden Zellkomponenten das
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Nukleosom sowie der Protein-DNA-Komplex. Erstaunlicherweise betreffen die molekularen
Mechanismen vor allem die Funktion der RNA-Polymerase, aber auch der Telomerenden. So sind
viele der differenziell methylierten Gene bzw. Regionen nach H. pylori-Infektion an der Stabilisierung
der Telomere beteiligt, was im direkten Zusammenhang mit Zellalterung und Uberleben der Zelle
steht. Ebenfalls signifikant angereicht ist die Kontrolle der Transkription, insbesondere der Vorgang
der Promotor-Offnung und -Freigabe. Bemerkenswert ist auch die Verbindung zum systemischen
Lupus Erythematodes (SLE), dessen Pathogenese zunehmend mit epigenetischen Verdnderungen
assoziiert wird [369]. Diverse Blutzell-Populationen von SLE-Patienten sind durch einen globalen
Verlust der DNA-Methylierungssignatur charakterisiert [370].

Mit Hilfe des WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit (WEBGESTALT) ist die GO-Analyse signifikant
angereicherter KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)-Pathways als auch Krankheits-
assoziierter Gensets nach H. pylori-Infektion moglich. Mit dieser Analyse werden epigenetisch
gesteuerte biologisch relevante Zellprozesse deutlich (Abb. 3.4.1.7 B).

Stark von den anderen angereicherten Kategorien der KEGG-Pathways heben sich die
metabolischen Wege ab, was darauf hindeutet, dass die Gesamtheit der biochemischen Vorginge
einer Zelle oder eines Organismus von der H. pylori-initiierten Verdanderung des DNA-
Methylierungsmusters betroffen sind. Die Anreicherung ist auch fiir den FceRI-Signalweg signifikant.
Der FceRI-Komplex bildet einen Antikérper-Rezeptor. Dieser Rezeptor induziert verschiedenste
Signalwege, u.a. die Zytokin-Gentranskription, die zur verstarkten Sekretion von Interleukinen,
Interferon-y und TNF-a fiihrt [371]. Uberdies sind weitere Chemokin- und Zytokin-Signalwege unter
den angereicherten KEGG-Pathways zu finden. Der Signalweg JAK/STAT (Janus kinase/signal
transducers and activators of transcription) reguliert ein breites Spektrum an Cytokinen und
Wachstumsfaktoren. Die aktivierte Signalkaskade moduliert die Expression diverser Zielgene und
rekrutiert andere Molekiile wie MAP-Kinasen. Diese Molekiile prozessieren downstream Signale, u.a.
Uber den Ras(Rat sarcoma)-Raf(rat fibrosarcoma)-MAP-Kinase-Weg, und aktivieren damit weitere
Transkriptionsfaktoren. Diese Signaltransduktion stellt einen der Schliissel-Signalwege der humanen

Tumorgenese dar [372].
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Abbildung 3.4.1.7 | Funktionelle Software-basierte GO-Analyse aller differenziell methylierten CpGl- und
Promotorregionen, die mittels NimbleGen 3x720K-Array identifiziert wurden. (A) GREAT-Software ermoglicht
die GO-Analyse der Bereiche: Biologischer Prozess (oben), zellulire Komponenten (Mitte) sowie molekulare
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Funktion (unten). Der negative log (-log) des p-Wertes jedes GO-Begriffs ist absteigend vom héchsten zum
niedrigsten Wert abgebildet und zeigt das relative Signifikanz-Level in Form eines Balkendiagramms. Als
Referenz dient das gesamte humane Genom. (B) WEBGESTALT-Software basierte Gen-Ontologie-Analyse der
GO-Begriffe KEGG-Pathways und Gensets. Der negative log (-logl0) des p-Wertes jedes GO-Begriffs ist
absteigend vom hochsten zum niedrigsten Wert abgebildet und zeigt das relative Signifikanz-Level in Form
eines Balkendiagramms. Als Referenz dient das gesamte humane Genom (hg18).

Auffallig ist, dass ausschlielSlich krankheitsassoziierte Gensets identifiziert werden. Zu den stark
angereicherten Gensets zahlen diverse pathologische Prozesse wie Herz- und Kreislauferkrankungen,
Gefalerkrankungen sowie Krankheiten des Immunsystems (Abb. 3.4.1.7 B).

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der GO-Analyse auf charakteristische DMRs mit
funktioneller Relevanz hin. Spezifische Netzwerke und Signalwege der Zelle sind betroffen. Diese
Analyse demonstriert, dass die H. pylori-induzierten Veranderungen der Methylierungssignatur
zielgerichtet ablaufen. Interessanterweise sind biologisch und funktionell vor allem der RNA- und
DNA/Chromatin-Aufbau von der aberranten Methylierung betroffen. Aber auch pathologische

Prozesse stellen eine signifikant angereicherte Kategorie der Analyse dar.

3.4.1.8 Vergleich zwischen Transkriptom und Methylom

Der Vergleich mit einem Transkriptionsdatensatz aus H. pylori-infizierten MKN74-Zellen dient der
Korrelationsanalyse von DNA-Methylierung bzw. -Demethylierung mit der transkriptionellen
Genaktivitat. Dabei wurden keine signifikanten Ubereinstimmungen gefunden, weder zwischen
Transkriptom und MAP-on-Chip, noch zwischen Transkriptom und Bisulfit-DNA-Sequenzierung
(Daten nicht gezeigt).

Dennoch konnte eine (wenn auch nicht signifikante) Uberschneidung von 87 Regionen zwischen
MAP-on-Chip und Expressionsmicroarray identifiziert werden. Dazu wurde von allen deregulierten
Genen des MAP-on-Chip-Ansatzes (Experiment 1 und 2) und des Transkriptionsarrays (Experiment 1
und 2) die Uberschneidung ermittelt. Von diesen 87 in DNA- und RNA-Profil differenziell
angereicherten genomischen Regionen konnten 85 Proteine mittels Software identifiziert werden,
von denen wiederum 44 bekannte Protein-Protein-Interaktionen aufweisen. Im Vergleich zu 22,3
theoretisch vorausgesagten Interaktionen der Clusteranalyse (k-Means-Algorithmus) ist diese
Anreicherung mit einem p-Wert von 3,52E-5 hoch signifikant. Auffallig ist, dass auch hier
Komponenten der epigenetischen Regulation auftreten. Beispielsweise findet sich Interaktion von
HDAC9 und DNMT3B, deren Gene sowohl in Leukdmie-Zellen als auch in Virusinfektionen
differentiell methyliert sind [373, 374].

Einen Grofteil der Proteine sind immunologisch wirksame Zytokine, insbesondere
inflammatorische Chemokine wie TNF-a, NFKBIA (NF-kB inhibitor a), CXCL1 (chemokine (C-X-C motif)
ligand 1), CCL3 (chemokine (C-C motif) ligand 3), CCR6 (chemokine receptor 6) und ILIRN
(interleukin-1 receptor antagonist) sowie TGF-a (transforming growth factor alpha), ein Faktor, der
in diversen humanen Krebsarten gefunden wird, so z.B. in Prostata- [375] und Pankreas-Krebs [376]
(Abb. 3.4.1.8).
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Auch wenn die Entsprechung zwischen Transkriptom und Methylom nicht signifikant ist, weist die
Netzwerk-Analyse signifikante Anreicherungen auf, die erneut epigenetisch wirksame und

immunologisch relevante Komponenten der Wirtszelle einschlieRen.
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Abbildung 3.4.1.8 | STRING-Netzwerk zur Bestimmung von Protein-Protein-Interaktionen der miteinander
liberlappenden genomischen Bereiche zwischen MAP-on-Chip und Expressionsmicroarray. Als Verfahren der
Clusteranalyse wurde der k-Means-Algorithmus angewendet. Die Darstellung (confidence view) in STRING
verdeutlicht die Starke der Protein-Protein-Interaktionen mit Verwendung unterschiedlicher Linienstarken.
Ausgehend von 87 in DNA- und RNA-Profil gemeinsam differenziell angereicherten genomischen Regionen (85
Regionen wurden von der Software erkannt) wiesen 44 Proteine Interaktionen auf. Die Clusteranalyse
(k-Means-Algorithmus) sagte 22,3 Interaktionen (p-Wert = 3,52E-5) voraus.

3.4.2 Bisulfit-DNA-Sequenzierung
3.4.2.1  Qualitatskontrolle und Datenanalyse

Die technische Qualitdtsbeurteilung der BeadChip-Daten wird durch interne Kontrollen erleichtert,
die beispielsweise die Farbung, Hybridisierung, Bisulfit-Konvertierung und Negativkontrollen mit
einschlieRen. Die Qualitdtskontrolle der Rohdaten des Infinium HumanMethylation450 BeadChip
(lumina) ergibt hervorragende Korrelationskoeffizienten fiir alle experimentellen Bedingungen, die

bei k =1 liegen (Abb. 3.4.2.1 A). Auch andere Studien zeigen stets eine sehr hohe Reproduzierbarkeit
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zwischen den Replikaten (k>0,95) [377-381]. Damit wird deutlich, dass die technische
Reproduzierbarkeit bei der Sequenzierung Bisulfit-behandelter DNA im Vergleich zur Anreicherung
methylierter DNA (ber Affinitatsaufreinigung duBerst hoch ist und sich die biologischen Replikate
stark ahneln.

Schon aufgrund der Rohdaten konnen Aussagen (iber die Methylierungsverteilung nicht
infizierter und H. pylori-infizierter MKN74-Zellen getroffen werden. Die graphische Darstellung der
Verteilung der B-Werte aller Ansdtze verdeutlicht deren leichte Verschiebung im Zuge einer
H. pylori-Infektion hin zu héheren Werten (Abb. 3.4.2.1 B). Die horizontale Linie stellt den Mittelwert
der B-Werte dar. Entsprechend liegen Allele infektionsbedingt vermehrt hypermethyliert vor.

Als differenziell methyliert wurden CpG-Positionen definiert, bei denen mindestens sechs Beads
der gleichen DNA-Sequenz den Array erfolgreich passiert haben. Als Schwellenwert wurde ein
p-Wert von unter 0,05 und ein A-Verhaltnis zwischen nicht infizierter und infizierter Probe von>5 %
festgelegt. Waren diese Kriterien erfiillt und gleichzeitig die Tendenz der Methylierung (An- oder
Abreicherung) in allen drei Experimenten gleich, wurden die CpG-Positionen als differenziell

methyliert klassifiziert.
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Abbildung 3.4.2.1 | Qualitdtsanalyse der Rohdaten des Infinium HumanMethylation450 BeadChip (lllumina).
(A) Korrelationsmatrix dreier unabhangiger biologischer Replikate (Experiment 1, 2 und 3) mit jeweils H. pylori-
infiziertem (Hpy) und nicht infiziertem (NI) Ansatz. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson ist flr jede
Korrelationsmoglichkeit angegeben. Das Streudiagramm jeder Korrelationsmoglichkeit reprasentiert die
B-Werte der Dinukleotide. (B) Graphische Darstellung der Verteilung des B-Wertes, der das Verhaltnis der
Signalintensitdten methylierter und nicht methylierter Allele angibt. Im Durchschnitt ist der B-Wert der nicht
infizierten Probe (NI, schwarz) geringer als bei der H. pylori-infizierten Probe (Hpy, rot), was allgemein auf eine
Hypermethylierung der untersuchten CpG-Positionen nach einer H. pylori-Infektion hindeutet.
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3.4.2.2 Biologische Replikate

Fur die Datenanalyse des Illumina BeadChip standen drei experimentelle Replikate zur Berechnung
der Uberschneidung zur Verfiigung (Abb. 3.4.2.2). Hier sind die Datenmengen der differenziell
regulierten CpG-Positionen jedes Datensatzes vergleichbar groR. Die Uberschneidung der
Datensatzkombinationen der Replikate war signifikant. Wie auch beim MAP-on-Chip-Ansatz wurden
die Daten weiter nach Methylierungstendenz unterteilt — diese Untergruppen zeigen ebenfalls eine
signifikante Uberlappung. Ahnlich wie beim MAP-on-Chip-Datensatz gibt es deutlich mehr hyper- als
hypomethylierte CpG-Positionen — mit einem Verhaltnis von etwa drei zu eins (Abb. 3.4.2.2).

Um zu Uberprifen, ob in beiden globalen Ansatzen die gleichen genomischen Regionen
differenziell methyliert gefunden werden, mussten die CpG-Positionen des BeadChips mit den CPGI-
und Promotorregionen des MAP-on-Chip-Ansatzes verglichen werden. Die Ubereinstimmung beider
Ansatze ist abhangig von der Anzahl der Regionen, die auf beiden Arrays durch Oligonukleotid-
Sonden abgedeckt werden. Es konnten ca. 250.000 CpG-Nukleotide des lllumina BeadChip-Arrays
bestimmt werden, die in Regionen des MAP-on-Chip-Arrays vorkommen. Trotzdem ist die
Uberschneidung der differenziell methylierten Positionen beider globalen Ansitze nicht signifikant.
Da allerdings die Uberschneidung der Replikate des BeadChip sowie des MAP-on-Chip jeweils
signifikant ist, wird deutlich, dass die H. pylori-induzierten Veranderungen der humanen DNA-

Methylierungssignatur vor allem zielgerichtet ablaufen.

Differenzielle Methylierung

Hypermethylierung " Hypomethylierung

Abbildung 3.4.2.2 | Venn-Diagramme zur Darstellung der Signifikanz der Uberlappung der einzelnen
biologischen Experimente und deren Methylierungsanalysen. Die signifikante Ubereinstimmung beruht auf
allen vom BeadChip abgedeckten Sequenzen (** p<0,05). Die unterschiedlichen Farben symbolisieren jeweils
eines der drei biologischen Replikate (grau, Experiment 1; rot, Experiment 2; blau, Experiment 3). Es zeigt sich
eine signifikante Uberschneidung der infektionsbedingt differenziell methylierten CpG-Positionen dreier
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biologischer Replikate. Die Daten basieren auf der Sequenzierung von Bisulfit-behandelter DNA, die mit einem
Infinium HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) hybridisiert wurden. Das obere Venn-Diagramm
reprasentiert alle differenziell methylierten Bereiche. Die unteren Diagramme stellen hypermethylierte (links)
und hypomethylierte (rechts) CpGs dar (p<0,05; A-Verhaltnis zwischen nicht infizierter und infizierter Probe
von 25 %).

3.4.2.3 Globale und regionale Methylierungsanalysen

Der lllumina BeadChip gestattet die Identifizierung einzelner differenziell methylierter CpG-
Positionen, ermoglicht jedoch nicht die Unterteilung in CpGlI- und Promotor-Typen, wie sie mit der
Analysestrategie beim MAP-on-Chip vorgenommen werden konnte. Dennoch ist eine Analyse
globaler und regionaler Unterschiede der DNA-Methylierung auch hier moglich. Der GroRteil der
differenziell methylierten CpG-Positionen des BeadChip ist hypermethyliert (Abb. 3.4.2.3 A). Das
entspricht dem Ergebnis der CpGl-Methylierung des MAP-on-Chip-Arrays.

Handelt es sich hierbei auch um CpGs, die in Promotorregionen oder gar im Bereich des TSS
liegen? Der BeadChip-Array ermoglicht die Zuordnung der CpGs zu den Bereichen Promotor, 5'-UTR,
Genkorper, 3°-UTR oder intergene Region. Post infectionem ist die Mehrheit (45 %) der
Promotorregionen, inklusive TSS und 5°-UTR, hypomethyliert (Abb. 3.4.2.3 B, Tortendiagramm
rechts). Hypermethylierte CpG-Dinukleotide finden sich vor allem in Genkorpern (Abb. 3.4.2.3 B,
Tortendiagramm Mitte). Verglichen mit der prozentualen Verteilung aller auf dem Chip abgedeckten
Bereiche bedeutet dies einen enormen Anstieg (Abb. 3.4.2.3 B, Tortendiagramm links). Unterschiede
in der Methylierungsrichtung bilden sich zwischen Promotor (mit 5°-UTR) und Genkdrpern heraus,
wohingegen 3°-UTR und intergene Regionen kaum prozentuale Unterschiede zwischen
infektionsbedingter Hyper- und Hypomethylierung aufweisen. Deutlich wird auch, dass CpG-
Dinukleotide in intergenen Bereichen nur in geringem Malle von Methylierungsmodifikationen
betroffen sind. Es liegen mehr als die Halfte (56 %) der untersuchten Dinukleotide in Bereichen
zwischen Genen, machen aber nur 25 % der hypermethylierten und 20 % der hypomethylierten
Sequenzen aus. Das deutet auch darauf hin, dass hier keine Praferenz fiir eine der
Methylierungstendenzen besteht.

Der Illumina BeadChip bietet eine weitere Moglichkeit der Unterteilung von CpG-Inseln und ihrer
Nachbarschaft (Abb. 3.4.2.3 D): Sowohl bei hyper- als auch hypomethylierten CpGs machen die
sogenannten open sea-Bereiche, die weit entfernt von der CpGl liegen, etwa die Halfte der aberrant
methylierten Sequenzen aus. Die prozentuale Verteilung zwischen Hyper- und Hypomethylierung
unterscheidet sich nicht stark. Verglichen mit den vom Array abgedeckten Bereichen (Abb. 3.4.2.3 D,
Tortendiagramm links) ist dieser Bereich verhaltnismaRig stark differenziell methyliert. Starke
Unterschiede der An- und Abreicherung sind zudem in shelf- und shore-Regionen zu finden.
Hypomethylierte CpGs sind zu 35 % in den shore-Regionen und 15 % innerhalb der CpG-Inseln zu
finden (Abb. 3.4.2.3D, Tortendiagramm rechts). Im Gegensatz dazu kommen 8% der
Hypermethylierungen in CpG-Inseln, 22 % in den shore-Regionen und 15 % — dreimal mehr als
hypomethylierte CpGs — in den shelf-Bereichen der CpG-Inseln vor (Abb. 3.4.2.3 D, Tortendiagramm

Mitte). Sequenzen innerhalb von CpG-Inseln sind, verglichen mit ihrer Prasenz auf dem BeadChip,
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beziglich ihrer Hypermethylierung (8 %) und Hypomethylierung (15%) erstaunlicherweise

unterreprasentiert. Trotzdem ist anndhernd die doppelte Menge der CpGl-Dinukleotide hypo-

anstatt hypermethyliert.
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Abbildung 3.4.2.3 | Vorderseite: Die Unterteilung der genomischen Lokalisation sowie der CpG-Inseln und
ihrer Nachbarschaft verdeutlichen positionsbedingte Unterschiede der differenziell methylierten CpGs des
lllumina BeadChip nach H. pylori-Infektion. (A) Balkendiagramme verdeutlichen die Verteilung der hyper- und
hypomethylierten Bereiche bezogen auf die Gesamtmenge differenziell methylierter CpG-Positionen. (B)
Graphische Darstellung sowie prozentuale Verteilung der genomischen Lokalisation von hyper- (links) und
hypomethylierten CpGs (rechts) bzw. auf dem Chip vorhandenen CpGs (Mitte). Ein hypothetischer TSS ist mit
einem Pfeil markiert. (C) Schematische Darstellung der Kernaussagen der Region-spezifischen Methylierungs-
analyse bezogen auf die genomische Lokalisation differentiell methylierter CpG-Nukleotide. 24 h nach einer
Infektion mit H. pylori liegen Genkorper und upstream-Promotoren Uberwiegend hypermethyliert vor, core-
Promotoren hingegen hypomethyliert. (D) lllustration der Unterteilung der CpGl und ihrer Nachbarschaft,
sowie deren prozentuale Anteile an hyper- (Mitte) und hypomethylierten (rechts) CpGs bzw. auf dem Chip
vorhandenen CpGs (links) in Form von Tortendiagrammen.

Die Datenanalyse bestatigt die CpGl-Hypermethylierung im genomischen Bereich des TSS. Bei der
Analyse der differenziell methylierten CpG-Positionen des Illumina BeadChip kam es zum gleichen
Ergebnis wie beim MAP-on-Chip-Ansatz: Im Vergleich mit allen auf dem Array abgedeckten CpG-
Positionen sind die hypermethylierten CpGs verstirkt um den TSS anzutreffen. In Ubereinstimmung
mit dem MAP-on-Chip-Daten kommt es in CpG-Inseln und ihrer angrenzenden Regionen zur globalen
Hypermethylierung, die sich vor allem auf Promotor-ferne Bereiche beschrankt. Auch in diesem
globalen Ansatz wird ein prozentual groRer Teil der CpG-Nukleotide in Promotor-Sequenzen
demethyliert gefunden. Bereiche in der Nahe von CpG-Inseln (shores) und upstream vom TSS sind
Uberwiegend hypomethyliert, weiter entfernte Regionen (shelfs) und Bereiche downstream vom TSS
tendenziell hypermethyliert. Beide genomweiten Arrays (BeadChip und MAP-on-Chip) lassen
demnach vergleichbare globale Aussagen zu und dienen der gegenseitigen Validierung.

3.4.2.4 DNase | hypersensitive sites

Regionen, die hypersensitiv auf einen Verdau durch DNase | reagieren, werden als DNase !
hypersensitive sites (DHS) bezeichnet [382]. Diese Bereiche weisen eine abnormale nukleosomale
Struktur auf, die nicht durch gebundene Proteine geschiitzt wird [383]. Diese offene
Chromatinstruktur erleichtert die Expression von Genen. Unter den differenziell methylierten CpG-
Dinukleotiden des BeadChip finden sich drei Gene mit sehr hohem CpG-Gehalt (high-CpG): TLR2
(toll-like receptor 2), TFE3 (transcription factor binding to IGHM enhancer 3) sowie ST8SIA6
(ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 6). Erstaunlicherweise waren zwei
dieser Gene DNase I-hypersensitiv: TLR2 und ST8SIA6. Untersucht man diese Genprodukte mit Hilfe
der STRING-Analyse-Software, wird ein erweitertes Netzwerk bekannter und vorhergesagter Protein-
Protein-Interaktionen ausgebildet, welches auffdllig eng mit dem TLR- und Zytokin-Signalwegen
verbunden ist (Abb. 3.4.2.4). Diese Genprodukte haben eine fundamentale Rolle in der Pathogen-
Erkennung sowie der Aktivierung der angeborenen Immunitat. TLR2 ist Gber die Stimulation von
NF-kB und der Zytokin-Sekretion ein Vermittler der Wirtszellantwort auf Gram-positive Bakterien
und Hefen [384].
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Die CpG-Sequenzierung mittels Illumina BeadChip ergab in den H. pylori-infizierten Proben eine
Hypermethylierung im 5°-UTR-Bereichs des TLR2-Gens sowie eine besonders starke
Hypermethylierung im ersten Exons von ST8SIA6. Das erste Exon des TFE3 ist hingegen
hypomethyliert. Hier wird die Rolle der differenziellen Genregulation tber DNA-Methylierung

besonders in Hinblick auf Krankheits- und Krebsentstehung deutlich.

TFE3

ST8SIA6

®

Abbildung 3.4.2.4 | STRING-Netzwerk zur Bestimmung von Protein-Protein-Interaktionen dreier differenziell
methylierten CpG-Positionen (lllumina BeadChip) in Sequenzen mit hohem CpG-Gehalt: TLR2, TFE3, ST8SIA6.
TLR2 und ST8SIA6 beinhalten zudem DNase I-hypersensitive Sequenzen. Dargestellt ist die confidence view in
STRING, bei der stdrkere Protein-Protein-Interaktionen durch dickere Linien dargestellt sind. Die
Standardeinstellung der Vorhersagemethoden in STRING wurden beibehalten und das Konfidenzintervall auf
0,4 festgelegt.

3.4.2.5 Funktionelle Analysen

KEGG-Pathway- und Genset-Analysen bringen funktionelle Zusammenhinge zwischen globalen
Methylierungsdaten und der Krankheits- und Krebsentstehung des humanen Wirtsorganismus
hervor. Das ergibt die mittels WEBGESTALT-Software durchgefiihrte Analyse der BeadChip-Daten
differenziell methylierter DNA von H. pylori-infizierten MKN74-Zellen im Vergleich zu nicht infizierten
Kontrollzellen.

Von differenzieller Methylierung betroffene KEGG-Pathways und Gensets sind vor allem mit
Krankheiten wie Krebs und Infektionen sowie wichtigen metabolische Signalwegen der Zelle
assoziiert. Bei vielen zelluldren Funktionen, z.B. bei Proliferation, Differenzierung und Migration, ist
die MAPK-Kaskade involviert. Auch der VEGF(vascular endothelial growth factor)-Signalweg und
Chemokinsignalweg sind an der Regulation von Genen beteiligt, welche Proliferation, Migration und
das Uberleben der eukaryotischen Zelle vermitteln. Die veranderte Regulation dieser Signalwege ist
ein Schlisselereignis bei der Entstehung von humanem Krebs [372]. Wichtige Komponenten der

adaptiven Immunitdt wie B-Zellen sind fir die Antigen-Erkennung erforderlich. Die Bindung eines
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Antigens an den B-Zell-Rezeptor (B cell antigen receptor, BCR) bewirkt die Aktivierung diverser
Kinasekaskaden, welche dereguliert zur Krankheitsentstehung beitragen kénnen [385]. Hier wird die
funktionelle Relevanz der infektionsbedingt veranderten Methylierungssignatur fiir die Pathogenese
des Mikroorganismus deutlich (Abb. 3.4.2.5).

Der Vergleich beider globaler Methylierungsdatensatze (BeadChip und MAP-on-Chip) ergibt
einige identische GO-Begriffe. Hervorzuheben sind die stark krebsassoziierten Ergebnisse der
[llumina BeadChip-Analyse: Prostata-, Pankreas-, Lungenkrebs sowie Krebssignalwege im
Allgemeinen sind hier stark angereicherte KEGG-Pathways. Auch bei den angereicherten Gensets
findet sich im BeadChip-Array die Annotationen Sarkom und Adenom. Uberdies sind Chemokin- und
Zytokin-Signalwege unter den angereicherten KEGG-Pathways beider Datensatze zu finden
(Abb. 3.4.2.5).

GO: KEGG-Pathways -log 10 (p-Wert)
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Prostata-Krebs IS S N N S N
Toxoplasmose IR R N

Pankreas-Krebs
MAPK-Signalweg
B-Zell-Rezeptor-Signalweg
VEGF-Signalweg
Kleinzelliges Lungenkarzinom
Chemokin-Signalweg
Krebssignalwege

Pankreassekretion | s nmm— E—"—

GO: Gensets -log 10 (p-Wert)

Colitis  m—— I S R
Translokation, Genetik  ————— — I R
Sarkom EE— N N R
Krebs und virale Infektionen  ——————— N R
Adenom I N R
Tod I N N
vorzeitiges ReilRen der Fruchtblase I E—
HIV I N N S
Arthritis I S
Mossy-Foot-Krankheit RS I N

Abbildung 3.4.2.5 | Funktionelle Software-basierte GO-Analyse der KEGG-Pathways und Gensets mittels
WEBGESTALT-Software. Balkendiagramm des relativen Signifikanz-Levels. Der negative log (-log10) des
p-Wertes jedes GO-Begriffs ist absteigend vom hdchsten zum niedrigsten Wert dargestellt. Als Referenz dient
das gesamte humane Genom (hg18).
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3.5 Diskussion: Teil

In den letzten Jahren haben diverse Studien einen Zusammenhang zwischen einer H. pylori-Infektion
der Magen-Schleimhaut, Verdanderungen der DNA-Methylierungssignatur der Wirtszelle und dem
Risiko einer Magenkrebserkrankung hergestellt [148, 386-389]. Hypothetisch kann die DNA-
Methylierung gastrischer Stammzellen, z.B. induziert durch eine H. pylori-Infektion, die Tumorgenese
einleiten [390]. Dem gegeniiber stehen Beobachtungen, die keine Assoziation zwischen erhdhter
DNA-Methylierung, gastrischen Krebsrisiko und einer H. pylori-Infektion sehen [388, 391].
Entsprechend wichtig sind Untersuchungen wie die vorliegende Studie fiir die Analyse H. pylori-
induzierter epigenetischer Mechanismen der Karzinogenese, da bisher nur wenig Uber den
Zusammenhang von bakterieller Infektion und Wirtszell-Methylom bekannt ist. Die onkogenen
Eigenschaften einer H. pylori-Infektion resultieren aus zwei Mechanismen: dem direkten
genotoxischen Effekt der bakteriellen Virulenzfaktoren und Metabolite einerseits der
Entziindungsreaktion der Zelle andererseits [392]. Dieses komplexe Wechselspiel wird u.a. durch
epigenetische Mechanismen wie DNA-Methylierung und Histon-Modifikation dirigiert. Erst die
Aufklarung des gesamten epigenetischen Netzwerks ermdoglicht ein umfassendes Verstandnis der
Pathogen-induzierten Krebsentstehung.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine H. pylori-Infektion zu schwerwiegenden
Veranderungen des Wirtszell-Methyloms beitragt und u.a. krebsférdernde Prozesse moduliert [387,
393, 394]. Es ist anzunehmen, dass diese Veranderungen auch nach einer erfolgreichen klinischen
Behandlung der Infektion bestehen bleiben. Hinweise darauf liefern Studien, die zeigen, dass die
genomische Methylierung mit der H. pylori-Infektion ansteigt und mit der Eliminierung des Keims
zwar abnimmt, jedoch der urspriingliche DNA-Methylierungszustand nicht wiederhergestellt wird
[394]. Daher sind auch ehemals H. pylori-infizierte Patienten von einem erhéhten Krebsrisiko
betroffen. Zusatzlich zur Entziindung kann die Zellalterung auf molekularer Ebene CpGl-
Methylierungen induzieren [395]. Mit zunehmenden Lebensalter steigt das Krebsrisiko;
moglicherweise, weil Stamm- oder Vorlauferzellen molekulare Lasionen akkumulieren, die wiederum

zu Zelltransformationen und Krebs beitragen [391, 396].

Die vergleichende globale Methylierungsanalyse ermoglicht einen validen Einblick in das
Wirtszell-Epigenom. Auch wenn der methodische Ansatz nur ein kleines Fenster der Pathogenese
beleuchtet, stellt dies einen wichtigen Schritt auf dem Weg zum Verstandnis von in vivo-Systemen
dar. Der Zeitpunkt — 24 h post H. pylori-Infektion — ist in Zellkultursystemen einer Langzeitinfektion
gleichzusetzen, welche in vivo-Verhaltnisse nachahmen soll. Als Infektionsmodell wurden MKN74-
Zellen ausgewadhlt, u.a. da ihr Phdnotyp dem von Primarzellen stark dhnelt: Sie zeichnen sich durch
ihr langsames Wachstum aus; zudem sind sie fiir eine relativ lange Infektionszeit vital. Im Gegensatz
zu anderen gastrischen Epithelzelllinien besitzen sie funktionales p53 und E-Cadherin. Da es
wahrend der Kultivierung zu Veranderungen der DNA-Methylierungssignatur kommt [397], wurden
alle Experimente mit Zellen der gleichen, niedrigen Passagenzahl durchgefiihrt.

Das normale Vertebratengenom ist global methyliert, weist aber kaum CpGl-Methylierung auf.
CpG-Inseln sind flir Methylierungsmodifikationen zuganglich [398, 399]. Der Anteil unmethylierter
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CpG-Positionen nimmt nur 1-2 % von der Gesamt-DNA ein [120]. Die globale DNA-Methylierung wird
als Schutz vor Pathogen-induzierter Immunantwort und Autoimmunantwort gesehen, die von
mosaikartig methylierten Genomen ausgel6st wird [120]. Tumorzellen sind durch ein von normalen
Zellen  abweichendes  Methylom  charakterisiert. Die = Mehrheit der  publizierten
Untersuchungsergebnisse des humanen Krebs-Epigenoms weist auf eine genomweite
Hypomethylierung und Genpromotor-spezifische Hypermethylierung von CpGl hin [400]. Der globale
Verlust des Methylcytosins kann (iber die Re-Expression von Onkogenen und Aktivierung viraler oder
parasitischer Transposons zur genomischen Instabilitdt beitragen [401]. Methylierte repetitive
genomische Sequenzen oder chromosomale Satelliten verleihen der Zelle genomische Stabilitat:
Kommt es in diesen Bereichen zu Hypomethylierungen, folgen unkontrollierte mitotische
Rekombination, Transposon-Insertionen werden erleichtert und verursachen Mutationen [401, 402].
Die Demethylierung und Aktivierung der P-Cadherin-Transkription resultiert im Verlust der
Zellpolaritat und zeichnet sich durch eine erhéhte Mobilitdt, Migration und Invasion der Zelle im
Bindegewebe aus. Dieser Phanotyp wird bei Brustkrebs beobachtet [402]. Bislang ist nur wenig Gber
die Rolle der DNA-Hypomethylierung bei der Karzinogenese bekannt. Diese globale Studie weist
darauf hin, dass die genomische Demethylierung fir die Entwicklung der Krankheits- und
Krebsentstehung wichtig ist.

CpGl-Hypermethylierung in Promotorregionen ist ein weiteres Kennzeichen von Krebs und kann
die Stilllegung von Tumorsuppressorgenen bewirken [400, 403]. Beide Mechanismen der
differenziellen DNA-Methylierung unterstiitzen die Entstehung von Krebs, indem sie zu zelluldren

Transformationen beitragen.

In der hier durchgefiihrten MAP-on-Chip-Analyse einer H. pylori-Infektion zeigte sich einen
Anstieg der DNA-Methylierung im Vergleich zu nicht infizierten Zellen. Die globale
Hypermethylierung wurde mit einer weiteren Methode bestétigt. In beiden Ansatzen (MAP-on-Chip
und Bisulfit-DNA-Sequenzierung) befand sich die Mehrzahl der methylierten Regionen im
Genkorper, nicht wie der Grol3teil der demethylierten Dinukleotide in der Promotor- und 5‘-UTR-
Region. Methylomdaten aus infektionsunabhangigen MeDIP-on-Chip-Studien  zervikaler
intraepithelialer Neoplasien (cervical intraepithelial neoplasia, CIN) zeigen im Vergleich zu normalen
Zervixgewebe (iberwiegend Hypermethylierung [404]. Die Promotor-assoziierten CpG-Inseln der
Zervix-Krebszellen sind zunehmend hypomethyliert [404]. Das weist darauf hin, dass die Ergebnisse
der hier vorliegenden Studie mit Untersuchungen des zervikalen Karzinoms korrespondieren. Eine
450K-Chip-Studie (Illumina) vergleicht kolorektale Karzinomzellen mit normaler Darm-Mukosa. Auch
diese Studie weist eine dhnliche Verteilungen von Hyper- und Hypomethylierung auf. Die Autoren
Sandoval et al. identifizieren 96-97 % der sequenzierten Dinukleotide als hypermethyliert und nur
2-4 % hypomethyliert. Das entspricht der hier beobachteten drastischen Verschiebung der
Methylierungssignatur hin zur Hypermethylierung [399, 405]. Somit induziert die H. pylori-Infektion
globale Modifikationen der DNA-Methylierung, die mit denen der Karzinogenese vergleichbar sind.

Betrachtet man die Nachbarschaft der CpG-Inseln genauer, stimmt die Verteilung der

Hypomethylierung in H. pylori-infizierten MKN74-Zellen mit Zellen aus kolorektalen Karzinomen
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Uberein [405]. Die Mehrheit der Hypomethylierungen findet im sogenannten open sea-Bereich statt,
ist als mit der CpGl per se nicht assoziiert. Dennoch ist auffallig, dass die CpGl-shores im Ansatz von
Sandoval et al. und Song et al. hypomethyliert vorliegen [405, 406]. In der hier vorliegenden Analyse
gibt es ebenfalls eine starke Anhaufung von hypomethylierten shore-Regionen. Ein kontroverses Bild
ergibt sich beim Vergleich der hypermethylierten CpGl und ihrer Nachbarschafts-Regionen. Beim
hier vorliegenden Ansatz weisen mehr als die Halfte der open sea-Regionen Hypermethylierung auf
(55 %) — deutlich mehr als bei kolorektalen Krebszellen mit nur einem Bruchteil der Gesamtmenge
(7,6 %) [405]. Dementsprechend gering fallen die Anteile anderer Nachbarschaftsregionen aus, wie
beispielsweise die CpGl, die bei Sandovals et al. den gewaltigen Anteil von 66,5 % einnehmen.
Warum es im Vergleich der beiden Analysen zu dieser Umverteilung kommt, ist unklar. Eine
Erklarung konnte die Anwendung unterschiedlicher p-Werte (20,01 vs. 20,05 in dieser Arbeit) und
B-Werte (20,66 vs. 20,5 in dieser Arbeit) liegen. Des Weiteren betrachten Sandoval et al. die
biologischen Replikate der jeweiligen Kulturbedingung separat. AulRerdem zeigen die dort
dargestellten Ergebnisse nur ein biologisches und technisches Replikat der Krebszell-Probe, was
zusatzlich zur Verschiebung des Datensatzes beitragt. Mindestens zwei, besser drei Replikate sollten
miteinander abgeglichen werden, um echte biologische Effekte von technischen Schwankungen zu
unterscheiden. Daher wurden in dem hier vorgestellten Ansatz die Gbereinstimmenden Ergebnisse

dreier biologischer Datensatze dargestellt.

Die H. pylori-Infektion wird mit CpGl-Hypermethylierung von Zellen des Magen-Darm-Trakts
assoziiert; dies folgt aus dem Vergleich H. pylori-infizierter oder nicht infizierter Biopsien aus
Krebsgewebe und gesundem Gewebe. Folgende hypermethylierte Tumorsuppressorgene,
Transkriptionsfaktorgene sowie Gene der Entziindungsreaktion, DNA-Reparatur und der zelluldren
Architektur werden als Reaktion auf eine H. pylori-Infektion bei Gastritis und bei der frihen
Krebsentstehung gefunden: USF (upstream transcription factor) 1 und 2, WWOX (WW domain
containing oxidoreductase), APC (adenomatous polyposis coli), CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A), RUNX3 (runt-related transcription factor 3), COX-2 (cyclooxygenase 2), TFF2 (trefoil
factor 2), CDH1, DAP(death-associated protein)-Kinase, GSTP1 (glutathione S-transferase pi 1), LOX
(lysyl oxidase), THBD (thrombomodulin), FLNc (filamin C), HAND1 (heart and neural crest derivatives
expressed 1), MLH1 (mutL homolog 1) und MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) [386,
387, 390, 407-416]. Die transkriptionelle Stilllegung dieser Gene, die mit Immunantwort, DNA-
Reparatur, Zellzyklus, Proliferation und Adhéasion assoziiert sind, erleichtern die Karzinogenese. Da
viel Gene von der Transkriptionsregulation durch DNA-Methylierung betroffen sind, kann man beim
gastrischen Krebs von einer epigenetischen Erkrankung sprechen, die u.a. von einer H. pylori-
Infektion verursacht wird.

Etliche Studien demonstrieren, dass eine H. pylori-Infektion mit der Hypermethylierung von
Genpromotoren assoziiert ist, jedoch beschéaftigen sich nur wenige Studien mit der
Hypomethylierung spezifischer Gene, die mit der Entwicklung von gastrischem Krebs einhergeht
[417, 418].
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Shin et al. konnten eine groBere Anzahl an CpG-Positionen mit Hilfe eines lllumina BeadChip
bestimmen. Sie verglichen gesunde nicht-neoplastische Magen-Proben mit denen von Magen-Darm-
Krebs-Patienten. Die Kategorisierung des H. pylori-Infektionsstatus (negativ, aktiv oder
zuriickliegende Infektion) basiert auf verschiedenen endoskopischen Tests. Von den 359
identifizierten differenziell methylierten Dinukleotiden waren ca. 81 % der H. pylori-infizierten
Biopsien hypermethyliert, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbar ist. Erstaunlicherweise
sind die meisten der infektionsbedingt hypermethylierten CpG-Positionen der gastrischen Krebs-
Proben im Vergleich zu nicht infizierten Krebs-Proben nicht signifikant hypermethyliert [419]. Aus
dieser Studie einen kausalen Zusammenhang zwischen H. pylori-Infektion und kolorektalen

Karzinomen herzustellen ist demnach schwierig.

Ein Kennzeichen von Krebs ist eine verstarkte DNA-Hypomethylierung, vor allem in repetitiven
Sequenzen [152-154]. Dennoch gibt es bis auf eine Studie von Compare et al. keine Untersuchungen,
die einen Zusammenhang zwischen H. pylori-Infektion und globaler DNA-Hypomethylierung in nicht
repetitiven Bereichen herstellen. Compare et al. untersuchten Biopsie-Material des Magens auf
Indikatoren einer H. pylori-Infektion sowie den Grad der Erkrankung. Das 5mC-Level der Zell-Proben
wurde mittels Immunhistochemie ermittelt [152]. Die Autoren konnten die H. pylori-Infektion
signifikant mit der Methylierung von Cytosin in Verbindung bringen. Mit Zunahme des Schweregrads
der Erkrankung nimmt die globale DNA-Methylierung der gastrischen Mukosa graduell ab,
beginnend mit der Infektion Gber die H. pylori-positive Gastritis bis hin zur H. pylori-assoziierten
chronisch atrophischen Gastritis. Allerdings kann nur zwischen H. pylori-negativer Kontrolle und
H. pylori-positiver chronischer Gastritis ein signifikanter Unterschied detektiert werden.
Interessanterweise beobachteten die Autoren zehn Jahre nach der Heilung einer H. pylori-Infektion
eine Abnahme der 5mC-Konzentration. Dies stimmt mit Studien lberein, die nach Eliminierung einer
H. pylori-Infektion gastrische Karzinome damit assoziieren [420, 421]. Den Studien mangelt es
jedoch, wie bei ex vivo-Studien haufig, an ausreichendem Strichprobenumfang und Signifikanz der
Untersuchungsergebnisse. Des Weiteren kénnen Umwelteinfliisse wie Zigarettenkonsum oder
Medikamenteneinnahme die Ergebnisse verfdlschen. Auch wenn Compare etal. ein global
demethyliertes Genom mit der H. pylori-induzierten Karzinogenese in Verbindung bringen,
widersprechen ihre Beobachtungen nicht der hier vorliegenden Studie. Auch sie assoziieren die
Hypermethylierung mit einer H. pylori-Infektion, auf die eine konstante Abnahme des
Methylierungslevels folgt. Das in dieser Arbeit verwendete Infektionsmodell kann nur frihe
Ereignisse der Infektion detektieren, die zur Karzinogenese beitragen, nicht aber den malignen
Zustand selbst.

Bislang ist nur ein weiteres bakterielles Pathogen, das wie H. pylori chronische Infektionen
hervorrufen kann, mit der Verdanderungen der DNA-Methylierungssignatur der Wirtszelle assoziiert:
Campylobacter rectus [146]. Generell wird die Interpretation der Daten durch die schwere
Unterscheidbarkeit von Pathogen-induzierten Effekten und allgemeinen Entziindungsprozessen

beeintrachtigt. So konnen z.B. zelluldre Entziindungsreaktionen, die Stickstoffmonoxid(NO)-
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Produktion oder bakterielles LPS eine Ursache der differenziellen DNA-Methylierung sein und nicht
H. pylori selbst [394, 422].

Eine weitere Hirde der Analyse von DNA-Methylierungen ist der dynamische Wechsel zwischen
CpG-Methylierung und Demethylierung. Die Signatur der DNA ist dynamisch und beruht nicht, wie
lange Zeit angenommen, auf statischen Modifikationen [423-425]. Die Tatsache, dass alle weiteren
Studien nur Momentaufnahmen der Infektion darstellen, kénnte die Ursache kontroverser

Untersuchungsergebnisse sein.

Die 3’-UTR und intergene Regionen scheinen weder beim MAP-on-Chip- noch beim BeadChip-
Array Methylierungspraferenzen aufzuzeigen. Die differenzielle Methylierung von intragenen und
intergenen Bereichen tritt besonders bei der Analyse des BeadChip-Arrays prozentual in den
Vordergrund. Methylierung von Genkorpern reprasentieren eine urspriingliche Form der DNA-
Methylierung, da dhnliche Muster der Methylierung sowohl in Pflanzen als auch Tieren gefunden
werden. Im Gegensatz zu den UTR-Bereichen scheinen diese Regionen Ziel der infektionsbedingten
Methylierungsmodulation zu sein.

Somit muss angenommen werden, dass alternative epigenetische Regulationsmechanismen
existieren, die nicht den Transkriptionsstart selbst betreffen. Bisher ging die Mehrheit der Studien
davon aus, dass relevante DNA-Methylierung vor allem Promotorregionen und CpG-Inseln betrifft.
Diese Annahme wurde von Irizarray und Kollegen in Frage gestellt [118]. Sie fanden heraus, dass die
meisten Veranderungen im Darmkrebs in den sogenannten CpGl-shores stattfinden und stark mit

der Expression der betroffenen Genregion verknipft sind.

Die Methylierung alternativer Promotoren bzw. Transkriptionsinitiatoren in Genkorpern spielt
eine Hauptrolle bei der Regulation der Genexpression [123]. Methylierung ist nur zum geringen Teil
(<3 %) in 5'-CpG-Inseln des Promotors prasent und weitestgehend bedeutungslos. Der prozentual
groRere Anteil spielt sich in Genkorpern (34 %) und zwischen Genen ab und ist konserviert [123].
Gewebe-spezifische intragene Methylierung kann die Transkriptionseffizienz entweder reduzieren
[426] oder steigern [427, 428). Ferner wird die Rolle der intragenen Methylierung in der
Modulierung des SpleiR-Vorgangs diskutiert [124, 429]. Es wird beobachtet, dass die DNA-
Methylierung in Exons der Sduger-DNA im Vergleich zu Introns erhoht ist. Die Methylierung kann die
Assoziation von DNA-bindenden Faktoren storen und ein Pausieren der RNA-Polymerase und den
Aufbau des SpleiRosoms unterstiitzen [38, 109]. Eine spannende Frage bleibt dabei jedoch ungeklart:

Wie unterscheiden Methylasen Introns von Exons?

Jeder Krebstyp ist durch ein ihm eigenes spezifisches Methylom charakterisiert. Eine Erklarung
dafir ist, dass jedes Organ mehr oder weniger starken externen karzinogenen Agenzien ausgesetzt
ist [129]. Dariber hinaus stellt Krebs eine multifaktorielle Erkrankung dar, die unterschiedliche
biochemische Stoffwechselwege beeinflusst. Allerdings sind epigenetische Verdnderungen ebenfalls
komplex und beeinflussen wiederum die DNA-Reparatur, Zell-Adhasion, Apoptose. Zellzyklus und
vieles mehr [129]. Die Frage, warum einzelne CpG-Inseln in Krebszellen hypermethyliert werden,
andere hingegen frei von Methylierung bleiben, obwohl potenziell jedes CpG-Dinukleotid mit einem

Methylrest versehen werden kdnnte, bleibt bislang unklar. Es ist anzunehmen, dass CpG-Inseln, die
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hypermethyliert werden, ein besonderes Muster der Nukleotidverteilung aufweisen. Auch der
Entwicklungsstand der Zelle ist fiir die Heterogenitdt der DNA-Methylierung entscheidend. Die
Veranderung der Methylierungssignatur von Stammzellen gastrischer Krypten kann die Bildung einer
Krebs-Vorlduferzelle initiieren [430].

Unklar ist, wie die Methylierungsveranderung wahrend der Tumorentwicklung induziert wird.
Aufgrund der in dieser Arbeit analysierten Methylierungsstruktur kann angenommen werden, dass
eine Infektion mit dem humanen Pathogen H. pylori einer der Initiatoren der Ummodellierung der
DNA-Methylierungssignatur ist. H. pylori transloziert Effektorproteine in die Wirtszelle und verandert
zelluldre Signalwege derart, dass DNA-Methyltransferasen oder auch potenziell demethylierende
Proteine wie Tet (tet methylcytosine dioxygenase) differenziell exprimiert werden. Aktuelle Studien
zeigen, dass eine DNMT1-/DNMT3-defiziente Zelllinie phdnotypisch normalem Gewebe dhnlicher ist
als Krebszellgewebe. Im Gegenzug weist gastrisches Gewebe von Lymphknotenmetastasen eine
Uberexpression von DNMT1, DNMT3a und DNMT3b auf [431, 432]. Andere Studien zeigen, dass die
beobachtete Hypermethylierung nicht mit der erhéhten Expression der DNA-Methyltransferasen in
Zusammenhang steht [399]. Eine Veranderung der mRNA- oder Protein-Menge und Aktivitdt der
DNMTs scheint somit nicht Hauptursache der differenziellen DNA-Methylierung im zelluldren Genom
zu sein [433].

In diesem Modell ist eine DNA-Methylierungssignatur vorstellbar, die die zellularen Enzyme an
ihren Zielort rekrutiert. Die hier dargestellte signifikante Ubereinstimmung zwischen den
biologischen Replikaten jedes Ansatzes legt eine gezielte Modulation nahe, die gleiche DNA-
Abschnitte betrifft. Eventuell zeichnen sich diese Bereiche durch besondere, bislang unbekannte
Nukleotidabfolgen, Architektur oder Modifikationen aus. Die Abweichung der zelluliren DNA-
Sequenz durch Methylierung oder Demethylierung bringt gezielte oder zufillige Anderungen
zellularer Signalwege mit sich, die das Uberleben des Pathogen im Wirt erleichtern kénnen. Ein
kontinuierlich wachsender Tumor bedeutet die schnelle Bildung neuer Wirtszellen und eine
veranderte zellulare Immunantwort. Die vorliegende Studie zeigt, dass Komponenten der
Immunantwort, insbesondere des Zytokin-Signalwegs, von der differenziellen Methylierung
betroffen sind. Die Gen-Ontologie-Analyse verweist, in Ubereinstimmung mit anderen Studien, auf
die zelluldre Entzlindungsantwort, die aufgrund differenzieller DNA-Methylierung gestort ist. Auch
Niwa und Kollegen beobachten, dass das Expressionslevel diverser Gene der Entziindungsreaktion
parallel zur DNA-Methylierung ansteigt [394]. Bereits bekannt ist, dass als Reaktion auf eine Wirt-
Pathogen-Wechselspiel die Interferon-Antwort auf Ebene der Chromatin-Modifikation moduliert ist
[434].

Werden Krebszelllinien mit primdren malignen Tumorzellen verglichen, findet man in den
karzinogenen Zelllinien erstaunlicherweise vor allem hypermethylierte und nicht, wie erwartet,
global hypomethylierte Phanotypen [397]. Hier tut sich ein fundamentales Problem epigenetischer
Studien im Zellkulturmodell auf. Dient als Ausgangs- bzw. Kontroll-Material der Untersuchung eine
Krebszelllinie, weist diese bereits verdnderte Methylierungsmuster im Vergleich zu normalen

Gewebe auf. Beide hier verwendeten genomweiten Ansatze (450K- und 3x720K-Chip) zeigen eine
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infektionsbedingte Hypomethylierung des TSS von Promotorregionen. Dieses Ergebnis widerspricht
bekannten Untersuchungen, bei denen Promotorregionen charakteristischerweise methyliert sind.
Wie ist dieser Widerspruch zu erklaren? Einerseits handelt es sich in dieser Arbeit um die Analyse
der Infektion einer Krebszelllinie und nicht, wie in vielen anderen Studien, um den Vergleich von
malignem mit normalem Gewebe. Andererseits lag der Fokus von Methylierungsstudien lange Zeit
auf der Analyse von Hypermethylierungen — die Bedeutung der Hypomethylierung wird erst nach

und nach verstanden und gewinnt zunehmend an Aufmerksambkeit.

Die MAP-on-Chip-Analyse erfasst eine Vielzahl an Hypomethylierungen entsprechend den
publizierten Beobachtungen der Tumorgenese [400]. Im Widerspruch zu den bisherigen
Beobachtungen steht die Promotor-assoziierte = Hypomethylierung. Interessanterweise
unterscheiden sich upstream- und core-Promotor voneinander: So ist der TSS spezifisch von
Demethylierungsprozessen betroffen, CpGl in Promotorregionen hingegen sind (berwiegend
hypermethyliert. Derzeit fehlen vergleichbare Studien, die den Promotor-Bereich dhnlich exakt in
Regionen einteilen. Dies mag die scheinbar gegensatzlichen Ergebnissen erklaren, die letztlich nur
auf unterschiedlich stringenten Analysen beruhen.

Des Weiteren ist bekannt, dass vor allem repetitive DNA-Sequenzen in Krebsfallen
hypomethyliert sind [435]. Im Vergleich zu normalen, nicht infiziertem Gewebe werden die Gene Alu
und Stata in H. pylori-infizierter gastrischer Mukosa hypomethyliert gefunden, Hypomethylierung
von LINE-1 ist mit Krebs, nicht aber H. pylori-Infektion assoziiert [154]. Andere Studien bringen die
CpGl-Hypomethylierung von LINE-1 mit H. pylori-bedingter Gastritis bzw. gastrischen Karzinom in
Zusammenhang [153, 413]. Je nach betrachteter genomischer Position kann es zu unterschiedlichen
Ergebnissen kommen. In der hier vorliegenden Studie konnte aus technischen Griinden nicht
Uberprift werden, ob es sich bei den hypomethylierten Regionen um repetitive Sequenzen handelt.
Dies ist jedoch nahezu auszuschliefen, da 94 % der infektionsbedingten Hypomethylierung in

normalerweise nicht-repetitiven Promotor-Bereichen liegen.

Gen-Ontologie-Analysen weisen darauf hin, dass krankheits- und krebsassoziierte Signalwege von
differenzieller Methylierung betroffen sind. So kommt es beim Abgleich mit KEGG-Signalwegen und
Gensets zur signifikanten Anreicherung der GO-Begriffe Prostata- und Pankreas-Krebs sowie Krebs
im Allgemeinen. Auch Komponenten diverser Signalwege (u.a. der MAP-Kinase- und JAK/STAT-Weg),
die zur Tumorgenese beitragen, wurden differenziell methyliert gefunden [372, 436]. Uber die
Veranderung dieser Signalwege kdnnte H. pylori die Karzinogenese der eukaryotischen Wirtszelle
ermoglichen.

GO-Begriff-Analysen der BeadChip-Studie von Sandoval et al., der MeDIP-on-Chip-Analyse von
Lendvai et al. sowie der hier vorliegenden Studie ergeben eine signifikante Anreicherungen der
hypermethylierten Regionen in der Kategorie Transkriptionsregulation [404, 405]. Bei der
Anreicherung der molekularen Funktionen ist die DNA-Bindung die starkste Kategorie [404]. Unter
den funktionellen Kategorien treten gehauft ,zelluldire Kommunikation“ und , Entwicklung” auf
[405]. Somit sind die Ergebnisse der hier vorliegenden Analyse und der Krebs-Studien miteinander

vergleichbar. Sie verweisen auf Gene und Signalwege mit klinisch relevanten Parametern, die die
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Rolle der Pathogen-induzierten Krankheits- und Krebsentstehung in Verbindung mit einer
differenziellen DNA-Methylierung setzt.

Die Validierung der vorliegenden MAP-on-Chip-Studie mittels Bisulfit-DNA-Sequenzierung in
Form des 450K-BeadChip war erfolgreich. Diese vergleichsweise schnelle Methode der Validierung
bietet den Vorteil, dass sie einen groflen Anteil der DMRs abdeckt. Eine Einschrankung dabei ist
jedoch die Tatsache, dass nur etwa die Halfte (ungefahr 250.000) der mehr als 450.000 CpG-
Positionen des BeadChip in den CpGl- und Promotorregionen des MAP-on-Chip zu finden sind.
Auffallig ist, dass der MAP-on-Chip-Array zehnmal so viel DMRs hervorbringt wie der BeadChip.
Dieses Phanomen wurde auch in einer vergleichenden Studie von Clark et al. beobachtet, bei der
eine MeDIP-Sequenzierung im Vergleich zum 450K-BeadChip zweimal so viele DMRs hervorbringt
[437]. Da bei der MAP-on-Chip-Methode DNA-Bruchstiicke betrachtet werden, ist die Methode
ungenauer und deckt einen grolReren Bereich des humanen Genoms ab.

Die hier verwendete Methode der Bisulfit-DNA-Sequenzierung ermaoglicht nicht nur die
Validierung von Einzelnukleotiden, sondern erlaubt auch die Bestadtigung globaler Ergebnisse.
Sandoval et al. bestatigen die Robustheit des BeadChip mit der Validierung einzelner, weniger Gene
mittels Bisulfit-Konvertierung und Amplikon-PCR-Klonierung [405]. In der aktuellen Literatur findet
man vor allem Hinweise zur Validierung von MeDIP-Chip-Daten, nicht aber MAP-on-Chip-
Auswertungen. Die Methode der Wahl ist die Bisulfit-Sequenzierung, weil sie auch kleine
Unterschiede des DNA-Methylierungsmusters detektieren kann. Pdlmke et al. finden eine generell
gute Koharenz zwischen Daten aus MeDIP-on-Chip und Bisulfit-Sequenzierung [362]. Clark et al.
haben Ergebnisse des 450K-BeadChip mit MeDIP-Sequenzierungsdaten verglichen und finden eine
angemessene positive Korrelation (Spearman’s k = 0,68) [437], die wie in der vorliegenden Arbeit

jedoch nicht signifikant ist.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die qualitative Analyse von Rohdaten in Form von
Pseudo-Bildern der Hybridisierung, Korrelationsanalyse, MA-Plot u.v.m. sowohl die technische als
auch biologische Beurteilung der Daten erleichtert. Bereits in diesem friihen Analyseschritt sind
erste Tendenzen globaler Unterschiede detektierbar. So wurde im MA- und Anreicherungs-Plot der
MAP-on-Chip-Proben und der Verteilung der B-Werte der BeadChip-Rohdaten ein Unterschied
zwischen nicht infizierter und H. pylori-infizierter Probe deutlich. Um zu vermeiden, dass technische
Variationen als biologische Effekte betrachtet werden, sind Qualitdtsanalysen der Rohdaten von
essentieller Bedeutung. Der Qualitatsvergleich der Rohdaten des MAP-on-Chip- und BeadChip-
Arrays verdeutlicht, dass die Bisulfit-DNA-Sequenzierung, im Gegensatz zum MAP-on-Chip-Ansatz,
ein hoch reproduzierbares System darstellt. Da fiir beide Ansatze die gleichen biologischen Replikate
als Ausgangsmaterial dienten, ist eine biologische Variation auszuschliefen. Auch Sandoval et al.
finden sehr hohe Korrelationswerte zwischen ihren Replikaten [405], zudem traten sie den Vergleich
zu etablierten Systemen an und fanden eine hohe Bestidndigkeit dieser relativ neuen DNA-
Methylierungsplattform. Die Korrelation des 3x720k-Array war ausreichend. Im Gegensatz zur
Bisulfit-DNA-Sequenzierung, bei der homogene genomische DNA mit Bisulfit behandelt, amplifiziert

und sequenziert wird, beinhaltet die MAP-on-Chip-Technik diverse Probenverarbeitungsschritte, die
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die Heterogenitdit des Probenmaterials verantworten. Daher sind amplifizierungsfreie
Anreicherungsmethoden anzustreben, die das Problem der ungenauen Verteilung nicht entstehen
lassen. Insbesondere der MAP-on-Chip-Ansatz ist von dieser Problematik betroffen, da er eine
ungleiche Ausgangsmenge an DNA-Fragmenten der Anreicherung beinhaltet. Aber auch die
Methode der Bisulfit-Konvertierung selbst birgt das Problem des Materialverlustes, der
Degradierung und erschwert die Annotation der nun Bisulfit-konvertierten DNA auf das humane
Genom.

Fir die Methode der Bisulfit-DNA-Sequenzierung gibt es bisher keinen geeigneten Ersatz, um ein
gesamtes Methylom zu erstellen, auch wenn MeDIP- oder MAP-Sequenzierung fiir die Anreicherung
stark methylierter DNA-Sequenzen — zu einem Bruchteil der Kosten der Bisulfit-DNA-Sequenzierung
— geeignet sind [106]. MeDIP- und MAP-Sequenzierung eignen sich eher zur Bestimmung von
relativen als absoluten Unterschieden zwischen Proben [106]. Das Anreicherungssignal steht nicht
im linearen Zusammenhang mit dem tatsdchlichen Methylierungslevel [110]. Auch beim BeadChip
gibt die Signalintensitat nicht die tatsachliche Methylierungsstarke wieder. Daher wurde auf eine
Darstellung einer Liste der Gene mit den starksten Methylierungsunterschieden verzichtet. Die
Problematik des absoluten und relativen Methylierungslevels muss bei allen Analysen beachtet
werden: Das absolute Level reprasentiert die Dichte des 5mC, muss aber in Bezug zur totalen Anzahl
der moglichen CpG-Inseln betrachtet werden [110]. Problematisch ist auch die Heterogenitat des zu
analysierenden Probenmaterials. Diesbeziiglich ist die Analyse einer Zelllinie wie die hier
verwendeten MKN74-Epithelzellen von Vorteil. Das groRte Problem stellt ex vivo-Probenmaterial
dar, da es immer heterogene Zellpopulationen beinhaltet, auch wenn diese nur einem Organ
entstammen. Aber auch Zellkulturen, bei denen alle Zellen voneinander abstammende Klone
darstellen, konnen individuelle Unterschiede aufweisen, hervorgerufen von Mutationen oder
Positionseffekten. In naher Zukunft koénnte die Einzelzell-Sequenzierung die Analyse und

Interpretation von Methylierungsdaten erleichtern [438].

Zusammenfassend stellt die Technik des MAP-on-Chip eine kosteneffiziente Methode dar, um
genomweite DNA-Methylierungsprofile zu generieren, auch wenn diese keine hohen Auflésung
bieten. Ebenso kostenglinstig ist die Bisulfit-DNA-Sequenzierung mittels 450K-BeadChip von
Illumina, der zwar fast alle CpGl abdeckt, aber nur einen geringen Anteil am gesamten humanen
Genom ausmacht. Einer der fundamentalen Unterschiede beider genomweiter Ansatze ist die
Abdeckung des Genoms bzw. Methyloms. Der CpG-Island-Plus-Chip analysiert grofe CpGl-Bereiche,
der BeadChip einzelne Dinukleotide. Letzterer hat also eine feinere Auflésung, vermag jedoch nicht
grollere differenziell methylierte Abschnitte zu identifizieren. Sein groRer Vorteil liegt im geringen
Bedarf an Ausgangsprobenmaterial. Beide Array-Typen unterscheiden sich stark in ihrer Spezifitat,
bringen allerdings dennoch vergleichbare globale Aussagen Uber die DNA-Methylierungssignatur
nach H. pylori-Infektion hervor.

Auf der Basis einer ,sanften” Normalisierung, hier mittels median centering und Quantil-
Normalisierung, kénnen signifikante DMRs identifiziert werden. Zur Analyse der Daten des MAP-on-

Chip stehen mehrere Moglichkeiten offen. Am haufigsten wird ein sogenannter sliding-window-
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Algorithmus wie der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet [439]. Er erkennt DMRs uber die
Detektion von Signal-Peaks innerhalb grofRerer genomischer Bereiche. Vergleicht man mit diesem
Ansatz unterschiedlich behandelte Proben, konnen kleinere bzw. weniger starke Unterschiede nicht
detektiert werden [362]. Um dieser Problematik entgegen zu wirken wurde zur hier angewandten
Analyse eine Medianberechnung aller log2-Werte einer definierten Region (z.B. Promotor, CpGl)
durchgefihrt. Die Berechnung des Median von log2-Verhaltnissen individueller Oligonukleotide, die
innerhalb der definierten Region liegen, ermdoglicht die Bestimmung der Anreicherung, macht sie mit
anderen Proben vergleichbar und bietet die Moglichkeit der differenziellen Methylierungseinstufung
[362].

Der Abgleich des 4x44K-Expressionsmicroarrays (Agilent Technologies) und der
Methylierungsarrays (NimbleGen und Illumina) erzielt keine signifikante Uberschneidungen.
Grundsatzlich existiert ein inverse Korrelation zwischen DNA-Methylierung von CpGI-Promotoren
und Gen-Expression [440]. Andere Studien zeigen jedoch, dass CpG-arme Promotoren weiterhin
exprimiert werden, auch wenn sie methyliert sind [345]. Nicht nur die Dichte der CpG-Positionen im
Promotor, auch der Zeitpunkt der Probennahme ist fiir das Expressionsmuster wichtig. Daher ist eine
signifikante globale Korrelation von DNA-Methylierungsstatus und Expressionsmuster schwer
nachweisbar, insbesondere wenn wie in dieser Studie verschiedene Arrayplattformen und Gen-

Annotationen verwendet wurden.

Nicht nur eine globale Auswertung der Daten, sondern auch die spezifische Analyse biologisch
relevanter Gene, die von der differenziellen Methylierung betroffen sind, ist von Interesse.
Besonders die Entschliisselung der Krebsentstehung steht dabei im Vordergrund. Der CpGl-plus-
Promotor-Chip weist eine starke PRMT1-Hypermethylierung in einem Bereich vor dem TSS des Gens
auf — dies kann zur differenziellen Regulation dieses Gens beitragen. Ostrogen-Rezeptoren wie
ESRRG sind Mitglieder einen groflen Familie von Steroidhormon-Rezeptoren des Zellkerns. Sie
regulieren diverse physiologische biochemische Prozesse der Zelle, indem sie als Liganden-abhangige
Transkriptionsfaktoren agieren [441]. Romancer etal. zeigen, dass Ostrogen-Rezeptoren
insbesondere durch die Arginin-Methyltransferase PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1)
methyliert werden. Dieses Methylierungsereignis ist fir die Vermittlung der extranukledren Funktion
des Rezeptors und damit fiir die Proliferation und das Uberleben der Zelle verantwortlich. Auch die
Methylierung der Argininreste von Histon H2, H3 und H4 sind von PRMT1 abhangig [442]. Je nach
Tumortyp (u.a. Prostata-Krebs [443], Darmkrebs [366] und Brustkrebs [444]) ist die PRMT1-
Expression verdandert [445, 446]. Interessanterweise wird das humane ESRRG-Gen in beiden globalen
Ansatzen im TSS der Promotorregion hypermethyliert gefunden (lllumina Z-Score = -14 und
NimbleGen Median Alog2 = 1,97). Auch die verdnderte Expression vom ESRRG wird mit einem
erhohten Risiko der Erkrankung an Brustkrebs [447-449], Endometriumkarzinom [450] oder
Prostatakrebs [451] in Verbindung gebracht. Das vom ESRRG-Gen kodierte Protein fungiert als
transkriptioneller Aktivator der DNMT1-Expression, indem es direkt an das response element des
DNMT1-Promotors bindet und die Zellproliferation und Ostrogen-Signalwege moduliert [452].
Zukiinftige Untersuchungen sollten die H. pylori-induzierte Auswirkungen auf das ESRRG-
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Genprodukt genauer beleuchten. Verursacht die H. pylori-Infektion eine Hypomethylierung dieses
TSS, kann es zur gesteigerten Expression des ESRRG-Genprodukts kommen, was die
Tumorentstehung erleichtern wiirde [447-450, 453]. Die Aktivierung des DNMT1-Proteins konnte die
Ursache der gesteigerten Methylierung von Cytosinresten nach H. pylori-Infektion sein, auch wenn
diese auf mRNA- und Proteinebene nicht nachweisbar ist [433].

Um die biologische Relevanz dieser Genmethylierungen zu testen, sollten zundachst mRNA-
Expressionsanalysen der entsprechenden Gene durchgefiihrt und deren Abhdngigkeit von DNA-
Methyltransferasen untersucht werden. Um detaillierte Methylierungsmuster groBerer genomischer
Abschnitte zu erhalten, bietet sich die Sequenzierung Bisulfit-konvertierter DNA-Amplifikate an. Des
Weiteren sollte die Relevanz dieser Zellkultur-basierten Studie mit Hilfe homogener Primarzell- oder

ex vivo-Modelle validiert werden.

Das klinisch relevante Ziel solcher Studien ist es, differenziell methylierte Regionen auszumachen,
um friihzeitig Krebsentstehung zu identifizieren. Generell missen Regionen in vitro und in vivo auf
ihre Indikatorfunktion hin tberprift werden. Bislang liegt der Fokus solcher Studien auf der Analyse
von Methylierungssignaturen. Schwerpunkt beider experimentellen Ansatze ist die Analyse von CpG-
Inseln und Promotorregionen. Dennoch konnen ebenso Nicht-CpG-Dinukleotide fir die
Tumorgenese und Krankheitsentstehung von Bedeutung sein und sollten in zukiinftigen Studien mit
einbezogen werden [440]. Der Einsatz demethylierter DNA-Sequenzen als biologische Marker ist
bislang nicht erprobt, potenziell jedoch moglich. Deutlich ist, dass bereits in einem relativ friihen
Stadium Unterschiede der Methylierungssignatur von normalem und verdandertem (infizierten oder
karzinogen) Gewebe auftreten. Daher muss auch der Zeitpunkt der Krankheits- oder
Krebsentstehung differenziert betrachtet werden. Epigenetische Modifikationen kdnnen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten mehr oder weniger stark ausfallen bzw. total ausbleiben. Dies muss
auch beim Vergleich verschiedenster Studien untereinander als Ursache von Unterschieden in

Betracht gezogen werden.

Diese Arbeit prasentiert erstmalig die Kombination aus MAP-on-Chip und BeadChip, um Einblicke
in die Wechselwirkung von H. pylori-Infektion und Wirtszellepigenom zu erhalten. Beide Ansatze
sind geeignete Methoden, um vergleichbare genomweite DNA-Methylierungsprofile mehrerer
biologischer Proben zu generieren. Die Techniken sind mit anderen klassischen und epigenetischen
Analysemethoden kompatibel, besonders unter Verwendung gleicher Array-Plattformen. Die
Untersuchung epigenetischen Faktoren stellt einen wichtigen Schlissel zur Erforschung von

Krankheits- und Krebsentstehung dar.
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3.6 Teil lll: Chlamydia trachomatis beeinflusst die Alterung der Wirtszelle
durch Aktivierung der humane Telomeraseuntereinheit hTERT.

Dieser Teil widmet sich den C. trachomatis-induzierten Veranderungen der Wirtszelle, insbesondere
in Hinblick auf deren Alterung und Uberleben wihrend der akuten Infektion und der Zeit nach der
Ausheilung einer akuten Infektion. Hierzu wurde die Fibroblastenzelllinie IMR90E1A verwendet, die
sich besonders fiir derartige Studien eignet, da sie mit dem adenoviralen Onkogen E1A
immortalisiert ist. Derartig verdanderte Zellen sind weiterhin fir die p53-abhangige Zellantwort auf
DNA-Schaden und Apoptose sensitiv [454, 455]. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine akute
Infektion (24 h p.i.) mit C. trachomatis die Genexpression und enzymatische Aktivitdt der
katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT) induziert. Werden infizierte Zellen kontinuierlich
mit dem Antibiotikum Doxycyclin behandelt und somit von der akuten Infektion befreit, geht die
Aktivitat von hTERT kontinuierlich verloren. Derart geheilte Zellen weisen weniger telomere DNA-
Schaden sowie reduzierte p21-Proteinmengen auf. Langerfristig zeigen diese Zellen einen
spannenden Phdnotyp: Sie sind zunehmend resistent gegeniliber Etoposid-induzierter Apoptose —

dies tragt potenziell zur Akkumulation weiterer zelluldaren Transformationen bei.

3.6.1 Erhohte hTERT-Expression und enzymatische Aktivitat

Um die Auswirkung einer C.trachomatis-Infektion auf das zellulire Uberleben zu untersuchen,
wurden spdte Passagen der IMRI0E1A-Fibroblasten infiziert. Aufgrund der E1A-Insertion sind die
Zellen weniger sensitiv, nicht aber komplett vor Seneszenz geschiitzt [455]. Die Uberpriifung der
Seneszenz mit Hilfe einer B-Galactosidase-Farbung zeigt wenige positiv gefarbte Zellen, wahrend die
Mehrheit der Zellen ungefarbt bleibt (Daten nicht gezeigt).

Um die Verwendbarkeit der IMRO0E1A-Zellen fiir eine Infektion mit C. trachomatis zu prifen,
wurden vergleichende Experimente mit Hela229-Zellen, einem haufig verwendeten Zelltyp bei
C. trachomatis-Infektionen, durchgefiihrt. Die Infektions- und Inklusionsbildung verhalt sich in
beiden Zelllinien sehr ahnlich. Inklusions-GréRe und Anzahl variieren bei gleichen
Infektionsbedingungen (24 h p.i., MOI 1) kaum zwischen den beiden Modellen (Abb. 3.6.1 A und B).

Interessanterweise sind zu einem friihen Zeitpunkt der akuten Infektion (24 h p.i.) die mRNA-
Level der katalytischen Untereinheit der Telomerase in infizierten Zellen im Vergleich zur nicht
infizierten Kontrolle 3- bis 4-fach erhoht (Abb. 3.6.1 C). Um zu untersuchen, ob die gesteigerte
hTERT-Regulation nach einer initialen Infektion aufrecht erhalten wird, wurden die C. trachomatis-
infizierten Zellen und Kontrollen zum Zeitpunkt 24 h p.i. mit einer geringen Konzentration (75 ng/ml)
des Antibiotikums Doxycyclin behandelt. Diese Menge beeinflusst nicht die Apoptoseeigenschaften
der Wirtszelle [456] und bewirkt nach ldnger andauernder Inkubationszeit die Eliminierung der
chlamydialen Retikularkorperchen. Wurde das Antibiotikum aus dem Medium entfernt, konnten sich
bis zum Zeitpunkt 72 h p.i. eine akute Infektion reetablieren, zu spateren Zeitpunkten der Inkubation

war dies nicht mehr moglich. Spatere Zeitpunkte, nach Ausheilung der C. trachomatis-Infektion,
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zeigen eine erneute Abnahme des hTERT-mRNA-Expressionslevels, das nach 72 h nur noch die Halfte
betragt (1- bis 2-facher Anstieg) und 168 h p.i. (= 7 d p.i.) sein Ausgangsniveau erreicht.

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die gesteigerte hTERT-mRNA-Expression auch
funktionelle Auswirkungen auf die infizierte Wirtszelle hat. Hierzu wurde die Aktivitdt der
Telomerase mittels Telomere Repeat Amplification Protocol (TRAP)-Assay bestimmt. Es zeigt sich
dabei, dass auch die enzymatische Aktivitdt der Telomerase in akut infizierten Zellen (24 h p.i.)
signifikant erhoht ist. Sowohl Expressions- als auch Aktivitatsniveau fallen kontinuierlich im Verlauf
der Antibiotika-Behandlung der Zellen ab (7 d p.i.), bis das Ausgangsniveau der Kontrollzellen
erreicht wird (Abb. 3.6.1 C und D). Somit induziert die akute C. trachomatis-Infektion eine transiente
hTERT-mRNA-Expression und Erhéhung der Telomerase-Aktivitdt, die mit zunehmender Eliminierung

der Chlamydieninfektion zurlickgeht.
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Abbildung 3.6.1 | Infektionsraten von IMR90E1A- und Hela229-Zellen sowie Quantifizierung der hTERT-
mRNA-Expression und -Aktivitat wahrend akuter und Doxycyclin-behandelter C. trachomatis(Ctr)-Infektion.
(A) C. trachomatis-Infektionsraten in IMR90E1A- und HelLa229-Zellen. Die lichtmikroskopischen Bilder zeigen
die chlamydialen Inklusionen (weie Pfeile; 24 h p.i., MOI 1). (B) Quantifizierung der Infektionsraten von
IMROOE1A- und Hela229-Zellen. (C) gRT-PCR-Analyse zur Quantifizierung der relativen hTERT-mRNA-
Expression (normalisiert auf GAPDH). Die Daten zeigen die relative x-fache Veranderung normalisierter mRNA-
Expressionslevel in Ctr-infizierten (+) und nicht infizierten (-) IMR90E1A-Zellen zum Zeitpunkt 24 h, 72 h und
168 h p.i. mit Standardfehler (SE) und Signifikanzniveau (** p<0,01). (D) Die Telomerase-Aktivitat der
IMR90E1A-Zelllysate wurde mittels TRAP-Assay bestimmt. Die y-Achse reprasentiert die relative Telomerase-
Aktivitdt (RTA); diese ist auf interne Standardkontrollen normalisiert und stellt die x-fache Veranderung
infizierter Zellen im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle dar. IMR90OE1A-Zellen wurden fir 24 h, 72 h und
168 h infiziert. Die Quantifizierung zeigt drei unabhangige biologische Replikate mit Standardfehler (SE) und
Signifikanzniveau (* p<0,05). Die antibiotische Bereinigung der Infektion wird durch die Gabe von Doxycyclin
(75 ng/ml) zum Zeitpunkt 24 h p.i. erzielt (C und D).
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3.6.2 Ceramid-abhangige Genexpression von hTERT

Chlamydien sind dafiir bekannt, Sphingolipide (u.a. Ceramide) der Wirtszelle aufzunehmen und in
Inklusions- bzw. Bakterienmembranen zu inkorporieren [457-459]. Da Ceramide Inhibitoren der
hTERT-Transkription sind [460, 461], sollte ein moglicher Zusammenhang zur hTERT-Genregulation
Uberprift werden. Dazu wurde der Ceramid-Transport zur chlamydialen Inklusion inhibiert.
Brefeldin A ist ein Inhibitor des retrograden Golgi-Transports [462]. Eine akute C. trachomatis-
Infektion in IMR90OE1A-Zellen wurde mit dem Inhibitor inkubiert und dessen Wirkung auf den
intrazelluldren Lipidtransport mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten Ceramiden lberwacht. Es ist
bekannt, dass sich Brefeldin A auf die GréRRe der chlamydialen Inklusion auswirkt, jedoch nicht auf
die primare Infektivitat der Chlamydien [463]. Kontrollzellen verdeutlichen, dass das Ceramid im
Golgi-Apparat lokalisiert ist. Im Gegensatz dazu wird Ceramid in akut infizierten Zellen (24 h p.i.,
MOI 1) zur chlamydialen Inklusion rekrutiert. Die Zugabe von Brefeldin A verhindert diesen Ceramid-
Transport zur Inklusion (Abb. 3.6.2 A, links). Dies bestatigt auch die Quantifizierung der Fluoreszenz-
Intensitat des markiertem Ceramids nach Zugabe von Brefeldin A (Abb. 3.6.2 C). Quantitative
RT-PCR-Analysen ergeben weiterhin, dass die Inhibitor-Behandlung eine Hochregulation der hTERT-
mRNA-Expression verhindert (Abb. 3.6.2 B). Ahnliche Ergebnisse wurden durch Behandlung mit
Golgicid A erreicht (Daten nicht gezeigt). Diese Substanz inhibiert den anterograden und retrograden
Transport des Golgi-Apparats. Auch hier bewirkt der Inhibitor einen reduzierten Ceramid-Transport

zur Inklusion und eine Verringerung der C. trachomatis-induzierten hTERT-mRNA-Expression.

Ctr BFA Hoechst Ceramid Uberlagerung Ausschnitt
+ _
- +
+ +
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Abbildung 3.6.2 | Blockierung des Ceramid-Transports in IMRI0E1A-Zellen inhibiert die verstirkte hTERT-
Genexpression der friihen Ctr-Infektion. Vorderseite: (A) Infizierte und nicht infizierte Zellen (24 h p.i.) wurden
fir 16 h mit Brefeldin A (BFA, 1 ug/ml) behandelt. Die Zellen wurden mit BSA-komplexiertem NBD-C6-Ceramid
inkubiert (grin). Nuklei und Inklusionen wurden mit Hoechst (blau) gefarbt. Der zelluldre Transport des NBD-
C6-Ceramid wurde mittels Lebendzell-Mikroskopie verfolgt. Die Bilder wurden zum Zeitpunkt 80 min nach
Zugabe des markierten Ceramids aufgenommen. Der Malstab entspricht 20 um. (B) qRT-PCR-Analyse der
relativen hTERT-mRNA-Expression (normalisiert auf GAPDH) Ctr-infizierter (+) und nicht infizierter (-)
IMR9O0OE1A-Zellen 24 h p.i. mit (+) und ohne (-) BFA-Behandlung (1 pg/ml) zeigt die Abhangigkeit der hTERT-
Expression vom Ceramid-Transport. Die Balken reprasentieren den Mittelwert der normalisierten x-fachen
Veranderung mit Standardfehler (SE) und Signifikanzniveau (** p<0,01). (C) Die Rekrutierung des Ceramids zur
Inklusion ist durch die BFA-Behandlung signifikant inhibiert. Die Quantifizierung des Mittelwerts (mit
Standardfehler SE) der Ceramid-Fluoreszenzintensitat pro Inklusion wurde von 100 unbehandelten und 92
BFA-behandelten Ctr-infizierten Zellen vorgenommen und auf die nicht infizierte und nicht behandelte
Kontrolle normalisiert.

3.6.3 Reduktion von DNA-Schaden an Telomerenden

Telomerenden differenzierter Zellen verkiirzen sich aufgrund einer verminderten hTERT-Expression
von Zellteilung zu Zellteilung [464]. Die DNA-Schaden offener Telomerenden initiileren eine
spezifische Zellantwort. Dabei kommt es zur Akkumulation von DNA-Schaden, hauptsachlich in Form
von Fusionen und Brichen der Chromosomenenden [62, 465]. Um potenzielle Effekte der
C. trachomatis-Infektion auf die telomere Stabilitdt zu bestimmen, wurde das Vorkommen von
zelluldrem Phospho-H2A.X (yH2A.X) — einem Marker fiir DNA-Schdaden — untersucht. Nicht infizierte
und C. trachomatis-infizierte IMR90E1A-Zellen wurden mit Hilfe des Antibiotikums Doxycyclin von
der akuten Infektion befreit und acht Tage p.i. analysiert. Daflir wurde die Verteilung der
Metaphase-Chromosomen mikroskopisch bestimmt (Abb. 3.6.3 A). Die Telomere wurden mit einer
Telomer-spezifischen PNA(peptide nucleic acid)-Sonde gegengefarbt [278]. Waren die Telomere
stark verkirzt und wiesen DNA-Schaden auf, konnte nur selten eine gleichzeitige Bindung der
Telomer-spezifischen Sonde und des yH2A.X-Antikérpers beobachtet werden (Abb. 3.6.3 A). Die
Auszahlung der yH2A.X-Signale an den Telomerenden der Chromosomen ergab, dass das DNA-
Schaden-Signal urspriinglich infizierter Zellen signifikant reduziert ist.

Dieses Phanomen der verringerten Anzahl an telomeralen DNA-Schaden sowie die Beobachtung
der verstarkten hTERT-Expression akut infizierter Zellen weist darauf hin, dass die Infektion Zellen
mit eine erhohte telomeren Stabilitit hervorbringt (Abb. 3.6.3 B). Auch Western Blot-
Untersuchungen weisen auf ein geringeres yH2A.X-Proteinlevel hin, wenn die Zellen von einer
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Infektion befreit wurden. Werden hingegen zellulare DNA-Schaden durch Etoposid-Gabe induziert,
kommt es zur erhohter yH2A.X-Proteinmenge, die in ehemals infizierten und nicht infizierten Proben
einander entspricht (Abb. 3.6.3 C). Des Weiteren zeigen Southern Blots einen leichten Anstieg der
Telomerlange nach Doxycyclin-bereinigter C. trachomatis-Infektion verglichen mit nicht infizierten
IMROOE1A-Zellen. Die Berechnung des Verhaltnisses der Telomerldnge beider experimenteller
Bedingungen macht einen Unterschied bei langen Telomerenden (3-4 kbp) deutlich (Abb. 3.6.3 D
und E).

Die Ergebnisse der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung, des Telomerlangen-Assay und der yH2A.X-
Immunblot-Auswertungen verweisen auf eine Reduktion der yH2A.X-Signalantwort auf DNA-

Schaden an Telomerenden von infektionsbereinigten Zellen.
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Abbildung 3.6.3 | Reduktion der telomeren yH2A.X-Signalantwort auf DNA-Schéden in infektionsbereinigten
Zellpopulationen. IMRO0E1A-Zellen wurden nicht (-) oder Ctr-infiziert (24 h p.i.,, MOI 1) und mit Doxycyclin
(75 ng/ml) fir weitere 7 Tage behandelt und 8 d p.i. analysiert. (A) Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung von
Metaphase-Chromosomen der Zelle. Die Telomere wurden mit einer spezifischen PNA-Sonde (rotes Signal)
markiert, DNA-Schadigungen mit yH2A.X-Antikérper (griin) angefdrbt. [Mitarbeit von IPA] (B) Die
Quantifizierung von DNA-Schaden (yH2A.X) in infizierten IMRI0E1A-Zellen und Kontroll-Populationen bestatigt
die mikroskopischen Beobachtungen: Nach ausgeheilter Ctr-Infektion kommt es zu weniger DNA-Schaden.
[IPA] (C) Western Blot der yH2A.X-Signalintensitat in nicht infizierten und ehemals infizierten Zellen, mit und
ohne Etoposid-Induktion fir 5 h. Die Intensitdt ist auf die nicht infizierte Kontrolle ohne Etoposid-Induktion
normalisiert. Die Balken zeigen den Mittelwert der biologischen und technischen Replikate mit Standardfehler
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(SE) und Signifikanzniveau (* p<0,05). (D) Enzymatisch verdaute DNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt und einer Southern-Blot-Analyse mit einer Sonde spezifisch fir humane Telomere unterzogen.
Langere Telomerabschnitte sind in Kontrollzellen unterreprasentiert. (E) Signalintensititen (OD) der
Telomerlangen zwischen 0 und 5 kbp von Kontrollzellen (graue Linie) und ehemals Ctr-infizierten Zellen
(schwarze Linie) wurden bestimmt und in Bezug auf das gesamte Telomersignal normalisiert. Das Verhaltnis
(rote Linie) zwischen normalisierter ehemals Ctr-infizierter und nicht infizierter Probe (Ni) verweist auf einen
Unterschied bei langeren Telomeren (3-4 kbp).

3.6.4 Reduzierte p21-Expression

Das vom CDKN1A-Gen kodierte p21-Protein ist eine der wichtigsten molekularen Komponenten der
zelluldren Stress-Signalverarbeitung. Als Reaktion auf DNA-Schaden verursacht es Zellzyklusarrest,
der in seneszenten Zellen permanent sein kann [466]. IMR90OE1A-Zellen, die von einer
C. trachomatis-Infektion geheilt sind, zeigen eine reduzierte zelluldare Antwort auf DNA-Schaden —
folglich sollte nun untersucht werden, ob auch p21 bzw. CDKNIA in diesen Zellen differenziell
reguliert ist. Dabei zeigt sich, dass von chlamydialen Inklusionen befreite Zellen (8-10 d p.i.) im
Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle eine 3-fach reduzierte CDKN1IA-mRNA-Expression aufweisen
(Abb. 3.6.4 A). Diese Beobachtung entspricht weiteren Untersuchungen auf Proteinebene: Western
Blots zeigen fiir p21 eine deutliche Reduktion als Folge der geheilten Infektion (Abb. 3.6.4 B). Im
Gegensatz dazu ist die p21-mRNA-Expression in akut infizierten Proben (24 h p.i.) 3-fach erhoéht
(Daten nicht gezeigt).

Die CDKN1A-mRNA-Expression, die vom Stress- und DNA-Schdaden-Marker p53 aktiviert wird, ist
nach geheilter C. trachomatis-Infektion reduziert und zieht eine verminderten p21-Expression nach

sich.
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Abbildung 3.6.4 | Verminderte p21-Expression in Zellen, die von einer Ctr-Infektion geheilt wurden.
CDKN1A-mRNA- und Protein-Expression in IMRIOE1A-Zellen, nicht infiziert (-) oder mit 75 ng/ml Doxycyclin-
eliminierter Ctr-Infektion (10d p.i., MOI 1). (A) Die Expression der CDKNIA-mRNA wurde mittels qRT-PCR
bestimmt. Die CDKN1A-mRNA-Werte wurden (auf GAPDH normalisiert) relativ zur nicht infizierten Kontrolle
dargestellt. Die Balken stellen den Mittelwert der Replikate mit Standardfehler (SE) und Signifikanzniveau
(* p<0,05) dar. [IPA] (B) Immunblot der p21-Protein-Expression im Vergleich zur B-Aktin-Konzentration. [IPA]
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3.6.5 Reduktion der p53-Bindung an den CDKN1A-Promotor

DNA-Schaden, wie sie durch die Verkiirzung der Telomere entstehen, vermitteln die p53-Aktivierung
sowie die Akkumulation von p53 in der Zelle [467]. Zudem ist p53 einer der wichtigsten trans-
Aktivatoren der CDKN1A-Transkription [468, 469]. Da Zellen, die von einer C. trachomatis-Infektion
bereinigt wurden, ein reduziertes CDKN1A-mRNA- bzw. p21-Protein-Niveau aufweisen, sollte die
p53-Bindung an zwei der CDKN1A-Promotor-Bindestellen untersucht werden. Fixierte DNA-Protein-
Komplexe wurden bei der Chromatin-IP mit Hilfe eines p53-Antikoérpers angereichert (10 d p.i.). Die
aufkonzentrierten p53-bindenden DNA-Sequenzen wurden mittels gRT-PCR spezifisch fiir die beiden
p53-Bindestellen im Promotor amplifiziert (Abb. 3.6.5 A). Dabei zeigt sich, dass die Bindung des
Transkriptionsfaktors p53 an den CDKNIA-Promotor nach geheilter C. trachomatis-Infektion
reduziert ist (Abb. 3.6.5 B).
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Abbildung 3.6.5 | Die p53-Bindung an den CDKN1A-Promotor ist nach Beseitigung der C. trachomatis(Ctr)-
Infektion reduziert. Etoposid-induzierte DNA-Schiaden bewirken die Aktivierung der p53- und Chk1-mRNA-
Expression, die in urspriinglich infizierten Zellen vermindert ist. Vergleich von nicht infizierten (-) und von der
Ctr-Infektion (MOI 1, +) mittels Doxycyclin (75 ng/ml, 24 h p.i.) geheilten IMR90E1A-Zellen (10d p.i.). (A)
Schematische Darstellung des down- und upstream-Bereichs der CDKN1A-Transkriptionsstartstelle (Pfeil). Die
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rot unterlegten Bereiche symbolisieren die Position der beiden untersuchten p53-Transkriptionsfaktor-
Bindestellen, die bei der gRT-PCR-Analyse amplifiziert werden. (B) Protein-DNA-Komplexe wurden der
Chromatin-Immunpraézipitation mit einem p53-spezifischen Antikdrper unterzogen. Die Bindung von p53 an die
CDKN1A-Promotor-Bindestellen wurde durch gRT-PCR spezifisch fiir die p53-Bindestellen (p53-BS 1 oder 2)
qguantifiziert. Das p53-mRNA-Level wurde auf GAPDH-mRNA normalisiert und die Daten relativ zur Kontrolle
dargestellt. Der Mittelwert aller Replikate bezieht sich auf die unspezifische 1gG-Kontrolle (Fehlerbalken +/- SE,
* p<0,05). (C) Quantifizierung des p53-Proteinlevels: Immunblot der p53-Protein-Expression urspringlich
infizierter IMR9OE1A-Zellen (schwarze Balken) im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (weie Balken). Die
Daten wurden auf die Ladekontrolle B-Aktin normalisiert und der Mittelwert sowie Fehlerbalken (+/- SE)
dargestellt. (D) Western Blot zur Analyse des p53-Proteinsignals in nicht infizierten und von der akuten Ctr-
Infektion geheilte IMRI0E1A-Zellen mit (+) und ohne (-) Etoposid-Behandlung (5h, 100 uM). Die photo-
metrische Quantifizierung zeigt den Mittelwert (+/- SE) der biologischen Replikate (* p<0,05). Es konnte eine
geringe Abreicherung des p53-Niveaus nach Bereinigung der Zellen beobachtet werden. (E) SDS-PAGE-Analyse
des Chk1-Proteinsignals in nicht infizierten und von der Ctr-Infektion bereinigten IMRI0E1A-Zellen mit (+) und
ohne (-) Etoposid-Behandlung (5 h, 100 uM). Die photometrische Quantifizierung zeigt den Mittelwert (+/- SE)
der biologischen Replikate (* p<0,05). Nach Etoposid-Gabe konnte ein moderater Abfall des Chk1-Levels der
infektionsbereinigten Zellen beobachtet werden.

Immunblot-Experimente von Proben unterschiedlicher Infektionszeitpunkte zeigen keinen
Unterschied des p53-Proteinniveaus von Kontrolle und bereinigter Infektion, dies kann somit die
starke Abreicherung der p53-Bindung an den CDKNI1A-Promotor nicht erklaren (Abb. 3.6.5C).
Demnach weisen die ehemals infizierten Zellen eine verringerte Bindung des p53-Proteins an den
CDKN1A-Promotor auf, wobei das zelluldare p53-Proteinlevel konstant bleibt. Immunblot-Analysen
zeigen, dass Chk1 (cell cycle checkpoint kinase 1) durch Etoposid-induzierte DNA-Schaden aktiviert
wird. Als Reaktion auf zelluldire DNA-Schiden ist diese Serin/Threonin-Proteinkinase fir den
Zellzyklusarrest und die Aktivierung von DNA-Reparatur-Prozessen verantwortlich. Nach Etoposid-
Induktion ist das Chk1-Niveau von Zellen, die von der Infektion befreit sind, abgereichert (Abb.
3.6.5E).

3.6.6 Inhibierung der Apoptose

p53 ist der wichtigste Modulator der zellularen Reaktion auf Stresssignale wie z.B. die Schadigung
der genomischen DNA. Abhdngig vom Zusammenhang und spezifischen Ausléser kann das p53-
Protein zu Veranderungen im Zellzyklusablauf, der Apoptose oder Seneszenz beitragen [465, 470].
Um der Frage nachzugehen, ob von der C. trachomatis-Infektion bereinigte Zellen anders auf DNA-
Schaden-induzierte Apoptose reagieren, wurden die Wirtszellen mit Etoposid behandelt.

In Ubereinstimmung mit Beobachtungen anderer Autoren [471] induziert p53 die Aktivierung der
p53-abhdngigen Apoptose (Abb. 3.6.5D). Ohne Etoposid-Behandlung ist die Apoptoserate der
untersuchten Proben unabhangig der vorangegangenen Infektion gering (3-5 %, Abb. 3.6.6 A oben).
Allerdings zeigen ehemals C. trachomatis-infizierte Zellen eine bis zu 2-fach gesteigerte
Apoptoseresistenz  gegeniiber Etoposid: FACS-Analysen mit dem Nukleinsdureinterkalator
Propidiumiodid (Pl) ergeben in Etoposid-behandelten, nicht infizierten Zellen eine Apoptoserate von
bis zu 48 %, wohingegen diese in urspringlich infizierten Zellen stark abnimmt (23 %) (Abb. 3.6.6 A

unten). Bestdtigt wird die Etoposid-induzierte Apoptose mittels Immunblot-Analyse gegen
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Caspase-3. Dieser Indikator zelluldrer Apoptose unterliegt der Proteolyse, bei der das Protein in eine
grofle und kleine Untereinheit gespalten wird. Die entstehenden Untereinheiten dimerisieren und
bilden das aktive Enzym, das weitere Caspasen spaltet und aktiviert [472]. Im Vergleich zur Kontrolle
kommt es bei ausgeheilten C. trachomatis-Infektionen zur Reduktion des gespaltenen Caspase-3-
Proteinlevels nach Etoposid-Stimulation (Abb. 3.6.6 B). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass eine
vorangegangene C. trachomatis-Infektion die Wirtszelle in gewissem Male vor DNA-Schaden-

induzierter Apoptose bewahrt.

- - Etoposid /- Cir - - Etoposid/+ Ctr
= (=]
=3 3% g. 5%
Tgl MI z A
@ *7 T =7
£ 8] g &
<" < -
b T i T o . T T
109 10" 102 102 104 100 10" 102 108 10?
Pl (DNA-Gehalt) Pl (DNA-Gehalt)
-  *Etoposid/- Ctr - +Etoposid/+ Cir
(=] (=]
” (2]
_ g3 48% B ] 23%
Lo M1 Lo M1
© 24 @ 2
N N
c 8] c &
< .‘E < -
=R 389
2 al Al T © ol b T
100 10" 102 103 104 100 10" 102 103 10%
Pl (DNA-Gehalt) Pl (DNA-Gehalt)
1 = *
™ 1
bE 3
o .2
© w25
70
o g 2
O x
o W1s -
8 0os
et -
= o . i - "
Etoposid - - + +
— -« Caspase-3
(volle Lange)
k™ -« Caspase-3
(gespalten)
S S W | = [-AKtin

Abbildung 3.6.6 | Abnehmende Apoptoserate von IMR90E1A-Zellpopulationen, die von der Ctr-Infektion
befreit wurden. (A) FACS-Analyse von Propidiumiodid(Pl)-gefarbten Zellen. Die Fluoreszenz-Emission des Pl ist
proportional zur DNA-Menge. Apoptotische Zellen befinden sich in der post-mitotischen Phase des Zellzyklus
(sub-G1). Charakteristisch ist der breite, hypodiploide Peak, der sich deutlich vom schmalen Peak der
normalen, diploiden DNA unterscheidet. Zellen wurden fir 16 h mit 120 uM Etoposid inkubiert. Das
Analysefenster M1 zahlt die apoptotischen Zellen (sub-G1): 23 % der anfanglich infizierten Zellpopulation sind

107



Ergebnisse und Diskussion | Teil llI

apoptotisch im Gegensatz zu 48 % der nicht infizierten Kontrollpopulation. [Mitarbeit von IPA] (B) Immunblot
der Caspase-3-Spaltung. Der Caspase-3-Antikérper detektiert das endogene Level des Caspase-3-Proteins
(volle Lange, 35 kDa) und des langen gespaltenen Fragments (17 kDa). Die Quantifizierung der Caspase-3-
Spaltung relativ zur Gesamtproteinmenge ist als Mittelwert der Replikate mit Standardfehler und
Signifikanzniveau (* p<0,05) dargestellt.

Hill et al. postulieren, dass Zellen wahrend des Zellzyklusarrest und einer gesteigerten p21-
Regulation vor Apoptose geschitzt sind [473]. Die hier beobachtete Reduktion der p21-Expression
verweist jedoch darauf, dass die Abnahme der Apoptose in IMRIOE1A-Zellen nach kurierter
C. trachomatis-Infektion nicht mit einem Arrest des Zellzyklus erklart werden kann. Des Weiteren
zeigt die PI-Farbung, dass die G1/G2-Zellzyklusverteilung infizierter und nicht infizierter Zellen ohne
Etoposid-Behandlung dhnlich ist (Abb. 3.6.6 A). Um zu Uberprifen, ob die beobachtete Abnahme der
Apoptoserate nach Induktion von DNA-Schiden mit der Abnahme der p53-Stabilitdt in
Zusammenhang steht, wurden die Konzentration der gesamten zelluldren p53-Menge Uberprift
(Abb. 3.6.5 C und D). Nach Etoposid-Induktion ist das p53-Gesamtniveau in infektionsbefreiten und
nicht infizierten Zellen ahnlich. Das Gleiche gilt fiir die Aktivierung von Chkl (Abb. 3.6.5E).
Vergleichbar mit geheilten Zellen weisen akut infizierte Zellen eine signifikante Apoptosereduktion in

Form einer abnehmenden Spaltung des Proteins Caspase-3 auf (Daten nicht gezeigt).

108



Ergebnisse und Diskussion | Teil IlI

3.7 Diskussion: Teil lll

Die hier vorliegende Studie postuliert einen Mechanismus, der das Uberleben von C. trachomatis-
infizierten Wirtszellen begiinstigt. Die Proliferation einer Zelle mit geschadigter DNA-Struktur ist eine
Voraussetzung fiir die Krebsentstehung. Durch Hemmung der Apoptose, wie sie in dieser Arbeit
beobachtet wurde, kdénnen durch anhaltende Zellproliferation DNA-Schiaden an Tochterzellen
weitergegeben werden. Dadurch steigt das Mutationsrisiko u.a. von Tumorsuppressorgenen an und
es kommt zur Einleitung der Tumorgenese.

Im frihen Stadium der Infektion aktiviert C. trachomatis (iber einen Ceramid-abhdngigen
Mechanismus die Expression von hTERT und reduziert die Zellantwort auf telomere DNA-Schaden.
Des Weiteren ist eine Abnahme des globalen yH2A.X-Levels nach Bereinigung der chlamydialen
Infektion zu beobachten, nicht aber in akut infizierten Zellen. Die chronologische Reihenfolge der

hier beobachteten Phanomene ist in Abbildung 3.7 dargestellt.

C. trachomatis- Doxycyclin-

Infektion Behandlung
0d 1d 8d 10d
l T
L I L Il ]
akute Infektion Bereinigung der Infektion nach Bereinigung der Infektion
- ansteigendes hTERT-mRNA Level - abnehmendes hTERT-mRNA-Level - hTERT-mRNA-Level auf Hintergrundniveau
- ansteigende Telomerase-Aktivitat - abnehmende Telomerase-Aktivitat - Telomerase-Aktivitat auf Hintergrundniveau
- ansteigende p21-mRNA Expression - reduzierte Signalantwort auf DNA-Schaden

- zunehmende Telomer-Lénge
- abnehmende p21-mRNA Expression
- reduzierte p53-Bindung an den CDKN1A-Promotor

- zunehmende Apoptose-Resistenz

Abbildung 3.7 | Chronologische Darstellung der C. trachomatis-induzierten Verdnderungen im Phédnotyp der
Wirtszelle. Die akute Infektion (0-1d p.i) zeichnet sich durch vermehrte hATERT-Expression und
-Proteinaktivitdat sowie erhdhte p21-Expression aus. Die Infektion wird durch die Gabe des Antibiotikums
Doxycyclin (75 ng/ml) langsam eliminiert (1-8 d p.i.). Nach Bereinigung der Infektion (8-10d p.i.) kommt es im
Vergleich zu nicht infizierten Zellen zur Abnahme der telomeren Signalantwort auf DNA-Schaden, zur
Verlangerung der Telomere und zur Reduktion der p21-Expression, p53-Bindung an den CDKN1A-Promotor
und Apoptose.

Bei den hier vorliegende Untersuchung konnte in akuten Infektionen keine Reduktion der
zelluldren Antwort auf DNA-Schiden nachgewiesen werden. Die infektionsbedingt gesteigerte
Aktivitat der katalytischen Untereinheit der Telomerase verhindert nachhaltig den Abbau der
Telomere. Die verstarkte hTERT-Aktivitat kann jedoch nicht die akuten DNA-Schaden verhindern, die

von einer bakteriellen Infektion herriihren. Die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies wahrend der
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Chlamydieninfektion kann die ausbleibende Reduktion der Zellantwort auf DNA-Schdden erkldren
[474, 475].

Nach Bereinigung der Infektion wurde eine reduzierte p53-Bindung an den CDKN1A-Promotor
und die damit einhergehende Reduktion des p21-Proteinlevels beobachtet. Die CDKN1A-mRNA-
Expression, die vom Stress- und DNA-Schaden-Marker p53 aktiviert wird, ist einige Tage nach
Ausheilung der Infektion ebenfalls reduziert. Die p53-Promotorbindung konnte durch die
infektionsbedingte Ausbildung einer inaktivierend wirkenden Heterochromatinstruktur verhindert
werden. Die Acetylierung der Histonumgebung des CDKN1A-Promotors, aber auch die Methylierung
der CpG-Nukleotide in diesem Bereich kénnen die Transkriptionsfaktorbindung sterisch blockieren.
Aber auch nicht-epigenetische Ursachen sind denkbar, wie z.B. die physikalische Blockade durch
andere DNA-bindende Faktoren. Interessanterweise entwickelten zuvor infizierte Zellen, verglichen
mit nicht infizierten Proben, eine erhdhte Resistenz gegeniber Etoposid-induzierter Apoptose. Der
antiapoptotische Phanotyp ehemals infizierter Zellen ermoglicht somit Zellproliferation und pro-
karzinogene Bedingungen.

Das Infektionsmodell dieser Studie sind IMROOE1A-Fibroblasten, die iber mehrere Passagen in
Kultur gehalten werden kénnen. Transformierte humane Zelllinien stellen niitzliche Modelle fir
in vitro-Infektionsuntersuchungen dar. Eine der Schlisselkomponenten der zelluldren
Immortalisierung ist die Expression der Telomerase [62]. Das Enzym ist oft dauerhaft in
immortalisierten oder tumorigenen Zelllinien dereguliert. Die Expression des adenoviralen E1A-
Protein macht diese Zellen besonders widerstandfahig gegeniiber der dauerhaften Unterbrechung
der Proliferation, wie sie bei Alterungs- oder Seneszenz-Prozessen auftritt [454, 455, 476-478].
Allerdings reicht E1A nicht aus, um der Aktivierung von Seneszenz-Signalwegen vollstandig zu
entkommen [479]. Wichtig ist, dass die IMR9OE1A-Zellen bei stark verkirzten Telomeren DNA-
Schaden ausbilden und sensitiv auf die nachfolgende p53-Antwort reagieren. Damit stellen sie ein
geeignetes Modell fiir die Untersuchung C. trachomatis-induzierter Veranderungen der
Wirtszellantwort auf DNA-Schaden in alternden Zellen dar. Dennoch ist aufgrund der Expression des
viralen Onkoprotein E1A, das auf die Regulation des Zellzyklus wirkt, die Proliferationskontrolle der
IMROOE1A-Zellen gestort. E1A aktiviert zellulare Schllsselproteine, wie die Gruppe der
Retinoblastoma-Proteine, die inhibitorisch auf Zyklin-abhangige Kinasen, Histonacetyltransferasen
und andere Chromatinfaktoren der Zelle wirken [480]. Des Weiteren induziert E1A in IMRI0OE1A-
Zellen die Veranderungen des Rb-Proteins und dessen Co-Faktoren — dies fiihrt zum Eintritt in die
S-Phase und zur epigenetischen Reprogrammierung der Zelle [134]. Dass der hier beobachtete
Phanotyp der Apoptoseresistenz nicht zu starkeren Unterschieden der Proliferationskapazitat der
Zelle fuhrt, kann an der gestorten Funktion des Retinoblastoms liegen, das wichtig fiir die Inhibition
des Zellzyklus ist [481, 482].

In der frihen Phase der chlamydialen Infektion (24 h p.i.) wurde eine gesteigerte mRNA-
Expression von hTERT nachgewiesen. Dieses Phanomen konnte mit dem Lipid-Metabolismus der
Wirtszelle assoziiert werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Inhibierung des zelluldren

Ceramid-Transports den Effekt der infektionsbedingt verstarkten hTERT-Expression aufhebt. Wie ist
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dies zu verstehen? Ist einen C. trachomatis-Infektion etabliert, wird zellulares Ceramid in Bakterien-
und Inklusionsmembranen aktiv replizierender Bakterien inkorporiert [457]. Ceramid steht somit zur
Inhibierung der hTERT-Expression nicht mehr zur Verfligung. Basierend darauf kann der Anstieg der
hTERT-mRNA-Expression in der akuten Infektion erklart werden. Wahrend der persistenten Infektion
repliziert C. trachomatis nicht, sodass Ceramid zur Inhibierung der hTERT-mRNA-Expression zur
Verfligung steht. Daher kann man annehmen, dass nach der Persistenz-Induktion bzw. Befreiung der
Zellen von der akuten Infektion durch Doxycyclin die Ceramid-Rekrutierung zu den Inklusionen
abnimmt und die hTERT-Expression wieder auf das Hintergrundniveau abfillt.

Diverse Methoden weisen nach, dass es in ehemals C. trachomatis-infizierten Zellen zu einer
Reduktion der yH2A .X-Signalantwort auf DNA-Schaden an Telomerenden kommt und die Telomere
weniger schnell abgebaut werden. Der VerschleiR von Telomeren alternder Zellen kann zwei
widersprichliche Auswirkungen auf die Zelle haben: Genetische Instabilitdt und Tumorsuppression
[482]. Telomere Dysfunktion férdert die genetische Instabilitdt der Chromosomen [483, 484]. Eine
Folge der genetischen Instabilitat ist die Abnahme der Telomerlange und die Schadigung der DNA als
Folge maligner Transformationen [485-487]. Andererseits induzieren stark verkiirzte Telomere DNA-
Schaden, die zur Apoptose und Seneszenz filhren, was wiederrum die Tumorgenese hemmt. Im
Laufe der Telomerverkirzung konnen Anaphase-Bricken und deren Briiche die genomische
Umlagerung der DNA bewirken. Sind Bereichen von Tumorsuppressorgen wie TP53 oder ATM
betroffen, kann es zum Verlust der Heterozygotie kommen [484]. Neueste Untersuchungen legen
nahe, dass DNA-Schiaden, die durch genomische Rearrangements an offenen Telomerenden
verursacht werden, nicht repariert werden kdnnen [488]. In alternden Zellen resultieren DNA-
Schaden in einer gesteigerten Apoptoserate sowie eine Abnahme der Proliferation.

Nicht nur die hTERT-mRNA-Expression, auch die Enzymaktivitdt der Telomerase wird in Folge
einer C. trachomatis-Infektion aktiviert. Eine moderate Telomeraseaktivitat ist fur die Entwicklung
maligner Transformationen entscheidend. Hier kommt es zu einer leichten Verschiebung der Balance
zwischen telomerer Degradation und Elongation in Richtung Elongation. Die daraus resultierende
moderate Reduktion der zellularen Antwort auf DNA-Schaden, verkiirzte und dysfunktionale
Telomere konnte die Zellen vor einem kompletten Block der Proliferation oder Apoptose bewahren.
Damit wird das Risiko erhoht, dass diese Zellen weitere Mutationen akkumulieren [489]. In diesem
Zusammenhang spielt die Reaktivierung der Telomerase eine entscheidende Rolle, um apoptotische

und proliferatorische Blockaden zu Giberwinden und die maligne Entwicklung zu unterstitzen [490].

Um das Phianomen der Telomerstabilisierung und die veranderte Zellantwort auf DNA-Schaden
genauer zu untersuchen, wurde die Rolle weiterer Schlisselproteine der Antwort auf DNA-Schaden
(DNA damage response, DDR), wie H2A.X und Chkl auf Proteinebene untersucht. yH2A.X-
Immunblot-Analysen zeigen eine geringere Proteinkonzentration, wenn die Zellen zuvor infiziert
wurden (p-Wert = 0,07). Das konnte eine globale Reduktion der DDR darstellen, da sich das yH2A . X-
Signal spezifisch an den Telomerenden von Metaphasechromosomen verandert. Derartige
Modifikationen finden auch wahrend der normalen Replikation statt, wenn es versehentlich zu

Briichen in der Replikationsgabel kommt [491]. In der akuten Infektion erwartet man aufgrund des
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Anstiegs reaktiver Sauerstoffspezies eine Zunahme des yH2A.X-Signals [474, 475]. Da dies in spaten
Passagen der IMR90OE1A-Zellen nicht der Fall ist, kann es moglich sein, dass die erhohte hTERT-
Aktivitdit dem entgegenwirkt. Ahnliche Ergebnisse lieferten Protein-Quantifizierungen der zelluldren
Ser/Thr-Proteinkinase Chkl. Immunblot-Analysen zeigen, dass die Chkl-Konzentration durch
Etopsid-induzierte DNA-Schaden erhoht wird. Dieses Enzym vermittelt die Aktivierung von DNA-
Reparatur-Prozessen und Zellzyklusarrest, sobald DNA-Schaden oder unreplizierte DNA detektiert
wird. Die Zellantwort auf Doppelstrang-DNA-Briiche bewirkt die gezielte Phosphorylierung der
CDC25-Protein-Phosphatasen durch Chkl, was einen Zellzyklusarrest veranlasst. Das Chkl-
Proteinsignal nimmt in der Etoposid-induzierten Probe stark ab, wenn diese zuvor von einer
C. trachomatis-Infektion befreit wurde. Eine initiale Infektion schiitzt die Zellen somit vor einer
Zellzyklus-Blockade und reduziert die Signalantwort auf DNA-Schaden.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass yH2A.X als Indikator fir DNA-Schaden in IMRI0OE1A-Zellen im
gesamten Zellkern insbesondere an den Telomerenden von Metaphasechromosomen reduziert
vorliegt, wenn eine C. trachomatis-Infektion vorausgegangen ist. Solch eine Reduktion von DNA-
Schaden ermoglicht den Zellen eine Zunahme an mitotischen Teilungen, bevor es zu
alterungsassoziierten DNA-Schdaden kommt, die wiederum zelluldre Apoptose induzieren. Verdun
et al. beobachten, dass es im Anschluss an die Replikation wahrend der G2-Phase des Zellzyklus auch
zu YH2A.X-Signalen an funktionalen Telomeren kommt [492]. Wahrend der Metaphase signalisiert
YH2A X an den Enden der Telomere, das diese kurz, ungeschiitzt oder beschadigt sind [17, 488, 493-
496].

Die erhohte hTERT-Expression im verwendeten Modell ist transient und kann nur in der friihen
Phase der Infektion beobachtet werden. Wie kann die Hochregulation zum Zeitpunkt 24 h p.i.
langfristig zu telomeren Dysfunktionen beitragen? Die hier dargestellten Ergebnisse legen die
Hypothese nahe, dass C. trachomatis-Infektionen zur mangelhaften Antwort auf DNA-Schaden
fhren. Mechanistisch ist dieses Phanomen u.a. durch die Verlangerung der Telomere zu erklaren.
Die hier beschriebene maRige Stabilisierung der Telomerlange als Resultat einer C. trachomatis-
Infektion kann die reduzierte Signalantwort auf DNA-Schaden nur partiell erklaren. Ein Kennzeichen
vieler Krebsarten ist die erhohte Linge der Chromosomen. Dennoch zeigen Studien, dass
unabhidngig von der Telomerlinge eine konstitutive Uberexpression von hTERT maligne
Transformationen erleichtert [497]. Entgegen der Erwartungen werden bei Krebs, auch wenn die
Telomeraseaktivitat ausbleibt, Chromosomen mit stark verlangerten heterogenen Telomeren
beobachtet [498].

Gleichwohl verandert hTERT die zelluldre Antwort auf DNA-Schaden. Ein denkbarer Mechanismus
stellt die Verdanderungen der Chromatinstruktur dar, die Gber mehrere Zellteilungen hinweg auch zu
malignen Transformation beitragen kann. Veradnderungen der Chromatinstruktur des hTERT-
Promotors kdnnten durch eine Infektion mit C. trachomatis verursacht werden. Eine offene Struktur
ermoglicht die Gentranskription von ATERT, wenn weitere Repressoren ausgeschlossen werden
konnen. Mogliche Mechanismen stellen Chromatin-Modifikationen wie Acetylierung und

Phosphorylierung, aber auch DNA-Methylierung dar, die epigenetisch an die Tochterzellen
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weitergegeben werden. Interessanterweise ist auch ein Riickkoppelungsmechanismus denkbar, bei
dem hTERT selbst zur Modellierung der Chromatin-Architektur fiihrt und somit fir seine eigene

Regulation verantwortlich ist [499].

Abnehmende Signale von DNA-Schaden, wie sie hier bereits einige Tage nach Beseitigung einer
C. trachomatis-Infektion beobachtet wurden, kdnnen den Schwellenwert einer Apoptoseinduktion
erhohen und zur Inhibition des programmierten Zelltodes beitragen.

Die Regulation der p53-Aktivitdt als Reaktion auf DNA-Schaden ist (iberaus komplex und
beinhaltet ein weites Spektrum posttranslationaler Modifikationen, welche die Expression der p53-
Zielgene deutlich lenken. Die Bindung von DNA- und Protein-Komplexen sowie die Konformation und
Lokalisation von Proteinen wird, unabhdngig vom p53-Niveau, durch verschiedenartige
Modifikationen beeinflusst. Modifiziert wird die p53-Aktivitat durch die Phosphorylierung von
Serinen und/oder Threoninen und Acetylierung, Ubiquitinylierung und SUMOylierung von Lysin-
Resten [500]. Mutante p53-Proteine zeigen in der Regel intensive Phosphorylierung und
Acetylierung an Stellen, die bekannt dafir sind, p53 im Normalfall zu stabilisieren. Damit wird die
Anhaufung des dysfunktionellen mutierten p53 im Zellkern erleichtert [500].

Das p53-Level ist nach Etoposid-Behandlung nur gering reduziert. Die Infektion mit C. trachomatis
verandert den Wirtszellmetabolismus so, dass es unter anderem zur Aktivierung der Deacetylase
Sirtuin 1 (Sirt1) kommt. Ihre Expression ist in Alterungsprozesse der Zelle involviert und nimmt mit
zunehmender Zeit ab [501]. Sirtl reguliert die p53-Aktivitat, indem es die p53 Acetylierung hemmt,
die p53 stabilisiert und aktiviert. Apoptose und Seneszenz werden nicht induziert und die
Lebensdauer der Zelle erhoht [502, 503]. Wahrend der zelluldren Seneszenz kommt es liber Sirtl zur
Hemmung der p53-Aktivitdt und damit zur Tumorsuppression [51]. Ist das p53-Level nach Etoposid-
Behandlung nur gering reduziert, konnte dies mit einer inaktivierenden Wirkung der Deacetylase
assoziiert sein. Die Inaktivierung von p53 Uber dessen Deacetylierung bewirkt eine abnehmende
Apoptoserate.

Die Gabe von Etoposid kann auch in ehemals C trachomatis-infizierten Wirtszellen DNA-
Reparaturprozesse aktivieren, die einen p53-abhangigen Zellzyklusarrest initiieren. Aber auch
Reparaturprozesse der DNA kdnnen fehleranfallig sein, was das Risiko maligner Transformationen
weiter erhoht [504]. Antibiotika-behandelte, von der Infektion befreite Zellen, die die Etoposid-
Behandlung Uberstehen, kénnen aufgrund fehlerhafter DNA-Reparaturprozesse Punktmutationen
akquirieren. Besonders verhangnisvoll sind die Auswirkungen auf den Organismus, wenn aufgrund
einer C. trachomatis-Infektion die transformierten Wirtszellen nicht dem Zellzyklus-Stopp
unterworfen sind und weiter proliferieren, was die Basis fiir ein unkontrolliertes Zellwachstum
bildet.

ChlIP-Experimente zeigen, dass eine vorausgehende C. trachomatis-Infektion unabhangig vom
gesamten p53-Niveau eine reduzierte Bindung von p53 an den p21-Promotor zur Folge hat. Diese
abnehmende Promotor-Assoziation kann einige Zeit nach der Induktion von DNA-Schdaden den
Wiedereintritt in den Zellzyklus erleichtern. Besonders in Hinblick auf DNA-Schaden erfordert es

weitere Untersuchungen zu spdteren Zeitpunkten nach Infektion, um den Mechanismus der
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unterdriickten Apoptose und potenziellen Verdnderung des Zellzyklus und der Proliferation zu
untersuchen. Bislang mangelt es an fundierten Langzeitexperimenten, um die Hypothese der
verlangerten Lebensdauer zu untermauern. Daflir wirde sich die Infektion und anschlieRende
Heilung der nicht transformierten parentalen Zelllinie IMR90 eignen, die der replikativen Seneszenz
unterworfen ist. In Langzeitexperimenten konnte untersucht werden, ob die C. trachomatis-
Infektion bei einer konstant gesteigerten Regulation von hTERT die Anzahl der Zellpassagen erhoht.
Diese Untersuchung ist wichtig, um die biologische Relevanz der beobachteten Effekte weiter zu
untermauern. Leider ist dieses Experiment schwer realisierbar, da die untransformierten
Lungenfibroblasten bis zu 50 Passagen benétigen, um ins Stadium der Seneszenz liberzutreten. Ein
Vergleich (ber einen langen Zeitraum ist somit kritisch, da die Wachstums- und
Kultivierungskonditionen mit der Zeit in den zu vergleichenden experimentellen Bedingungen
divergieren konnten. Langzeitexperimente sollten kontinuierliche Reinfektionen [505], bevorzugt
von Primdrgewebe, einschlieRen. Kessler etal. publizierten ein zweckdienliches ex vivo-
Infektionsmodell humaner Eileiter-Proben [506]. Solche Infektionsmodelle, die den natirlichen
Bedingungen im Patienten sehr nahe kommen, sollten die hier beschriebenen Beobachtungen

rekapitulieren.

FACS-Analysen prasentieren eine gesteigerte Zellproliferation und abnehmende Apoptoserate
von IMR90E1A-Zellpopulationen, die mittels Doxycyclin von einer C. trachomatis-Infektion befreit
wurden. Die Verkiirzung von Telomeren beeintrachtigt die Proliferation transformierter Zellen, fuhrt
aber auch zur Initiation von Krebs, indem chromosomale Instabilitdt induziert wird. Die schiitzenden
Shelterin-Komponenten unterdriicken illegitime Rekombination und DNA-Reparatur an den
Chromosomenenden. Zusatzlich kommt den Telomeren eine sensorische Rolle zu — sie erkennen

unpassende Replikationssignale wie die Onkogen-Aktivierung [507].

Zusatzlich zur gesteigerten Proliferation erinnert die Veranderungen der zelluldre Homoostase
wahrend einer C. trachomatis-Infektion in mehreren Punkten an Krebs [5]. Wahrend der akuten
Infektion induziert C. trachomatis einen antiapoptotischen Phanotyp der Wirtszelle [508-511],
aktiviert prakanzerdse Signalwege einschlieBlich Erk (extracellular signal-regulated kinase) [512,
513], PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) [514] und B-Catenin sowie Komponenten des
Wnt(wingless-type MMTV integration site family)-Signaltransduktionswegs [506]. AuRerdem werden
die Amplifikation der Zentrosomenzahl [515] sowie chromosomale Aberrationen induziert, die auch
nach der Antibiotika-vermittelten Beseitigung der Infektionserreger in der Wirtszelle bestehen
bleiben [516].

Replikative Zellalterung ist eng mit der Ldnge der chromosomalen Telomere verknlipft [517].
Damit verbunden ist auch die differenzielle Genexpression von Komponenten der DNA-Reparatur-
Maschinerie. Altern und Methylierungsveranderung stehen im Zusammenhang mit der Pravalenz zur
Krankheits- und Krebsentstehung. Das Altern an sich stellt das hochste Risiko einer Krebserkrankung
dar [518]. Unlangst veroffentlichten Hannum et al. ein Alters-Methylom [519], das eine erhohte
Alterungsrate in Tumorgeweben aufzeigt und demonstriert, dass altersassoziierte Veranderungen

des Methyloms mit der Zeit zu Veranderungen des Transkriptionsmusters fihren.
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Die vorliegenden Daten zeigen, dass die C. trachomatis-Infektion lber die vermehrte Expression
von hTERT zur Entstehung von Tumoren beitragt, indem sie Signalwege des Wirts stort und die Zelle
vor DDR-induzierter Apoptose schiitzt. Damit tragen diese Transformationen zum Uberleben
genetisch instabiler Zellen bei. AuRerdem kann auch das Uberleben der Zellen, die C. trachomatis-
induzierte DNA-Schaden tragen, erleichtert werden. Besonders bei chronischen, unbehandelten
Infektionen in vivo kann dieses Phanomen schwerwiegende Folgen haben. Auch die Reinfektion
solcher Zellen bzw. der Infekt urspriinglich infizierter Tochterzellen kann zur folgeschweren
Akkumulation von Schaden beitragen. Einige Zeit nach der Bereinigung der Infektion kann eine
Storung der p53-abhangigen p21l-Expression die Wirtszellproliferation erhéhen und damit eine
Grundlage fiir eine erfolgreiche Reinfektion liefern. Das kann entscheidend zum Uberleben der
Chlamydien in vivo beitragen. Insbesondere in Situationen, in denen Chlamydien in das Stadium der
Persistenz libergehen, verbessert die erhohte Zellteilung und Inhibition der Wirtszell-Seneszenz die
Bedingungen fir eine reaktivierte Infektion. In vivo werden sich wiederholende Reinfektionen haufig
bei chlamydialen Infektionen beschrieben [520] und kdnnen im gewissen Male auch in dem hier

verwendeten in vitro-Infektionsmodell vorkommen.

Primar sind HPV-Infektionen die Ursache einer Zervixkarzinom-Entwicklung [521, 522]. Dennoch
wurde C. trachomatis im Zusammenhang mit Gebarmutterhalskrebs bzw. mit persistierenden
karzinogenen HP-Viren assoziiert [523]. Das Risiko einer zervikalen Krebsentstehung nimmt mit einer
C. trachomatis-Infektion stetig zu [524]. Ob das Pathogen allein auch zur Tumorgenese beitragen
kann, missen kiinftige Studien kldren. Die Etablierung neuartiger in vitro-Reinfektionsmodelle bzw.
viraler Co-Infektionsmodelle, vorzugsweise von Primarzellen, wirde die Forschungsarbeit an
klassischen Seneszenz-Signalwegen bereichern. Auch die epidemiologische Assoziation der
chlamydialen Infektion in Verbindung mit Krebsentstehung, besonders im Zusammenhang mit

viralen Co-Infektionen, konnte damit weiter aufgeklart werden.
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3.8 Fazit und Ausblick

Das Zusammenspiel von Wirtsorganismus und infektiosem Agens bestimmt das Ausmald einer
Infektionskrankheit. Eine mikrobielle Attacke manipuliert u.a. die Immunantwort, den Zelltod, das
Uberleben sowie die Adhision und Motilitit der Wirtszelle. Infektionserregern stehen dabei diverse
Strategien zu Verflgung: Eine bislang wenig untersuchte ist die der epigenetischen Modifikation.
Basierend auf Hinweisen, dass Pathogene auf das Epigenom der Wirtszelle wirken [523], befasst sich
der erste und zweite Teil dieser Arbeit mit dem karzinogen wirkenden Magenpathogen H. pylori.
Dabei war es Ziel dieser Arbeit, zu analysieren, ob H. pylori einen Einfluss auf das humane
Wirtszellepigenom hat und damit der Prozesse der Pathogenese und Karzinogenese erleichtert.
Dabei wurden die beiden zentralen molekularen Mechanismen der Epigenetik betrachtet:
Histonmodifikation und DNA-Methylierung.

Histon-Modifikationen stellen ein relativ verbreitetes Phanomen bakterieller Infektionen dar. Mit
dieser Arbeit wird gezeigt, dass die H. pylori-Infektion gastrischer Epithelzelllinien vielseitig auf die
Modifikationen von Histon H3 wirkt: Es konnte die T4SS-abhingige Dephosphorylierung von H3510
und H3T3 sowie die Deacetylierung von H3K9 nachgewiesen werden. Als Ursache der H3S10-
Dephosphorylierung wurde ein H. pylori-induzierter Zellzyklusarrest identifiziert. Die Aktivierung der
HDAC9-Expression und der epithelialen Zellverbindungskomponente Claudin-1 Ilasst auf
schwerwiegende morphologische und krankheitsassoziierte Folgen fiir den Wirt schlieBen. Offen
bleibt, wie Chromatin-Modifikationen spezifisch im Genom verteilt und verankert werden. In
zukiinftigen Untersuchungen sollte die funktionelle Rolle der bakteriellen Effektorproteine genauer

betrachtet werden.

Neu entwickelte Technologien ermoglichen einen umfassenden Einblick in das humane
Methylom. Mit Hilfe des MAP-on-Chip-Ansatzes und dessen globale Validierung mittels BeadChip
war es moglich, genomweite Veranderungen des DNA-Methylierungsmusters nach H. pylori-
Infektion zu bestimmen. Interessanterweise konnte mit der vorliegenden Studie eine globale
Hypermethylierung, vor allem in Genkdrpern, sowie eine Promotor- bzw. TSS-Hypomethylierung in
Abhangigkeit von H. pylori identifiziert werden. Diese Effekte ermoglichen dem Pathogen — (iber die
Regulation der zelluldren Transkription — einen gezielten Eingriff in die Wirtszellmaschinerie aus
Uberleben und Abwehr. Differenzielle Methylierung wird mit Phdnomenen der Karzinogenese
assoziiert. Die hier beeinflussten Komponenten — Immunantwort, epigenetische Mechanismen,
DNA- und Chromatin-Aufbau, Genregulation sowie krebsassoziierte Gene — weisen deutlich auf die
klinische Relevanz dieser Studie hin. Anhaltspunkte fiir eine zielgerichtete differentielle DNA-
Methylierung werfen die Frage auf, wie diese Modifikationen auf molekularer Ebene gesteuert
werden. Hier konnte eine weiterfliihrende Studie die Rolle der Virulenz-assoziierten Gene und des
T4SSs untersuchen. Der Vergleich mit weiteren Methylomdaten anderer Humanpathogene kénnte
helfen, allgemeine pathogene Mechanismen von Pathogen-spezifischen zu unterscheiden. Des
Weiteren ist fiir klinische Studien relevant, dass der Methylierungsstatus von CpG-Inseln mit

Krebstyp, Tumorstadium und Krebsprognose assoziiert werden kann.
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Fazit und Ausblick

Der dritte Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Manipulation von Apoptose und Seneszenz. Ziel
dieses Projekts war es, Langzeitauswirkungen der Infektion mit C. trachomatis auf die molekulare
Antwort auf DNA-Schaden und die proliferative Kapazitdt der Wirtszelle aufzudecken. Die
Untersuchung verdeutlichen dabei, dass eine durch Antibiotika geheilte Infektion noch lange Zeit
den Wirtszellmetabolismus beeintrachtigt. Die gesteigerte mRNA-Expression und enzymatische
Aktivitdt von hTERT schiitzt langfristig vor dem Abbau der Telomere und der Initiation der
Zellantwort auf DNA-Schiaden. Um eine dauerhafte Proliferationskapazitit zu erlangen und
genetisches Chaos, induziert durch telomerale Dysfunktion, zu vermeiden, sind Krebszellen von der
Aufrechterhaltung der chromosomalen Enden abhangig.

Die Veranderungen der hTERT-mRNA-Expression, p53-Aktivitdit und der Hemmung des p53-
abhangigen Zellzyklus- und Seneszenz-Regulators p21 haben eine grofe Bedeutung fiir die
Pathologie der Chlamydieninfektion. Die Antwort auf DNA-Schaden wird durch die Infektion
langfristig abgeschwacht und diese Abschwidchung mit jeder Zellteilung an die Tochterzellen
weitergegeben. Damit wird das Risiko fir die Entstehung maligner onkogener Transformationen
erhoht. Die Auswirkungen koénnten mit Zell-Invasionsassays untersucht werden. Bislang sind
Deletionsmutanten chlamydialer Virulenzfaktoren wohl nur schwierig zu generieren — gelingt dies,
kann die Abhangigkeit des beobachteten Effekts von chlamydialen Faktoren (berprift werden.
In vivo kénnte mittels hTERT-Uberexpressionsversuchen im Mausmodell das onkogene Potential

bestimmt werden.

Den thematischen Ansadtzen ist gemeinsam, dass sie die langerfristigen Auswirkungen einer
mikrobiellen Infektion auf die Wirtszelle untersuchen. Zukiinftige Experimente sollten die
Erforschung von priméaren Zellen bzw. Gewebe mit einschlieRen und sich auf Langzeitinfektionen,
Reinfektionen oder spate Stadien nach Ausheilung einer Infektion konzentrieren. Da epigenetische
Signaturen vererbbar sind, waren Verdnderungen auch nach Ausheilung der Infektion konstant
prasent.

Zusammenfassend bietet die hier dargestellte Forschungsarbeit neue Modelle, um epigenetische
Modifikationen und Langzeitfolgen einer mikrobiellen Infektion effektiv zu untersuchen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit tragen zur Aufklarung der Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen bei. Dadurch
werden neue Einblicke in die Pathogenitdatsmechanismen, die Entwicklung von Krebs, aber auch
dessen Diagnose und Therapie ermdglicht.
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4.2 Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung | Bedeutung

ug | Mikrogramm

ul Mikroliter

UM Mikromolar

pm Mikrometer

5hmC 5-Hydroxymethylcytosin

5mC 5-Methylcytosin

A Adenin

Abb. Abbildung

ABS absolut

ANOVA engl. analysis of variance

APS Ammoniumpersulfat

ATCC engl. American Type Culture Collection
BCR engl. B cell receptor

BFA Brefeldin A

bp Basenpaar

BS Bindestelle

BSA engl. bovine serum albumin

C Cytosin

Cag engl. cytotoxin-associated gene
CagA engl. cytotoxin-associated gene A
Cagl engl. cytotoxin-associated gene L
cfu engl. colony forming unit

Caspase cysteinyl-aspartate specific protease
Chip Chromatin-Immunprazipitation

CIN cervical intraepithelial neoplasia
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin

CpGl Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Insel(n)
(o engl. threshold cycle

Ctr, C. trachomatis
d
ddNTP(s)
DDR

DHS
DMEM
DMR(s)
DMSO
DNA
DNMT(s)
E. coli
E1A

EB

ELISA

Chlamydia trachomatis

engl. day(s)
Didesoxyribonukleosid-Triphosphat(e)
engl. DNA damage response

engl. DNase | hypersensitive sites
Dulbecco's Modified Eagle's Medium
engl. differentially methylated region(s)
Dimethylsulfoxid

engl. deoxyribonucleic acid
DNA-Methyltransferase(n)
Escherichia coli

engl. (Adenovirus) early region 1A

engl. elementary body

engl. enzyme linked immunosorbent assay
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EPIYA
FACS
FAK
FITC

GCA

GO

h

H

H3K4
H3K9me®
H3S10
H3S28
H3T3
H3T11
HAT(s)
HDAC(s)
HMT(s)
Hpy, H. pylori
I.F.U.

k

kb

kbp

kDa
KEGG

L2

log

LPS

M

M. genitalium
M. hyorhinis
mA
MALT
MAP
MAPK
MBD
Mbp
mCpG
mg

min

ml

mM

MOI

Glu-Pro-lle-Tyr-Ala

engl. fluorescence activated cell sorting
fokale Adhasionskinase
Fluoresceinisothiocyanat
Guanin

Erdbeschleunigung

Gramm

Golgicid A

engl. gene ontology
Stunde(n)

Histon

Histon H4 Lysin 4

Histon H3 Lysin 9-Trimethylierung
Histon H3 Serin 10

Histon H3 Serin 28

Histon H3 Threonin 3
Histon H3 Threonin 11
Histonacetyltransferase(n)
Histondeacetylase(n)
Histonmethyltransferase(n)
Helicobacter pylori

engl. inclusion forming units
Korrelationskoeffizient
Kilobase

Kilobasenpaar

Kilodalton

engl: Kyoto encyclopedia of genes and genomes

Serovar L2

Logarithmus

Lipopolysaccharid

methyliert

Mycoplasma genitalium

Mycoplasma hyorhinis

Milliampere

engl. mucosa-associated lymphoid tissue
engl. MBD affinity purification

engl. mitogen-activated protein kinase
engl. methyl-CpG-binding domain
Megabasenpaar

methylierte CpG

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimolar

engl. multiplicity of infection
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Mrd. Milliarde

mRNA engl. messenger RNA

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NI nicht infiziert

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

p.i. lat. post infectionem

PAI Pathogenitatsinsel

PB engl. persistent body

PBS engl. phosphate buffered saline

PCR engl. polymerase chain reaction

PFA Paraformaldehyd

pH lat: pondus Hydrogenii

PI Propidiumiodid

PIC engl. proteases inhibitor cocktail

PNA engl. peptide nucleic acid

PVDF Polyvinylidendifluorid

p-Wert engl. probability, Wahrscheinlichkeits-Wert
gRT-PCR quantitative real time PCR

RB engl. reticulate body

RNA engl. ribonucleic acid

RPMI engl. Roswell Park Memorial Institute
RT Raumtemperatur

RTA relative Telomerase Aktivitat

RT-PCR real time PCR

S Synthese

s Sekunde(n)

SD Standardabweichung (engl. standard deviation)
SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SE Standardfehler (engl. standard error)
siRNA engl. small interfering RNA

SPG Saccharose-Natriumphosphat-Glutamat
spp. lat. species pluralis

Src engl. Sarc (Kurzform fiir sarcoma)
STD engl. sexually transmitted diseases

T Thymin

T3SS Typ-llI-Sekretionssystem

T4SS Typ-IV-Sekretionssystem

Tab. Tabelle

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TBS engl. TRIS-buffered saline

TBST engl. TRIS-buffered saline-tween
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
TRAP engl. Telomeric Repeat Amplification Protocol
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TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TSA Trichostatin A

TSS Transkriptionsstart

U unmethyliert

u.a. unter anderem

UTR engl. untranslated region

uT engl. untreated

uv Ultraviolett

v/v engl. volume per volume (Volumen pro Volumen)
VacA engl: vacuolating toxin A

Vol. Volumen

Vs. lat. versus

w/v engl. weight per volume (Masse pro Volumen)
WHO engl. World Health Organization

wWT Wildtyp
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4.3 Erganzendes Material

Auf einer CD-ROM im Anhang befinden sich die Daten der Microarrays und die fir die
Datenauswertung verwendete R-Skripte. Das erganzende Material ist nicht in der Online-Version

dieser Dissertation erhaltlich.
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