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| Einleitung

Im spaten 19. Jahrhundert gab es einen ersten Bericht Uber spiral gewundene
Bakterien, welche die Magenschleimhaut von Hunden besiedelten (Bizzozero, 1893).
Von der ersten Kultivierung dieses Organismus wurde jedoch erst 1983 von Warren
und Marshall, (1983) berichtet. Dieser kultivierte Gram-negative, mikroaerophile,
spiralige und polar begeilelte Mikroorganismus stammte aus Biopsien von
menschlichen Patienten mit aktiver chronischer Gastritis und wurde zunachst in die
Gattung Campylobacter eingeordnet (Marshall und Goodwin, 1987). Zwei Jahre spater
wurde durch biochemische Untersuchungen und 16S-rRNA-Analyse dieses Bakterium
als Helicobacter pylori (H. pylori) bezeichnet und somit als erster Vertreter der neuen
Gattung Helicobacter anerkannt (Goodwin et al., 1989).

1 Pathogenese und Epidemiologie von H. pylori

Die Besiedelung des Gastroduodenal-Traktes durch H. pylori zahlt zu einer der
haufigsten bakteriellen Infektionskrankheiten (Blaser, 1993, Blaser und Parsonnet,
1994). Aus epidemiologischen Untersuchungen geht hervor, dass etwa die Halfte der
Weltbevdlkerung chronisch mit H. pylori infiziert ist (Covacci et al.,, 1999). Da in
Entwicklungslandern Infektionsraten von 70-90% im Gegensatz zu 25-50% in
Industrielandern ermittelt worden sind (Lee et al., 1993), geht man davon aus, dass
mangelnde Hygienezustande einen enormen Risikofaktor fur den Erwerb einer H.
pylori-Infektion darstellen. Aufgrund der Beobachtung, dass es innerhalb von Familien
eine Haufung von Infektionen gibt und die Infektion meist schon im Kindesalter
erworben wird (Drumm et al., 1990; Elitsur et al.; 1999; Dunn et al., 1997), wird ein
oral-oraler Ubertragungsweg (Mutter-Kind) diskutiert, wobei eine fakal-orale
Ubertragung nicht ausgeschlossen werden kann.

Trotz einer relativ hohen Infektionsrate kommt es nur in etwa 10% aller Falle zur
Ausbildung von Krankheitssymptomen. Als Folge einer H. pylori-Infektion kann es im
Zusammenhang mit zahlreichen Umweltfaktoren, wie z.B. Alkohol-, Zigarettenkonsum
oder Stress im Laufe der Zeit zur Entstehung verschiedener in Abb 1.1 gezeigter
Krankheitsbilder kommen.
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| H. pylori-Infektion |
s
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Abb. I.1: Pathogenese einer H. pylori-Infektion. MALT, mucosa associated lymphoid tissue
(weitere Erlauterungen siehe Text).

Durch die Ansiedlung von H. pylori nahe der Magenepithelzellen wird eine starke
Reaktion der humoralen Immunantwort verursacht. Leukozyten, Lymphozyten und
Plasmazellen beginnen in die Lamina propria und das Magenepithel einzuwandern,
sind aber nicht in der Lage, die Bakterien zu eliminieren. So kann sich im Laufe der
Zeit aus einer akuten, asymptomatisch verlaufenden Gastritis eine chronisch aktive
Gastritis entwickeln, die auch asymptomatisch verlaufen kann (Malfertheiner, 1996).
Als weitere AbwehrmalRnahme des Korpers reifen Plasmazellen aus B-Zellen heran
und sammeln sich in Lymphfollikeln. Dort werden anti-(a-)H. pylori IgA-Antikdrper
produziert, die ebenfalls nicht zur Eradikation des Bakteriums fiihren (Genta et al.,
1993). Das MALT (mucosa associated lymphoid tissue)-Gewebe selbst birgt wiederum
das Risiko einer Entartung zu einem B-Zell-spezifischen MALT-Lymphom (Parsonnet
et al., 1994). Aufgrund einer vermehrten Saurebildung (Hyperchlorhydrie) kann es bei
der chronisch aktiven Gastritis zu einer Zerstorung des Zwodlffingerdarmepithels
(Duodenum) kommen, das zur Regeneration durch Magenepithelzellen ersetzt wird
(gastrale Metaplasie) (Walker und Dixon, 1996). Die Bereiche gastraler Metaplasie
ermdglichen eine zusatzliche Besiedelung durch H. pylori, wodurch ein chronisches
Geschwdur (Ulcus duodeni) entstehen kann.

Eine andere Folge der Langzeitinfektion ist die Entstehung einer atrophischen
Gastritis. Hierbei kommt es zur Zerstdérung des Drisengewebes, das zur Regeneration
durch Dick- oder Dinndarmgewebe ersetzt wird (intestinale Metaplasie) (Craanen et
al., 1992). Untersuchungen ergaben, dass die intestinale Metaplasie eine Vorstufe zur
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Entstehung von Magenkrebs (Adenokarzinom) darstellt (Malfertheiner, 1996).
Aufgrund der Tatsache, dass sich das Risiko, infolge einer H. pylori-Infektion an einem
Adenokarzinom zu erkranken, um einen Faktor von sechs erhoht, erklarte die
Weltgesundheitsorganisation WHO H. pylori 1994 zum Klasse |- Karzinogen (IARC,
1994).

2 Virulenzfaktoren

Generell ist die menschliche Magenmukosa sehr gut gegen bakterielle Infektionen
geschutzt. Trotzdem hat sich der Mikroorganismus H. pylori sehr gut an diese
Okologische Nische adaptiert. Zahlreiche Eigenschaften von H. pylori ermdglichen es
ihm, in den Magen zu gelangen, sich dort zu bewegen und zu orientieren. Er kann an
Epithelzellen adharieren, einer Immunantwort entkommen, und als Resultat davon hat
er die Moglichkeit, lebenslang im Menschen zu persistieren.

Nachdem das Bakterium in den Magen gelangt, muss es dem bakteriziden Milieu des
Magenlumens  entkommen. Im  sauren Milieu von pH1-2 st die
Uberlebenswahrscheinlichkeit eines Keims sehr gering. Aus Studien im Tiermodell
ging hervor, dass es zwei Faktoren gibt, die essentiell fir eine erfolgreiche
Kolonisierung des Magens durch H. pylori sind. H. pylori-Mutanten, die flagellenlos
waren oder das Enzym Urease nicht mehr produzieren konnten, waren nicht mehr in
der Lage, gnotobiotische Ferkel zu infizieren (Eaton et al., 1991, 1992; Tsuda et al.,
1994). Die unipolare Begeiltelung und spiralige Gestalt von H. pylori ermdglicht es,
unter die schitzende Schleimschicht zu gelangen, wo ein karbonatgepuffertes Milieu
von pH6-7 vorherrscht (Hazell et al., 1986). Die zwei bis sieben Flagellen bestehen
aus einer Hauptkomponente, dem Flagellinprotein FlaA (53kDa) (Leying et al., 1992),
und der Untereinheit FlaB (54kDa), die hauptsachlich an der Flagellenbasis lokalisiert
ist (Suerbaum et al., 1993). Die Flagellen sind von einer Lipidschicht umgeben und so
vor der depolymerisierenden Saureeinwirkung geschutzt (Geis et al.,, 1993). Auf
seinem Weg zum Magenepithel produziert H. pylori grolle Mengen des Enzyms
Urease, ein aus den Untereinheiten UreA und UreB aufgebautes Metalloprotein. Durch
Urease kann im Magenlumen vorhandener Harnstoff zu Ammonium und
Hydrogenkarbonat gespalten werden (Labigne et al., 1991). Untersuchungen ergaben,
dass die Urease hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert ist und lediglich zu ca. 10%
auf der Bakterienoberflache oder im Medium gefunden werden kann (Phadnis et al.,
1996). Die Regulation der Enzymaktivitat erfolgt durch einen pH-kontrollierten
Harnstoffkanal Urel, der in der zytoplasmatischen Membran lokalisiert ist (Weeks et
al., 2000). Bei niedrigem pH-Wert kommt es durch Offnen des Kanals zum Einstrom
von Harnstoff, wahrend unter neutralen Bedingungen der Kanal geschlossen wird.
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Durch diesen Vorgang kann H. pylori einen konstant neutralen pH-Wert in seinem
Zellinneren aufrechterhalten (Scott et al., 1998; Rektorscheck et al., 1998, 2000), der
fir den Aufbau eines Membranpotentials und somit fir einen ungestdrten
Energiestoffwechsel im sauren Milieu essentiell ist. Tanahashi et al., (2000) konnten
mit Hilfe von Kkultivierten Magenepithelzellen zeigen, dass die Sekretion von
Interleukin(IL)-6 und Tumornekrosefaktor(TNF)-o durch die ldsliche Urease erhoht
wird und somit das Enzym an der Ausldsung einer Immunantwort beteiligt ist.

Klrzlich wurden weitere, essentielle Kolonisierungsfaktoren von Kavermann et al.
(2003) beschrieben. Durch ,signature tagged mutagenesis® (STM) wurde das
Genprodukt hp0169 als essentiell fir die Kolonisierung des Gerbils (Meriones
unguiculatus) entdeckt. Es wurde gezeigt, dass es sich hierbei um eine Kollagenase
handelt. Die genaue Aufgabe der Kollagenase ist bisher noch nicht bekannt. Es wird
spekuliert, dass sie einerseits einer Heilung der chronischen Gastritis oder des
Duodenalulkus entgegenwirkt, indem sie das vom Korper zur Heilung bereitgestellte
Kollagen wieder zerstort (Gillessen et al., 1995). Fir das Bakterium koénnte die
Kollagenase auch eine Moglichkeit darstellen, durch den Kollagenabbau an bestimmte
Aminosauren oder Peptide flir seinen eigenen Stoffwechsel zu gelangen. Als weitere
Moglichkeit wurde eine Zerstorung von wichtigen Komponenten des angeborenen
oder erworbenen Immunsystems diskutiert (Kavermann et al., 2003).

Als weiterer, flr die Kolonisierung des Gerbils essentieller Faktor wurde die putative
ATPase ComB4 gefunden. ComB4 war bisher nur durch seine Rolle bei der
naturlichen Transformationskompetenz bekannt, die mit dem Aufbau eines Typ V-
Sekretionsapparats assoziiert ist (Hofreuter et al., 2001). Durch Deletionsmutanten,
die keinen funktionellen Translokationsapparat fir den DNA-Transport mehr aufbauen
konnten, wurde gezeigt, dass die natlrliche Kompetenz keinen Einfluss hat und somit
nicht essentiell fur die Kolonisierung ist. Somit wird vermutet, dass das Protein ComB4
zusatzlich zu  seiner bisher bekannten Rolle bei der naturlichen
Transformationskompetenz eine weitere bis heute noch unbekannte Funktion fir das
Uberleben von H. pyloriim Magen hat.

H. pylori siedelt sich hauptsachlich in den Krypten der Magenschleimhaut an, denn
diese tiefen Einstllpungen der Antrumschleimhaut stellen einen gewissen Schutz vor
Saure und Proteasen dar. Die Bakterien kdnnen sich frei in der Schleimschicht
bewegen, und nur ein geringer Anteil von ca. 20% adhariert an die Epithelzellen (Lee
et al., 1993). Die Adharenz stellt einen Schutz vor Ausscheidung mit dem vom Korper
immer wieder neu produzierten Schleim dar. Mehrere Faktoren wurden charakterisiert,
die an der Adharenz an die Magenmukosa beteiligt sind. Bisher sind einige
Zielkomponenten des Wirtes bekannt, an die H. pylori adharieren kann. So kommt es
zur Adharenz an nicht-sialylierte Liganden, wie z.B.: Fibronektin, Typ IV-Kollagen,



| Einleitung 5

Heparinsulfat, Sulphatid, Vitronektin (Ringner et al., 1992) und Laminin (Trust et al.,
1991). Die funf bakteriellen Proteine BabA, SabA, AlpA, AlpB und HopZ wurden
inzwischen naher charakterisiert. Sie gehoren alle zur OMP (outer membrane protein)-
Familie, die aus 32 aulieren Membranproteinen besteht, und im sequenzierten H.
pylori-Stamm 26695 identifiziert worden ist (Tomb et al., 1997). Das Adhasin BabA ist
78kDa grof3, und durch Rezeptorstudien an Magenbiopsieschnitten wurde gezeigt,
dass es an das fukosylierte Blutgruppenantigen Lewisb (Leb) bindet, welches auf der
Oberflache von Epithelzellen des Magens lokalisiert ist (Borén et al., 1993; llver et al.,
1998). Gerhard et al., (1999) konnten zeigen, dass die Produktion von BabA mit
schwereren Krankeitsbildern korreliert ist. Es wird vermutet, dass es bei einer H.
pylori-Infektion zunachst zur BabA-Bindung kommt. Wahrend der persistierenden
Infektion und der chronischen Inflammation (Gastritis) wird durch H. pylori eine
vermehrte Sialyl-Lewis X-Antigen (sLeX-Antigen)-Produktion auf den Wirtszellen
hervorgerufen. An diese sLeX-Antigene bindet das H. pylori-Protein SabA, was
wiederum einen Schutz flr das Bakterium darstellt. Diese Bindung fihrt zu einem sehr
engen Kontakt zwischen Wirtzelle und Bakterium (Mahdavi, et al., 2002). Bei
Untersuchungen mit einer H. pylori-Mutantenbank auf Adharenzdefekte wurden zwei
Mutanten im alpA-Gen gefunden, deren Adharenz an Magenepitelzellen verringert war
(Odenbreit et al., 1999). Durch genetische Analysen wurde festgestellt, dass alpA in
einem Operon mit dem stromabwarts gelegenen homologen alpB organisiert ist.
Mutationen innerhalb dieser Gene fihren zu einem Lewis b-unabhangigen
Adharenzdefekt auf Kato Ill-Zellen und auf Magenbiopsieschnitten. Die jeweiligen
Interaktionspartner auf Eukaryontenzellen konnten bisher nicht identifiziert werden.
Ebenso wurde bisher kein eukaryontischer Rezeptor flir das 73kDa grof3e Protein
HopZ beschrieben. Isogene Mutanten von HopZ zeigen eine deutliche Verringerung in
ihrem Adharenzverhalten (Peek et al., 1999).

Als weitere potentielle Kolonisierungsfaktoren gelten die Enzyme Katalase, KapA
(KatA-associated protein) und Superoxid-Dismutase (Hazell et al., 1991; Spiegelhalder
et al., 1993; Ramarao et al., 2000, Harris et al., 2002). Mit diesen beiden Enzymen
schitzt sich H. pylori nicht nur vor Sauerstoffradikalen, die von polymorphkernigen
Leukozyten und Makrophagen wahrend des ,oxidative burst® zur Keimabtotung
ausgeschuttet werden, sondern auch vor dem von Phagozyten freigesetzten
Wasserstoffperoxid.

Das Lipopolysaccharid (LPS) von H. pylori scheint ebenfalls eine Rolle bei der
Kolonisierungsfahigkeit zu spielen. Vergleicht man die biologische Aktivitdt des LPS
von H. pylori mit dem anderer Gram-negativer Bakterien, so ist diese zwar sehr gering
(Nielsen et al., 1994), es zeigte sich aber im Zusammenhang mit dem H. pylori-LPS
ein deutlicher Anstieg der Apoptose in Magenepithelzellen (Piotrowski et al., 1997).
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Zusatzlich verhilft das H. pylori-LPS dem Bakterium zu einer molekularen Mimikry: Im
H. pylori-LPS kénnen entweder Lewisx-oder Lewisy-Epitope, oder beide zusammen
auftreten. Diese bakteriellen Lewisantigene sind den Antigenen, die auf der Oberflache
von Magenepithelzellen prasentiert werden, sehr ahnlich, und es wird vermutet, dass
sie so das Bakterium vor der Immunantwort des Wirts schutzen bzw. im Rahmen einer
Autoimmunantwort zur Pathogenitat von H. pylori beitragen (Monteiro et al.,1998;
Appelmelk et al., 1997). Kawahara et al. (2001) und Su et al. (2003) zeigten, dass
gereinigtes LPS von virulenten H. pylori-Stammen die Transkription und Translation
von Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) in verschiedenen gastrointestinalen Zellkulturen
induziert. Aulerdem wurde beschrieben, dass H. pylori bei einer TLR4-
Uberproduzierenden Mutantenzelllinie, das Membranprotein TLR4 als Rezeptor fir die
Adharenz benutzt.

Zwei weitere Virulenzfaktoren sind das Neutrophile aktivierende Protein NAP und das
vakuolisierende Zytotoxin VacA. NAP ist ein oligomeres 150kDa Protein, das aus 10-
12 Kopien eines 17kDa-Polypeptids aufgebaut ist und eine Homologie zu
eisenbindenden Proteinen aufweist. NAP wird an das Medium abgegeben und bindet
an die bakterielle Oberflache, wo es als Adhasin an z.B. Mucin oder Sphingomyelin
binden kann. NAP aktiviert Neutrophile und ist wahrscheinlich beim Einwandern dieser
Zellen in die Mukosa beteiligt, wo die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen
induziert wird. NAP wirkt also bei der inflammatorischen Antwort mit (Evans et al.,
1995, Teneberg, et al.; 1997; Tonello et al.; 1999, Montecucco & Bernard, 2003).

Das Protein VacA gehort zur Familie der Autotransporter und wird in das extrazellulare
Milieu sekretiert (Fischer et al., 2001). Alle H. pylori-Stdamme, die bisher untersucht
wurden, besitzen eine Kopie des genetisch variablen Gens vacA. Atherton et al.,
(1995) konnten zeigen, dass das Vorhandensein unterschiedlicher Allele mit einem
unterschiedlichen Grad an Zytotoxizitat einhergeht. VacA ist ein sogenanntes Protein-
Toxin und wird mit einer Zerstorung des Magenepithels in Zusammenhang gebracht
(Telford et al., 1994). Im Mongolian Gerbil-Modell wurde gezeigt, dass VacA eine
bedeutende Rolle bei der Entwicklung von Ulzera spielt (Ogura et al., 2000). Aus
Experimenten mit H. pylori-Mutanten, die kein aktives VacA mehr produzierten, ging
hervor, dass VacA die Kolonisierung von Mausen begunstigt (Salama, et al., 2001). In
der Literatur wurden viele in vitro-Effekte, die vom Protein VacA hervorgerufen
werden, beschrieben. Czajkowsky et al., (1999) und Szabo et al., (1999) berichten
uber die Ausbildung eines Anionen-selektiven Kanals, und es konnte eine
Verminderung der transepithelialen Resistenz im Wirt gemessen werden (Pelicic et al.,
1999). VacA stort neben der Antigenprasentation (Molinari et al., 1998) auch den
intrazellularen Vesikeltransport (Satin et al., 1997), indem es mdglicherweise mit
einem Vimentin-bindenden Protein interagiert (De Bernard et al., 2000). Aullerdem
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wurde von einer Apoptoseinduktion durch VacA berichtet (Satin et al., 1997). Kirzlich
wurde gezeigt, dass VacA die Aktivierung von T-Lymphozyten verhindert, indem es in
den Ca2+-Calmodulin-abhangigen Signalweg eingreift (Gebert et al., 2003). Die in
vivo-Funktion von VacA bei einer Interaktion von Wirt und Pathogen ist derzeit noch
unklar.

Weitere bedeutende Virulenzfaktoren sind die cag Pathogenitatsinsel und das von ihr
kodierte Protein CagA. Auf diese beiden Faktoren wird im nachsten Kapitel naher
eingegangen.

3 Die cag Pathogenitatsinsel

Ein grol3er genetischer Unterschied bei verschiedenen H. pylori-lsolaten in Bezug auf
ihre Pathogenitat ist die Anwesenheit oder Abwesenheit einer sogenannten
Pathogenitatsinsel (PAl). H. pylori-Stamme, die eine PAIl und ein aktives VacA-
Zytotoxin besitzen, werden als Typ I-Stamme bezeichnet und mit der Ausbildung von
schwereren Krankheitsbildern assoziiert (Censini et al., 1996). Typ lI-Stamme weisen
keine PAI auf und produzieren weniger oder inaktives bzw. nur fir bestimmte Zelllinien
aktives VacA (Pagliaccia et al., 1998). Pathogenitatsinseln, die auch in vielen anderen
bakteriellen Pathogenen wie Salmonella, Yersinia und Escherichia coli (E. coli)
vorhanden sind, kodieren fir Gengruppen, die mit Virulenz assoziiert werden. Sie
werden durch horizontalen Gen-Transfer erworben und verleihen einen selektiven
Vorteil. Von einigen PAls ist bekannt, dass sie flr Sekretionssysteme kodieren (Shea
et al., 1996). Manche PAls sind von direkten Wiederholungssequenzen flankiert
(Hacker et al., 1990) oder besitzen IS-Elemente (Fetherston et al., 1992). Letzteres
fuhrt zu Neuanordnungen innerhalb der Sequenz, was fir den teilweisen bzw. volligen
Verlust der PAI bei H. pylori verantwortlich (Censini et al., 1996) ist. Typische
Merkmale einer PAI sind der unterschiedliche GC-Gehalt und eine abweichende
,codon usage”“ im Vergleich zum restlichen Genom (Lee, 1996; Hacker et al., 1997).
Die PAI von H. pylori ist eine 37kb gro3e Sequenz und enthalt 27 putative Gene. Eines
dieser Gene ist das Zytotoxin-assoziierte Gen cagA, welches namensgebend fir die
PAI von H. pylori war (= cag PAIl). Die PAl ist in das Gen fir die chromosomale
Glutamatracemase inseriert und wird von 2zwei 31bp langen direkten
Wiederholungssequenzen begrenzt. Eine mobile Sequenz 1S605, die fir zwei
Transposasen kodiert, wurde in einigen Typl-Stammen als zusatzlich integriertes
Element gefunden (Censini et al, 1996). Im H. pylori-Stamm NCTC11638 (=
CCUG17874) ist die PAI durch eine ca. 500kb DNA-Sequenz, die von [S605-
Elementen flankiert wird und auch in Typll-Stdammen vorhanden ist, in die Abschnitte
Cagl und Cagll geteilt (siehe Abb. 1.2).
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1S605 L 18605
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520522523 524 525526 527 528529530 532 535537 539 541 543 544 _ 546 547
521 531 534536 538 540 542 545
D4 B11 B10 B9 B7 B4
NCTC 11638
CCUG 17874

DR DR

520522523 524 525526 527 528529 530 532 535537 539 541 543 544 546 547 548
521 531 534536 538 540 542 545
D4 B11 B10 B9 B7 B4

26695

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Pathogenitatsinseln der H. pylori-Stamme NCTC
11638 (= CCUG17874) und 26695. Jeder Pfeil stellt einen offenen Leserahmen (ORF) dar.
Die Nummerierungen von 520-548 der einzelnen ORF, entsprechen der Sequenzanordnung
des Stammes 26695. Die Genprodukte von hp520-hp548 werden im Folgenden HP520-
HP548 genannt. Als blaue Pfeile sind die flankierenden direkten Wiederholungen (DR)
dargestellt. Dunkelorange Pfeile demonstrieren ORFs, die eine Homologie zu den virB/D-
Genen von A. tumefaciens aufweisen, in orange ist das cagA-Gen dargestellt. In vier
verschiedenen ORFs wurden GrofRenunterschiede bei den beiden Stdammen festgestellt. Die
ORFs hp520/521 sind bei NCTC 11638 langer (148 statt 115AS / 116 statt 80 AS; nicht
dargestellt), wohingegen hp523 kiirzer ist (94 statt 168 AS; nicht dargestellt). AuRerdem teilt
sich bei NCTC 11638 der ansonsten durchgangige Leserahmen hp527 durch einen
Rastersprung in zwei getrennte ORFs. Als weitere Besonderheit besitzt der Stamm NCTC
11638 zwei kurze Sequenzen zwischen hp547 und hp548, die eine Homologie zu 1S605-
Elementen aufweisen. Beim Vergleich dieser beiden mit der cag PAI vom Stamm H. pylori J99
wurde festgestellt, dass die J99 PAIl im Wesentlichen mit der PAI von 26695 Ubereinstimmt
(nicht dargestellt) (Alm et al., 1999).
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Kersulyte et al., (1999) zeigten, dass es zu einem Verlust der PAl kommen kann, wenn
sie durch die homologe Rekombination mit chromosomaler DNA eines Typll-Stammes
ersetzt wird.

Sechs der 27 cag-ORFs weisen Homologien zu bekannten Genen von Bordetella
pertussis (B. pertussis), Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens), E. coli und
Brucella suis (B. suis) auf. Diese in Operons organisierten Gene kodieren flir einen
Typ IV-Sekretionsapparat, der auf den Transfer verschiedener molekularer Komplexe
durch die bakteriellen Membranen in die extrazellulare Umgebung oder in andere
Zellen spezialisiert ist. FUr H. pylori wurde gezeigt, dass das vom cagA-Gen kodierte
Protein CagA in kultivierte Magenepithelzellen transloziert wird (Segal et al., 1999;
Asahi et al., 2000; Backert et al., 2000; Odenbreit et al., 2000; Stein et al., 2000). Das
translozierte CagA lagert sich im inneren der Plasmamembran an und wird durch eine
Protein-Tyrosin-Kinase der Src-Familie an einer oder mehreren Tyrosin-
phosphorylierungsmotiven (CagA™"") aktiviert (Backert et al., 2001; Higashi et al.,
2002; Puls et al., 2002; Selbach et al., 2002; Stein et al., 2002). Zusatzlich wurde
gezeigt, dass die Translokation von CagA zur Dephosphorylierung von
Wirtzellproteinen wie Kortaktin (Selbach et al., 2002) fihrt. CagA wird in vitro auch in
phagozytische Zellen wie Granulozyten und Makrophagen injiziert. Dort wird es in ein
C-terminales, stabiles 35-45kDa groRes Fragment, das tyrosinphosphoryliert ist,
gespalten (Odenbreit et al, 2001). CagA™ st mit der Induktion einer
Strukturveranderung des Aktinzytoskeletts von Epithelzellen assoziiert. Die
Epithelzellen verlieren dabei ihren Zell-Zell-Kontakt, wandern auseinander und bilden
anschlielend langliche Auslaufer (Scattering-, Hummingbird-Phanotyp) (Segal et al.,
1999; Backert et al., 2001; Churin et al., 2001; Higashi et al., 2001). Kirzlich wurde
gezeigt, dass CagA mit dem Adapterprotein Grb2 in vivo und in vitro interagiert
(Mimuro et al., 2002). Diese Interaktion fuhrt durch die Aktivierung des Ras/Mek/Erk
Signaltransduktionsweges zum ,Scattering“ und zur Proliferation.

Eine weitere wichtige Funktion der cag-PAl ist die Induktion von Chemokinen, wie IL8,
Rantes und Ena78, die von Epithelzellen sekretiert werden. Aullerdem werden
Faktoren wie GM-CSF (granulocyte-monocyte colony-stimulating factor) oder TNFa
(tumor necrosis factor o) in Magenepithelzellen induziert (Foryst-Ludwig und
Naumann, 2000). Eine Induktion von Chemokinen setzt den direkten Kontakt zwischen
Bakterium und Wirt voraus (Rieder et al., 1997). Der Mechanismus dieser Induktionen
wurde bisher nur teilweise geklart, aber es zeigte sich, dass einige Gene der cag PAI
bzw. Komponenten des TyplV-Sekretionsapparats beteiligt sind, indem sie AP1
(Naumann et al., 1999) und NFkB aktivieren (Censini et al., 1996; Muinzenmaier et al.,
1997; Segal et al., 1997; Li et al., 1999; Covacci und Rappuoli, 2000). Das
translozierte Protein CagA konnte bisher nicht mit diesen Effekten in Zusammenhang
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gebracht werden (Crabtree et al., 1995; Rieder et al., 1997). Weiterhin ist unklar, ob es
weitere translozierte Effektorproteine gibt, oder ob der Apparat selbst an einen
Rezeptor binden kann, und auf diese Weise die oben beschriebenen Phanotypen
auslost.

4 Typ IV-Proteinsekretionssysteme

Viele Gram-negative bakterielle Pathogene benutzen Sekretionssysteme, um DNA
und/oder Proteine aus ihrem Zytoplasma durch die bakteriellen Membranen hindurch
in das auliere Milieu oder aber durch die Membran einer eukaryontischen Zelle zu
schleusen. Sekretionssysteme, die sich evolutionar von den Konjugationssytemen
ableiten, werden in die Gruppe der Typ IV-Sekretionssysteme zusammengefasst.
Diese Gruppe setzt sich aus a) Konjugationssystemen, die fir den DNA-Transfer in
eine Rezipientenzelle verantwortlich sind (z.B. T-DNA/A.tumefaciens; F-Faktor/E.coli)
b) aus Systemen die Effektorproteine wahrend einer Infektion in eine eukaryontische
Zelle transportieren (z.B. Cag/H.pylori; Ptl/B.pertussis) und c) aus Systemen die flr
DNA-Aufnahme bzw. Abgabe aus oder ins extrazellulare Milieu (z.B. Com/H.pylori,
Vir/Campylobacter jejuni (C.jejuni)), zusammen. Diese Typ IV-Sekretionssysteme
differenzieren sich von anderen bakteriellen Sekretionssystemen wie den ABC-(ATP-
binding cassette) oder Typ |-Transportern (Binet et al., 1997), den Sec-abhangigen
Typ |l-Sekretionssystemen (Sandkvist, 2001), den zu Flagellenexportsystemen
homologen Typ IlI-Sekretionssystemen (Plano et al., 2001) und den Typ V-
Sekretionssystemen, die auch Autotransporter (AT)-Sekretionssysteme genannt
werden (Henderson et al., 2000).

Das Standardmodell unter den Typ IV-Sekretionssystemen ist das VirB-System von A.
tumefaciens. Mit Hilfe des Typ IV-Apparats exportiert A. tumefaciens ein grol3es,
einzelstrangiges, Ti-plasmidkodiertes (pTi, Tumor induzierendes Plasmid) DNA-
Molekul, das T-DNA (transferierte DNA) genannt wird. Die T-DNA wird durch zwei
bakterielle und eine pflanzliche Membran transportiert und integriert im Zellkern der
Pflanzenzelle in das Genom, wodurch die Bildung von Tumoren induziert wird (Zupan
et al., 2000). Zusatzlich werden die Proteine VirE2, VirE3 und VirF in die Pflanzenzelle
transloziert (Ward et al., 2001; Schrammeijer et al.; 2003; Vergunst et al.; 2000). Der
virB-Lokus besteht aus 11 Genen, deren Produkte einen Kanal bilden (siehe Abb. 1.3),
welcher den Weg vom Zytoplasma bis zur Zielzelle 6ffnet. Die Proteine, die am Aufbau
des Apparats beteiligt sind, lassen sich in drei funktionelle Gruppen unterteilen. Im
Zytoplasma befinden sich membranassoziierte =~ ATPasen, die fur die
Energiebereitstellung noétig sind. Darauf folgen die Proteine, die einen Sekretionskanal
zwischen innerer und aulerer Membran ausbilden, an den sich exozellulare
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Strukturen wie der T-Pilus anschlie3en, die wahrscheinlich fur eine Adhasion an den
Wirt und die Injektion von bakteriellen Substanzen bendtigt werden. Das
humanpathogene Bakterium B. pertussis benutzt ein Typ IV-System, um dariber das
Pertussis-Toxin in das extrazellulare Milieu zu transportieren (Winans et al., 1996).
Von einigen intrazellularen Pathogenen wie Brucella spp. (Sieira et al., 2000;
Foulongne et al., 2000) oder Bartonella spp. (Schmiederer und Anderson, 2000) wird
vermutet, dass sie bisher unbekannte Effektoren mit Hilfe des Typ IV-Systems in ihre
Zielzellen (Makrophagen, Erythrozyten) transportieren, um als Folge davon dort
Uberleben zu koénnen. Beim intrazellularen Pathogen Legionella pneumophila (L.
pneumophila) wurden die Effektorproteine DotA, RalF und LidA beschrieben, die vom
Dot/lcm-TyplV Sekretionssystem transloziert werden. DotA ist ein Protein, welches mit
mehreren Transmembrandomanen vorhergesagt wird (Nagai et al., 2001). Bisher ist
ein moglicher Weg flur die Translokation eines Transmembranproteins in der Literatur
noch nicht beschrieben worden. Als modgliche Funktion von DotA wird die
Porenbildung in die eukaryontische Membran postuliert (Nagai et al., 2001). LidA wird
in die Membran der Phagosomen transloziert (Conover et al., 2003). Im Bakterium soll
LidA zunachst die Zusammensetzung des Typ |V-Sekretionsapparats regulieren und
nach der Translokation eine Funktion in der Vakuolenbiogenese ubernehmen
(Conover et al., 2003). Das dritte translozierte Potein RalF soll zur Aktivierung von
ARF1, einem Mitglied der ADP-ribosylierenden-Faktoren-Familie der GTPasen,
fuhren. Dies verhindert eine effektive Bildung der replikativen Vakuolen (Nagai et al.,
2002).

In Abb. 1.3 B sieht man die ermittelten Protein-Homologien zwischen Bakterien mit
einem Typ IV-Sekretionsapparat. Bakterielle Typ [|V-Sekretionssysteme weisen
grundsatzlich nicht zu allen Proteinen, die in den Prototypen dem pKM101-
plasmidkodierten konjugativen Apparats von E. coli und des Ti-plasmidkodierten T-
DNA Transferapparats von A. tumefaciens vorkommen, Homologe auf. Bei B.
pertussis fehlen z.B. VirB5- und VirD4-Homologe, bei B. suis z.B. VirB1. Bei H. pylori
wurden bisher keine homologen Proteine zu VirB1, VirB2, VirB3, VirB5, VirB6
beschrieben, d.h. nur sieben (HP524, HP525, HP527, HP528, HP529, HP532, HP544)
der putativen 27 cag PAl-kodierten Proteine zeigen Homologie zu den VirB/D-
Proteinen. Die Aufgaben aller anderen Genprodukte, die von der cag PAI kodiert
werden, sind noch unklar. Fur die meisten Systeme ist es noch unbekannt, ob die
fehlenden Proteine samt ihrer Funktion im System von anderen nicht homologen
Proteinen Ubernommen werden. Die Sequenzahnlichkeiten und Genanordnungen
lassen den Schluss zu, dass die virB/D-ahnlichen Gene Uber horizontale Transmission
erworben worden sind und im Laufe der Evolution ihre Rolle in der Sekretion
pathogener Faktoren erhalten haben.
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Abb. 1.3: Modell des Typ IV-Sekretionsapparats von A. tumefaciens und Aufstellung
moglicher homologer und analoger Gene von verschiedenen Bakterien (nach Covacci
et al.,, 1999). A Mogliche Anordnung der Proteine VirB1-VirB11 und VirD4 im Typ IV-
Sekretionsapparat von A. tumefaciens. Die Proteine VirD4, VirB4 und VirB11 besitzen Walker
A-Motive, die fur ATPasen charakteristisch sind. B Tabelle mit homologen Typ IV-
Sekretionsapparats-Proteinen der Organismen A. tumefaciens (Vir-Proteine), B. pertussis (Ptl-
Proteine), B. suis (Vir-Proteine), E. coli (Tra-Proteine), H. pylori (cag PAl-kodierte Proteine), L.
pneumophila (Dot/lcm-Proteine), Rickettsia prowazekii (R. prowazekii; RP-Proteine).
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5 Zielsetzung

Die cag Pathogenitatsinsel stellt einen ernstzunehmenden Virulenzfaktor bei der H.
pylori-Typl-Infektion dar. Ohne die cag PAI verlauft eine Infektion in den meisten
Fallen Uber Jahrzehnte symptomlos. Ziel dieser Arbeit war die genetische und
biochemische Charakterisierung der cag PAI, um ein grélkeres Verstandnis fur
Pathogenitat, die von dieser Insel ausgeht, zu erlangen.

Das von der cag PAIl kodierte Typ IV-Sekretionssytem ist flr die Translokation des
Proteins HP547 (CagA) notwendig, das in der Wirtszelle durch eine Src-Kinase
tyrosinphosphoryliert wird (CagA™™"). Die Induktion von Chemokinen, wie z.B. IL8, ist
zwar unabhangig von der Translokation von CagA, aber ebenfalls direkt abhangig von
der Funktion des cag PAl-kodierten Typ IV-Sekretionssystems. Grundsatzlich stellt
sich die Frage, ob es einen weiteren translozierten Faktor gibt, der die IL8-Synthese
induziert (Translokations-Hypothese), oder ob eine Struktur am Apparat selbst zur
Bindung an einen Rezeptor der Epithelzelle fahig ist und so die Signaltransduktion in
Gang gesetzt werden kann (Rezeptor-Hypothese). Von groRem Interesse ist, welche
Genprodukte regulierend auf die Expression anderer cag PAI-Gene einwirken kénnen
und aus welchen Proteinen und in welcher Form sich der eigentliche Apparat
zusammensetzt. Von Bedeutung ist auch die Frage nach der Bereitstellung von
Energie fur die einzelnen Prozesse wie z.B. dem Aufbau des Apparats. Schlieflich ist
Uber den eigentlichen Translokationsablauf von CagA ebenso wenig bekannt wie Uber
das Vorhandensein weiterer Effektorproteine. Durch die Mutagenisierung aller cag
PAI-Gene und durch einen Vergleich der Phanotypen der einzelnen Mutanten soll
zunachst ein wesentlicher Schritt zur Klarung dieser Fragen geleistet werden.

Die Herstellung von Antikdrpern gegen eine Reihe von putativen Komponenten des
Typ IV-Apparats ist fur die Untersuchung von Expressionsregulationen und putativen
Interaktionen sowie fur Lokalisationsstudien z.B. mit verschiedenen mikroskopischen
Techniken notwendig.

Weiterhin sollen durch Mutationen von cag PAI-Genen mit Reportergen-tragenden
Transposons translationale Reporterfusionen generiert werden, die eventuelle
Ruickschlisse auf die vorhergesagten Topologiestrukturen zulassen.

Durch die Komplementation einer Deletionsmutanten mit unterschiedlichen
Punktmutations-Derivaten eines cag PAl-kodierten Proteins soll eine Methode
evaluiert werden, die dabei hilft Aussagen Uber die fir die Aktivitat oder Funktion
essentiellen Bereiche eines Proteins machen zu konnen.
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| Material und Methoden

1 Material

1.1 Bakterienstamme

1.11 Escherichia coli-Stamme

DHb5a (E142) F-, (®80dlacZAM15)A(lacZYAargF)U169, deoR, recA1,
endA1, hsdR17(r, mg’), supE44, A thi-1, gyrA96, relA1
(Gibco, BRL)

DH5a" (E131) F-, (ZA80dlacZDM15)A(lacZYAargF)U169, deoR, recA1,

endA1, hsdR17(r«’, mg’), supE44, A-thi-1, gyrA96, relA1,
A-CH616 (Haas et al., 1993a)

DH5aRif (E142rifR) DH5a (E142), auf spontane Rifampicinresistenz
selektioniert
HB101" (E141) F-, lacY1, recA13, hsdS20(rg", mg’), SupE44, A-thi-1, ara-

14, proA2, leuB, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1 (Boyer und
Roulland-Dussoix, 1969)

HB101" (E181) F-, lacY1, recA13, hsdS20(rg", mg’), SupE44, \'thi-1, ara-
14, proA2, leuB, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1, .-CH616
TOP10 F-,  ¢lacZAM15A(lacZYH-argF)U169, deoR, recAT,

araD139, A (ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (Str?), endA1,
nupG (Invitrogen)

2136 araD139, A (lac)U169, strA, thi-1, clgsy auf A-Prophagen
(Casadaban,1976)
CC118 A(ara, leu)7697, AlacX74, AphoA20, galE, galK, thi, rpsE,

rpoB, argE(am), recA1

1.1.2 Helicobacter pylori-Stamme

P1 Klinisches Isolat 69A der Abteilung ,Medizinische
Mikrobiologie“ der Universitat Amsterdam (Haas et al.,
1993a)

P12 Klinisches Isolat (888-0) der Abteilung ,Medizinische

Mikrobiologie und Immunologie“ der Universitat Hamburg
(Schmitt und Haas, 1994)

CCUG178774 entspricht NCTC11638, typisierter Referenzstamm (Xiang
et al., 1995)
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26695

J99
RBP2
RBP3
RBP4
RBP8
RBP9
RBP10
RBP12
RBP13
RBP14
RBP15
RBP16
RBP17
RBP18
RBP19
JPP83
JPP84
JPP103
JPP104
JPP106
JPP107
JPP108
WSP188
WSP191
SOP257

SOP258

SOP259

SOP264

SOP265

komplett sequenzierter Stamm (Tomb et

3

Bezugsquellen: (1) K. Melchers, Konstanz, (2) T. Borén, Uméa,

(3) American Type Culture Collection ATCC

komplett sequenzierter Stamm (Alm et al., 1999)

26695Ahp520, Cam®, hergestellt mit pRB20
26695Ahp521, Cam®, hergestellt mit pRB21
26695Ahp529, Cam®, hergestellt mit pPRB22
26695Ahp525, Cam®, hergestellt mit pRB24
26695Ahp526, Cam®, hergestellt mit pRB25
26695Ahp530, Cam®, hergestellt mit pRB26
26695Ahp525; KanR, hergestellt mit pPRB34
26695Ahp525; Kan®, hergestellt mit pRB39
26695Ahp525; Kan®, hergestellt mit pRB43
26695Ahp525; Kan®, hergestellt mit pRB40
26695Ahp525; KanR, hergestellt mit pPRB35
26695Ahp525; Kan®, hergestellt mit pRB41
26695Ahp525; Kan®, hergestellt mit pRB42
26695Ahp525; Kan®, hergestellt mit pPRB38

26695Acag PAI, Kan®, hergestellt mit pJP46 (J. Piils)
26695AcagA, KanR, hergestellt mit pJP52 (J. Piils)
26695Ahp527, Cam®, hergestellt mit pJP89 (J. Piils

26695Ahp528, Cam®, hergestellt mit pJP90
26695Ahp524, Cam®, hergestellt mit pJP93

26695Ahp523, Cam®, hergestellt mit pJP94 (J. Pills
26695Ahp532, Cam®, hergestellt mit pJP95 (J. Pills)

26695Ahp531, Cam®, hergestellt mit pWS139 (W. Fischer)
26695Ahp522, Cam®, hergestellt mit pWWS145 (W. Fischer)

26695hp534°, TnMax5-Mutante, CamR
pJP16::Tn23 (S. Odenbreit)

26695hp535, TnMax5-Mutante, CamR
pJP16::Tn4 (S. Odenbreit)

26695hp536°, TnMax5-Mutante, CamR
pS0169::Tn7 (S. Odenbreit)

26695hp539, TnMax5-Mutante, CamR
pJP29::Tn7 (S. Odenbreit)

26695Ahp540, Cam®, hergestellt mit pSO171 (S. Odenbreit)

(
(
(
(

N~ Nt N N

hergestellt

hergestellt

hergestellt

hergestellt

mit

mit

mit

mit
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SOP266 26695Ahp541, Cam®, hergestellt mit pSO172 (S. Odenbreit)
SOP267 26695Ahp542, Cam®, hergestellt mit pSO173 (S. Odenbreit)
SOP268 26695Ahp543, Cam®, hergestellt mit pSO174 (S. Odenbreit)
SOP269 26695Ahp545, Cam®, hergestellt mit pSO176 (S. Odenbreit)
SOP266 26695Ahp541, Cam®, hergestellt mit pSO172 (S. Odenbreit)
SOP267 26695Ahp542, Cam®, hergestellt mit pSO173 (S. Odenbreit)
SOP268 26695Ahp543, Cam®, hergestellt mit pSO174 (S. Odenbreit)
SOP269 26695Ahp545, Cam®, hergestellt mit pSO176 (S. Odenbreit)
BGPS55 26695Ahp537, Cam®, hergestellt mit pBG11 (B. Gebert)
BGP56 26695Ahp538, Cam®, hergestellt mit pBG10 (B. Gebert)
BGP57 26695Ahp544, Cam®, hergestellt mit pPBG17 (B. Gebert)
BGP58 26695Ahp546, Cam®, hergestellt mit pPBG16 (B. Gebert)
1.2 Zelllinie

Es wurde die humane Magenkarzinomzelllinie AGS (ATCC CRL 1739) verwendet.

1.3

Plasmide

pBluescript Il KS+  oricoe1, orif1(+), lacZ, M13 forward- und reverse-Primer-

pDH59

pCR2.1-TOPO

pMin1
pBA
pTnMax5

pTnMax6

pTnMax7

pTnMax8

pTnMax9

pTnMax12

bindungsstellen, Amp® (Stratagene)
pMin1, catgc, Tet?/CamR, (Fischer et al., 1999)

orico|E1, oriﬂ, lacZ, M13 forward-, reverse- und T7-Promotor-
Primerbindungsstellen, Amp®, Kan® (Invitrogen )

Ofigoe1, oriT, Tet® (Kahrs et al., 1995)
Oricoe1, Tet?, AmpR (Halter et al., 1984)

oricg, Pyuc, thpA, tnpR, lacld, IR, res, catgc, M13 forward- und
reverse-Primerbindungsstellen (Kahrs et al., 1995)

orisg, Pyc, thpA, tnpR, lacld, IR, res, catsc, phoA, M13 forward-
und reverse-Primerbindungsstellen, (Kahrs et al., 1995)

oricg, Pyuc, thpA, tnpR, lacld, IR, res, catsc, M13 forward- und
reverse-Primerbindungsstellen, (Kahrs et al., 1995)

orisg, Pyc, thpA, tnpR, lacld, IR, res, aphA-3, M13 forward- und
reverse-Primerbindungsstellen (Kahrs et al., 1995)

oritg, Pye, thpA, thpR, lacld, IR, res, catsc, blaM M13 forward- und
reverse-Primerbindungsstellen, (Kahrs et al., 1995)

pTnMax5 mit gfp, Cam® (E. Erlenfeld)
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pTnMax14

p8A/13(3)
pRB34
pRB35
pRB38
pRB39
pRB40
pRB41
pRB42
pRB43

pJP1
pJP2
pJP3
pJP4
pJP5
pJP6
pJP7
pJP8
pJP9
pJP10

pJP11
pdP12
pJP13
pJP14
pJP15
pJP16
pJP17

Orig, Pyc, thpA, thpR, lacld, IR, res, catsc, lacZ M13 forward- und
reverse-Primerbindungsstellen, (Buhrdorf et al., 2003)

pJP28 (hp544:: TnMax13), AmpR, Kan®

pJP99 mit hp525 R240E aus pWP4760R240E, Kan®
pJP99 mit hp525 K184A aus, pWP4760K184A, Kan®
pJP99 mit hp525 aus H. pylori 26695, Kan®

pJP99 mit hp525 W57A aus pWP4760W57A, Kan®
pJP99 mit hp525 R133E aus, pWP4760R133E, Kan®
pJP99 mit hp525 R113E aus, pWP4760R113E, Kan®
pJP99 mit hp525 R18A aus, pWP4760R18A, Kan®

pJnglﬂﬂ hp525 R113E/R133E aus pWP4760R113E+R133E,
Kan

pCR2.1-TOPO mit Cag1-Region (546828-550595) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag2-Region (549720-554568) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag3-Region (553709-560489) aus H.
pylori26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag4-Region (559507-564495) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag5-Region (563881-566412) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag6-Region (565538-568799) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag7-Region (568223-571285) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag8A-Region (574656-579587) aus H. pylori
26695, Amp®, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag8B-Region (570373-575776) aus H. pylori
26695, AmpR, Kan®

pCR2.1-TOPO mit Cag9-Region (579021-584934) aus H. pylori
26695, Amp®, Kan®

pMin1 mit Cag1-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag2-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag3-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag4-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag5-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag6-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag7-Region aus H. pylori 26695, Tet®
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pJP18
pdP19
pJP20
pdP21
pdP22
pJP23
pJP24
pdP25
pJP26
pdP27
pJP28
pdP29
pJP30
pJP54

pJP52

pJP55
pJP46

pJP89
pJP90
pJP93
pJP94
pJP95
pdP99
pWS47

pWS30
pWS186

pMin1 mit Cag8A-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag8B-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pMin1 mit Cag9-Region aus H. pylori 26695, Tet®
pBA mit Cag1-Region aus H. pylori 26695, Amp~
pBA mit Cag2-Region aus H. pylori 26695, Amp~®
pBA mit Cag3-Region aus H. pylori 26695, Amp~
pBA mit Cag4-Region aus H. pylori 26695, Amp"®
pBA mit Cag5-Region aus H. pylori 26695, Amp~
pBA mit Cag6-Region aus H. pylori 26695, Amp"®
pBA mit Cag7-Region aus H. pylori 26695, Amp~
pBA mit Cag8A-Region aus H. pylori 26695, Amp~®
pBA mit Cag8B-Region aus H. pylori 26695, Amp~
pBA mit Cag9-Region aus H. pylori 26695, Amp~®

pHel2 mit am 3’-Ende FIAG-markiertem cagA aus H. pylori
26695, Cam®

pJP51 mit aphA-3 zwischen cagA-Aufwarts- und —Abwarts-
Region, Amp~, Kan®

pHel2 mit cagA aus H. pylori 26695, Cam®

pJP44 mit aghA-3 zwischen cag PAIl-Aufwarts und —Abwarts-
Region, Amp™, KanR

pJP13 (hp527::catsc aus TnMax5), Cam®, Tet®

pJP24 (hp528::catsc), AmpR, CamR

pJP12 (hp524::catsc aus TnMax5), Tet®, Cam®

pJP21 (hp523::catsc), Amp®, CamF

pJP25 (hp532::catsc), AmpR, CamR

pJP91 mit aphA-3 und Polylinker (partial) aus pHel3, AmpR, Kan®

pBluescript mit recA (partial) Aufwarts- und Abwarts-Region von
H. pylori P1 (getrennt durch BamHI-Schnittstelle) (Schmitt et al.,
1995)

pBluescript mit cagA::catsc von H. pylori 185-44 (W.Fischer)
pMin2 mit hp530, Tet®
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1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)

bezogen.

Name Sequenz (5> 3)

RB7 CGACCGACCGCTCGAGAAATGCCTGCCCCATCAACAA

RB8 GCTGCTGCGTGGATCCGTCGACCCTCTTGTCAGAGATAAATAA
RB23 CGGGATCCTACCTGTGTTTGATATAAAATTCA

WS11 CCGCTCGAGCTGCAGCTAGAAAGATCTTGAAAAATC

WS150 ATAAGGTAGCGGCCGCTGACCATGATTACGGATTC
WS151 GAAGATCTTTATTTTTGACACCAGACC
WS156 ACCGCTCGAGCTTTAAGAAGGAGATATACATATGACTGAAGACA

GATTGA
WsS187 ACCGCTCGAGCTTTAAGAAGGAGATATACATATGTTAGGGAA
AAAAAACG
M1 3twd GTAAAACGACGGCCAGT
M1 3rev GGAAACAGCTATGACCATG
HK3 CGGGATCCGTCGACTTAAGATTTTTGGAAACCAC
JP1 ACCGCTCGAGTAAAATTGTGCTTTTTTG
JP2 CGGGATCCAACTTTCTAAGGTATTAG
JP3 CGGGATCCATGTGCAGAACGCTCATC
JP4 ACCGCTCGAGATAGCTTCTTGCAAACTG
JP5 CGGGATCCTCACACATGAAATTATTG
JP6 ACCCGCTCGAGCAACAAAGAAAAAATAAG
JP7 ATGGATCCATTGGCTTCTGTTGCTTC
JP8 ACCGCTCGAGTCCCTTTAGGATATAATG
JP9 ACCGCTCGAGAAGCCCTTTTGAAAGTCC
JP10 CTGGATCCGCAGAGAATCCTAATTTC
JP11 CGGGATCCGAAGTCAGCCAATGCTAG
JP12 ACCGCTCGAGAATGAACCAAACTGCTCC
JP13 ACCGCTCGAGTATTTATCTAAATGTTTG
JP14 CGGGATCCCAAAACTTATATGTCTAG
JP15 CGGGATCCCAATGAGTGTATTATTC

JP16 ACGTCTCGAGATGCAAGGTGAGTGCATG
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JP17
JP18
JP19
JP21
JP22
JP23
JP24
JP25
JP26
JP28
JP29

JP32

JP33
JP41
JP42
JP43
JP44
JP45
JP46
JP47
JP48
JP49
JP50
JP51
JP52
JP55
JP56
JP57
JP59
JP60
JP61
JP62
JP63
JP65

ACCGCTCGAGTTACACTAGCCCTAAAG
CGGGATCCTAGCCDACTTCTCTTTTTG
CCGGATCCATCTGAGAATCCTATACG
ACCGCTCGAGATAATAAAGCAACGGATC
GGGGTACCTTACCGGCTTTATTAATG
GAAGATCTAAGGATCTGACATGTTTA
GAAGATCDTATCGATTATTTTATTAGCGTTAC
ACCGCTCGAGCTGCAGCCCAAGAATTCAAACGAC
GAAGATCTATCGATACCTAGTTTCATACTATC
ACCGCTCGAGGGTAAAAATGTGAATCGT

GAAGATCTCCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTTTCTGAGCTTT
TTCACCA

CGGGATCCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCAGATTTTTGGA
AACCACCTT

GGATCGATGGATTAAGGAATACCAAA
CGGAATTCTGCAGAGAAATGGATTGGTCTG
ACCGCTCGAGTTATTCGTTGTATCGCAC
CGGAATTCTGCAGAAGAAAACGATAAACTTG
ACCGCTCGAGTTGAAGTTTTTTGTCTTT
CGGAATTCTGCAGATCAGATGAAAAAGACT
ACCGCTCGAGATTTTGGATTTCTTGGAT
CGGAATTCTGCAGAAGACTTTTTGTATAAC
ACCGCTCGAGTCACAGTTCGCTTGAACC
CGGAATTCTGCAGCGAAAAAAGTGGTGAAA
ACCGCTCGAGTCACTTACCACTGAGCAA
CGGAATTCDTGCAGAAGATATAACAAGCGGC
ACCGCTCGAGTCATTTAACAATGATCCTT
CCATCGATCATTTGATCTAGGTTGTC
CCATCGATAAGCTCAAAGATTCTACAAAATACDAATGTTGTG
CGGAATTCDTGCDAGAAGATAAGAGTGGCGAC
CTGAAGATCTCGCGAAAGCTAGCTTGCA
ACCGCTCGAGAACTTTAACTTACTTGA
CGGGATCCAGCATACTCATTTTATAA
ACCGCTCGAGTGTTGTTTCTCCTTATTG
CGGGATCCDTTGAAAGAAAAGGAGAGA
TCGAAGATCTAAAACAATTCATCCAG
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1.5 Antikorper

1.5.1 Primare Antikorper

o-547

a-RecA

o-HP523

a-HP524C

a-HP525

o-HP527

o-HP528

o-HP532

a-HP534

a-HP537

a-HP546

a-IL8 (G265-5)

a-P-Tyr (PY99)

a-CagA, Polyklonales Antiserum gegen den C-terminalen CagA-
Bereich von H. pylori 185-44 (Kaninchen) (W. Fischer)

Polyklonales Antiserum gegen RecA von H. pylori P1
(Kaninchen) (W. Fischer)

Polyklonales Antiserum gegen HP523 (aa 1-169) von H. pylori
J99 (Kaninchen) (J. Puls)

Polyklonales Antiserum gegen HP524 (aa 433-748) von H. pylori
J99 (Kaninchen) (J.Puls)

Polyklonales Antiserum gegen HP525 (Kaninchen) (natives
Protein von E. Lanka erhalten)

Polyklonales Antiserum gegen HP527 (aa 351-1311) von H.
pylori J99 (Kaninchen) (J.Puls)

Polyklonales Antiserum gegen HP528 (aa 37-522) von H. pylori
J99 (Kaninchen)

Polyklonales Antiserum gegen HP532 (aa 25-280) von H. pylori
J99 (Kaninchen)

Polyklonales Antiserum gegen HP534 (aa 2-196) von H. pylori
26659 (Kaninchen)

Polyklonales Antiserum gegen HPS537 von H. pylori 26695
(Kaninchen) (N. Lehn, Regensburg)

Polyklonales Antiserum gegen Hp546 von H. pylori 26695
(Kaninchen)

Monoklonaler Antikérper (IgG2b) gegen humanes Interleukin8
(Maus) (Pharmingen)

Monoklonaler Antikorper (IgG2,) gegen Phosphotyrosin (Maus)
(Santa Cruz Biotechnologies)

1.5.2 Sekundare Antikorper

Meerrettichperoxidase (POX)-gekoppelter polyklonaler Antikdrper gegen Kaninchen-
IgG (Ziege) (Dianova)

Meerrettichperoxidase (POX)-gekoppelter Antikorper gegen Maus-lgG (Kaninchen)

(Dianova)

Fluorescein (FITC)-gekoppelter polyklonaler Antikorper gegen Kaninchen-lgG

(Ziege) (Dianova)
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Rhodamin (TRITC)-gekoppelter polyklonaler Antikérper gegen Kaninchen-IgG
(Ziege) (Dianova)

G265-8 Biotin-gekoppelter monoklonaler Antikorper (IgGz,) gegen humanes IL8
(Maus) (Pharmingen)

1.6 Enzyme und Proteine

StreptAB-Komplex/AP (alkalische Phosphatase) (DAKO); Chymotrypsin
(Rinderpankreas), Expand Taq Polymerase, IgA-Protease, ProteinG-Agarose,
Restriktionsenzyme, Trypsin (Rinderpankreas), T4-DNA-Ligase, RNase, Lysozym,
(Roche); AP-gekoppeltes Protein A, Poly-L-Lysin (Sigma); ProteinA-Gold-Komplexe
(British BioCell); Rinderserumalbumin (BSA) (Biomol); fotales Kalberserum (FCS),
Trypsin/EDTA-L6sung (10x) (Gibco BRL); Proteinase K (Merck), Pferdeserum (PAA);
AP-gekoppelte  Nickel-Nitrilotriessigsaure  (NTA) (QIAGEN), humanes IL8
(Pharmingen)

1.7 Molekulargewichtsmarker

DNA-Geleletrophorese: Biosizer VI [SPP1(EcoRI)-Standard] (Hybaid-
AGS)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese: Prestained Low Range (Bio-Rad)

Prestained High Range (Bio-Rad)

Low Molecular Weight

1.8 Nahrmedien und Platten

Brucella-Medium  10g/l Bacto-Trypton, 10g/| Bacto-Peptamin, 1g/l Bacto-Dextrose,
29/l Bacto-Hefeextrakt, 8,5mM NaCl, 1mM NaHSO3;

LB-Medium 209/l Lennox-L-Broth (Gibco), autoklaviert

LB-Platten 329/l Lennox-L-Agar (Gibco), autoklaviert

RPMI-Medium RPMI 1640 mit L-Glutamin (Gibco BRL)

Serumplatten 369/l GC-Agar-Base, autoklaviert, danach Zugabe von 8% (v/v)
Pferdeserum (PAA), 1% (v/v) Vitaminmix, 10mg/l Vancomycin,
5mg/l Trimethoprim und 1mg/I Nystatin

Vitaminmix 0,01g/l Vitamin B12, 1g/l Adenin, 0,03g/l Guanin, 10g/l L-
Glutamin, 0,1g/l Cocarboxylase, 0,03g/l Thiamin, 25,9g/l L-
Cystein, 1,1g/l L-Cystin, 0,159/l L-Arginin, 0,5g/I Uracil, 0,02g/I
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Fe(NO3);, 0,25g/I NAD*, 0,013g/l p-Aminobenzoeséaure, 100g/l

Dextrose, sterilfiltriert

1.9 Antibiotika und Zusatze in Selektivmedien und

-platten
Ampicillin (Amp) LB-Medium/-Platte 100mg/l
Chloramphenicol (Cam) LB-Medium/-Platte 30mg/I
Serumplatte 6mgl/l
Kanamycin (Kan) LB-Platte 50mg/l
Serumplatte 8mgl/l
Tetracyclin (Tet) LB-Medium/-Platte) 15mgl/l
5-Brom-3-Chlor-3-Indolyl-
B-D-Galactopyranosid (X-Gal)  LB-Platte 40mg/l
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
phosphat (BCIP) LB-Platte 40mg/l
110 Puffer und Losungen
Allgemeine Losungen
PBS 0,29/l KCI, 8g/l NaCl, 0,2g/l KH,PO4, 1,449/l NaHPO,4
PBS* PBS mit Inhibitor-Mix
Inhibitor-Mix 1mM Na-Orthovanadat, 1TmM PMSF, 1uM Leupeptin, 1uM
Pepstatin

Puffer zur Herstellung von kompetenten Zellen

TFBI 30mM Kaliumacetat, 100mM RbCI, 10mM CaClz, 50mM MnCly; 15% Glyzerin;

pHS5,2 mit 0,2M Essigsaure eingestellt; sterifiltriert

TFBII 10mM MOPS, 75mM CaCl;, 10mM RDbCI; 15% Glyzerin; pH6,5 mit KOH

eingestellt; sterifiltriert
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Puffer und Losungen fur DNA-Praparationen

STET-Puffer 50mM Tris-HCI pH8,0, 50mM EDTA, 8% (w/v) Saccharose, 5%
(v/v) Triton X-100, pH8,0

TE-Puffer 10mM Tris-HCI pH8,0, 1% SDS

P1-Puffer 50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100mg/ml RNase A, pH8,0

P2-Puffer 200mM NaOH, 1% (w/v) SDS

P3-Puffer 3M Kaliumacetat-Essigsaure, pH4,8

QBT-Puffer 50mM MOPS-NaOH, 750mM NaCl, 15% (v/v) Ethanol, 0,15%
(v/v) TritonX-100, pH7,0

QC-Puffer 50mM MOPS-NaOH, 1M NaCl, 15% (v/v) Ethanol, pH7,0

QF-Puffer 50mM Tris-HCI, 1,25M NacCl, 15% (v/v) Ethanol, pH8,5

Puffer fur Gelelektrophoresen

GEBS-Puffer50mM EDTA, 20% (v/v) Glyzerin, 0,5% (w/v) N-Laurylsarkosin, 0,05%
(w/v) Bromphenolblau

TAE-Puffer 40mM Tris-Acetat, 1mM EDTA, pH7,5
TBE-Puffer 10mM Tris-HCI, 10mM Borsaure, 0,25mM EDTA, pH8,5
Ethidiumbromidstammlésung 10mg/ml Ethidiumbromid in Wasser

Ethidiumbromidfarbebad 1mg/l Ethidiumbromid in Wasser

Puffer fir Enzymreaktionen

10x A-Puffer (Roche) 33mM Tris-Acetat, 10mM Magnesiumacetat, 66mM
Kaliumacetat, 0,5mM DTT, pH7,9

10x B-Puffer (Roche) 10mM Tris-HCI, 5mM MgCl,, 100mM NaCl, 1mM
2-Mercaptoethanol, pH8,0

10x H-Puffer (Roche) 50mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 100mM NacCl,
1mM DTE, pH7,5

10x M-Puffer (Roche) 100mM Tris-HCI pH 7,5, 100mM MgCl,, 500mM
NaCl, 10mM DTT
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10x L-Puffer (Roche)
Ligationspuffer
CIP-Puffer
PCR-Puffer

10mM Tris-HCI pH7,5, 10mM MgCl,, 10mM DTT
66mM Tris-HCI, 5mM MgCl,, 1mM DTT, 1mM ATP, pH7,5
10mM Tris-HCI pH8,3, 1mM ZnCl,, 1mM MgCl,

OptiPerform TMBuffer 1l (10x): 500mM OptiPerform-KOH,

160mM(NH4)SOy4, 0,1% Tween

Puffer und Losungen fur Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) und Western Blot

Probenpuffer

Acrylamidlosung

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

Laufpuffer

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbelosung

Transferpuffer

TBS

Detektionslosung

Waschpuffer
Absattigungspuffer

Anodenpuffer 1
Anodenpuffer 2

50mM Tris-HCI pH6,8, 100mM DTT, 2% (w/v) SDS,
10% (w/v) Glyzerin, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
0,1% (w/v) Bromphenolblau

29%  (w/v)  Acrylamid, 1% (w/v) N,N'-
Methylenbisacrylamid

375mM Tris-HCI pH8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS,
0,04-0,06% TEMED

125mM Tris-HCI pH6,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,1%
APS, 0,1% TEMED

25mM Tris-Base, 250mM Gilycin, 0,1% (w/v) SDS,
pH8,3

0,275% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 in
50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure,

10% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Ethanol, 7,5% (v/v)
Essigsaure

25mM Tris-Base, 192mM Gilycin, 0,1% (w/v) SDS,
20% (v/v) Methanol, pH8,3

20mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH7,5

0,1M Tris-HCI, 7mM MgClo, 0,1g/l NBT, 50mg/I
BCIP, pH9,6

0,9% NaCl, 10mM Tris-HCI, pH7,4, 0,2% Tween20,

50mM Tris-HCI, pH7,4, 200mM NaCl, 0,1% Tween,
5% Magermilchpulver

10% (v/v) Methanol, 0,3M Tris-HCI, pH10,4
10% (v/v) Methanol, 25mM Tris-HCI, pH10,4
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Kathodenpuffer 10% (v/v) Methanol, 40mM 6-Amino-n-Capronsaure oder Glycin,
25mM Tris-HCI, pH9,4

Puffer und Losungen flr die Aufreinigung von Fusionsproteinen

Saccharosepuffer 10mM Tris-HCI pH8,0, 750mM Saccharose, 1mM PMSF

Puffer A 100mM NaH>04-NaOH, 10mM Tris, 6M Guanidiniumchlorid,
pH8,0

Puffer B 100mM NaH,PO4-NaOH, 10mM Tris, 8M Harnstoff, pH8,0

Puffer C 10mM Tris-HCI, 100mM NaH,PO,4, 8M Harnstoff, pH6,3

Puffer D wie Puffer C, pH5,9

Puffer E wie Puffer C, pH4,5

Losung F 6M Guanidiniumchlorid, 200mM Essigsaure

Puffer und Losungen flur die Aufreinigung rekombinanter Proteine

Puffer W 100mM Tris-HCI pH8,0, 1mM EDTA
Puffer E = Puffer W mit 2,5mM Desthiobiotin
Puffer R = Puffer W mit 1mM HABA

Puffer fiur die Mikroskopie

Blockierungspuffer 3% (w/v) BSA in PBS

TE-Puffer 1mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH6,9

PBS-Puffer 50mM NayHPO4, 50mM KHyPO4, 150mM NaCl
pH6,9

PFA 3% Paraformaldeyd in PBS

1.11 Chemikalien

Agarose (SeaKem), Brucella Medium (Becton Dickinson); Fluoroprep (BioMerieux);
Coomassie Brilliant Blue R250 (Biomol); GC-Agar (Creatogen); 4-
Nitrophenylphosphat-di-Natriumsalz (PNPP) (Fluka); Acrylamid/Methylenbisacrylamid
29:1 (30%), Lennox-L-LB-Agar, Lennox-L-LB-Medium, N,N,N",N’-
Tetramethylendiamin (TEMED), PBS Dulbecco’s, RPMI 1640-Medium mit L-
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Glutamin (Gibco BRL); Desoxyribonukleinsaure-(dNTP-)Mix (MBI Fermentas);
Chloramphenicol, Methylenblau, Nystatin, PMSF (Merck); Sephadex G-50
(Pharmacia); 5-Brom-3-chlor-3-indolylphosphat-p-Toluidinsalz (BCIP), Guanidin-HCI,
Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) (Roth); Bromphenolblau (Serva); Agarose,
Ampicillin, DAP, Ethidiumbromid, Formalin 37%, Glutaraldehyd 25%, Kanamycin,
Leupeptin, Natrium-Orthovanadat, PFA, Pepstatin, Saponin, Tetracyclin,
Trimethoprim, TritonX-100, Tween20, Vancomycin, X-Gal (Sigma).

Alle weiteren Chemikalien wurden im Reinheitsgrad ,zur Anlayse p.a.“ von Merck,
Roth oder Sigma bezogen.

112 Gerate und Apparaturen

Brutschranke (Binder); SpeedVac (Savant); Agarosegelkammern, PAA-Minigel-
Apparaturen und Gene Pulser (Biorad); Elektroporationskuvetten (Eurogentec);
Heizblocke (Techne); Filterpapiere (Whatman); Magnetrihrer (Heidolph); pH-Meter
(WTW); Zentrifugen (Heraeus, Beckman, Sorvall); Waagen (Fischer); PCR-Gerat
(Perkin Elmer Cetus); Fluoreszenzmikroskope (Leica); Schuttler (Eppendorf);
Wasserbader Schuttelinkubatoren (GFL); Mikrowelle (AEG); Vortex (Scientific
Industries); Photometer (Hach); Magnetrihrer (Heidolph); Spannungsquellen (Biotec
Fischer und Delta Elektronika); Sterile Werkbank (BDK); Anaerobentdpfe (Fritz
Gossner GmbH); Dialyseschlauche (Medicell). PVDF-Membran (BioRad).
Nitrozellulose-Membran (Schleicher und Schull); Zellkulturflaschen/-platten (Nunc);
Zellschaber (Falcon); Rontgenfilme und Expositionskassetten (Fudji und Kodak);
Ultraschallgerat (Branson); Video-Geldokumentationsanlage (Herolab);
Elektroblotapparatur (Biotec Fischer); Einfrierrdhrchen (Nalgene).

2 Methoden

2.1 Bakterien- und Zellkulturen

211 Kultivierung von Bakterien

E. coli wurde auf LB-Platten kultiviert, die bei Bedarf entsprechende Antibiotika
enthielten. Platten- und Flussigkulturen wurden bei 37°C uber Nacht im Brutschrank
bzw. Schuttelinkubator angezogen. Fir die Stammhaltung wurde Zellmaterial von
einer halben Platte in 1ml LB-Medium mit 20% Glyzerin resuspendiert und bei -70°C
eingefroren.
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H. pylori wurde auf Serumplatten oder antibiotikahaltigen Serum-Selektivplatten unter
mikroaerophilen Bedingungen (5% O, 10% CO2, 85% Ny) ein bis zwei Tage im
Anaerobentopf kultiviert. Fur Flissigkulturen wurden die Bakterien in FCS-haltigem
(10%) Brucella-Medium angezogen.

Aus der Stammkultur (-70°C) wurden die Bakterien auf Serumplatten ausgestrichen
und 3 Tage bei 37°C bebritet. Nach Uberimpfen auf neue Platten wurden die
Bakterien weitere ein bis zwei Tage kultiviert, bevor sie fir das entsprechende
Experiment eingesetzt wurden.

Fir die Stammhaltung wurde Zellmaterial von einer dicht bewachsenen Platte in 1ml
Brucella-Medium mit 20% Glyzerin und 10% FCS suspendiert und bei -70°C
eingefroren.

21.2 Messen der optischen Dichte von Fliissigkulturen

Die Bakterien wurden von einer Platte abgenommen und im gewunschten Medium
resuspendiert. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte im Spektralphotometer
bei einer Wellenlange von A=550nm (ODss0) gegen das unbeimpfte Medium.

21.3 Transformation von Bakterien

2.1.3.1 Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen nach der Rubidium-
Chlorid-Methode

Nach Hanahan (1983), und Messing et al., 1982 wurden zur Herstellung von Zellen
fur die chemische Transformation 100ml LB-Medium mit 5ml Ubernacht-Kultur von
E.coli angeimpft und bei 37°C im Schuttler bis zu einer ODsso von 0,5-0,6 inkubiert.
Die Zellen wurden 5min auf Eis gekuhlt und danach durch Zentrifugation (2300xg,
15min, 4°C) sedimentiert. Das Sediment wurde in 20ml TFBI resuspendiert und Smin
auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert (2300xg, 15min, 4°C), in 4ml
TFBII resuspendiert und nach 15min Inkubation auf Eis in Aliquots von 50-100ul
abgefullt, auf Trockeneis schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.1.3.2 Chemische Transformation von E. coli-Zellen nach der Rubidium-
Chlorid-Methode

Zur chemischen Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen von -70°C auf
Eis aufgetaut, 3-5ul Ligationsansatz oder 1-2ul Plasmid-DNA zugefligt und 30min auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 90s bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen
und anschlieBend 1min auf Eis inkubiert. Zu dem Transformationsansatz wurden
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500ul LB zugegeben und 1h bei 37°C geschuttelt. Danach wurden geeignete
Mengen des Ansatzes auf Selektionsplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

2.1.3.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung von Zellen fur die Elektroporation wurde 1| LB-Medium mit 10ml
einer E. coli-Vorkultur angeimpft und auf einem Schuttler bei 37°C bis zu einer ODssg
von 0,5-0,8 inkubiert. Anschlieend wurde die Kultur 15min auf Eis gestellt und durch
Zentrifugation (4°C, 2300g, 15min) sedimentiert. Danach wurden die Zellen in einem
Liter eiskaltem sterilem Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 500ml eiskaltem H,O resupendiert und wieder zentrifugiert. Nach erneutem
Waschen in 20ml 10%iger eiskalter Glyzerinlosung wurden die Zellen in einem
Gesamtvolumen von 3-4ml in 10%iger eiskalter Glyzerinlésung resuspendiert. Davon
wurden Aliquots von 40pl auf Trockeneis schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.1.3.4 Elektroporation von E. coli-Zellen

Zur Elektroporation wurden 40ul der Zellsuspension mit 1yl DNA-L6sung gemischt
und in eine eiskalte Elektroporationskivette Uberfihrt. Die Elektroporation wurde in
einem Gene Pulser Apparatur bei 2,5kV, einer Kapazitat von 25uF und einem
Widerstand von 200 Ohm durchgeflihrt. AnschlieRend wurden die Zellen in 1ml LB-
Medium suspendiert und 1h bei 37°C geschuttelt. Danach wurden geeignete Mengen
des Ansatzes auf Selektionsplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.1.3.5 Transformation von superkompetenten E. coli TOP10-Zellen

Die kauflichen superkompetenten E. coli TOP10-Zellen (Invitrogen) wurden dann
verwendet, wenn eine erhohte Transformationseffizienz erwinscht war. Die
Transformation erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

21.3.6 Transformation von H. pylori (Haas et al., 1993a)

H. pylori-Zellen besitzen eine natirliche Transformationskompetenz. Aus diesem
Grund mussen die Bakterien vor der Transformation nicht speziell prapariert werden.
Fir den Transformationsansatz wurden die Bakterien von Platte mit einem
Wattestabchen in Brucella-Medium/10% FCS resuspendiert und auf eine ODss9 von
0,2-0,3 eingestellt. Fir jeden Ansatz wurde 1ml dieser Suspension in einen Napf
einer 24-Napf-Zellkulturschale pipettiert. Anschlie®Bend wurden 1-3ug DNA
zugegeben und 4-8h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf
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entsprechende Serum-Selektivplatten ausplattiert und unter Standardbedingungen
inkubiert (4-10 Tage).

214 Konjugation von Bakterien

2.1.41 Konjugation von E. coli-Zellen

Zur Konjugation eines Plasmids von einem E. coli-Stamm in einen anderen E. coli-
Stamm wurden Donor-, Mobilisator- und Akzeptor-Stamm auf geeignete LB-
Selektionsplatten ausgestrichen und 12 Stunden bei 37°C inkubiert. Nachdem die
Bakterien in 1ml LB-Medium resuspendiert worden sind, wurde eine ODss, von 10
eingestellt und die Bakteriensuspensionen im Verhaltnis 1:1:2 (Donor-: Mobilisator-:
Empfanger-Stamm) gemischt (je 25ul des Donor- und des Mobilisatorstammes sowie
50ul des Akzeptorstammes). Der Ansatz wurde 2min bei 6000xg zentrifugiert und der
Uberstand bis auf 30ul verworfen. Die Bakteriensuspension wurde auf einen
Nitrozellulose-Filter, der auf einer antibiotikafreien LB-Platte lag, pipettiert. Nach 3h
Inkubation bei 37°C wurde der Filter in ein steriles 10ml Réhrchen Uberfuhrt und die
Zellen mit 1ml LB-Medium vom Filter abgespult. Danach wurden geeignete Mengen
des Ansatzes auf Selektionsplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Als Mobilisator wurde der Stamm HB101 (Boyer und Roulland-Dussiox, 1969), als
Akzeptor der Stamm DH5aRif (ein spontan Rifampicin-resistent gewordenes Derivat
von DH5a) eingesetzt. Der Mobilisator Ubertragt sein Plasmid mit den tra-Genen auf
den Donorstamm, dessen Plasmid nur einen Mobilisierungsursprung enthalt.
Daraufhin ist es dem Donorstamm mdglich, sein Plasmid in den Akzeptorstamm zu
ubertragen.

215 Transposonmutagenese

Die Transposonmutagenese mit den Transposons TnMax6, TnMax9 und TnMax14
wurde nach der Standardmethode nach Haas et al., (1993b) durchgefuhrt. Die
mutagenisierten Plasmide wurden jedoch entweder durch Konjugation in den Stamm
DH5aRif (fur die Mutagenese mit TnMax9) oder durch Transformation in den E. coli-
Stamm CC118 (fur die Mutagenese mit TnMax6 und TnMax14) Uberfuhrt. Die
Selektion erfolgte auf LB-Platten, die mit Ampicillin, X-Gal oder BCIP supplementiert
waren. Plasmide von Ampicillin-resistenten bzw. blauen Kolonien wurden isoliert und
die Positionen der Transposoninsertionen durch Restriktionsanalyse kartiert. Zur
Sequenzierung (siehe Il 2.2.13) wurden die Plasmide, die eine Transposoninsertion
aufwiesen, mit dem Restriktionsenzym BamHI| geschnitten und als Matrize in der
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PCR eingesetzt. Als Primerbindungsstelle wurde die interne M13-Rp1 Stelle benutzt,
die bei allen TnMax-Transposons vorhanden ist.

21.6 Zellsubfraktionierung von H. pylori

2.1.6.1 Isolierung der Gesamtmembranfraktion von H. pylori

Das Bakterienmaterial von 5-10 gut bewachsenen Serumplatten wurde mit einem
Wattestabchen abgenommen und in 3ml PBS resuspendiert. Die Zellen wurden auf
Eis mit einem Ultraschallgerat (5 Pulse & 1min bei 100 Watt) oder mit der ,French
Press“ aufgeschlossen. Danach wurden die nicht aufgeschlossenen Zellen und
Zellbruchsticke durch Zentrifugation sedimentiert (12000xg, 15min, 4°C). Der
Uberstand wurde in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert (100000xg, 1h, 4°C), um
dadurch die Gesamtmembranfraktion von der Zytoplasmafraktion abzutrennen.
Dabei sedimentierten die Membranfraktionen, die Zytoplasmafraktion befand sich im
Uberstand. Das Sediment wurde in 200ul PBS resuspendiert.

2.1.6.2 Osmotischer Schock

Das Zellmaterial einer H. pylori-Platte wurde in 1ml 10mM Tris-HCI, pH8,0
gewaschen und zentrifugiert (6000xg, 3min). Die Zellen wurden in 1ml 25% (w/v)
Saccharose, 10mM EDTA resuspendiert und bei Raumtemperatur 10min geruttelt.
AnschlieRend wurden die Zellen bei 3000xg 3-5min zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und die Zellen zlgig in 1ml eiskaltem destilliertem Wasser resuspendiert.
Nach zehnminutigem Ruatteln der Zellen bei 4°C wurde erneut 5min zentrifugiert. Der
Uberstand, der die Proteine des Periplasmas enthielt, wurde sterilfiltriert und das
Sediment in PBS resuspendiert. AnschlieRend wurde das Sediment noch zusatzlich
einer Proteasebehandlung (siehe Il 2.1.6.3) unterzogen oder zusammen mit dem
Uberstand direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen (siehe 11 2.3.2.2).

2.1.6.3 Proteasebehandlung von Bakterien

Bakterien einer Serumplatte, bzw. Zellen, die bereits osmotisch geschockt worden
sind (siehe Il 2.1.6.2), wurden in PBS resuspendiert. Es wurde eine ODs5p von 5,0
eingestellt. Von dieser Suspension wurden 100ul mit 1ul Trypsin (5-10mg/ml)
versetzt und das Gemisch 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bakterien
wurden 1min bei 3000xg zentrifugiert und zur Blockierung der Proteasen wurde das
Sediment mit PBS/10% FCS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen erneut
zentrifugiert und auf ein SDS-Gel (siehe Il 2.3.2.2) aufgetragen.
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21.7 Kultivierung von Zellkulturen

Epithelzelllinien wurden in 75cm2-Zellkulturflaschen in RPMI-Medium, das mit 10%
FCS supplementiert war, bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Eine konfluent gewachsene
Kultur wurde nach Entfernen des alten Kulturmediums mit 5ml PBS-Dulbecco’s
gewaschen und anschlieend mit 2ml Trypsin-EDTA-L6sung (1x) versetzt. Das
Ablosen der Zellen nach etwa 10min Inkubation bei 37°C wurde mikroskopisch
kontrolliert. Zur Inaktivierung der Protease wurden 2ml RPMI-Medium zugesetzt.
AGS-Zellen haben in etwa eine Verdopplungszeit von 24h, deshalb wurde in einer
neuen 75cm?-Zellkulturflasche 1ml einer frischen Zellsuspension mit 10ml frischem
Zellkulturmedium versetzt. Die Kultur wurde zwei Tage inkubiert.

AGS-Zellen, die fur Infektionsexperimente bendtigt wurden, wurden je nach Bedarf in
6-Napf-Zellkulturschalen (10cm? Grundflache und 2ml Medium pro Napf), 24-Napf-
Zellkulturschalen (20m2 Grundflache und 1ml Medium pro Napf) oder 175 cm?-
Zellkulturflaschen (25ml Medium) angezogen. Die Zellsuspension wurde mit dem
Zellkulturmedium entsprechend der bendtigten Gesamtgrundflache, Mediumvolumen
und gewunschter Zelldichte gemischt und in die verschiedenen Napfe pipettiert. Die
Kulturen wurden bei 37°C und 5% CO; bis zum gewunschten Prozentsatz an
Konfluenz inkubiert.

2.1.8 Infektionsexperimente mit H. pylori

H. pylori-Zellen wurden von einer gut bewachsenen Platte mit einem Wattestabchen
abgenommen und in Brucella-Medium resuspendiert. Anschlielend wurde die
optische Dichte ODss9 bestimmt. Vor Infektion der eukaryontischen Zellen mit den
Bakterien wurde das alte Zellkulturmedium durch frisches ersetzt.

2.1.8.1 Infektion fiir Phosphotyrosin-Assay

FiUr die Infektion im Phosphotyrosin-Assay wurden die AGS-Zellen in einer 6-Napf-
Zellkulturschale bis zu einer 90%igen Konfluenz kultiviert (ca. 1x10° Zellen pro Napf).
Die Zellen wurden dann mit der H. pylori-Suspension mit einer ODsso von 0,1 infiziert,
d.h. mit einer m.o.i. (multiplicity of infection) von etwa 100. Die Infektion wurde nach
4h bei 37°C und 5% CO; auf Eis gestellt und jeder Napf 4x mit 1ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde jeder Napf mit 1ml PBS* versetzt und die Zellen mit einem
Zellkulturschaber abgeldst. Die infizierten AGS-Zellen wurden bei 3000xg, 10min und
4°C zentrifugiert, das Sediment wurde in 30ul PBS* resupendiert und durch SDS-
PAGE und Western-Blot (siehe Il 2.3.2.2; 11 2.4.1.1) analysiert.
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2.1.8.2 Infektion fir Mikroskopie

FUr die Infektion zur anschlielfenden Mikroskopie wurden die AGS-Zellen auf
Deckglasern in einer 24-Napf-Zellkulturschale bis zu einer 50%igen Konfluenz
kultiviert (ca. 1x10° Zellen pro Deckglas). Die Zellen wurden mit einer H. pylori-
Suspension mit einer ODs5p von 0,05, mit einer m.o.i. von etwa 100, infiziert. Die
Infektionszeit betrug je nach Experiment zwischen 30-180min bei 37°C und 5% CO..
AnschlieBend wurden die infizierten Zellen 4x mit PBS gewaschen und fur die
jeweilige Mikroskopie (siehe Il 2.5) weiter prapariert.

21.9 Herstellung bakterieller Zelllysate

Zur Herstellung von Lysaten wurden Bakterien in PBS suspendiert und auf eine OD
von 1 eingestellt. 1ml dieser Suspension wurde 2min bei 6000xg zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde zum Auftragen auf SDS-Polyacrylamidgele (siehe 1l 2.3.2.2) in
125ul 2x Probenpuffer aufgenommen, vor dem Auftragen 5-10min bei 95°C
aufgekocht und 2min bei 12000xg zentrifugiert.

2.2 Arbeiten mit DNA

Fir die meisten DNA-Arbeiten wurden die in Sambrook et al., 1989 beschriebenen
Methoden angewandt.

221 Praparation von Plasmiden aus E. coli

2.2.1.1 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA nach der Kochmethode

(Holmes und Quigley, 1981) Diese Methode eignet sich besonders fur die Isolierung
von Plasmid-DNA aus endA7-E.coli-Stammen. Bei endA*-Stammen kann die
isolierte Plasmid-DNA fur anschlieRende Transformationen, aber nicht zur
Restriktionsanalyse eingesetzt werden.

Eine Einzelkolonie wurde auf eine antibiotikahaltige LB-Platte ausgestrichen und
uber Nacht bei 37°C oder 28°C inkubiert. Davon wurde eine Impfése Zellmaterial in
300ul STET-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 15ul Lysozymlésung (10mg/ml
in STET-Puffer) wurde der Ansatz 5min auf Eis gestellt. Durch einminutiges Kochen
bei 100°C wurden die Zellen lysiert, und anschlielend wurden Zelltrimmer und
chromosomale DNA durch 10minutige Zentrifugation bei 12000xg sedimentiert. Das
Sediment wurde mit einem sterilen Zahnstocher entfernt. Der wassrige Uberstand,
der die Plasmid-DNA enthielt, wurde mit 200ul Isopropanol versetzt und 10min bei -
20°C gefallt. AnschlielRend wurde der Ansatz 10min bei 12000xg zentrifugiert, der
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Uberstand verworfen und der Niederschlag einmal mit 70%igen (v/v) Ethanol
gewaschen. Nach 5min Zentrifugation wurde die Plasmid-DNA in einer
Vakuumzentrifuge 15min getrocknet und danach in 50ul H2Opigest aufgenommen. Von
der isolierten Plasmid-DNA wurden, je nach Kopienzahl des Plasmids pro Zelle, 1-5ul
auf einem TBE-Agarosegel (siehe Il 2.2.4) getestet.

2.21.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli mit dem
»Plasmid Midi Kit“ (QIAGEN)

Die Reinigung und Anreicherung von Plasmid-DNA, z.B fur Sequenzierungzwecke
(sieche 11 2.2.13) wurde mit dem ,Plasmid Midi Kit® von QIAGEN nach
Gebrauchsanweisung durchgefuhrt.

2.21.3 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli mit dem
»QlAprep® Miniprep“ (QIAGEN)

Wenn Plasmid-DNA aus endA’-Stdmmen oder von groRerer Reinheit (etwa zur
Sequenzierung (siehe 1l 2.2.13) benétigt wurden, wurde das ,QIAprep® Miniprep* von
Qiagen zur Isolierung benutzt.

Die Durchflhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus H. pylori

FUr die Isolierung von Plasmid-DNA aus H. pylori wurde das ,Wizard Plus SV
Minipreps™ Purifikationssystem“ von Promega verwendet.
Die Durchfuhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

223 Isolierung chromosomaler DNA aus H. pylori

Zur Praparation von chromosomaler DNA aus H. pylori wurde das ,,QlAamp Tissue
Kit“ von QIAGEN verwendet.
Die Durchflhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

224 Analytische und praparative Gelelektrophorese von DNA

Fir analytische Zwecke wurden Agaroseflachbettgele (11,5x15cm2) mit einer
Agarosekonzentration, je nach gewunschtem Auftrennungsbereich, zwischen 0,8%
und 2,0% (w/v) eingesetzt. Als Gel- und Laufpuffer diente 1xTBE-Puffer. Vor dem
Auftragen wurden die DNA-Proben mit %2 Volumen GEBS versetzt. Nach erfolgter
Auftrennung bei 100V wurde das Gel 10-15min in einer Ethidiumbromidldsung
(1mg/ml) gefarbt und die DNA unter UV-Licht (260nm) sichtbar gemacht. Mit einem
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Videosystem der Firma Polaroid/Intas erfolgte die Dokumentation.

Flr praparative Gelelektrophoresen wurden ebenfalls Agaroseflachbettgele
verwendet, jedoch mit 1XTAE als Gel- und Laufpuffer. Die DNA wurde durch
10minutiges Schwenken des Gels in einer 0,1% (w/v) Methylenblau-Lésung und
anschlieRendes Wassern angefarbt. Die DNA-Banden wurden auf einem
Durchlichttisch ausgeschnitten und die DNA aus der Agarose durch das ,Ultra Clean
TM15 Kit“ von Dianova isoliert (siehe 2.2.5).

2.2.5 DNA-Fragmentisolierung

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten (0,1-10 kb) aus TAE-Agarosegelen (siehe 2.2.4)
wurde das ,Ultra Clean TM15 Kit“ von Dianova verwendet.
Die Durchfuhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.2.6 Restriktion

Die Restriktion von DNA wurde standardmafig fur analytische Zwecke in einem
Volumen von 10ul bzw. fur praparative Zwecke in einem 50-80ul Volumen
durchgefuhrt. Puffer- und Reaktionsbedingungen flr die Restriktionsendonukleasen
richteten sich nach den Angaben des jeweiligen Herstellers. Die DNA-Menge betrug
0,1-1ug, die Enzymmenge etwa 1-2U/ug DNA. Bei Restriktionen mit mehreren
Enzymen, die unterschiedliche Puffer bendtigten, wurde zwischen den einzelnen
Reaktionsschritten eine Zentrifugationsentsalzung (siehe Il 2.2.8) durchgefihrt. Die
Reaktionen wurden jeweils durch Zugabe von %2 Volumen GEBS-Puffer und
10mindtiges Erhitzen bei 65°C abgestoppt und danach auf analytische oder
praparative Agarosegele aufgetragen (siehe Il 2.2.4).

2.2.7 Dephosphorylierung von linearer DNA

Zur Erhdéhung der Ligationseffizienz von DNA-Fragmenten mit Vektoren, die nur mit
einem Enzym linearisiert worden sind, wurde durch Dephosphorylierung der 5°-
Enden des Vektors die Ruckligationsrate stark vermindert. Fur die Reaktion wurden
in einem 30pl-Ansatz 20ul der geschnittenen Vektor-DNA mit CIP-Puffer und 1U CIP
(alkalische Phosphatase) 30min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 5mM EDTA und 0,5% (w/v) SDS beendet. Die Phosphatase wurde
anschliefend mit 0,1mg Proteinase K (30min, 56°C) verdaut. Der Ansatz wurde mit
10ul GEBS versetzt und 10min bei 65°C inaktiviert. Nachdem eine
Zentrifugationsentsalzung (siehe Il 2.2.8) durchgefuhrt worden war, wurde der Vektor
fur die Ligation eingesetzt (siehe I 2.2.9).
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2.2.8 Zentrifugationsentsalzung

Zur schnellen Abtrennung von Salzen, Nukleotiden sowie kurzen DNA-Fragmenten
von groReren DNA-Molekulen wurde die Zentrifugationsentsalzung als
ausschlusschromatographisches Verfahren eingesetzt. Sephadex G-50 wurde als
Saulenmaterial verwendet, das in ein Eppendorf-Gefal® pipettiert wurde, dessen
Boden mit einer Kanule durchbohrt worden war. Zur Abdichtung des Loches diente
ein Tropfen einer Suspension silikonisierter Glasperlen. Die Saule wurde durch
Zentrifugation (2min, 2700xg) und einmaligem Waschen mit 100ul H2Opjdest
gepackt. Die DNA wurde mit Y2 Volumen GEBS-Puffer versetzt und dann auf die
Saule aufgetragen. Durch erneute Zentrifugation (2min, 2700xg) wurde die DNA
salzfrei in einem frischen Eppendorf-Gefal} aufgefangen.

2.2.9 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde in einem Gesamtvolumen von 10ul bei
einer Temperatur von 4°C (iber Nacht oder 4h bei 14°C durchgefiihrt. Ublicherweise
wurden 10-50ng der geschnittenen Vektor-DNA zusammen mit einem vierfachen
Uberschuss an zu klonierendem DNA-Fragment mit 1U T4-DNA-Ligase und 1l
Ligationspuffer (10x) in einem Volumen von 10ul inkubiert.

2.2.10 DNA-Fallung mit Ethanol

Die Ethanolfallung wurde zur Aufkonzentrierung und Entsalzung DNA-haltiger
Losungen benutzt. Die DNA-Lésung wurde mit 1/10 Volumen einer 3M
Natriumacetat-Losung und dem 2,5-fachen Volumen Ethanol versetzt und das
Gemisch 30min bei -70°C inkubiert. Durch zehnminutige Zentrifugation wurde die
DNA bei 12000xg sedimentiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen, in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlieBend in dem gewilnschten Volumen
H2Ogest aufgenommen.

2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Saiki et al., 1988) erlaubt die Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe
geeigneter Oligonukleotide, die als Primer flir DNA-Polymerasen thermophiler
Bakterien dienen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Amplifikation
von Fragmenten eingesetzt, die zur Klonierung und zur Sequenzierung (siehe I
2.2.13) nétig waren. Ublicherweise enthielt ein 100ul-Ansatz 1-2ng der Matrizen-
DNA, je 100pmol der als 5- und 3’-Primer verwendeten Oligonukleotide, 200uM
dNTPs, PCR-Puffer und 1-2U Taqg-DNA-Polymerase. Normalerweise wurde
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folgender Reaktionszyklus verwendet: Denaturierung der DNA 1min bei 94°C,
Hybridisierung der Oligonukleotide 2min bei 42-52°C, und Polymerisation 2min bei
72°C. Die Reaktion wurde nach 25 Zyklen abgebrochen. Die entstandenen PCR-
Produkte wurden auf einem TBE-Agarosegel (siehe |l 2.2.4) analysiert. Uber
praparative Agarosegele (siehe Il 2.2.4) wurden die PCR-Fragmente, die fur die
Klonierung eingesetzt werden sollten, aufgereinigt.

Fir die Klonierung wurden die verwendeten Oligonukleotide mit einer Verlangerung
am 5 Ende versehen, die eine geeignete Erkennungssequenz enthielt. Die
gereinigten PCR-Fragmente wurden dann 4h mit den entsprechenden Enzymen
geschnitten. Danach wurde eine Zentrifugationsentsalzung (siehe Il 2.2.8)
durchgefuhrt und das Fragment in einen geeigneten Vektor ligiert.

2.212 Klonierung von PCR-Produkten mittels TOPO-TA-Cloning®

PCR-Produkte, die sehr lang und damit schwerer zu klonieren waren, wurden mit
Hilfe des TOPO-TA-Cloning®-Kits mit dem pCR2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen) ligiert.
Da die Tag-Polymerase eine Sequenz-unspezifische terminale Transferase-Aktivitat
besitzt, wird bei jeder Kettenverlangerung ein einzelnes Desoxyadenosin (A) an das
3’-Ende des PCR-Produkts angehangt. Der linearisierte pCR2.1-TOPO-Vektor
besitzt einen Uberhdngenden 3’-Desoxythymidin (T)-Rest und eine kovalent
gebundene Topoisomerase | aus dem Vaccinia Virus, wodurch eine effektive Ligation
des PCR-Produkts mit dem Vektor vermittelt wird. Zusatzlich enthalt das Kit
superkompetente TOP10-E.coli-Zellen (siehe Il 2.1.3.5), die sehr effizient
transformierbar sind.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.2.13 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung klonierter DNA wurde in Zusammenarbeit mit den Firmen MWG-
Biotech (Ebersberg) sowie im Max von Pettenkofer-Institut durchgefuhrt. Die zur
Sequenzierung eingesetzte Plasmid-DNA wurde Uber Qiagen-Saulen (siehe I
2.2.1.2; 11 2.2.1.3) gereinigt und isoliert.

2.3 Arbeiten mit Protein

2.31 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur schnellen Abschatzung der Konzentration proteinhaltiger Losungen wurde der
Farbbindungstest nach Bradford (1976) in der von Friedenauer und Berlet (1989)
modifizierten Form angewendet.
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Dafur wurden 100ul der proteinhaltigen Probe mit 1ml Bradford-Reagenz versetzt
und 10min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die Extinktion der
Probe gegen einen entsprechenden Blindwert bei einer Wellenlange von 595nm
gemessen. Fur jede Proteinbestimmung wurde eine Eichkurve mit BSA
aufgenommen.

2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.3.2.1 Vorbereitung von Proteinproben

Zur Vorbereitung von Proteinproben flr die Gelelektrophorese wurden diese nach
einer modifizierten Methode von Wessel und Flligge (1984) behandelt. Dazu wurden
300ul der proteinhaltigen Losung mit 600ul Methanol und 200ul Chloroform versetzt.
Der Ansatz wurde zunachst 1min und nach Zugabe von 200ul Wasser erneut 1min
geruttelt. Nach 2-minltiger Zentrifugation bei 12000g wurde die wassrig-
methanolische Phase vorsichtig abgenommen und verworfen. AnschlieRend wurde
1ml Methanol zugegeben, erneut gerittelt und nach 2minitiger Zentrifugation bei
12000xg das Losungsmittel vom Niederschlag abgetrennt. Der Niederschlag wurde
in 10yl Probenpuffer aufgenommen. Die Probe wurde 30min gerittelt, 10min bei
95°C inkubiert und danach 2min bei 12000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf
ein SDS-Gel aufgetragen (siehe 11 2.3.2.2).

2.3.2.2 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Analytische Gelelektrophoresen wurden mit dem vertikalen Gelelektrophoresesystem
Mini-ProteinllI™ von BioRad durchgefiihrt. Aus einer 30%igen (w/v) Acrylamididsung
wurden standardmafig 6-12%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele gegossen.
Trenn- und Sammelgele wurden nach Sambrook et al. (1989) angesetzt. Das
Trenngel wurde bis 3cm unter den Rand in die Glaskassette gegossen und mit H,O
uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das uberstehende H,O abgezogen
und das zuvor angesetzte Sammelgel eingefullt. Zur Ausbildung von Geltaschen
wurde ein Kamm eingesetzt, der nach erfolgter Polymerisation entfernt wurde. Die
Gelkassette wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Standardmaflig wurden
5-10ul der in SDS-Probenpuffer aufgenommenen Proteinproben aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde ca. 2h bei einer Spannung von 120V durchgeflhrt.
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2.3.2.3 Anfarbung der aufgetrennten Proteine

Coomassie-Farbung

Das SDS-Gel wurde 15min in Coomassie-Losung angefarbt und danach so lange in
Entfarbeldsung geschuttelt, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

233 Fallung von Proteinen

2.3.3.1 Proteinfiallung nach Wessel und Fliigge

siehe 11 2.3.2.1

2.3.3.2 Ammoniumsulfatfallung

Gesattigte Ammoniumsulfat-Lésung wurde unter Rihren auf Eis im Verhaltnis 1:1 zur
Proteinprobe tropfenweise zugegeben und zwei Stunden auf Eis gerlhrt.
AnschlieBend wurde das Prazipitat in SS34-Rotor 30min bei 20000xg und 4°C
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 5ml PBS geldst, in einen Dialyseschlauch
uberfuhrt und Gber Nacht gegen PBS dialysiert.

2.3.4 Hisg-markierte Proteine

2.3.4.1 Herstellung und Aufreinigung der Fusionsproteine

Zur Herstellung von Fusionsproteinen wurde das pEV40-Expressionssystem
verwendet (Pohlner et al., 1993). Es wurden Fusionen erzeugt, die unter der
Kontrolle des Ap -Promotors stehen. Die Fusionen bestehen aus dem N-terminalen
Teil der RNA-Polymerase des Phagen MS2 und 6 Histidinresten (Hisg) vor dem N-
Terminus des gewinschten (Teil-)Proteins. Die Genfusion wurde durch Ligation des
entsprechenden Genabschnittes in den passenden Expressionsvektor pEV40
(Leserahmen a, b, c) erhalten. Der Ligationsansatz wurde in E. coli 2136
elektroporiert. Dieser Stamm exprimiert den temperatursensitiven Aclis-Repressor.
Die Klone wurden zunachst bei 28°C Kkultiviert, um toxischen Effekten des
Fusionsproteins  vorzubeugen. Nachdem Plasmide isoliert und durch
Restriktionsanalyse Uberprift worden sind, wurde ein entsprechender richtiger Klon
in 50ml LB-Amp-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 28°C geschittelt. Am
nachsten Tag wurde als Negativkontrolle ein geringes Volumen entnommen, die
restliche Kultur in 450ml auf 44°C vorgewarmtes LB-Amp-Medium angeimpft. Diese
Hauptkultur wurde 2-3h bei 42°C geschittelt. Bei dieser Temperatur wird der



Il Material und Methoden 40

Repressor inaktiviert und das Fusionsprotein kann produziert werden. Nach 2-3
Stunden wurde ein geringes Volumen als Positivkontrolle enthommen. Positiv- und
Negativkontrolle wurden in einer SDS-PAGE (siehe Il 2.3.2.2) daraufhin Gberpruft, ob
eine Fusionsproteinbande nach Erhéhung der Temperatur (Positivkontrolle) auftritt.
Die Bakterienkultur wurde 15min auf Eis gestellt und 15min bei 2300xg und 4°C
zentrifugiert. Daraufhin  wurde das Bakteriensediment zur Isolierung des
Fusionsproteins nach Strebel et al., 1986 verwendet.

Im Allgemeinen ist das gebildete Fusionsprotein im Zytoplasma der Bakterienzelle
unléslich und fallt in aggregierter Form als sogenannte ,inclusion bodies” aus. Diese
Einschlisse konnen in einem ersten Reinigungschritt von den Ubrigen Zellproteinen
groflitenteils abgetrennt werden. Hierfir wurde das Bakteriensediment in 5mi
Saccharose-Puffer resuspendiert und 30min bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurde
5ml eiskalte 20mM EDTA-L6sung zugegeben (15min auf Eis). Nach Zugabe von
125l 20% (v/v) TritonX-100 und 200ul 100mM PMSF-Ldsung, Inkubation 30min bei
37°C) sowie einer Ultraschallbehandlung (5 Pulse & 1min, 100 Watt) lysierten die
Zellen. Das Lysat wurde 15min bei 15000xg und 4°C zentrifugiert und das Sediment
in 5ml Puffer A resuspendiert (Gn-Lysat).

Im zweiten Schritt erfolgte eine Aufreinigung der Fusionsproteine durch eine Metall-
Chelat-Chromatographie. Hierbei bildet sich ein Komplex zwischen den sechs
Histidinresten (His6-) des Fusionsproteins und den Ni**-lonen der Ni**-NTA-Agarose.
Zur Vorbereitung des Chromatographiematerials wurden 4ml der Ni**-NTA-Agarose
in ein 50ml-Réhrchen geflillt, zentrifugiert (50xg, 5min, 4°C), und das Agarose-
Sediment wurde zweimal mit 20ml Puffer A gewaschen. Anschlielend wurde das
Gn-Lysat dazugegeben und die Suspension 3h bei 4°C unter standigem Mischen
zum Binden des Fusionsproteins inkubiert. Darauf wurde der Ansatz zentrifugiert und
der Uberstand mit den nicht gebundenen Proteinen verworfen. Nach drei
Waschschritten mit je 4ml Puffer B folgten 2 Waschschritte mit je 4ml Puffer C. Zur
ersten Elution des Fusionsproteins von der Ni**-NTA-Agarose wurden 3ml Puffer D
zugegeben und anschliellend zentrifugiert (ED-Fraktion). Im zweiten Elutionsschritt
wurde dasselbe mit 3ml Puffer E wiederholt (EE-Fraktion). Es wurden von jedem
Reinigungsschritt 5ul Aliquots entnommen, mit Probenpuffer versetzt und mittels
SDS-PAGE (siehe Il 2.3.2.2) auf enthaltenes Fusionsprotein getestet. Die Fraktion
mit der gréfldten Proteinkonzentration wurde zweimal gegen PBS dialysiert und bei -
80°C gelagert.

2.3.4.2 Immunisierung von Kaninchen

Zur Gewinnung von polyklonalen Antiseren wurden Kaninchen mit den Hisg-
markierten Fusionsproteinen, nativen Protein (je 200-400ug), oder Peptiden
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immunisiert. Die Immunisierung wurde bei Dr. Pineda-Antikérper-Service, Berlin, im
Max von Pettenkofer-Institut oder bei EUROGENTEC nach einem Basisprotokoll (2
Monate) in Auftrag gegeben. Am Tag 1 wurde dem Tier Praimmunserum entnommen
und eine 1. Immunisierung (50ug Protein in Freundschem kompletten Adjuvanz,
intradermal) durchgeflihrt. Zwanzig Tage spater erfolgte eine 2. Immunisierung (50ug
Protein in Freundschem kompletten Adjuvanz, subkutan), am Tag 30 eine 3.
Immunisierung (50ug Protein in Freundschem inkompletten Adjuvanz, intradermal)
und am Tag 40 eine 4. Immunisierung (50ug Protein in Freundschem inkompletten
Adjuvanz, subkutan). Am 61. Tag wurde Blut entnommen, und das gewonnene
Antiserum wurde im Western Blot (siehe 1l 2.4.1.1) im Vergleich zum
Praimmunserum mit den entsprechenden Bakterienlysaten getestet. Wenn
spezifische Antikérper gegen das Fusionsprotein vorhanden waren, wurde das
Kaninchen ausgeblutet und das Antiserum gewonnen. Ansonsten fand eine weitere
Immunsisierung  (50ug Protein  in  Freundschem inkompletten Adjuvanz,
intramuskular) statt, und die Ausblutung wurde am 90. Tag durchgefihrt.

24 Arbeiten mit Antikorpern

241 Western Blot und immunologischer Nachweis eines
Antigens

Fir den Blot wurde eine Methode nach Towbin et al., (1979) angewendet. Hierbei
werden gelelektrisch aufgetrennte Proteine (siehe Il 2.3.2.2) vom Polyacrylamidgel
auf Nitrozellulose- oder PVDF-Membranen ubertragen. Bei dieser Methode erfolgt
der Transfer mittels eines Semi-Dry-Graphitplattensystems. Anschlie3end erfolgt die
Detektion einzelner Proteine mit spezifischen Antikdrpern.

2411 Western Blot

Nach der Elektrophorese (siehe Il 2.3.2.2) wurde das Gel aus der
Elektrophoreseapparatur entnommen und das Sammelgel entfernt. Auf einer
Graphitanode wurde ein Stapel aus zwei dicken und zwei dunnen Filterpapieren,
einem Nitrozellulosefilter, dem Gel und wiederum zwei dinnen und zwei dicken
Filterpapieren aufgeschichtet. Alle Filterpapiere und der Nitrozellulosefilter waren mit
Transferpuffer getrankt. AnschlieBend wurde die Graphitkathode auf den Stapel
gelegt. Der Proteintransfer erfolgte 1h bei 1mA/cm?. Zur Abséttigung wurde die
Nitrozellulosmembran 1h bei Raumtemperatur in TBS, 3% (w/v) BSA geschwenkt.
Danach wurde das jeweilige Antiserum in variabler Menge zugegeben, und die
Membran wurde mindestens 2h oder uber Nacht bei Raumtemperatur in der
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verdunnten Antikoérperldsung geschwenkt. AnschlieRend wurde der Filter 3x je 5min
in TBS, 0,5% (v/v) Tween 20 gewaschen. Zur Kopplung wurde der Filter mit einem
Konjugat aus Protein A (AP-gekoppelt) bzw. der zweite Antikorper (POX-gekoppelt)
in einer Konzentration von 1:2500 in 5ml TBS, 3% (w/v) BSA 1h inkubiert . Dann
wurde der Filter 3mal je 5min in TBS, 0,5% (v/v) Tween 20 gewaschen.

Entwicklung mit AP-Konjugaten

Diese Methode wurde standardmallig angewendet, andernfalls wurde auf eine
andere Methode verwiesen. Die Membran wurde in einer Plastikschale in 10ml
Detektionslosung geschwenkt. Sobald die Proteinbanden gut sichtbar waren, wurde
die Reaktion mit H,O gestoppt.

Entwicklung mit POX-Konjugaten

Die Verwendung von POX-Konjugaten ermdglicht die Entwicklung mit ECL™

Western Blot Detektionsreagenzien (Amersham), die eine sensitivere Detektion von
Proteinbanden uber Chemilumineszenz ermdoglichen. Die Auswertung erfolgt auf
Rontgenfilmen.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Gebrauchsanweisung.

2.4.1.2 Phosphotyrosin-Blot

Die Detektion von tyrosinphosphorylierten Proteinen erfolgte mit dem Antikorper o-P-
Tyr mAK PY99. Hierbei entspricht der eigentliche Blotaufbau dem in Il 2.4.1.1
beschriebenem. Jedoch sind die unteren dicken Filterpapiere in Anodenpuffer |
getrankt, die folgenden dinnen Filterpapiere und die PVDF-Membran (vorher in
Methanol getrankt) in Anodenpuffer Il. Die oberen Lagen von dinnen und dicken
Filterpapieren wurden in Kathodenpuffer getrankt. Der Transfer erfolgte 1'2h bei
1mA/cm?.

Die Membran wurde Uber Nacht in 5ml Absattigungspuffer auf dem Rollmischer
inkubiert. Danach wurde der Puffer verworfen und PY99 1:1000 in 5ml
Hybridisierungspuffer verdinnt zur Membran gegeben. Nach 1'zh Inkubation wurde
2h gewaschen, wobei der Waschpuffer alle 15min gewechselt wurde. Anschlielend
wurde die Membran mit dem sekundaren Antikérper a-Maus-IgG-POX (1:2500 in 5ml
Verdinnungspuffer) 1h inkubiert. Danach wurde dreimal je 10min gewaschen und
schlieBlich mit dem Renaissance®Kit von NEN nach Gebrauchsanweisung
entwickelt.
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2.4.1.3 Ni**-NTA-Blot

Die Bildung von Hisg-markierten Fusionsproteinen (siehe Il 2.3.4) kann detektiert
werden, indem die aufgetrennten Proteine mittels Western Blot auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert und dort mit einem Ni**-NTA-AP-Konjugat
hybridisiert werden.

Der Aufbau des Blots und die Transferbedingungen entsprechen den in siehe Il
2.4.1.1 beschriebenen. Nachdem die Membran mit 5ml TBS/3% (w/v) BSA blockiert
worden ist, folgten 3 Waschritte 8 10min mit 10ml TBS/0,05% Tween20. Dann wurde
das Konjugat 1:1000 in 5ml Waschpuffer zur Membran gegeben. Nach 1h Inkubation
erfolgten drei Waschschritte. Die Entwicklung erfolgte wie unter Il 2.4.1.1 fur AP-
Konjugate beschrieben.

24.2 Sandwich-ELISA zur Quantifizierung von IL8

ELISA dienen zum spezifischen Nachweis von Proteinen durch Antikérper (Engvall et
al., 1971). Im Sandwich-ELISA (Yolken et al, 1977) wird ein sogenannter
Fangantikorper in den Polystyrolnapfen einer Mikrotiterplatte immobilisiert, der das
entsprechende Antigen selektiv in komplexen Proteinldsungen erkennen und binden
kann. Die Detektion erfolgt Uber einen direkt oder indirekt markierten
Sekundarantikérper, der gegen ein anderes Antigenepitop als der Fangantikérper
gerichtet ist.

Hier soll das Chemokin IL8, das von vielen Zellen nach verschiedenartigen Stimuli
sekretiert wird, im AGS-Zellkulturiiberstand quantifiziert werden. Dazu wurden je 50ul
des a-IL8-Fangantikdrper G265-5 (3ug/ml in 100mM NayHPO4) in die Napfe einer
ELISA-96-Napf-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Bindung des Antikérpers an die
Plastikunterlage erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Nach viermaligem Waschen mit 200l
ELISA-Puffer pro Napf wurden unbesetzte Bindungsstellen mit 200l
Blockierungspuffer 2-4h bei Raumtemperatur blockiert. Nach dreimaligem Waschen
wurden je 100ul der Zellkulturiiberstande in die Napfe gegeben. Als Standard wurden
Doppelproben von je 100ul Zellkulturmedium mit 800/400/200/100/50/25/12,5/0pg/ml
rekombinantem humanen IL8 pipettiert. Uber Nacht wurde bei 4°C inkubiert. Nach
viermaligem Waschen wurden je 100pyl des Biotin-gekoppelten «o-IL8
Sekundarantikérper G265-8 (0,5ug/ml in Blockierungspuffer/10% FCS) in die Napfe
gegeben und es folgte eine Inkubation 1-2h bei Raumtemperatur. Kurz vor der
Verwendung wurde das Streptavidin-AP-Konjugat hergestellt. Dazu wurden je 4,5ul
von Reagenz A und B in 0,5ml 50mM Tris-HCI pH7,6 zusammenpipettiert und 30min
bei Raumtemperatur inkubiert. Das Konjugat wurde zu 25ml 50mM Tris-HCI pH7,6
gegeben und von dieser Losung wurden je 50ul nach viermaligem Waschen mit
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ELISA-Puffer in die Napfe Ubertragen. Die Platte wurde 1h bei 37°C inkubiert.
Danach wurde viermal gewaschen und je 50ul der Substratiésung zugegeben. Bei
37°C wurde 20min im Dunkeln inkubiert, bevor die Absorption in den Napfen bei
405nm (gegen die Referenzwellenlange 490nm) im ELISA-Messgerat bestimmt

wurde.

ELISA-Puffer PBS/0,05% (v/v) Tween20

Blockierungspuffer PBS/10% FCS

Karbonatpuffer 50mM NaHCO3 pH8,0 und Na,CO3; pH11,3 mischen bis
pH 9,8, 1mM MgCl,

Substratlésung 1mg/ml PNPP in Karbonatpuffer

243 Auftrennung von Antikorpern uber HiTrap ProteinG-Saulen

Protein G bindet spezifisch die Fc-Teile von IgG-Antikorpern z.B. aus Kaninchen.
Damit kénnen durch Bindung der IgG-Antikorper an die HiTrap ProteinG-Saule und
anschliel3ender Elution die IgG-Antikdrper von anderen Serumproteinen abgetrennt
werden.

Die Saule wurde mit 5ml 20mM Na-Phosphatpuffer pH7,0 gewaschen und mit
weiteren 2ml Aaquilibriert. Nachdem das dialysierte Antiserum durch eine
Ammoniumsulfatfallung prazipitiert worden war (siehe Il 2.3.3.2), wurde es auf die
Saule aufgetragen. Danach wurde die Saule mit 10ml Phosphatpuffer gewaschen
und der gebundene Antikorper mit 4ml 0,1M Glycin/HCI pH2,7 eluiert. Das Eluat
wurde sofort mit 200yl 1M Tris-HCI pH9 neutralisiert und wiederum Uber Nacht
gegen PBS dialysiert.

244  Absattigen von kreuzreagierenden Antikorpern gegen
Nullmutanten

Es kommt vor, dass polyklonale Antiseren Antikorper enthalten, die unerwunschte
Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen als dem eigentlichen Antigen zeigen. Dies ist
vor allem bei Mikroskopie-Arbeiten siehe |l 2.5 von grollem Nachteil fur die
Auswertung.

Bakterien, die das Protein nicht herstellen, wogegen das Antiserum gerichtet ist, sind
sogenannte Nullmutanten. Wenn man den polyklonalen Antikorper mit den
Nullmutanten inkubiert, binden kreuzreagierende Antikorper an das Bakterium. Diese
Bakterien/Antikorper-Komplexe koénnen durch Zentrifugation von den restlichen
Antikorpern abgetrennt werden.

Zwei ODsso-Einheiten der Nullmutanten wurden in einem 15miI-Réhrchen zentrifugiert
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(6000xg, 2min), und das Sediment wurde in 2ml der aufgereinigten Antikérper-
Lésung (siehe 1l 2.4.3) resuspendiert. Nach 2h Inkubation bei Raumtemperatur auf
dem Rollmischer erfolgte eine Zentrifugation bei 6000xg, 3min. Der Uberstand wurde
anschlielend in einer Ultrazentrifuge 2h bei 100000xg und 4°C zentrifugiert. Das
Sediment wurde verworfen und der Uberstand als IgG-gereinigtes und abgeséttigtes
Antiserum eingesetzt.

24.5 Enzymtests

Die Aktivitaten der alkalischen Phosphatase (PhoA)-Fusionen, die durch die
Transposonmutagenese (siehe Il 2.1.5) mit TnMax6 erhalten worden sind, wurden
entsprechend der Vorschrift von Manoil (1991) gemessen. Die Aktivitaten der -
Galaktosidase (LacZ)-Fusionen, die durch die Transposonmutagenese mit TnMax14
(siehe 1l 2.1.5) entstanden sind, wurden entsprechend der Vorschrift von Miller
(1972) gemessen.

2.5 Mikroskopie-Arbeiten
2.5.1 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

2.5.1.1 Immunfluoreszenz mit ganzen Bakterien

Fir die Immunfluoreszenz wurden zunachst runde Deckglaser in die einzelnen Napfe
einer 24-Napf-Zellkulturschale gelegt. Jeder Napf wurde mit 1ml einer
Bakteriensuspension in PBS (ODsso = 0,01) versehen. Anschlieliend wurden die
Bakterienzellen auf die Deckglaser zentrifugiert (3000xg, 5min). Der Uberstand
wurde vorsichtig mit der Pipette abgenommen und die Bakterien durch Zugabe von
3% (w/v) PFA (in PBS) 30min fixiert. Nach 3 Waschritten mit 1ml PBS erfolgte die
Zugabe von 1ml Blockierungslosung (3% (w/v) BSA in PBS). Nach 15min Inkubation
(RT) wurden die Deckglaser mit einer Pinzette aus den Napfen entnommen und auf
je einen 50ul-Tropfen des 1. Antikérpers (a-HP527, a-HP532, a-HP537, a-HP546
pAK 1:100 in Blockierungslosung) mit der Bakterienseite in die Flissigkeit
hineingelegt. Hierfir wurde auf einem Parafilmstreifen gearbeitet und wahrend der
einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz mit einer Schachtel
abgedeckt. Danach wurden die Deckglaser dreimal auf einen 250ul Tropfen PBS
gewaschen und schlieBlich auf einen 50ul Tropfen des 2. Antikoérpers (TRITC-
gekoppelter a-Kaninchen-IgG pAK 1:500 in Blockierungslésung) gebracht (1h, RT,
abgedeckt). Nach weiteren drei Waschschritten wurden die Deckglaser mit der
Bakterienseite nach unten auf je einen kleinen Tropfen Fluoprep auf einem
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Glasobjekttrager gelegt. Nach ca. 1h bei Raumtemperatur im Dunklen erfolgte die
Auswertung mittels eines Immunfluoreszenz-Mikroskops (Leica) mit Kameraaufsatz.

2.5.1.2 Doppelimmunfluoreszenz mit H. pylori-infizierten AGS-Zellen

Mit Hilfe von Doppelimmunfluoreszenz konnen verschiedene Proteinstrukturen
gleichzeitig sichtbar gemacht werden. Hierbei reagieren zwei unterschiedlich
spezifische Antikorper mit verschiedenen Proteinepitopen, was durch Verwendung
von z.B. TRITC-vermittelter roter Fluoreszenz und FITC-vermittelter gruner
Immunfluoreszenz unterschieden werden kann. Dabei ist zu beachten, aus welchem
Tier die Antikorper gewonnen worden sind. Stammen sie aus dem gleichen Tier,
mussen die Inkubationen der einzelnen Antikdrper nacheinander durchgefihrt
werden, bei verschiedenen Tieren kann die Inkubation in einem Ansatz erfolgen.

Nachweis bakterieller Membranstrukturen

AGS-Zellen, die auf Deckglasern gewachsen waren (siehe Il 2.1.7), wurden 90min
mit H. pylori infiziert. Danach wurden nicht-adharente Bakterien mit 3 x 1ml PBS
entfernt und die infizierten Zellen mit 0,5ml 1% (v/v) Formaldeyhd-Losung fixiert (1h,
4°C). Anschlielend erfolgten drei Waschschritte mit je 1ml PBS, danach wurden die
Deckglaser auf mit H,O befeuchtete Filterpapiere (in einer Petrischale) platziert und
mit 50ul einer 1:200 Verdlinnung des a-H. pylori pAK inkubiert (1h, 30°C). Zum
Waschen wurden die Deckglaser mehrmals in PBS eingetaucht. Danach wurden die
gebundenen Antikdrper durch Behandlung mit 50ul einer 1:400 Verdinnung von
Alexa-Rot-gekoppelten a-Kaninchen-IgG pAK sichtbar gemacht (30min, 30°C). Nach
einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation mit 50ul einer 1:20 Verdinnung
von a-HP527 pAK, a -HP532 bzw. a -HP546 pAK (1h, 30°C). Die Deckglaser wurden
wiederum durch mehrmaliges Eintauchen in PBS gewaschen. Danach wurden die
Proben mit 50ul einer 1:400 Verdlinnung von Alexa-Griun-gekoppelten a -Kaninchen-
IgG pAK behandelt (30min, 30°C) und mit PBS gewaschen. Die Deckglaser wurden
in Mowiol mit n-Propylgallat eingebettet und mit Nagellack luftdicht verschlossen.
Die konfokalen Aufnahmen wurden mit einem BioRad 1024UV-System unter
Verwendung eines Krypton-Argon-Lasers und den Filtersatzen E1/T2 gemacht. Die
Bilder wurden digital abgespeichert und bearbeitet.

2.5.2 Elektronenmikroskopie

2.5.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

AGS-Zellen, die auf Deckglasern gewachsen waren (siehe Il 2.1.7), wurden 90min
mit H. pylori infiziert. Danach wurden alle nicht-adharenten Bakterien mit 3 x 1ml
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PBS entfernt und der Rest mit 0,5ml 1% (v/v) Formaldeyhd-L&ésung fixiert (1h, 4°C).
Danach wurde dreimal mit je 1ml PBS und einmal mit je 1ml TE-Puffer gewaschen.
Die Proben wurden durch eine ansteigende Acetonreihe [10/30/50/70/100% (v/v)]
entwassert, wobei jeweils 15min auf Eis inkubiert wurde. AnschlieRend wurden die
Proben auf Raumtemperatur erwarmt und nochmals 30min in 100% Aceton
entwassert. Die ,Kritische-Punkt-Trocknung® wurde mit flissigem CO, durchgefiihrt
(CPD 030, Bal-Tec). Zum Schluss wurden die Proben mit einem etwa 10nm dicken
Goldfilm besputtert (SCD 040, Balzers Union). Die Auswertung erfolgte in einem
Zeiss Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop DSM 962 Gemini bei 5kV sowie
dem Everhart-Thornley SE-Detektor und dem Inlens SE-Detektor in einem
Signalverhaltnis von 50:50. Die Bilder wurden digital gespeichert und bearbeitet.

2.5.2.2 Immuno-Rasterelektronenmikroskopie

Zellulare Proteinstrukturen kénnen mit Hilfe von Immunogold-Komplexen markiert
und im Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden. In diesem Fall wurden
Antikorper aus Kaninchen zusammen mit ProteinA-Gold-Komplexen eingesetzt.

a) mit ganzen H. pylori-Zellen

Die Bakterien wurden von einer gut bewachsenen Serumplatte abgenommen und in
PBS resuspendiert. 1ml einer Bateriensuspension (ODsso = 1) wurde zentrifugiert und
das Pellet in 0,5ml PBS aufgenommen. AnschlieBend wurde 0,5ml 2% (v/v)
Formaldehyd-Losung zugegeben und 1h auf Eis fixiert. Zur Absattigung freier
Aldehydgruppen wurde dreimal mit 1ml 10mM Glycin (in PBS-Puffer) gewaschen.
Die fixierten Bakterien wurden zentrifugiert und das Sediment in 200ul PBS-Puffer
resuspendiert. In einem Thermoblock wurde die Probe auf 30°C erhitzt und mit 40l
Antikorper-Losung inkubiert (1h, 30°C). Nach drei Waschschritten mit 1ml PBS
erfolgte die Behandlung mit ProteinA-Gold-Komplexen (15nm Durchmesser) zur
Markierung der gebunden Antikorper (1h, 30°C). Danach folgten 3 Waschschritte mit
1ml PBS, ein 3mindtiger Fixierungsschritt mit 3% (v/v) Glutaraldehyd-Losung und
erneut drei Waschschritte. Es wurden Deckglaser (12mm Durchmesser) mit Poly-L-
Lysin beschichtet, und je 50ul der markierten Bakterien wurden 5min auf Deckglaser
gegeben. Danach wurden die Deckglaser in 24-Napf-Zellkulturschalen uberfuhrt und
mit 1ml 3% (v/v) Glutaraldehyd-Losung bei RT fixiert. Nach drei Waschschritten mit
1ml TE-Puffer wurden die Proben, wie unter Il 2.5.2.1 beschrieben, mit einer
ansteigenden Acetonreihe entwassert und Kritisch-Punkt-getrocknet. Am Schluss
wurde mit einer dunnen Kohleschicht bedampft (MED 020, Bal-Tec). Die Auswertung
erfolgte in einem Zeiss Feldemissions-Rasterelektonenmikroskop DSM 962 Gemini
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bei 1,5-2,5kV mit dem Everhart-Thornley SE-Detektor. Bilder wurden digital
gespeichert und bearbeitet.

b) mit H. pylori-infizierten AGS-Zellen

AGS-Zellen, die auf Deckglasern gewachsen waren (siehe Il 2.1.7), wurden 90min
mit H. pylori infiziert. Danach wurden alle nicht-adharenten Bakterien mit 3x 1ml PBS
entfernt und der Rest mit 0,5ml 1% (v/v) Formaldeyhd-Loésung fixiert (1h, 4°C). Zur
Absattigung freier Aldehydgruppen wurde dreimal mit 1ml 10mM Glycin (in PBS-
Puffer) gewaschen. Die Proben wurden mit einer 1:5 Verdlinnung von a-HP527 pAK
in PBS inkubiert (2h, 30°C). Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die gebunden
Antikérper mit ProteinA-Gold-Komplexen (10nm Durchmesser) markiert. Die weiteren
Praparationsschritte entsprechen den unter a) beschriebenen.



Il Ergebnisse 49

Il Ergebnisse

1 Systematische Mutagenese der cag PAI

Die cag PAI kodiert flr ein Typ IV-Sekretionssystem, das flr die Translokation vom
Effektorprotein CagA bendtigt wird, aulierdem eine Rolle bei der Induktion von IL8
spielt. Um Rulckschlisse auf die Funktionen und Effekte der einzelnen cag PAI-Gene
ziehen zu kénnen, wurde im Folgenden die systematische Mutagenese aller Gene
der cag PAIl und die daraus resultierenden Folgen fur die CagA-Translokation und
IL8-Induktion beschrieben.

1.1 Etablierung einer Methode zur Vermeidung von
polaren Effekten bei der Mutagenese

Oft werden zur Mutagenisierung von Genen Transposons herangezogen. Inseriert
ein Transposon in ein Gen, kann es jedoch sein, dass in polycistronischen
Transkriptionseinheiten die Transkription von nachfolgenden Genen mit betroffen ist
(polarer Effekt). Ein Grund hierfur kann beispielsweise eine mit der
Resistenzkassette des Transposons eingefuhrte Terminatorstruktur oder auch die
Jnverted repeats” sein, die folglich einen negativen Einfluss auf die Transkription
(oder die Translation von mRNA-Bereichen) hinter der Insertionsstelle haben. In der
vorliegenden Arbeit soll jedem einzelnen Gen der cag PAIl eine Funktion zugeordnet
werden. Da meistens mehrere cag PAI-Gene in gleicher Orientierung hintereinander
liegen (siehe Abb. Ill.1) und die Struktur und Regulierung der moglichen Operons
bisher unklar ist, missen die eben beschriebenen polaren Effekte vermieden
werden.

Eine terminatorlose cat-Resistenzkassette mit vorgeschaltetem Opaque-Promotor
aus Gonokokken (catsc) wurde verwendet (Stern et al., 1986), um die Transkription
nicht vorzeitig zu beenden. Durch PCR wurden Bereiche von 3-6kb der cag PAI vom
Stamm H. pylori 26695 amplifiziert und in das Plasmid pBA kloniert (Halter et al.,
1984). Auf diese Weise wurden zehn Plasmid-Klone erhalten, die fur die eigentliche
Mutagenese verwendet wurden (cag1-cag9). Wie in Abb. Ill.1 zu sehen ist, wurden
PCR-Primer gewahlt, die eine Amplifikation der angrenzenden Sequenzen eines
jeden ORFs und des Klonierungsvektors ermdglichte.
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1.: Prazise Deletion eines Gens durch inverse PCR
2.: Insertion einer terminatorlosen cat;.-Kassette (cat) (Sall/BamHI)

Abb lll.1: Schaubild zur Konstruktion von Plasmiden fiir die prazise und unpolare
Mutagenese aller cag PAI-Gene. Gezeigt ist die cag PAlI des Stammes H. pylori 26695.
Gene, die eine Sequenzhomologie zu virB/D Genen aufweisen, sind als graue Pfeile
dargestellt, und darunter entsprechend bezeichnet. Das Schema zeigt beispielhaft die
Konstruktion von Plasmiden, mit welchen eine unpolare Mutation der Gene hp528, hp529
und hp530 durchgefihrt werden kann. Fir die Durchfihrung einer inversen PCR wurden
pBA-Plasmide als Matrize verwendet, auf welchen die cag PAI-Regionen Cag1-9 kloniert
worden waren. Es wurden Primer hergestellt, deren Bindungsstellen direkt vor dem Start-
bzw. direkt nach dem Stop-Kodon lagen. Da die Primer mit einer Xhol- und einer BamHI-
Schnittstelle versehen wurden, konnte das geschnittene PCR-Produkt mit einer
terminatorlosen cafsc-Kassette ligiert werden, die aus dem Plasmid pWS135 Uber die
Schnittstellen Sall/BamHlI isoliert worden war.

Das PCR-Produkt, dem das jeweilige Gen fehlte, wurde mit den Restriktionsenzymen
Xhol und BamH|l nachgeschnitten und mit der bereits beschriebenen cat-
Resistenzkassette (Sall/BamHl) in Leserichtung des deletierten Gens ligiert.
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1.2 Herstellung von H. pylori 26695 Mutanten in allen
cag PAI-Genen

Aufgrund der groRen Anzahl von cag PAI-Genen wurde dieser Versuchsteil in
Zusammenarbeit mit W. Fischer, B. Gebert, S. Odenbreit und J. Puls durchgefuhrt.
Da der kurze Leserahmen (87bp) hp533 sowie das Gen hp548, das nur in manchen
Stammen als Teil der cag PAI vorhanden ist, nicht berucksichtigt wurden, besteht die
cag PAI des Stammes H. pylori 26695 aus 27 ORFs. Fur die Mutagenese wurde das
letzte Gen eines jeweiligen putativen Operons oder ein einzelnes Gen durch
Insertion eines Transposons mutagenisiert, da hier ein polarer Effekt ausgeschlossen
werden konnte. Fur die Gene hp534, hp535, hp536 und hp539 wurde ein TnMax5-
Transposonmutagenese-Protokoll (Haas et al., 1993) angewendet. Es wurden dafur
die pMin7-Abkdémmlinge pJP16 bzw. pJP19 verwendet. Das Gen hp524, welches
ebenfalls am Ende eines putativen Operons liegt, wurde durch die Insertion einer
catgc-Kassette mutagenisiert. Dafur wurde das Plasmid pJP12 (pMin7-Derivat) Uber
Hindlll mit einer aus pTnMax5 ausgeschnittenen catgc-Kassette ligiert. Die Mutation
des Gens hp527 erfolgte mit dem Plasmid pJP13 auf die gleiche Weise, denn vom
GCG-Sequenzbearbeitungspropramm TERMINATOR wurde zwischen hp526 und
hp527 ein Terminator vorausgesagt, d.h. ein polarer Effekt war nicht zu erwarten. Mit
dem Plasmid pJP52 wurde das Gen hp547 (CagA) deletiert. Auf diese Weise wurden
die in der Tab.lll.1 aufgelisteten, isogenen Mutanten fur die gesamte cag PAI
erhalten.
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Tab. lll.1: Auflistung der einzelnen Verfahren zur Mutagenese der H. pylori 26695 cag
PAI-Gene.

cag PAI-Gen H. pylori-Mutante Verfahren zur Mutagenese

hp520 RBP2 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette
(WS102/103)

hp521 RBP3 prazise Deletion, terminatorlose cafgc-Kassette
(WS117/118)

hp522 WSP145 prazise Deletion, terminatorlose catgc-Kassette

hpb23 JPP107 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp524 JPP106 partielle Deletion, catsc-Kassette

hp525 RBP8 prazise Deletion, terminatorlose cafsc-Kassette
(WS121/122)

hp526 RBP9 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette
(WS119/120)

hpb527 JPP103 partielle Deletion, catsc-Kassette

hp528 JPP104 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette
(WS110/111)

hp529 RBP4 prazise Deletion, terminatorlose cafsc-Kassette
(WS108/109)

hp530 RBP10 prazise Deletion, terminatorlose cafgc-Kassette
(WS106/107)

hpb531 WSP188 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp532 JPP108 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp534 SOP257 TnMax5-Insertion

hp535 SOP258 TnMax5-Insertion

hp536 SOP259 TnMax5-Insertion

hp537 BGP55 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp538 BGP56 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp539 SOP264 TnMax5-Insertion

hp540 SOP265 prazise Deletion, terminatorlose cafgc-Kassette

hp541 SOP266 prazise Deletion, terminatorlose catgc-Kassette

hpb42 SOP267 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp543 SOP268 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp544 BGP57 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp545 SOP269 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp546 BGP58 prazise Deletion, terminatorlose catsc-Kassette

hp547 JPP84 prazise Deletion, aphA-3-Kassette

Aus der Tabelle gehen die Bezeichnungen der cag PAI-Mutanten und das dazugehorige
Mutageneseverfahren hervor. In Klammern befinden sich die Bezeichnungen fir die Primer,
die im Rahmen dieser Arbeit fur die inverse PCR verwendet wurden (weitere Erlduterungen
siehe Text.)

1.3 Untersuchungen zur Entstehung von polaren
Effekten

Nach der Mutagenese wurde untersucht, ob der prazise Austausch eines bestimmten
Gens eines Operons gegen die terminatorlose catsc-Kassette einen polaren Effekt
auf die Transkription (und Translation) stromabwartsliegender Gene hervorruft. Daflr
wurden cag PAI-Gene herangezogen, mit denen durch die Bildung eines
Fusionsproteins in einem E. coli-pEV40-Expressionssystem (siehe Il 2.3.4.1)
definierte Antiseren (siehe Il 1.6) hergestellt worden waren.
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Durch den Vergleich von hp541-Mutanten, die entweder durch den Austausch des
Gens mit der catsc-Kassette, oder durch die Insertion eines Transoposons
entstanden waren, wurde gezeigt, dass die Art der Mutation einen Einfluss auf die
Expression stromabwartsliegender Gene hat. Die Insertion des Transposons
TnMax5gfp ins Gen hp541 flihrte zum Verlust der Expression des
stromabwartsliegenden Gens hp539 (siehe Abb. 111.2). Im Gegensatz dazu
beeinflusste der Genaustausch durch die terminatorlose catsc-Kassette die
Expression von hp539 kaum, da die produzierte Menge an HP539-Protein der
Menge des Wildtyps entspricht (siehe Abb. I11.2).

& N Abb. 1l.2: Vergleich des Einflusses einer
Q‘o b{\"' <ob‘ Mutation mittels Transposon bzw. durch
q@% \(\Q<O V‘Q\Q Genaustausch auf die Expression stromabwairts
gelegener Gene eines Operons. Lysate des
‘ ' ' . ups3g Wildtyp H. pylori-Stammes 26695, des isogenen
. ; Mutantenstammes in hp5471 (entstanden durch
Transposonmutagenese) und des Mutantenstammes
mit einer Mutation in hp541 (entstanden durch
Genaustausch) wurden auf einer SDS-PAGE
aufgetrennt. Der Immunoblot wurde mit a-HP539
gefarbt.

Dies spricht dafur, dass der Austausch zwischen Gen und catsc-Kassette in der hier
angewandten cag PAI-Mutagenese nur die Expression des mutierten Gens
beeinflusst. Somit ist eine Zuweisung eines bestimmten Phanotyps einer definierten
cag PAI-Mutanten zu dem korrespondierenden Gen, das nicht mehr vorhanden ist
bzw. dessen Produkt nicht mehr gebildet wird, moglich.

1.4 Identifizierung von Genen der cag PAI, die fur die
CagA-Translokation essentiell sind

Als nachstes wurden alle Mutantenstdmme darauf getestet, ob sie noch in der Lage
sind, das Effektorprotein CagA in die Zielzelle zu translozieren. Hierfur gibt es nur die
Mdglichkeit eines indirekten Beweises, da die Translokation selbst bislang nicht
uberpruft werden kann. Mit Hilfe des Phosphotyrosin-Immunoblots (siehe Il 2.4.1.2)
(Odenbreit et al., 2000) kann nachwiesen werden, ob ein CagA-Transport in die Zelle
stattgefunden hat, da nur in der Zielzelle eine Tyrosinphosphorylierung von CagA
erfolgt. Zu diesem Zweck wurde die Magenkarzinom-Zelllinie AGS mit den jeweiligen
Mutantenstammen sowie zur Kontrolle mit Wildtypstamm H. pylori 26695 infiziert.
Nach der Zellernte wurde die Tyrosinphosphorylierung von CagA im Phosphotyrosin-
Immunoblot getestet (siehe Abb. 111.3). Dadurch konnte das komplette Set der
mutierten cag-Gene in drei Gruppen eingeteilt werden (siehe Tab. 111.2): Zur ersten
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Gruppe gehoéren achtzehn von siebenundzwanzig mdglichen Genen, die absolut
essentiell fur den Transport von CagA in die Epithelzelle sind. Durch die Deletion von
Genen der zweiten Gruppe verringerte sich die Menge an phosphoryliertem CagA im
Vergleich zum Wildtyp H. pylori 26695. Wahrscheinlich leisten diese Gene oder
deren Genprodukte nur einen Beitrag zum Translokationsprozess, der aber nicht
essentiell ist. Zur dritten Gruppe zahlen die Gene bei deren Deletion kein
Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden konnte, was darauf schlielRen lasst,
dass die korrespondierenden Genprodukte weder flir den Aufbau eines intakten
Translationsapparates noch fir die CagA-Translokation nétig sind.

Tab. 1lIl.2: Gruppierung der cag PAI-Gene nach ihrer Funktion bei der CagA-
Translokation.

Gruppe | Gruppe Il Gruppe lli
(essentielle Gene) (partiell beitragende Gene) (nicht-essentielle Gene)

hp522 hp523 hp524 hp538 hp542 hp545 hp520 hp521 hp534
hp525 hp527 hp528 hp535 hp536
hp529 hp530 hp531

hp532 hp537 hp539

hp540 hp541 hp542

hp543 hp544 hp546

Aus der Tabelle gehen die Gene hervor, die essentiell, nur teilweise noétig oder nicht-
essentiell fiir die CagA-Translokation sind.

Als Kontrolle wurde zusatzlich, wie in Abb. Ill. 3 zu sehen ist, die cagA-Expression im
Western Blot (siehe Il 2.4.1.1) untersucht. Auf diese Weise sollte die Mdglichkeit
ausgeschlossen werden, dass es durch eine weitere Mutation im cagA-Gen oder
durch ein Ausschalten eines cagA-Regulators auf der cag PAI zu einem Signalverlust
im Phosphotyrosin-Immunoblot kommt. Es zeigte sich aber, dass alle Mutanten mit
Ausnahme der cag PAI-Deletionsmutanten und der hp547-(cagA) Deletionsmutanten
cagA exprimieren konnten (siehe Abb. 111.3).
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Abb. 11.3: Darstellung der Ergebnisse von IL8-Induktion, CagA-Tyrosinphos-
phorylierung und cagA-Expression. Die Induktion von IL8 durch den Wildtypstamm H.
pylori 26695 wurde mit 100% festgelegt. Die entsprechenden Induktionen durch Infektion mit
den individuellen Mutanten (A520-A547) wurden ins Verhaltnis zum Wildtypwert gesetzt. Der
Mutantenstamm H. pylori 26695 APAI, der die gesamte PAI durch Deletion verloren hat
(Odenbreit et al.,, 2001), wurde als Negativkontrolle verwendet. (Die IL8-Messungen im
Sandwich-ELISA wurden von Jirgen Puls durchgefiihrt.

Die Fahigkeit der verschiedenen Stdmme zur Translokation von CagA in AGS-Zellen wurde
durch den Nachweis einer tyrosinphosphorylierten Bande im Phosphotyrosin-Experiment
getestet. (Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Wolfgang Fischer, Stefan Odenbreit und
Jurgen Pulls durchgefiihrt.) Tyrosinphosphorylierte Banden, die im Wildtyp gleich stark
waren, sind mit (++) dargestellt. Entsprechend sind schwachere Banden mit (+) und nicht
vorhandene Bande mit (-) gekennzeichnet.

Alle Werte resultieren aus drei unabhangigen Experimenten.

Die Expression von cagA wurde im Immunoblot mit dem polyklonalem Antiserum (pAK) A-
CagA untersucht. Eine Bande, die mit dem Wildtyp identisch war, wurde mit (+) dargestellt,
entsprechend wurde mit (-) eine nicht vorhandene Bande gekennzeichnet.
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1.5 Analyse der Effekte einzelner Gene der cag PAIl auf
die IL8-Induktion

Wie bereits erwahnt, ist das Cag Typ IV-Sekretionssystem fur die Induktion von IL8
in Epithelzellen verantwortlich. Bisher war jedoch unklar, ob es erstens fur die IL8-
Induktion ein eigenes Effektorprotein gibt, und ob zweitens die gleichen
Komponenten des Systems wie fur die CagA-Translokation essentiell sind. Zur
Beantwortung dieser Fragen wurden Uberstéande von AGS-Zellen gesammelt, die mit
dem jeweiligen isogenen Mutantenstamm oder dem Wildtyp H. pylori 26695 flr die
Phosphotyrosin-Immunoblots infiziert worden sind. Mit diesen Uberstanden wurde
ein Sandwich-ELISA (siehe Il 2.4.2) mit zwei monoklonalen anti-IL8-Antikdrpern
(Schulte und Autenrieth, 1998) zur Quantifizierung der IL8-Sekretion durchgeflhrt.
Da sowohl fur die IL8-Bestimmungen als auch fur die Phosphotyrosin-lImmunoblots
die gleichen Infektionen benutzt wurden, ist ein direkter Vergleich zwischen der
Menge an sekretiertem IL8 und der produzierten Menge von tyrosinphosphoryliertem
CagA maglich. Dies ist notig, da ein mogliches Effektorprotein fur die IL8-Induktion
nur gefunden werden kann, wenn auszuschlielen ist, dass die untersuchte Mutante
einen Defekt im Typ IV-Sekretionsapparat hat und deswegen kein IL8 mehr
induzieren kann. Das bedeutet, zum Auffinden eines Effektorproteins fur die IL8-
Induktion wird nach einer Mutante gesucht, die zwar CagA translozieren, aber keine
Sekretion von IL8 mehr induzieren kann. Dies wurde darauf schlieRen lassen, dass
der Apparat intakt ist und ein Effektorprotein in die Zielzelle transportiert wurde, das
fur einen Eingriff in NFkB/AP1-Signaltransduktionskaskaden verantwortlich ist.

Wie erwartet, sind die meisten Gene, die fur die CagA-Translokation essentiell sind,
auch absolut fur die IL8-Induktion notwendig (siehe Abb. IIl.1). Die Deletionen in den
Genen hp520, hpb21, hp524, hp534, hp535, hp536 und hp540 Uben keinen Effekt
auf die IL8-Induktion aus, was heil3t, dass die entsprechenden Genprodukte nicht an
der IL8-Induktion in Epithelzellen beteiligt sind. Da diese Mutanten, mit Ausnahme
von hp524, hp540, ebenfalls voll translokationskompetent sind, kann vermutet
werden, dass diese Gene fur weitere translozierte Proteine mit bisher unbekannter
Funktion kodieren. Mutantenstamme mit einer Deletion in hp526, hp538, hp542,
hp543 und hp545 bilden eine Zwischenstellung, da sie variable Raten der IL8-
Induktion aufweisen. Als absolut essentiell fur die IL8-Induktion stellten sich die
Genprodukte von hp522, hp523, hp525, hp527, hp528, hp529, hp530, hp531, hp532,
hp537, hp539, hpb541, hp544 und hp546 heraus. Da keine Mutante gefunden wurde,
die CagA translozieren kann, aber nicht mehr zur IL8-Induktion fahig ist, wird
vermutet, dass zumindest auf der cag PAIl kein Gen lokalisiert ist, das fur ein
Effektorprotein fur die IL8-Induktion kodiert. Moglicherweise aktiviert der Typ V-
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Sekretionsapparat selbst durch Bindung an einen bisher unbekannten Rezeptor die
Signaltransduktionskaskade, was anschlielRend zur Sekretion von IL8 fihrt.

1.6 Gewinnung von Antikorpern gegen cag PAl-
kodierte Proteine

Zur Klarung von Struktur und Funktion der cag PAI spielen Antikorper eine wichtige
Rolle. Deshalb wurden einige cag PAI-Gene ausgewahlt, um mit ihnen
Fusionsproteine herzustellen, die zur Immunisierung von Kaninchen und
anschliellenden Gewinnung von Antiseren verwendet wurden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Gene hp521, hp525, hp526, hp528, hp529, hpb34, hp541, hp544
und hp546 ausgewahlt. Wie bereits in Ill 1.4 erwahnt, sind die Proteine HP525
(VirB11-Homolog), HP528 (VirB9-Homolog), HP529, HP541, HP544 (VirB4-
Homolog) und HP546 essentiell fur den Translokationsprozess, wahrend das Protein
HP526 nur bedingt beteiligt ist. FUr die Proteine HP521 und HP534 ist bisher noch
keine Funktion bekannt.

1.6.1 Herstellung von Hisg-makierten Fusionsproteinen

Zur Produktion von Hisg-markierten Fusionsproteinen wurde das pEV40-System, das
unter Il 2.3.4.1 genau beschrieben wird, verwendet. Dieses System ermdglicht es,
translationale Fusionen mit sechs Histidinresten (Hisg) herzustellen, die fir eine
Aufreinigung des rekombinanten Proteins tiber Ni®*-NTA-Agarose verwendet werden
kénnen. Da bekannt ist, dass grol3e Proteine bzw. bestimmte Bereiche davon in E.
coli instabil sein kdnnen bzw. toxische Effekte hervorrufen kénnen, wurden langere
Gene in kleinere Einheiten unterteilt (siehe Tab. 111.2). Die putativen Signalsequenzen
in HP528, HP529 und HP546 die wahrscheinlich flir den Sec-abhangigen Export des
Proteins ins Periplasma verantwortlich sind, wurden flr die Expression weggelassen.
Fir die PCR-Amplifikation der Gene bzw. Genregionen diente chromosomale DNA
der Stamme H. pylori J99 (hp521, hp528, hp544) bzw. H. pylori 26695 als Matrize.
Den Oligonukleotiden wurden am 5°-Ende eine EcoRI- und Pstl-, am 3"-Ende eine
Xhol-Restriktionsschnittstelle hinzugeflugt (vgl. Tab. 111.2).

Nachdem die Genregionen amplifiziert und aufgereinigt waren, wurden die PCR-
Produkte mit den Restriktionsenzymen Pstl/Xhol geschnitten und mit dem Pstl/Sall
geschnittenen pEV40-Vektor (Leserahmen a) ligiert. Die Ansatze wurden in E. coli
2136 elektroporiert und die Plasmide durch Restriktionsanalyse tUberprift. Mit den
richtigen Klonen wurde eine Uberexpression des Fusionsproteins durchgefiihrt. Eine
erfolgreiche Produktion und Reinigung des Proteins wurde nach Coomassie-
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Anfarbung im SDS-Gel (siche Abb. 111.4) sowie im Ni**-NTA-Western Blot (siehe I
2.4.1.3) Uberpruft.

Tab. Ill.2: Angaben zu den cag PAl-kodierten Proteinen, die fiir die Herstellung von
His¢-markierten Fusionsproteinen verwendet wurden.

. Grole - GrolRe .
PAI- Lange . , exprimierter . ; Expression

Protein [AS] Protein | Primerpaar Teil Fusionsprotein in E. coli

[kDa] [kDA] '
HP521 220 25,4 RB14/15 AS 1-220 29,7 +
HP525 330 37,6 WS137/138 AS 2-330 41,7 -
HP526 199 23 RB16/17 AS 1-199 27,3 +
HP528 522 60,6 RB1/2 AS 37-522 60,9 +
HP529 535 57,7 WS139/140 AS 27-249 27,5 -
HP534 196 23,4 WS141/142 AS 2-196 27,5 +
HP541 370 394 WS143/144 AS 53-370 38,7 -
HP544 983 112 RB3/4 AS 3-324 43,5 +
HP544 983 112 RB5/6 AS 325-649 77 +
HP546 115 12 RB20/21 AS 33-115 12,7 +

Fur die Gene hp525, hp529 und hp541 konnte keine Expression festgestellt werden.
Fir das Fusionsprotein HP546 trat zwar im Ni**-NTA-Blot eine Bande der
entsprechenden Grolie auf, im Coomassie-angefarbten Polyacrylamidgel wurde aber
keine entsprechende Uberproduzierte Bande erkannt (Daten nicht gezeigt). Das
Fusionsprotein konnte nicht Uber die Bindung an Ni2+—NTA-Agarose, in ausreichender
Menge fur die Immunisierung aufgereinigt werden. Dagegen traten bei den Fusionen
HP520, HP521, HP526, HP528, HP534, HP544 (RB3/4) und HP544 (RB5/6) sowohl
im Coomassie-angefarbten Polyacrylamidgel als auch im Ni**-NTA-Blot Banden in
den entsprechenden GroRen auf. Die Fusionsproteine konnten Uber die Bindung an
Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt werden (siehe Abb. I11.4). Nach erfolgter Dialyse fiel
ein Teil des Proteins in unloslicher Form aus, was fur die nachfolgende
Immunisierung jedoch keine Rolle spielte.

Von den Proteinen HP525 und HP546 war es nicht mdglich, ein Fusionsprotein
herzustellen. Deshalb wurde gereinigtes natives HP525-Protein von Erich Lanka
(Krause et al.; 2000) zur Immunisierung eines Kaninchens zur Verfugung gestellt.
FUr die Gewinnung eines Antiserums gegen das Protein HP546 stellte die Firma
EUROGENTEC zwei HP546-Peptide (10-16AS) her, mit welchen die Gewinnung von
Antiseren moglich war.
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Abb. lll.4: Aufreinigung der Fusionsproteine. Auf den Coomassie-angefarbten

SDS-Gelen sind gereinigte Fraktionen der Fusionsproteine aufgetragen (Fraktion ED
bzw. EE, dialysiert gegen PBS).
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1.6.2 Austesten der Antiseren

Die Fusionsproteine HP521, HP526, HP528, HP534, HP544 (RB3/4), HP544 (RB5/6)
und das native Protein HP525 wurden Kaninchen zur Immunisierung appliziert (siehe
Il 2.3.4.2). Nach dem 61. Tag erfolgte ein Vergleich zwischen Testimmunseren und
Praimmunserum. Dafur wurden zunachst verschiedene H. pylori-Lysate in der SDS-
PAGE (siehe Il 2.3.2.2) aufgetragen. Die Auswertung der Seren erfolgte durch
Analyse im Western-Blot (siehe Abb. 111.5).
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Abb. IlIL.5: Vergleich zwischen Praimmunseren und Immunseren nach dem 61. Tag.
Lysate von H. pylori 26695 und 26695 APAI wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und im
Western Blot mit den entsprechenden Praimmun- und Immunseren analysiert.
Praimmunserum (P), Immunserum (1), polyklonaler AntikGrper der gegen das Fusionsprotein
X gerichtet ist (a-HPX), Pfeile markieren die Bande mit entsprechender Groe des jeweiligen
H. pylori cag PAl-kodierten Proteins.

Die polyklonalen Immunseren o-HP525, o-HP528, a-HP534, a-HP546 erkannten
spezifisch Proteine in der erwarteten Groe des jeweiligen cag PAl-kodierten
Proteins. Das Immunserum o-HP534, aber nicht das Praimmunserum, zeigte mit
weiteren, jedoch grolReren Proteinen eine schwache Wechselwirkung. Es handelt
sich dabei um kreuzreagierende Banden, die nicht von cag PAl-kodierten Proteinen
stammen, da sie in der Mutante APAI ebenfalls auftraten. Bei a-HP528 trat ebenso
eine zusatzliche groliere kreuzreagierende Bande auf, die vom Praimmunserum
nicht erkannt wurde. Bei den Immunseren a-HP546a, b traten zahlreiche groRere
Banden auf, die auch schon bei den Praimmunseren zu sehen waren (nur a-HP546a
gezeigt). Mit den polyklonalen Immunseren, a-HP521, a-HP526, a-HP544 (RB3/4)
und a-HP544 (RB5/6) wurden im Western Blot keine Unterschiede zwischen den
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entsprechenden Praimmun- und Immunseren beobachtet (Daten nicht gezeigt), d.h.
es konnte keine spezifische Reaktion der Antikdrper detektiert werden. Es wurden
jedoch keine weiteren Untersuchungen zur Immunogenitat dieser Proteine
durchgefuhrt.

1.7 Analyse des Einflusses definierter cag PAI-
Mutationen auf die Expression oder Stabilitat
anderer Komponenten des Typ IV-Sekretions-
systems

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob Mutationen in einzelnen cag
PAI-Genen einen direkten oder indirekten Effekt auf die Stabilitat anderer Proteine
des Typ IV-Sekretionssystems haben. Lysate aller Mutanten, die auf eine optische
Dichte von ODssg = 1 in 100ul eingestellt worden waren, wurden einer SDS-PAGE
unterzogen und im Western Blot mit den Antikorpern a-HP525, a-HP527, o-HP528,
a-HP532, a-HP534, a-HP537, a-HP539, a-HP546, a-HP547 getestet. Die Proteine
HP525, HP527, HP528, HP532, HP534, HP537, HP539, HP546 bzw. HP547 wurden
alle unter in vitro-Bedingungen von H. pylori produziert.

Das Genprodukt von hp525 (siehe Abb. III.6), ist das Homolog zur ATPase VirB11
von A. tumefaciens (Covacci et al., 1999). Der Immunoblot (siehe Abb. 111.6) zeigt,
dass die meisten Mutanten keinerlei Effekt auf die Expression oder Stabilitadt von
HP525 haben.

Abb. lIl.6: Effekt auf die Stabilitat von HP525 durch Mutation der cag PAI-Gene. Lysate
von H. pylori 26695 und von 26695 Deletionsmutanten, wurden im Immunoblot mit dem a-
HP525 pAK getestet. Gleiche Mengen von den verschiedenen Zelllysaten wurden untersucht
(weitere Erlduterungen siehe Text).

Die Mutation im Gen hp526 fuhrt jedoch zu einer geringeren Menge an produzierten
HP525. Hier kdnnte es sich um einen leichten polaren Effekt handeln, der nicht
vollstandig zum Tragen kommt, da die Deletionsmutante Ahp526 noch HP525
produziert, aullerdem zur IL8-Induktion bzw. CagA-Tyrosinphosphorylierung fahig ist
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(siehe Abb. 1l1.3). In der Ahp527-und Ahp541-Mutante zeigt sich im Immunoblot
ebenfalls eine minimale Verringerung der produzierten Menge HP525.

Das Protein HP527 weist Homologie zum Protein VirB10 von A. tumefaciens auf
(Covacci et al., 1999).

Im Immunoblot zeigt sich, dass HP527 bei fast allen Mutanten unverandert gebildet
werden kann (Daten nicht gezeigt). Wie in Abb. IIl.7 zu erkennen, zeigt sich jedoch
bei den Mutanten Ahp523 und Ahp539 eine Veranderung. Das Protein HP527
erscheint im Immunoblot in der Ahp523-Mutante als gréRere Bande im Vergleich zum
Wildtyp. Im Gegensatz dazu wird HP527 in der hp539-Mutante prozessiert. Anstatt
der WildtypgrofRe von ca. 220kDa treten in der Mutante Abbaufragmente mit einer
Grofe von ca. 120 und 150kDa auf (siehe Abb. II1.7).

26695
WT A523 A539
kDa
gy
sop]| P 1oy
| ! Abb. 11l.7: Effekt auf die Stabilitdt von
HP527 nach Mutation der cag PAI-Gene
i hp523 und hp539. Lysate von H. pylori
1 26695 und der 26695 Mutantenstdmme
i Ahp523 und Ahp539, wurden im Immunoblot
mit dem a-HP527 pAK getestet. Gleiche
Mengen der verschiedenen Zelllysate
[ | wurden in einer 6% SDS-PAGE aufgetrennt
119—] und auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen (weitere Erlauterungen siehe
Text).
a-HP527

Das Protein HP532 gilt als homolog zum Lipoprotein VirB7 von A. tumefaciens
(Covacci et al., 1999), das in der au’eren Membran lokalisiert ist. Im Immunoblot
zeigt sich erneut, dass die meisten Deletionsmutationen keinen Effekt auf die
Expression oder Stabilitat des Proteins HP532 ausuben (siehe Abb. I11.8). Die
Deletion von hp537 fuhrt jedoch zum vollstandigen Verlust von HP532.
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Abb. 1Il.8: Effekt von Mutation der cag PAI-Gene auf die Stabilitit von HP532. Lysate
von H. pylori 26695 und von 26695 Mutantenstammen, wurden im Immunoblot mit dem a-
HP532 pAK getestet. Gleiche Mengen von den verschiedenen Zelllysaten wurden untersucht
(weitere Erlauterung siehe Text).

Die Immunoblots mit a—HP528, a—HP534, a—HP537, a-HP539, a—HP546 a,b zeigen
keinerlei Effekte der cag Gen-Deletionen auf die Expression oder Stabilitat der
entsprechenden Proteine (Daten nicht gezeigt).

2 Studien zur Lokalisation und Topologie von
cag PAl-kodierten Proteinen

2.1 Topologievorhersagen

Cag PAl-kodierte Proteine von H. pylori 26695, die sich nach den in Abb. IIl.1
dargestellten Ergebnissen als essentiell fur die Typ IV-Sekretion herausgestellt
haben, wurden einer Sequenz-Analyse mit den Computerprogrammen
PREDICTPROTEIN (http://www.cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/) und
TMPRED (http://www.ch.embnet.org/software/TMPREDform.html) unterzogen. Damit
kann die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Transmembrandomanen und
Signalsequenzen anhand der Aminosauresequenz berechnet werden. In Abb. 111.9
sind die Vorhersagen modellhaft veranschaulicht.
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Abb. IIl.9: Darstellung einiger vorhergesagter Topologien von cag PAl-kodierten
Proteinen. Gezeigt sind Proteine, die essentiell fur die Typ IV-Sekretion sind. Die
Vorhersagen wurden von den Computerprogrammen Predict Protein und TMPred fir die
jeweiligen Protein-/Aminosaure-Sequenzen von H. pylori 26695 erstellt. IM (innere
Membran), OM (aufere Membran), (weitere Erlauterungen siehe Text).

Fiar die Proteine HP522, HP528, HP529, HP537, HP539 und HP540 wurde eine
Signalsequenz mit Spaltstelle vorhergesagt. Das bedeutet, dass diese Proteine
wahrscheinlich Sec-abhangig in das Periplasma transportiert werden kdnnen,
woraufhin ihre Signalsequenz von einer Signalpeptidase abgespalten werden kann.
Fir HP546 wurde ebenfalls eine Signalsequenz, jedoch ohne putative
Prozessierungsstelle vorhergesagt.

Das Protein HP532 besitzt eine putative Lipoproteinsignalsequenz, die eine
Lokalisation in der aufderen Membran wahrscheinlich macht. Die Proteine HP524,
HP527, HP529, HP531, HP541, HP544, HP546 wurden aufgrund von putativen
membrandurchspannenden Domanen als innere Membranproteine vorausgesagt.
Die Analysen ergaben flr die Proteine HP522, HP523, HP525, HP528, HP530,
HP537, HP539 und HP540 keine Transmembrandomanen. Die Voraussagen der
beiden Programme stimmen bei fast allen untersuchten Proteinen Uberein. Fir das
Protein HP530 wurde jedoch von TMPRED eine Transmembrandomane
vorausgesagt, die bei PREDICTPROTEIN nicht berechnet wurde (siehe Kap. lli
2.4.1).
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2.2 Zellfraktionierung

Durch die Fraktionierung von Zellen soll die Frage geklart werden, ob die Proteine
membrangebunden vorliegen oder im Perimplasma oder Zytoplasma lokalisiert sind.
Zur Herstellung einer Gesamtmembranfraktion (siehe 1l 2.1.6.1), d.h. einer Fraktion,
die sowohl aus innerer als auch aus aul3erer Membran zusammengesetzt ist, wurden
ganze Zellen des Stammes H. pylori 26695 in 10mM Hepes-Puffer (pH7,4)
suspendiert und durch Behandlung mit einer ,French Press® aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde durch Zentrifugation nicht vollstandig aufgeschlossenes
Bakterienmaterial abgetrennt. Durch die Zentrifugation des erhaltenen Uberstandes
in einer Ultrazentrifuge erfolgte die Auftrennung der Supension in eine
Gesamtmembranfraktion (Sediment) und in eine zytoplasmatische/periplasmatische
Fraktion (Uberstand). Beide Fraktionen wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und
im Immunoblot mit den Antikérpern o-HP525, o-HP527, a-HP528, a-HP532, o-
HP539 und a-HP546 analysiert. Die Immunoblots in Abb. IIl.10 zeigen, dass HP527
(VirB10-Homologes), HP528 (VirB9-Homolog) und HP532 (VirB7-Homolog)
membranassoziiert sind, was nach den Vorhersagen von Abb. IIl.9 nur fir die
Proteine HP527 und HP532 zutreffen sollte.

L GM CP

W e | — HP525

o el — HP527

o Y— — HP528
*
Abb. 111.10: Lokalisation einiger Komponenten des
- G5 — HP332  Typ IV-Sekretionsapparates. Lysate von ganzen H.
. pylori 26695 Zellen (L), Gesamtmembran-fraktionen
(GM) sowie zytoplasmatische/  periplasmatische
— — Fraktionen (CP), die nach Aufschluss mit der ,French

Press® erhalten worden sind, wurden mittels SDS-PAGE
— HPS39  aufgetrennt, geblottet und mit den entsprechenden
Antikérpern behandelt. Kreuzreagierende Bande (+)
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Das Protein HP528, das eigentlich als ein im Periplasma lokalisiertes Protein
vorrausgesagt worden ist, reicherte sich in der Gesamtmembranfraktion an. Das
Protein HP539 scheint hauptsachlich in der I6slichen Form vorzuliegen, wie es auch
die Computervorhersagen berechnet hatten. Die ATPase HP525 (VirB11-Homolog)
ist sowohl in der I8slichen Fraktion als auch in der Gesamtmembranfraktion zu
finden, was auf eine Lokalisation im Zytoplasma mit Membranassoziation hinweisen
konnte. Das Protein HP546 wurde als inneres Membranprotein vorhergesagt (siehe
Abb. 111.9), wobei man im Immunoblot erkennen kann (siehe Abb. 111.11 A; Spur1-5),
dass es sich sowohl in der I0slichen Fraktion als auch in der
Gesamtmembranfraktion befindet. Zur genaueren Bestimmung, um welche der
beiden Membranen es sich handelt, wurde versucht, eine Auftrennung von aul3erer
und innerer Membran durch Extraktion mit N-Lauroylsarkosin (Sarkosyl) (Filip et al.,
1973) und Zwittergenz vorzunehmen. Sarkosyl fihrt zu einer Solubilisierung der
inneren Membran, und durch Zentrifugation kann die auRere Membran im Sediment
angereichert werden. Das Zwittergenz I6st die aullere Membran auf, die innere
Membran kann durch Sedimentation angereichert werden. Wie der Immunoblot zeigt
(siehe Abb. I1l1l.11 A; Spur 6-9), kommt HP546 zu einem geringen Anteil in I6slicher
Form vor und scheint sowohl in der inneren als auch in der duf3eren Membran
lokalisiert zu sein. Auffallig ist, dass HP546 in der Gesamtmembranfraktion etwas
héher, die |l6sliche Form etwas niedriger lauft, als es in den beiden
Membranfraktionen der Fall ist. Als Kontrolle fir die Trennung von innerer und
aulRerer Membran wurde die Verteilung des auReren Membranproteins AlpB und des
zytoplasmatischen Proteins RecA durchgefiihrt (siehe Abb I1l.11 B). Das Protein
AlpB ist hauptsachlich in der aulieren Membranfraktion zu finden. Eine vollstandige
Trennung von innerer und aulerer Membran gelang nicht, da das auliere
Membranprotein AlpB auch in geringer Menge in der inneren Membranfraktion zu
finden ist. Das zytoplasmatische Protein RecA wurde jedoch nur in der inneren
Membranfraktion und in I6slicher Form erhalten.
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Abb. 1lI1.11: Lokalisation von HP546. A
> s 5 Gesamtmembranfraktionen der Stadmme
& & T H. pylori 26695, A546-Mutante und 26695
Hpsas—| APAl  sowie zytoplasmatische /peri-
plasmatische Fraktionen und Fraktionen
nach Sarkosyl- und Zwittergenz-
behandlung wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, geblottet und mit dem o-
HP546 pAK behandelt. B Western Blot
mit a-AlpB und a-RecA behandelt. WT
Wildtyp H. pylori 26695, L Lysat, GM
Gesamtmembran, CP Zytoplasma-
[Periplasma; OM &ulere Membran; IM
innere Membran.

<]p"]/ GA//

AlpB —|

RecA—

2.3 Untersuchungen zum proteolytischen Abbau von
cag PAl-kodierten Proteinen

Zur weiteren Lokalisierung der einzelnen Proteine wurde der proteolytische Abbau
von Proteinen durch Trypsin untersucht (siehe Il 2.1.6.3). Bereiche von Proteinen,
die an der Oberflache exponiert sind, sind fir den Angriff einer Proteinase
zuganglich. Deshalb wurden ganze Zellen von H. pylori 26695 mit unterschiedlichen
Konzentrationen Trypsin behandelt. Einige Zellen wurden vor der Protease-
Behandlung osmotisch geschockt (siehe Il 2.1.6.2). Durch den osmotischen Schock
soll gezeigt werden, dass die aullere Membran nicht von vorneherein fur Trypsin
durchlassig ist und somit kein Abbau periplasmatischer Proteine durch Trypsin
moglich ware. Dies wurde durch den Nachweis intakter Proteine nach osmotischem
Schock, ohne Trypsinbehandlung, gezeigt (siehe Abb. 111.12; Spur 2). Zusatzlich
wurden intakte zytoplasmatische Proteine nachgewiesen (z.B. CagA; siehe Abb.
[11.12), um zu zeigen, dass der osmotische Schock nur die aulere Membran fir das
Enzym durchlassig macht und deshalb nur ein Abbau periplasmatischer Proteine
mdglich ist. Im Immunoblot (siehe Abb.lI1.12) zeigt sich, dass das Protein HP527 im
Wildtyp vollkommen resistent gegen den Abbau durch Trypsin war.
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Wurden die Zellen jedoch vor der Enzymbehandlung osmotisch geschockt, kam es
zum vollstandigen Abbau von HP527. Das Protein HP532 liel sich nur teilweise von
der Proteinase angreifen. Wurden die Zellen vorher osmotisch geschockt, entstand
ein kleineres Fragment von ca. 25kDa. Das zytoplasmatische Protein CagA wurde
unter den gleichen Bedingungen nicht proteolytisch angegriffen, was als positive
Kontrolle fur die Intaktheit der inneren Membran nach osmotischen Schock gewertet
werden kann.

Diese Ergebnisse bestarken die bisherige Vorhersage von HP527, das vermutlich im
Periplasma lokalisiert ist und somit dem Angriff von Trypsin nach osmotischen
Schock zuganglich wird. Das Protein HP532 ist vor Proteolyse geschutzt, was ein
Hinweis darauf sein konnte, dass es hauptsachlich in die aullere Membran inseriert
ist und nur mit einem kleinen Bereich in den periplasmatischen Raum ragt.

In 111 1.8 wurde beschrieben, dass HP527 in der Ahp523-Mutante, als grof3eres bzw.
in der Ahp539-Mutante als kleineres Fragment im Vergleich zum Wildtyp im
Immunoblot zu sehen ist. Zur weiteren Charakterisierung der Lokalisation von HP527
und HP532 wurde mit den entsprechenden Mutantenstammen ein Trypsinverdau mit
und ohne osmotischen Schock durchgefuhrt (siehe Abb. 111.13 A, B). Dabei zeigte
sich, dass in der Ahp523 Mutante ein bestimmter Teil von HP527 (ca. 150-160kDa)
nach osmotischen Schock gegen den proteolytischen Angriff geschutzt ist.

In dem Stamm 4hp539 kommt das Protein HP527 nur in der prozessierten Form mit
ca.125kDa vor (siehe Abb. Ill. 13 B). Die Proteine HP527 und HP532 werden nur
nach osmotischem Schock von der Protease, aber dann vollstandig abgebaut.
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Abb. lll.13: Charakterisierung der Topologie von HP527, HP532 durch Protease-
Behandlung mit und ohne osmotischen Schock in den Mutantenstammen H. pylori
26695 A523 und A539.

A Lysate ganzer Zellen der Mutante H. pylori 26695 A523 sowie Lysate von osmotisch
geschockten Zellen und Lysate von trypsinbehandelten 26695 A523-Zellen, ohne bzw. nach
osmotischem Schock, wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen.

B Lysate ganzer Zellen der Mutante H. pylori 26695 A539 sowie Lysate von osmotisch
geschockten Zellen und Lysate von trypsinbehandelten 26695 A539-Zellen, ohne bzw. nach
osmotischem Schock wurde auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran tUbertragen.

Im Immunoblot wurde mit den pAK o-HP527, o-HP532 und a-HPCagA behandelt. ub
unbehandelt, o.s. osmotischer Schock, o.s. + prot5/10 osmotisch geschockt und Behandlung
mit 5 oder 10ug/ml Trypsin, prot5/10 Behandlung mit 5 oder 10ug/ml Trypsin

Das Protein HP546 wird als inneres Membranprotein vorausgesagt (Abb. 111.9). Bei
der Zellfraktionierung wurde HP546 I16slich und in beiden Membranfraktionen
gefunden. Zur weiteren Aufklarung der Lokalisation von HP546 wurde ebenfalls ein
proteolytischer Angriff vor und nach osmotischem Schock durchgefiihrt. Wie in Abb.
[11.14 zu sehen ist, ist das Protein HP546 vollstandig gegentber dem Angriff der
Proteinase, mit und ohne osmotischen Schock resistent, was ein Hinweis auf
Lokalisation in einer Membran sein konnte.
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Abb. 1lIl.14: Charakterisierung von HP546
durch Protease-Behandlung mit und ohne
é’? osmotischen Schock. Lysate ganzer Zellen
’é\ L Q des Wildtypstamms H. pylori 26695 sowie

o o o S O Lysate von osmotisch geschockten Zellen und
P o o o & é Lysate von trypsinbehandelten 26695 Zellen,
154 ohne bzw. nach osmotischem Schock, wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
8- a-HP546  Nitrozellulosemembran . ubertragen. Der
Immunoblot wurde mit o-HP546 pAK
behandelt. ub unbehandelt, 0.s. osmotischer
Schock, o.s. + prot5/10 osmotisch geschockt
und Behandlung mit 5 oder 10ug/ml Trypsin,
prot5/10 Behandlung mit 5 oder 10ug/mi
Trypsin.
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24 Topologieanalysen

Das Standardmodell unter den Typ IV-Sekretionssystemen von A. tumefaciens
besteht aus 11 virB-Genen (virB1-11) und 1 virD (virD4)-Gen. Interessanterweise
wurden im cag System von H. pylori nicht zu jedem dieser virB/D-Gene Homologe
identifiziert. Wie in Abb.llIl.3 zu sehen, stellten sich 14 Gene innerhalb der cag PAI
als essentiell fur den Sekretionsapparat heraus. Von diesen Genen zeigen jedoch
nur funf eine Sequenzahnlichkeit (hp544: virB4-Homolog, hp532: virB7-Homolog,
hp528: virB9-Homolog; hpb527: virB10-Homolog, hp525: virB11-Homolog, hp524:
virD4-Homolog). Das Gen hp532 kodiert fur ein Lipoprotein, deshalb wird es als
analog zu virB7 betrachtet, dessen Genprodukt ebenfalls ein Lipoprotein ist. Zur
Bestatigung der vorhergesagten Topologie (siehe Abb. 111.9) von HP530 wurden
Fusionsproteine mit PhoA, LacZ und BlaM hergestellt und hinsichtlich der
Genexpression in einem photometrischen Test analysiert.

241 Identifizierung von HP530 als VirB8-Homolog

In der Literatur wurde das Gen hp529 als ein putativ homologes Gen zu virB8
beschrieben (Covacci und Rappuoli, 2000). Diese Annahme wurde jedoch nicht
durch eine Sequenzahnlichkeit bestatigt. Wahrscheinlich fand diese Einteilung
aufgrund der Lage von hpb529 statt, da es sich stromaufwarts von hp528, dem virB9-
Homologen befindet. Von Das und Xie (1998) wurde gezeigt, dass VirB8 von A.
tumefaciens ein bitopisches Membranprotein ist, dessen N-Terminus ins Zytoplasma
und dessen C-Terminus ins Periplasma ragt. Bei der Berechnung von
Transmembranhelices mit den Computerprogrammen PHDhtm (Rost et al., 1995),
TMHMM (Krogh et al., 2001), Predict Protein und TMPred (siehe Il 2.1) wurde fir
das Protein HP529 eine polytopische Konformation mit 4-6 transmembranen
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Domanen vorausgesagt. Eine Vorhersage fir nur eine Transmembrandomane, wie
im Fall von VirB8, wurde hingegen fir die Proteine HP530, HP541, HP543, und
HP544 mit dem Programm TMPred gemacht. Durch einen Sequenzvergleich dieser
Proteine mit anderen VirB8-Homologen wurde festgestellt, dass nur HP530 die
typischen mehr oder weniger konservierten Domanen eines VirB8-Homologen (Cao
und Saier, 2001) aufweist (siehe Abb. 111.15).

Atu VirB8 56 FTIATMVPLIRLVPVY 71...102 LWEYVRLRESYD 113...210 LRLTNPGGLVVTSYQ 224
Bpe PtlE 98 IAIATMLPLKTTIPYL 113...145 LTRYVAARERYD 156...254 QRWLNPLGFAVTSYR 268
Bab VirB8 60 IGIAGMLPLKQHVPYL 75...107 LSQYVIARETYD 118...216 ARLTNPLGFNVTSYR 230
Bhe VirB8 27 LAVAALTPLKTVEPFV 42....74 ASKYVRAREGFQ 85...182 DRLINPLGFQVSEYR 196
Hpy ComB8 69 IVLISLLPLOKTEHHF 84...115 IGAYVLNRESIN 126...222 SMPKNPTGFKITRYS 236

Hpy HP530 51 TSIVMMMPLKKTDIEFV 66....98 TSKFVSLLFGYS 109...209 NLIINPFGFKVEFDIQ 223

Abb. IlIl.15: Sequenzvergleich konservierter Motive von VirB8-Homologen. Die
Proteinsequenz von HP530 wurde mit den Proteinsequenzen von A. tumefaciens (Atu)
VirB8, B. pertussis (Bpe) PtlE, B. abortus (Bab) VirB8, B. henselae (Bhe) VirB8, H. pylori
ComB8 verglichen. Dargestellt sind drei konservierte Domanen, die in den untersuchten
VirB8-Homologen hohe Konservierung zeigten. Aminosdauren, die mit mehr als 80%
innerhalb der VirB8-Homologen konserviert waren, sind mit schwarz hinterlegt. Aminosauren
mit mehr als 70% Konservierung sind mit grau hinterlegt.

Die konservierten Motive sind innerhalb der VirB8-Homologen an unterschiedlichen
Aminosaurenpositionen zu finden. Allen gemein ist jedoch, dass die vorhergesagte
transmembrane Helix immer direkt vor dem ersten Motiv gelegen ist. Dies ist auch
beim Protein HP530 der Fall, wo sich die vorhergesagte Helix von AS38 bis zu AS57
erstreckt und das erste konservierte Motiv ,PLK* mit AS58 beginnt. Hinsichtlich
dieser Ergebnisse sollte die vorhergesagte Struktur von HP530 durch
Reportergenfusionen bestatigt werden.

2.41.1 Herstellung von Plasmiden fiir die Transposonmutagenese

Fir die spatere Insertion eines Transposons wurde das Plasmid pWS186 hergestellt
(siehe Abb. IIl.16 A). Hierfir wurde das H. pylori 26695 hp530-Gen mit den Primern
WS187 und WS188 amplifiziert. Der Primer WS187 besitzt die Shine-Dalgarno-
Sequenz des T7-Phagengens 10. Das amplifizierte Gen wurde mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Bglll geschnitten und mit dem entsprechend
restringierten Minimalexpressionsvektor pMin2 (Kahrs et al., 1995) ligiert. Auf diese
Weise entstand das Plasmid pWS186, dass das Gen hp530 unter der Kontrolle des
iga Promotors aus Gonokokken enthalt.
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Abb. Ill.16: Schema zur Konstruktion von Plasmid pWS8186 zur Einfiihrung von
Proteinfusionen fur Topologie-Analysen. A Mit Hilfe des Primerpaares WS187/ WS188
und chromosomaler DNA aus H. pylori 26695 als Matrize wurde das hp530-Gen ampliziert.
Durch den Primer WS187 wurde eine T7-Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) eingefiihrt. Das
PCR-Fragment wurde Uber die Schnittstellen Xhol/ Bglll in den pMin2-Vektor ligiert
(pWS186). B Lineare Darstellung von TnMax14 (4,58kb). IR inverted repeats, N Notl, Bg
Bglll, B BamHlI, X Xhol.

Zur Herstellung von translationalen LacZ-Fusionen wurde ein ThMax-Transposon
konstruiert. Zunachst wurde das lacZ-Gen ohne ribosomale Bindestelle und ohne
Startkodon mit den Primern WS150 und WS151 amplifiziert. Das PCR-Produkt
wurde in die Notl- und Bglll-Schnittstelle eines pTnMax7-Derivates (Kahrs et
al.,1995), bei dem eine Notl-Schnittstelle deletiert war, ligiert (= pTnMax14).
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2.4.1.2 Mutagenisierung des Gens hp530

Ziel dieses Versuchteils war es, das Gen hp530 mit den Transposons ThMax6, 9 und
14 zu mutagenisieren. TnMax6 soll bei entsprechender Orientierung zum Zielgen
eine translationale Fusion mit alkalischer Phospatase (PhoA) vermitteln, TnMax9
entsprechend eine translationale Fusion mjt -Laktamase (BlaM). Das, wie unter Ill.
2.4.1.1 beschrieben, hergestellte Transposon TnMax14 soll zu einer translationalen
Fusion mit dem /acZ-Gen fuhren. Die Mutagenese erfolgte nach einem modifizierten
Mutagenese Protokoll von Haas et al. (1993b). Die mutagenisierten Plasmide wurden
entweder durch Konjugation in den Stamm DHS5aRIif (bei Mutagenese mit TnMax9)
ubertragen oder in den E. coli-Stamm CC118 transformiert (bei Mutagenese mit
TnMax6, TnMax14). AnschlieBend wurde eine ,Blau-WeiR3-Selektion® durchgefuhrt
(bei Mutagenese mit TnMax6, TnMax14) bzw. auf Ampicillin-Resistenz selektioniert.
Die Integrationstelle und die Orientierung von Transposons blauer bzw.
ampicillinresistenter Kolonien wurden durch Restriktionsanalysen und PCR-
Amplifikation Uber die enthaltenen M13twarg- UNd M13everse-Primerbindungsstellen
uberpruft. AnschlieBend wurde eine Sequenzierung durchgefihrt. Durch die BlaM-
Mutagenese (TnMax9) wurden nur wenige voneinander unabhangige Klone erhalten,
die eine Ampicillinresistenz aufwiesen (siehe Abb. Ill.17 A). TnMax9 inserierte hinter
den Kodons fur AS-Positionen 67, 80 und 164, die alle innerhalb des vorhergesagten
periplasmatischen Bereichs liegen. Durch die Mutagenese mit TnMax6 wurden viele
voneinander unabhangige Klone erhalten. Auffallig war, dass es zu einer vermehrten
Insertion direkt C-terminal von der vorhergesagen Transmembrandomane gelegen
kam, wohingegen nur wenige Fusionen am N-Terminus lagen.

Generell sind Fusionen mit dem LacZ-Protein topologisch komplementar zu PhoA-
Fusionen. LacZ-Fusionen, die in den periplasmatischen Raum transportiert werden,
werden solange toleriert, wie ihr Produktionslevel niedrig ist. Eine hohe Expression
des Gens fuhrt haufig zum Verschluss des Transportkanals durch das Fusionsprotein
(Lee et al., 1989). Die Mutagenese von pWS186 mit dem Transposon TnMax14
fuhrte zur Entstehung blauer Kolonien mit einer Haufigkeit von ungefahr 1:10. Durch
die Bestimmung der Tn-Insertionsstellen im Gen wurden Reporterinsertionen im
vorhergesagten zytoplasmatisch lokalisierten Bereich genauso wie im putativen
periplasmatischen  Bereich des Proteins festgestellt. Die Transposon-
Integrationsorte, die durch Sequenzierung Uberpruft und deren Klone schliefdlich fur
die Aktivitatstests verwendet wurden sind (siehe Abb. 111.17 B), sind in Abb. I11.17 A
dargestellt.
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Abb. 1lI1.17: Membrantopologie des Proteins HP530 und Aktivitaten der
Reporterfusionsproteine.

A Dargestellt ist ein Modell von Protein HP530, wie es von den Computerprogrammen
TMPred oder TMHMM vorhergesagt wurde. Fir das Protein HP530 wurde eine
transmembrane Helix zwischen der Aminosaure 38 und 57 vorhergesagt. Die Positionen
einer BlaM-Fusion sind mit dunkelgrauen Pfeilspitzen, einer PhoA-Fusion mit weilen
Pfeilspitzen und einer LacZ-Fusion mit hellgrauen Pfeilspitzen dargestellt. Die Zahlen an den
Pfeilspitzen geben die entsprechende AS-Position wieder.

B  Quantitative = Messung der PhoA- und LacZ-Aktivitaten. Die  Werte
(Standardabweichungen) resultieren aus mindestens drei voneinander unabhangigen
Experimenten.
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2.41.3 Messung der LacZ-und PhoA-Aktivitaten von HP530-Reporterfusionen

Um herauszufinden welche der Transposonintegrationen zu einer aktiven Fusion
fuhren, wurden die LacZ- und PhoA-Aktivitdten quantitativ gemessen. Fur die
Messung der Aktivitdt von PhoA-Fusionsproteinen wurde die Methode von Manoil
(1991) angewendet. Die Aktivitdtsmessung von LacZ-Fusionsproteinen erfolgte wie
bei Miller (1972) beschrieben. In Abb. Ill.17 A sind die Insertionsorte der Klone
abgebildet, deren Insertion im richtigen Leserahmen sind und die im Aktivitatstest
positiv waren (siehe Abb. 111.17 B). Die Daten aus dem Aktivitatstest zeigen, dass die
Aktivitaten der LacZ-Fusionen, die im putativen periplasmatischen Bereich liegen,
relativ niedrig sind im Vergleich zu Fusionen, die im zytoplasmatischen Teil lokalisiert
sind. Die Messung der Aktivitdt von PhoA-Fusionen zeigt ein komplementares Bild.
Eine hohe Aktivitat wurde im Bereich direkt nach der putativen transmembranen
Helix gemessen. In diesem Bereich wurden auch viele Ampicillin-resistente BlaM-
Fusionen gefunden, was eine Bestatigung fur die hohen PhoA-Aktivitaten darstellt.
Auffallig war, dass weder durch die PhoA- noch durch die BlaM-Mutagenese aktive
Fusionen nach der Position AS164 gefunden werden konnten, obwohl
Transposoninsertionen in diesem Bereich kartiert wurden (Daten nicht gezeigt). Da
die Aktivitaten der PhoA-Fusionen in HP530 von N-terminal nach C-terminal fallen,
wird vermutet, dass eine Fusion mit PhoA und BlaM, je naher sie sich C-terminalen
Ende befindet, zu einer grolReren Instabilitat des Fusionsproteins fuhrt. Insgesamt
wurde durch die gemessenen Aktivitaten die Annahme experimentell bestatigt, dass
HP530 die gleiche Membrantopologie wie VirB8 besitzt. Damit konnte ein strukturell
und funktionell unbekanntes Protein (HP530) erstmals als funktionell VirB8-analoges
Protein, definiert werden.

3 Mikroskopische Untersuchungen zur Ober-
flachenbeschaffenheit von H. pylori in Bezug
auf den Aufbau des Typ IV-Sekretionsapparats

Aus Arbeiten Uber Typ IlI-Sekretionssysteme und Uber A. tumefaciens als das
Standardmodell fur Typ IV-Sekretionssysteme ist bekannt, dass Sekretionssysteme
sehr komplex aufgebaut sind. lhre Apparatsproteine erstrecken sich durch die
Bakterienmembranen bis zur bakteriellen Oberflache, wo sie zumeist einen Pilus-
artigen Fortsatz ausbilden. Die bisherigen biochemischen und genetischen
Ergebnisse dieser Arbeit deuten ebenfalls auf einen Komplex mit
Oberflachenexposition an. Deshalb wurde im Folgenden versucht, durch die
Anwendung verschiedener Mikroskopietechniken und Antikorper, das Typ IV-
Sekretionssystem von H. pylori naher zu charakterisieren.
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3.1 Absattigung der Antikorper fur die Mikroskopie

Fir die Immunfluoreszenz- bzw. Immunelektronenmikroskopie wurden die
polyklonalen Kaninchen-Antiseren o-HP527, a-HP532, a-HP537, a-HP539 und a-
HP546 verwendet. Diese Antiseren wurden bereits auf ihre Spezifitdt gegen das
entsprechende Protein getestet (siehe Abb. 111.5). Von den Proteinen HP527, HP532,
HP537, HP539 und HP546 ist bekannt, dass sie am Aufbau des Sekretionsapparats
beteiligt sind, da sie fur die CagA-Translokation und IL8-Induktion essentiell sind
(siehe Abb. 111.3). Aus den Vorhersagen und den Proteinaseverdauen geht hervor,
dass das VirB10-Homolog HP527 aufgrund seiner putativen
membrandurchspannenden Domanen hauptsachlich in der inneren Membran und im
Periplasma lokalisiert ist. Das Protein HP532 koénnte aufgrund seiner
Lipoproteinsignalsequenz in der auleren Membran lokalisiert sein, wohingegen
HP537 und HP539 als periplasmatische Proteine vorausgesagt sind. HP546 ist ein
putatives inneres Membranprotein.

Far die Mikroskopie wurden die Antikorper zunachst einer ProteinG-Aufreinigung
(siehe 1l 2.4.3) unterzogen. Bei der Immunfluoreszenz mit den Antikdrpern a-HP527,
o-HP532 und a-HP537 konnte beim Vergleich ganzer Zellen vom Wildtyp H. pylori
26695 mit entsprechenden cag PAIl-Deletionsmutanten kein starker Unterschied in
der Fluoreszenzstarke festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Da mit den
Antikorpern im Immunoblot neben den entsprechenden spezifischen Proteinbanden
noch zusatzliche Banden auftraten, wurde vermutet, dass in den Antiseren
zusatzliche Antikdrper vorhanden sind, die mit Proteinen der Bakterienoberflache
kreuzreagieren konnen. Deshalb wurde zur Entfernung dieser unspezifisch
bindenden Antikorperfraktion die 1gG-Fraktion, die bei der ProteinG-Aufreinigung
erhalten wurde, gegen die H. pylori 26695 cag PAIl-Deletionsmutante praadsorbiert
(siehe 1l 2.4.4). Bei diesem Vorgang binden unspezifische Antikorper an die
Bakterien und werden anschlieBend durch Zentrifugation in der Ultrazentifuge
abgetrennt. Zur Uberpriifung der aufgereinigten Antikdrper wurde eine Western Blot-
Analyse durchgefuhrt. Die Antikorperfraktion vor und nach der Praadsorption wurde
in gleicher Verdinnung eingesetzt, um einen direkten Vergleich zu ermdglichen
(siehe Abb. Ill. 18). Im Immunoblot zeigt sich, dass die Praadsorption fur die Seren
o-HP527, o-HP532 und o-HP537 erfolgreich war, da unspezifische Banden
wegfallen.
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Abb. 111.18: Vergleich der IgG-Fraktionen vor und nach der Praadsorption. Lysate von
ganzen Zellen H. pylori 26695 (WT) sowie von ganzen Zellen der Mutante H. pylori 26695
APAl wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Anschliefend wurde eine Behandlung mit a-HP527 pAK, a- HP532 pAK und a-
HP537 pAK durchgefihrt. (-) ProteinG-aufgereinigte 1gG-Fraktion, (+) ProteinG-aufgereinigte
und gegen die cag PAl-Deletionsmutante praadsorbierte IgG-Fraktion. Die Pfeile zeigen die
vom entsprechenden Antikérper spezifisch erkannte Bande des entsprechenden H. pylori-
Proteins.

Nach der Praadsorption treten nur noch spezifische Banden mit den Groflten 220kDa
(HP527), 32kDa (HP532) und 43kDa (HP537) auf (siehe Abb. 111.18). Fur alle
weiteren mikroskopischen Studien wurden die praadsorbierten IgG-Fraktionen
eingesetzt. Die Antiseren a-HP546 a und b, welche gegen das Protein HP546
gerichtet sind, wurden ebenfalls praadsorbiert (Daten nicht gezeigt), wobei jedoch die
gleichen zahlreichen kreuzreagierenden Banden detektiert wurden wie vorher. Es tritt
jedoch in allen Fallen eine spezifische HP546-Proteinbande mit der Gro3e von ca.
12kDa auf.

3.2 Untersuchungen mit dem Fluoreszenz-Mikroskop

Zur zellularen Lokalisierung der Typ IV-Komponenten von H. pylori wurden
praadsorbierte 1gG-Fraktionen der Antikdrper a-HP527, a-HP532, a-HP537 und a-
HP546 in der Immunfluoreszenz eingesetzt. Daflr wurden ganze Bakterien auf
Objekttrager fixiert und mit den entsprechenden Antikdrpern behandelt. Nachdem die
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Proben mit TRITC-gekoppelten a-Kaninchen-IgG pAK angefarbt worden waren,
erfolgte die Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop.

Vg
¥y

a-HP527 o-HP532
o-HP546 o-HP537

Abb. lI1.19: Immunfluoreszenz mit den praadsorbierten Antikorpern a-HP527, a-HP532,
a-HP537 und a-HP546. Ganze Bakterienzellen vom Stamm H. pylori 26695 wurden fixiert
und mit den praadsorbierten (siehe Ill. 3.1) Antikérpern a-HP527, a-HP532, a-HP537 und o-
HP546 behandelt. Anschliefend wurde mit einem zweiten TRITC-gekoppelten Antikorper
inkubiert. Die auffallenden roten punktférmigen fluoreszierenden Stellen wurden mit einem
Pfeil markiert.

Es wurden stets Bakterien vom Wildtypstamm H. pylori 26695 mit dem
Mutantenstamm 26695 APAI verglichen. Die Antikérper a-HP527, a-HP532 und a-
HP546 zeigten eine starke Reaktion mit dem Wildtyp (siehe Abb. 111.19). Es konnten
fluoreszierende Bakterien detektiert werden. Mit dem Antikoérper a-HP537, der gegen
das Protein HP537 gerichtet ist, tritt keine Fluoreszenz von Wildtypbakterien auf
(siehe Abb. 111.19). Dies ist ein Hinweis darauf, dass HP537, wie vorhergesagt, im
Periplasma lokalisiert sein konnte. Der Antikorper kann nicht Uber die aullere
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Membran ins Periplasma einwandern. Keiner der AntikOrper reagierte mit dem
Mutantenstamm 26695 APAI (Daten nicht gezeigt). Die Praadsorption (siehe lll. 3.1)
war also nicht nur fir die Analyse im Immunoblot, sondern auch fir die Mikroskopie
erfolgreich. Die Ergebnisse sind Uberraschend, denn sie lassen vermuten, dass die
Proteine HP527, HP532 und HP546 zumindest teilweise auf der Oberflache der
Bakterien exponiert sind. Die Proteine besitzen vermutlich Epitope, die auf der
Oberflache lokalisiert sind und somit vom Antikorper erkannt werden kénnen.

Bei genauerer Betrachtung aller Praparate fiel auf, dass die Fluoreszenz sich mit den
PAK a-527 und a-532 nicht gleichmafig Uber die Bakterien verteilt. Die Fluoreszenz
tritt gehauft, punktférmig Uber das Bakterium verteilt auf, was ein Hinweis auf eine
spezifische Ansammlung einzelner Typ IV-Apparate sein konnte (siehe Abb. 111.19).

3.3 Studien mit dem konfokalen Laser Scanning-
Mikroskop

FiUr die weitere Untersuchung der H. pylori Oberflache wurde ein konfokales Laser
Scanning-Mikroskop hinzugezogen. Dieses Mikroskop ermdoglicht eine hdohere und
detailliertere Auflosung als das Fluoreszenz-Mikroskop. Da die Vermutung nahe liegt,
dass die Bakterien Typ IV-Sekretionsapparate vermehrt ausbilden, wenn sie die
Moglichkeit zum Kontakt mit einer Eukaryontenzelle erhalten, wurden AGS-Zellen
90min mit H. pylori 26695 oder H. pylori 26695 APAI infiziert und anschliel3end fixiert.
Von Dr. M. Rohde (GBF, Braunschweig) wurden die weiteren Markierungsschritte
und mikroskopischen Auswertungen durchgefuhrt. Nachdem die Praparate mit einem
Antiserum (a-Hp pAK), welches gegen ganze H. pylori-Zellen gerichtet war,
behandelt worden sind, wurden sie mit Alexa-Rot-markiertem Sekundarantikorper
behandelt, um die Bakterien durch rote Fluoreszenz zu markieren. Fir eine weitere
Reaktion wurden die Praparate mit dem a-HP527 pAK bzw. a-HP532 pAK sowie mit
Alexa-Grun-markiertem Sekundarantikorper behandelt, um Proteine des Typ IV-
Apparats grun anzufarben.
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a-HP527

a-HP532

Abb. 111.20: Konfokale Laser Scanning-
Mikroskopie mit den Antikoérpern a-HP527
und a-HP532. AGS-Zellen wurden auf
Deckglasern angezogen und mit H. pylori
26695 infiziert. Nach der Fixierung wurden die
Bakterien mit a-Hp pAK (rot) und
anschlieend mit «a-HP527 oder o-HP532

(griin) markiert (weitere Erlduterungen siehe
Text).

Die Farbung der ganzen Bakterien (Wildtyp und cag PAI-Deletionsmutante) mit dem
a-Hp pAK war erfolgreich (siehe Abb. 111.20), da die Bakterienmembran gleichmafig
rot angefarbt wurde. Auffallend ist hier wiederum das Auftreten einer punktuellen
Farbung, wie es bereits im Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden konnte mit den
beiden pAK a-HP527 und a-HP532. Gelbe Fluoreszenz erhalt man in den Arealen,
bei denen es zu einer Uberlagerung der roten und griinen Fluoreszenz durch die
Bindung beider Antikorper-Komplexe kommt. Der o-Hp pAK wurde durch die
Immunisierung mit dem Typ I-H. pylori-Stamm P1 gewonnen, deshalb erkennt der
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Antikorper auch Komponenten des Typ IV-Apparates. Interessanterweise sieht man
grin fluoreszierende Bereiche, die sich als langlicher Fortsatz von der
Bakterienmembran abheben. Solche Fortsatze sind vollstandig mit dem «-527-
Komplex angefarbt und kénnen in einer Z-Serie konfokaler Schnitte durch diese
langliche Strukturen dokumentiert werden. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen
konnte mit dem a-HP532 pAK nur eine grune Fluoreszenz betrachtet werden, die
sich auf die bakterielle Oberflache beschrankte. Es wurden keine Fortsatze
detektiert. Um die Struktur der Fortsatze genauer studieren zu kénnen, wurde im
Folgenden ein Rasterelektronenmikroskop hinzugezogen.

3.4 Beobachtungen mit dem  Rasterelektronen-
mikroskop

Mit einem Rasterelekronenmikroskop kann, im Vergleich zur Laser Scanning-
Mikroskopie eine hohere, insgesamt bis zu einer 300000-fachen VergrofRRerung
erreicht werden. Dadurch eignet es sich besonders dafiur, die Oberflache eines
Objekts realistisch und dreidimensional abzubilden, indem die Oberflache der Probe
schrittweise mit einem stark geblndelten Elektronenstrahl abgetastet wird. Durch die
zusatzliche Anwendung der Immunogold-Technik kdnnen einzelne Proteine durch
deren spezifische Interaktion mit Antikdrper-gekoppelten Goldpartikeln sichtbar
gemacht werden. Fur die Aufnahmen mit dem Rasterelektronenmikroskop wurde der
Bakterienstamm H. pylori 26695 verwendet, da dieser naturlicherweise keine
Flagellen aufweist (Josenhans et al., 2000). Somit konnte eine Verwechslung
zwischen pilusartigen Fortsatzen und Flagellen ausgeschlossen werden. Die
Antikorperbindung und die mikroskopischen Auswertungen, die nach der Fixierung
erfolgten, wurden von Dr. M. Rohde an der GBF in Braunschweig durchgefuhrt.

3.4.1 Mikroskopie einzelner Bakterien nach der Behandlung mit
Immunogold

3.41.1 Markierung mit a-HP527 pAK

H. pylori-Bakterien wurden zunachst von der Agar-Platte in PBS resuspendiert und
fixiert. Nach Inkubation mit a-HP527 pAK erfolgte eine Behandlung mit Protein A-
gekoppelten Goldpartikeln.
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Abb. 11.21: Aufnahmen von H.
pylori 26695 mit dem Raster-
elekronen-Mikroskop nach der
Behandlung mit o-HP527-
Immunogold. Wildtyp-Bakterien
H. pylori 26695 und APAI-
Mutante (G) wurden mit o-
HP527-Immunogold  behandelt
und mikroskopiert. Balken
reprasentieren 0,5um in G,
0,25um in D und 0,1um in allen
weiteren Bildern (weitere Er-
lauterungen siehe Text).

Bei etwa 20% der Wildtyp-Bakterien wurden langliche Fortsatze beobachtet, die
hauptsachlich am Bakterienpol lokalisiert waren und am Ende eine zentrale
nadelahnliche Struktur aufwiesen (siehe Abb. [Il.21 A, B, weil3e Pfeile). Oft scheint
es, als ware die Nadel von einem Proteinmantel umhullt, was sich an einer
unregelmaligen Dicke des Fortsatzes =zeigt (siehe Abb. Ill.21 B, Pfeil).
Interessanterweise reagiert der a-HP527 pAK mit diesem Proteinmantel (siehe Abb.
[11.21 C-E), jedoch nicht mit der nadelahnlichen Struktur an der Spitze des Filaments
(siehe Abb. Ill.21 E, Stern). An Stellen wo keine Filamentstrukturen zu finden sind,
reagiert der a-HP527 pAK direkt mit der Bakterienoberflache, und zwar meistens in
einer ringformigen Anordnung (siehe Abb. 111.21 D). Die Abb. 1ll.21 E zeigt die
Markierung des Proteins HP527 mit Immunogold entlang eines Fotsatzes. Deutlich
sieht man sowohl die ringformige Anordnung an der Basis des Filaments als auch die
Anordnung des Proteins entlang des Filaments. Keine dieser Beobachtungen konnte
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in Praparationen mit der cag PAIl-Deletionsmutante oder der Ahp527-Mutanten
gemacht werden (siehe Abb. 1lI1.21 G; weilRe Pfeilspitzen markieren einzelne
Goldpartikel), was den Schluss zulasst, dass der Antikorper das Protein HP527 der
cag PAI spezifisch bindet. Als weitere Kontrolle wurden fixierte H. pylori Bakterien
von Agarplatte gleich mit Goldpartikeln behandelt, ohne eine vorherige Inkubation mit
a-HP527 pAK. In Abb. 111.21 I-K kann deutlich die Filamentstruktur erkannt werden,
jedoch ohne jegliche Markierung durch Goldpartikel. Gelegentlich wurden
nadelahnliche Strukturen beobachtet, die nicht mit einem Proteinmantel umgeben
waren (siehe Abb. 1ll.21 J). Diese Nadeln konnten nicht mit dem o-HP527 pAK
markiert werden.

In Abb. 1lIl.21 F ist die nadelférmige Struktur erneut zu sehen, diesmal mittels
Negativ-Markierung durch Uranyl-Acetat von HP527-markierten Bakterien. Wird ein
Ultradinnschnitt durch eine solche Nadel angefertigt (siehe Abb. 111.21 H), zeigt sich
ein zentraler Kanal, der in etwa 12nm im Durchmesser besitzt. Dieser innere Kanal
ist Teil der zentralen Nadelstruktur, die einen ungefahren Durchmesser von 45 nm
besitzt. Auch hier ist die Ummantelung der Nadelstruktur mit Protein wieder sehr
deutlich zu sehen, und es scheint sich hierbei nicht um eine typische
Membranstruktur zu handeln. Der Durchmesser der vollstandigen Struktur, also
Nadel mit innerem Kanal und Ummantelung, betragt ungefahr 70nm, was im
Einklang mit den anderen Aufnahmen steht.

3.4.1.2 Markierung mit a-HP532 pAK

Bei Aufnahmen mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop konnte das Protein
HP532 auf der bakteriellen Oberflache gefunden werden (siehe Abb. [11.20). Zur
detaillierteren Untersuchung wurde das Rasterelektronenmikroskop herangezogen.
Bei der Behandlung von fixierten H. pylori Bakterien von Platte mit a-HP532 pAK und
Immunogold zeigt sich ein ahnliches Muster, wie es bereits von dem o-HP527 pAK
bekannt war (siehe Abb. 111.22). Der Antikdrper bindet direkt an der bakteriellen
Oberflache in einer ringformigen Anordnung (siehe Abb. IIl.22 A), wenn kein
nadelférmiges Filament vorhanden ist. Eine Markierung des Filaments selbst konnte
nie beobachtet werden (siehe Abb. 111.22 B, C, Stern), stattdessen reagierte der
Antikorper stets mit der Basis der Nadel (siehe Abb.ll1.22 B, C).
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Abb. lll.22: Aufnahmen von H. pylori 26695 mit dem Rasterelekronen-Mikroskop nach
der Behandlung mit a-HP532-Immunogold. Wildtyp-Bakterien H. pylori 26695 wurden mit
o-HP532-Immunogold behandelt und mikroskopiert (weitere Erlauterungen siehe Text).

3.4.1.3 Doppel-Markierung mit a-HP532 pAK und a-HP527 pAK

Durch die Behandlung mit jeweils einem Antikorper (a-HP527, 11l. 3.4.1.1; a-HP532,
lll. 3.4.1.2) wurde eine Markierung der bakteriellen Oberflache sowie eine
Markierung in Assoziation mit einer nadelformigen Struktur beobachtet. Jetzt war es
von grofdem Interesse, ob es sich bei der Markierung beider Proteine um Molekule
des selben Filaments handelt. Aus diesem Grund wurde eine Doppel-Markierung mit
beiden Gold-gekoppelten Antikorpern durchgefuhrt. Fur die spatere Unterscheidung
wurden fur die Markierung von HP527 kleine Goldpartikel verwendet und grollere
Goldpartikel fr die Markierung HP532. In Abb. II1.23 zeigt sich, dass es zu einer
Anhaufung von groflen Goldpartikeln an der Basis eines Filaments kommt. Die
kleinen Goldpartikel ordnen sich entlang des gleichen Filaments an (Stern). Diese
Anordnung demonstriert, dass die beiden Proteine HP527 und HP532 Teile einer
gemeinsamen Struktur sind, die vermutlich an der Typ IV-Sekretion beteiligt ist.
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Abb. I1ll.23: Aufnahmen von H. pylori 26695 mit dem
Rasterelektronen-Mikroskop nach der Behandlung mit a-
HP527-Gold (kleine Goldkorner) und a-HP532-Gold (groRe
Goldkorner). Wildtyp-Bakterien H. pylori 26695 wurden mit
a-HP527-Immunogold und a-HP532-Immunogold behandelt
und mikroskopiert (weitere Erlauterungen siehe Text).

3.5 Mikroskopie von Bakterien mit AGS-Zellkontakt

Bisher wurden Bakterien mikroskopiert, die auf Agarplatten gewachsen waren und
somit nur in Kontakt mit der Oberflache des Agars, sowie untereinander standen. Zur
Imitation einer in vivo ahnlicheren Situation wurden AGS-Zellen fur 90min mit H.
pylori 26695 (Wildtyp, cag PAIl-Deletionsmutante) Bakterien infiziert. Zunachst
erfolgte eine rasterelektronenmikroskopische Untersuchung ohne Immunogold.

In Abb. IlIl.24 A, F, G zeigt sich, dass H. pylori seine Aufnahme in die Wirtszelle
induziert. Es konnten zwei unterschiedliche Aufnahmemechanismen identifiziert
werden. Einerseits werden Bakterien, die der Lange nach an die Zellen adharieren,
durch fingerahnliche Gebilde umschlossen und so von der Wirtszelle eingeschlossen
(siehe Abb. IIl.24 A, B). Dieser Mechanismus wurde lediglich bei Bakterienstammen
beobachtet, deren cag PAI vollstandig vorhanden war. Andererseits konnte ein
Zipper-ahnlicher Aufnahmemechanismus wie in Abb. lll.24 F, G zu sehen ist,
beobachtet werden. Die Aufnahme des Bakteriums erfolgt hierbei Uber den
Bakterienpol. Dieser Mechanismus scheint cag PAl-unabhangig zu sein.
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Abb. lll.24: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Wildtyp H. pylori 26695
und der Mutante Hp 26695 APAI nach Infektion von AGS-Zellen. AGS-Zellen wurden auf
Deckglasern angezogen und mit H. pylori 26695 und 26695 APAI infiziert. Nach der
Fixierung wurden die Bakterien mit dem Rasterelekronenmikroskop analysiert (weitere
Erlauterungen siehe Text).

Auffallig war die Ausbildung von bakteriellen Oberflachenstrukturen bei
Wildtypstammen, die zu einer starken Adharenz zwischen Bakterium und Zelle
fuhrten (siehe Abb. 111.24 C, D). Diese Strukturen wurden bei cag PAI-
Deletionsmutanten nicht beobachtet (siehe Abb. 111.24 E), und vermutlich handelt es
sich hierbei um die gleichen nadelférmigen Filamente wie in Abb. IIl.21 handelt.
Deshalb wurden H. pylori infizierte AGS-Zellen mit immunogoldgekoppelten a-HP527
pAK inkubiert (siehe Abb. 111.25).



Il Ergebnisse 87

Abb. lll. 25: Aufnahmen von H. pylori
| 26695 mit dem
Rasterelekronenmikroskop nach der
Infektion von AGS-Zellen und der
Behandlung mit o-HP527-immunogold.
AGS-Zellen wurden auf Deckglasern
angezogen und mit H. pylori 26695 infiziert.
Nach der Fixierung wurden die Bakterien mit
o-HP527-Immunogold behandelt und mit
dem Rasterelekronenmikroskop analysiert
(weitere Erlauterungen siehe Text).

Nach Kontakt zwischen Bakterium und AGS-Zelle kommt es zur Ausbildung der
bereits beobachteten nadelférmigen Filamente (siehe Abb. 111.25). Die Strukturen
bilden sich an den Oberflachenseiten des Bakteriums aus, die in direkten Kontakt mit
der Zelloberflache treten. Im Unterschied zu den Bildern in Abb. II11.21, wo Bakterien
alleine ohne AGS-Zellen abgebildet sind, wird die Nadel vom Protein HP527 viel
gleichmaliiger und ohne Unterbrechungen ummantelt. Die mantelartige Struktur
verbindet das Bakterium mit der AGS-Zelle. Der Durchmesser der zentralen Nadel
wird auf ungefahr 45nm, der gesamte Durchmesser des Filaments (mit HP527-
Mantel) auf ungefahr 70nm geschatzt.

4 Untersuchungen zur Komplementation der
hp525-Deletionmutanten

Ein Sekretionssystem ist aus vielen I6slichen oder membranassoziierten Proteinen
zu einem funktionellen Komplex zusammengesetzt. Fur den eigentlichen
Zusammenbau des Apparats, aber auch fur die Translokation eines Substrats wird
Energie bendtigt, die NTPasen, hauptsachlich ATPasen bereitstellen. Bisher sind
ihre spezifische Rollen und ihre Funktionsweisen noch vollig unklar.

Das Proteine HP525 ist homolog zu VirB11 von A. tumefaciens (Christie et al., 2000),
wobei beide Proteine in die Gruppe der VirB11-ATPasen eingeteilt werden. VirB11-
ATPasen unterscheiden sich durch ihre unterschiedlichen Anspriche an ein
Substrat. ATP stellte sich als das bevorzugte Substrat von HP525 heraus (Krause et
al., 2000). Alle VirB11-ATPasen sind im Zytoplasma lokalisiert und weisen eine
partielle Assoziation mit der inneren Membran auf. Fur das Protein HP525 konnte die
Kristallstruktur bestimmt werden (Yeo et al., 2000). HP525 ist ein homohexameres
Protein.
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Zur Aufklarung von molekularen und strukturellen Besonderheiten, die letztendlich
zur Aktivitatssteigerung oder zum —verlust des HP525-Hexamers fihren, wurden
eine Reihe von strukturellen Studien mit dem Protein HP525 durchgefihrt.

Durch den Austausch von bestimmten Aminosauren von HP525 wurden zunachst
verschiedene HP525-Punktmutanten hergestellt. Die Erzeugung der Mutanten R18A,
W57A, R113E, R133E, K184A, R240E und der Doppelmutanten R11E/R133E wurde
von Erich Lanka (Max-Planck-Institut flir Genetik, Berlin) durchgefihrt. Dort wurden
ebenso die Untersuchungen zur Fahigkeit der Mutanten, ein Hexamer auszubilden,
Nukleotide zu binden und Studien zu deren ATPase-Aktivitat durchgefuhrt.

Die funktionelle Bedeutung der orts-spezifischen HP525-Mutanten in vivo wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht. Es war von grollem Interesse, ob die
entsprechenden mutierten Geneprodukte fahig sind, die Funktion der VirB11-
ATPase, in einer Ahp525-Mutante zu komplementieren.

4.1 Erzeugung von Plasmiden fiir die Komplementation
von Ahp525

Zur Herstellung von Plasmiden, die eine Ubertragung der veranderten hp525-Gene
in eine Ahp525-Mutante ermdglichen, wurde zunachst eine PCR mit den Primern
WS156 (mit T7-Gen10 SD-Sequenz) und RB23 durchgefuhrt. Als Matrize wurden die
Plasmide pWP4760R240E pWP4760W57A, pWP4760R113+R133E,
pWP4760R133E, pWP4760K184A, pWP4760R113E und pWP4760R18A verwendet,
die unterschiedlichen hp525-Derivate (AS-Austausch) enthielten. Aulderdem diente
chromosomale DNA von H. pylori 26695 als Matrize, um ein Wildtyp hp525-Gen zu
amplifizieren. AnschlieBend wurden die amplifizierten Fragmente mit den
Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten und in den Vektor pJP99 (Sall/
BamHlI) (Puls et al., 2002; siehe Abb. II1.26 A) ligiert. Auf diese Weise wurden die
amplifizierten Genfragmente zwischen partielle 5°- und 3"-Bereiche des recA-Gens
positioniert. Es wurden die Plasmide pRB34 (R240E), pRB35 (K184A), pRB38
(hp525-WT), pRB39 (W57A), pRB40 (R133E), pRB41 (R113E), pRB42 (R18A) und
pRB43 (R113E1 R133E) erhalten, die durch Restriktionsanalyse uberpruft wurden.

4.2 Komplementation der H. pylori  Mutante
26695Ahp525

Mit den Plasmiden pRB34, 35, 38, 39-43 wurde eine Transformation (siehe Il 2.1.3.6)
in H. pylori 26695 Ahp525 durchgefiuhrt. Durch homologe Rekombination sollte es zu
einer chromosomalen Integration der entsprechenden Sequenzen und der aphA-3-
Resistenzkassette in den recA-Lokus des H. pylori-Chromosoms kommen (siehe
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Abb. [Il.26). Die Selektion erfolgte auf Serumplatten, die mit Kanamycin
supplementiert waren. AnschlieBend wurden Lysate der erhaltenen Klone im
Immunoblot mit dem Antiserum o-RecA getestet. Bei Klonen, in denen eine
vollstandige und richtige homologe Rekombination stattgefunden hat, sollte der recA-
Lokus im H. pylori-Chromosom durch Insertion der entsprechenden Sequenz
unterbrochen worden und somit eine Expression von recA nicht mehr moglich sein.
Es wurden die H. pylori-Transformantenstamme RBP12 (R240E), RBP13 (W57A),
RBP14 (R113E1 R133E), RBP15 (R133E), RBP16 (K184A), RBP17 (R113E),
RBP18 (R18A) und RBP19 (hp525-WT) erhalten, die kein RecA mehr herstellen
konnten (Daten nicht gezeigt).

B Homologe Rekombination

pRB34-43

hp525 Variante

Abb. lll. 26: Schema der homologen Rekombination zwischen pRB/JP99-Varianten und
chromosomalem recA-Lokus. A pJP99 mit partiellem recA-Gen, aphA-3-Kassette und
Polylinker. B pJP99-Varianten (pRB34-43), die durch die Ligation des entsprechenden PCR-
Fragments Uber Xhol (X)/ Sall (S) und BamHI (B) entstanden sind. Durch homologe
Rekombination wird das chromosomale recA-Gen von H. pylori 26695 Ahp525 durch die
hp525-Varianten und die aphA-3-Kassette ersetzt.
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Im Gegensatz zeigt der Immunoblot in Abb. IIl.27, eine stabile Produktion von
mutierten HP525 Proteinen. Somit haben Komplementationen des H. pylori
Mutantenstammes 26695 Ahp525 mit den mutierten Genen erfolgreich
stattgefunden.

,bo§</ Abb. 1ll.27: Stabile Produktion von
P b,@@ QQL\Q/ v HP525. Lysate aus ganzen Zellen der H.
RN P N & pylori-Stamme 26695, 26695 Ahp525,

N> R

S & & REplg (hp525-WT) RBP12  (R240E),
RBP13 (W57A), RBP14 (R113E1 R133E),
HP525— == i oy RBP15 (R133E), RBP16 (K184A), RBP17
(R113E), RBP18 (R18A) und wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot
mit a-HP525 pAK behandelt (weitere
Erlauterungen siehe Text).

4.3 Untersuchung der CagA-Translokation

Als nachstes wurden alle Mutantenstdamme darauf getestet, ob sie noch in der Lage
sind, das Effektorprotein CagA in die Zielzelle zu translozieren. Wie unter Il 1.4
bereits beschrieben, gibt es lediglich den indirekten Beweis fiur die CagA-
Translokation Uber einen Phosphotyrosin-Immunoblot (siehe Il. 2.4.1.2). Hierfur
wurde die Zellinie AGS mit den jeweiligen Mutantenstdmmen und zur Kontrolle mit
einem H. pylori-Wildtypstamm infiziert. In Abb. I11.28 ist zu erkennen, dass lediglich
der Wildtyp und die Komplementationsmutante RBP19, die das Wildtyp-HP525-
Protein produziert, zur Tyrosinphosphorylierung von CagA fahig ist. Diese
Komplementationsstudien bestatigen damit, dass die als kritisch fir die Struktur bzw.
Funktion des ATPase-Komplexes vorhergesagten AS tatsachlich essentiell flr die
Funktion des HP525 Hexamers sind.

Abb. 11l.28: Nachweis der Fahigkeit der
. & komplementierten Mutanten zur CagA-
SRR NS \@@'{b&&u?\é’ & Translokation. AGS-Zellen wurden mit den

¢ & ¥ ¢ ¢ H pylori Stimmen 26695, 26695 Ahp525,
RBP12 (R240E), RBP13 (W57A), RBP14
ey ; (R113E1 R133E), RBP15 (R133E), RBP16
: - (K184A), RBP17 (R113E), RBP18 (R18A)
und RBP19 (hp525-WT) infiziert und einem
Phosphotyrosin-Western-Blot unterzogen
(weitere Erlauterungen siehe Text).
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\Y) Diskussion

Typ IV-Sekretionssysteme leisten einen grol3en Beitrag in der Virulenz von
pathogenen Bakterien. Sie ermdglichen den genetischen Austausch und den
Transport von Effektormolekilen in eukaryotische Zielzellen. Der Erwerb eines
neuen Gens spielt eine wichtige Rolle bei der Anpassung des Bakteriums an
wechselnde Umweltbedingungen und die Interaktion zwischen Effektor- und
Wirtsmolekul kann zur Unterdrickung der Wirtsabwehr flihren. Folglich wird dem
Bakterium mit Hilfe der Typ IV-Sekretion die Invasion des Wirts, das intrazellulare
Wachstum und die Induktion der Synthese von Nahstoffen, die flr eine bakterielle
Kolonisation notig sind erleichtert. In der Literatur werden viele verschiedene
Organismen beschrieben, die ein Typ IV-Sekretionssystem besitzen. Trotz eines
gemeinsamen Ursprungs aus dem Konjugationssystem, zeigt sich eine grolke
Mannigfaltigkeit in der Funktion der einzelnen Typ IV-Sekretionssysteme, was sie flur
die Forschung sehr attraktiv macht. Derzeit laufen viele vergleichende Studien, die
zu einem besseren Verstdndnis der Strukturen und der Funktionen der
verschiedenen Typ IV-Sekretionsmaschinen flhren sollen. Auch aus medizinischer
Sicht ist es von groRem Interesse herauszufinden, wie der Transfer eines
Effektormoleklils zur Pathogenese beitragt. Eine genaue Kenntnis dieses
Mechanismus kann eventuell genutzt werden, um malfigeschneiderte Inhibitoren flr
das entsprechende Sekretionssystem zu generieren.

1 Aufbau des Cag PAIl Typ IV-Sekretions-
apparates

Typl-Stamme von H. pylori unterscheiden sich von den Typll-Stdmmen durch die
Anwesenheit der cag PAI. Ist die cag PAI intakt, korreliert dies oft mit der Entstehung
ernster Krankheitsbilder, wie Ulkus, MALT-Lymphom oder Adenokarzinom. Deshalb
ist es sehr interessant, welche Rolle die cag PAI bei der Entwicklung der
verschiedenen Krankheitsbilder spielt. Durch  Sequenzvergleiche  wurde
herausgefunden, dass die cag PAI fur ein Typ IV-Sekretionssystem kodiert. Mit Hilfe
dieses Systems kann H. pylori das Effektorprotein CagA in eukaryontische Zielzellen
schleusen und die Sekretion des Chemokins IL8 in Epithelzellen induzieren. Das
translozierte CagA fuhrt durch die Bindung mit dem Protein Grb2 zu strukturellen
Veranderungen im Zytoskelett. Ebenso bewirkt die Tyrosinphosphorylierung von
CagA durch die eukaryontische Src-Kinase eine Umorganisation des Zytoskeletts,
aulRerdem kann eine Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen beobachtet werden.
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Die IL8-Ausschittung der Epithelzellen wirkt als chemotaktischer Faktor fir
neutrophile Granulozyten und fihrt zu einer starken inflammatorischen Antwort
wahrend einer chronischen Infektion der menschlichen Magenmukosa.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente zum Aufbau des Typ IV-
Sekretionsapparates durchgeflhrt. Mittels einer systematischen Mutagenese aller
cag PAI-Gene wurden die verschiedenen Aufgaben der einzelnen Proteine im Typ
IV-Sekretionsprozess untersucht. Die Lokalisation einiger cag PAI-Genprodukte
erfolgte durch Zellfraktionierungen, Proteasebehandlung und Topologiestudien.
Aulerdem wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-, konfokalen Laser Scanning-Mikroskopie
sowie der Rasterelektronenmikroskopie versucht den Typ IV-Sekretionsapparat an
der Oberflache von H. pylori durch Anfarbung einzelner cag PAIl-kodierter Proteine
sichtbar zu machen.

1.1 Essentielle cag PAI-Gene fur die Tyrosinphos-
phorylierung von CagA und fur die Induktion von
IL8

FUr die Mutagenese jedes einzelnen cag PAI-Gens wurden zwei unterschiedliche
Verfahren verwendet. Gene, die am Ende eines moglichen Operons positioniert sind,
wurden durch die Insertion eines TnMax5-Transposons mutagenisiert. Zur
Vermeidung polarer Effekte, die durch das Einfihren von Terminatoren bei der
Insertion eines Transposons entstehen kdnnen, wurde bei Genen, die sich innerhalb
oder am Anfang eines madglichen Operons befinden, eine spezielle Mutagenese-
Strategie entwickelt. Wie in Abb. Ill.1 dargestellt, wurden solche Gene, die in die
pBA-Vektoren Cag1-9 subkloniert waren, durch eine inverse PCR deletiert und
anschlieBend durch eine terminatorlose cafgc-Kassette ersetzt. Durch die
Transformation der erhaltenen Suizid-Plasmide in den H. pylori-Stamm 26695 fand
durch homologe Rekombination ein Austausch der entsprechenden Gene mit der
terminatorlosen catsc-Kassette statt. Es war moglich, mit diesem Verfahren unpolare
Mutanten herzustellen, was durch die Analyse zweier unterschiedlich hergestellter
Mutanten im Western Blot gezeigt werden konnte (siehe Abb. 111.2). Die Insertion des
TnMax5-Transposons im Gen hp541 fuhrte zu einem vollstandigen Verlust des
Genprodukts des stromabwarts gelegenen Gens hp539. Die EinfUhrung der
Resistenzkassette anstelle des entsprechenden Gens beeintrachtigte die Expression
von hp539 nicht, jedoch fiel die Menge an Protein im Vergleich zum Wildtyp etwas
geringer aus. Diese Reduktion scheint aber keine Auswirkung auf die Biogenese des
Sekretionssystems zu haben, denn die Mutation im Gen hp540 hat keinen negativen
Effekt auf die IL8-Induktion, wohingegen die Ahp539-Mutante eine starke Reduktion
in ihrer Fahigkeit zur IL8-Induktion zeigt.
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Da in dieser Arbeit ein bestimmter Phanotyp mit jeweils einem Gen in Verbindung
gebracht werden soll, ist es unerlasslich, polare Effekte zu vermeiden.
Wahrscheinlich konnen Differenzen, die zwischen den Daten dieser Arbeit und der
Resultate von Covacci und Rappuoli, (2000), die alle bisherigen Ergebnisse zur
CagA-Translokation und IL8-Induktion von H. pylori G27 cag PAI-Mutanten
zusammengefasst haben, auch durch polare Effekte erklart werden. Denn die G27
cag PAI-Mutanten wurden durch eine Transposonmutagenese mit miniTn3-Km
generiert (Suerbaum et al., 1993), wovon viele einen negativen Effekt zeigten. In der
vorliegenden Arbeit wurden jedoch generell mehr Mutanten gefunden, die nur einen
partiellen (hp545, hp543, hp542) oder gar keinen Effekt (hp540, hp534, hp521) auf
die IL8-Sekretion oder CagA-Translokation zeigten. Die Beobachtungen bei Covacci
und Rappuoli kénnen mit Ausnahme von hp534 mit einem polaren Effekt auf
essentielle Gene, stromabwarts im gleichen Operon gelegen, erklart werden. Der
Grund, warum die G27 H. pylori hp534-Mutante im Gegensatz zur hier erzeugten H.
pylori  26695-Mutante  kein IL8 induziert, bleibt unklar. Vielleicht sind
stammspezifische Unterschiede daflir verantwortlich.

Zunachst wurde uUberprift, ob die einzelnen Mutationen einen Einfluss auf die
Expression von cagA austben. Daflr wurden alle cag PAI-Mutanten im Western Blot
analysiert (siehe Abb. IIl.3). Es stellte sich heraus, dass es nur in der Ahp547-
Mutante, bei der cagA selbst betroffen ist, zu keiner cagA-Expression mehr kam. In
allen anderen Mutanten traten Banden auf, deren Starke der Wildtyp-Bande
entsprach. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass sich auf der cag
PAI weder ein Regulator fur die cagA-Transkription noch ein CagA-Chaperon, dass
fur die Stabilitat von CagA essentiell ware, befindet.

Daraufhin wurde jede einzelne Mutante in der jeweils ein einzelnes Gen der cag PAI
ausgeschaltet war, auf ihre Fahigkeit hin getestet:

a) das Effektorprotein CagA in AGS-Zellen zu translozieren und

b) die Produktion von IL8 in AGS-Zellen zu induzieren.

Um beiden Fragestellungen nachzugehen, wurden Phosphotyrosin- und [L8-
Experimente durchgeflhrt. Mit den Ergebnissen aus diesen beiden Tests sollten
Aussagen daruber gemacht werden, welche cag PAI-Gene essentiell fir die
Translokation und welche Gene notwendig fur die Induktion von IL8 sind. Aulderdem
sollte die Frage beantwortet werden, ob es ein transloziertes Effektorprotein fir die
IL8-Induktion (Effektortheorie) gibt, oder ob eine Komponente des Typ IV-Apparates
z.B. an einen eukaryontischen Rezeptor bindet und damit eine IL8-induzierende
Signaltransduktionskaskade via einen der beiden fir die IL8-Induktion bekannten
Wege, in Gang setzt (Rezeptortheorie). An den Signaltransduktionskaskaden sind
Rho-GTPasen, PAK, MKK4 und JNK, PAK, NIK und I«kB Kinasen beteiligt, an deren
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Ende die Aktivierung der Transkripitonsfaktoren AP1 und NFxB steht, was wiederum
zur Induktion der Transkription vom Chemokingen fuhrt (Naumann et al., 1999). Fur
die Beantwortung der Frage nach der Effektortheorie wurde eine Mutante gesucht,
die CagA translozieren kann, aber nicht mehr in der Lage ist IL8 zu induzieren. Tritt
solch ein Fall nicht auf, so spricht das entweder fir die Rezeptortheorie oder aber fir
ein Effektorprotein, das im Genom, aul3erhalb der cag PAI, kodiert ist.

Auch der Frage nach weiteren unbekannten Effektorproteinen mit noch unbekannter
Funktion wurde nachgegangen. Als putative weitere Effektoren kommen jene
Genprodukte in Frage, deren Mutanten sowohl in der Lage sind CagA zu
translozieren als auch IL8 zu induzieren. Die Ergebnisse aus den Phosphotyrosin-
und IL8-Experimenten (siehe Abb. 111.3) wurden in Abb. V.1 graphisch
zusammengefasst.

Eukaryontische Zellmembran Induktion von IL-8

-Dephosphorylierung von Aktivi NF-<B
Wirtszellproteinen ? /'/' ivierung von NF-kl
CagA .

-Weitere Effekte?
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Abb. IV.1: Modell des cag Typ IV-Sekretionssystems. In der Abbildung sind die
Translokation von CagA und zwei mégliche Mechanismen fiir die Induktion von IL8 (Effektor-
Rezeptortheorie) dargestellt. Die verschiedenen Proteingruppen der cag PAI wurden nicht
nach ihrem tatsachlichen Lokalisationsort, sondern nur schematisch eingezeichnet. Die
Farbgebung spiegelt ihre Funktion wider. gelb, nicht essentielle, mégliche Effektorproteine;
grines X, unbekanntes, nicht cag PAl-lokalisiertes Effektorprotein fiir die IL8-Induktion; rot,
CagA-Effektorprotein; dunkelgrau, teilweise essentielle Proteine; hellgrau, nur essentiell fur
CagA-Translokation; blau, essentielle Proteine (weitere Erlauterungen siehe Text).
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Der eigentliche Apparat ist mit blauen Proteinen dargestellt. Hierbei handelt es sich
um die cag PAl-kodierten Proteine HP522, HP523, HP525, HP527-532, HP537,
HP539, HP541, HP544 und HP546, die sowohl flr die CagA-Translokation als auch
fur die Induktion von IL8 essentiell sind, also direkte Komponenten des Apparates
sein mussen. Die Mutation der Proteine HP526, HP538 und HP545 (hellgrau) fuhrte
zur starken Herabsetzung der IL8-Induktion um fast die Halfte im Vergleich zum
Wildtyp, was aber von Experiment zu Experiment enorm variierte (hohe
Standardabweichung). Aulierdem wurde bei diesen Mutanten eine schwachere
Phosphotyrosinbande gefunden. Diese Daten weisen darauf hin, dass diese Proteine
zwar Komponenten des Systems darstellen, ihre Funktion jedoch nicht von grolRer
Bedeutung fir die Typ IV-Sekretion sein kann. Vorstellbar ware eine Art
stabilisierende Wirkung auf die eigentlichen Proteine des Sekretionskanals, sowie
eine unterstitzende Funktion fir die Translokation und IL8-Induktion.

Die dunkelgrau dargestellten Proteine HP524, HP540, HP542 und HP543 werden
ausschlieBlich fur die Translokation von CagA bendétigt, da ihre Mutation keinen
Einfluss auf die IL8-Induktion nimmt. Somit sind diese Proteine wahrscheinlich keine
strukturellen Komponenten des Apparates, sondern an den spezifischen Aufgaben
bei der CagA-Translokation beteiligt. Diese Annahme wird durch die Tatsache
bestarkt, dass HP524 das Homolog zu VirD4 von A. tumefaciens ist. VirD4 ist als
Kopplungsprotein bekannt, welches eine Art Bricke zwischen dem Effektorprotein
VirE2 und dem Sekretionskanal bildet, indem es mit beiden interagieren kann
(Atmakuri et al., 2003). HP524 stellt vermutlich ebenfalls ein Kopplungsprotein
zwischen CagA und dem Sekretionsapparat dar. Von Crabtree et al. wurde 1999
eine H. pylori 26695-Mutante im hp524-Gen beschrieben, die eine hohere IL8-
Induktion bewirkte als der Wildtyp. Sie vermuteten, dass das VirD4-homologe Protein
HP524 ein mdglicher Regulator fur die IL8-Induktion sein kénnte. Diese Beobachtung
widerspricht den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Durch die Untersuchungen
von Fischer et al., (2001) konnte gezeigt werden, dass sich durch Spontanmutation
unterschiedliche H. pylori 26695-Passagestamme entwickelt haben, die einen
partiellen oder sogar kompletten Verlust der Fahigkeit zur IL8-Induktion aufweisen.
Dies kdnnte eine mogliche Erklarung fir die unterschiedlichen Resultate bei Crabtree
et al. und den Daten dieser Arbeit sein. Eventuell wurde bei Crabtree et al. eine
Spontanmutante als Wildtypstamm verwendet, deren IL8-Induktion von Anfang an
sehr viel niedriger war als ohne Mutation.

Die Proteine HP520, HP521, HP534, HP535 und HP536 die in gelber Farbe
dargestellt sind (siehe Abb. IV.1), sind weder flr die CagA-Translokation noch fir die
Induktion von IL8 essentiell. Sie stellen also keine Komponenten des Typ IV-
Sekretionssystems dar. Madglicherweise handelt es sich hierbei um weitere,
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translozierbare Proteine, deren Funktionen bisher unbekannt sind.
Interessanterweise wurde kein Protein ermittelt, das nur fur die Induktion von IL8
bendtigt wird. Dies deutet darauf hin, dass auf der cag PAI kein Gen liegt, das fur ein
Effektorprotein (grines X) kodiert, welches in die Epithelzelle transloziert wiirde, um
dort eine IL8-induzierende-Signaltransduktionskaskade anzuschalten. Sollte kein
Effektorprotein gefunden werden, das aulerhalb der cag PAI kodiert ist, wirde dies
die Rezeptortheorie bekraftigen. Hierbei wirde die bakterielle Apparatsstruktur mit
einem bisher unbekannten eukaryontischen Rezeptor (grau) reagieren. Solch eine
Interaktion kénnte zur Stimulation einer Signaltransduktionskaskade fuhren und Gber
die Aktivierung von NFkB und AP1 schlielllich die Ausschittung von IL8 bewirken.
Ein ahnlicher Mechanismus wurde fur Yersinia spp. beschrieben. Bei diesen
Bakterien interagiert das Yersinia-Protein Invasin mit dem eukaryontischen
Membranrezeptor a5p1-Integrin. Diese Interaktion induziert sowohl die Aufnahme
der Bakterien in die Wirtszelle als auch die Aktivierung der IL8-Sekretion iber NFkB
(Schulte et al., 2000). Vielleicht spielen Integrine auch bei der H. pylori vermittelten
IL8-Induktion eine Rolle, da eine Adharenz der Bakterien an diese Membranproteine
von Su et al., (1999) demonstriert werden konnte. Von Hayashi et al., (2001) wurde
berichtet, dass gereinigtes Salmonella enterica Serovar Typhimurium FIiC-Flagellin
uber die Bindung mit TLR5 die Induktion von IL8 in den Zelllinien AGS und MKN28
aktivieren kann. Die Flagellen von H. pylori binden jedoch nicht an TLR5 und damit
konnen die Flagellen-Proteine Uber diesen Signaltransduktionsweg auch kein IL8
induzieren (Lee et al.,, 2003). Auch bei Gram-positiven Bakterien wurde eine IL8-
Induktion in Wirtszellen beobachtet. Das Alpha-Toxin (a-Toxin) von Staphylococcus
aureus verursacht Uber die Aktivierung von NFkB eine Induktion von IL8 in THP-1-
und ECV304-Zellen (Dragneva et al., 2001).

1.2 Analyse von Stabilitatseffekten

Von weiterem Interesse war die Frage, wie sich die einzelnen Apparatsproteine
gegenseitig beeinflussen. Bei A. tumefaciens wurde gezeigt, dass das Protein VirB6
einen Einfluss auf die Stabilisierung von VirB3 und VirB5 hat, aullerdem fur die
Bildung eines VirB7-Homodimers bendtigt wird. Die Abwesenheit von VirB6 fuhrte zu
einer reduzierten Menge an den Proteinen VirB3 und VirB5, die wahrscheinlich fur
bei der Bildung des T-Pilus eine Rolle spielen. Auflerdem waren die Mengen an zell-
gebundenen VirB7-Monomeren und VirB7-9-Heterodimeren geringer und es konnten
keine VirB7-Homodimere gefunden werden (Hapfelmeier et al., 2000). Zur
Untersuchung, ob bei H. pylori ebenfalls solche Stabilitatseffekte zu beobachten sind,
wurden, wie in Il1.1.6 beschrieben, zunachst einige Antikdrper gegen verschiedene
cag PAl-kodierte Proteine hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proteine
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HP525 (VirB11-Homolog), HP528 (VirB9), HP529, HP541, HP544 (VirB4-Homolog)
und HP546 ausgewahlt, da sie essentiell fir den Translokationsprozess sind.
Aulerdem wurden das Protein HP526, das nur bedingt am Translokationsprozess
beteiligt ist, und die Proteine HP521, HP535, HPS534, deren Funktion bisher
unbekannt ist, ausgesucht. Nach der Immunisierung von Kaninchen und Testen der
gewonnenen Antiseren im Western Blot auf Reaktion mit H. pylori-Lysat wurden
immunisierungsspezifische Banden nur bei den HP525-, HP528-, HP534- und
HP546a,b—Fusionsproteinen detektiert (siehe Abb. 111.5). Die polyklonalen Antiseren,
die gegen die Proteine HP521, HP526 und HP544 (RB3/4) gerichtet sein sollten,
erkannten keine spezifischen Banden. Da jedoch die Fusionsproteine von den
Antiseren erkannt wurden, liegt die Vermutung nahe, dass die getesteten Bakterien
zu wenig von dem jeweiligen Protein synthetisieren, um es zu detektieren. Eine
weitere Erklarungsmoglichkeit ware, dass die Transkription des entsprechenden
Gens unter den gegebenen Bedingungen nicht angeschaltet war.

Die Immunoblots mit a—HP528, a-HP534, a—-HP537, a—HP539 und a-HP546 a,b
ergaben, dass keine der spezifischen Mutationen in den cag PAI-Genen einen
Einfluss auf die Expression der Gene oder Stabilitat der jeweils getesteten Proteine
hatte. Auch das Protein HP525 ist in den meisten Mutantenstammen stabil (siehe
Abb. 111.6). Die im Vergleich zum Wildtyp etwas dunnere Bande fur HP525 in der
Ahp526-Mutante lasst sich durch einen geringen polaren Effekt der Mutation im Gen
hp525 erklaren. Eventuell ist der Promotor der Resistenzkassette (siehe I11.1.1)
schwacher als der natlrlich vorkommende. Die Auswirkung des polaren Effekts halt
sich jedoch in Grenzen, da die Mutante Ahp526 sowohl in der Lage ist, das
Effektorprotein CagA zu phosphorylieren, als auch die Sekretion von IL8 zu
stimulieren (siehe Abb. II1.3). Eine Mutation in den Genen hp527 und hp541 scheint
einen schwachen, bisher ungeklarten Einfluss auf die Menge von HP525 zu nehmen,
denn die entsprechende Bande fir das HP525-Protein fallt, im Vergleich zu den
anderen Mutanten, etwas schwacher aus. Da alle drei Proteine fur die Translokation
von CagA und auch fur die IL8-Induktion essentiell sind, wird davon ausgegangen,
dass sie am Aufbau des Sekretionskanals beteiligt sind. Es ware moglich, dass durch
den Verlust von HP527 oder HP541 ein Proteinkomplex instabil wird und somit auch
zur Instabilitdt von HP525 flhrt, oder aber dass eine regulierende Funktion von
HP527, HP541 auf HP525 ausgeht.

Die Untersuchung von HP532 zeigte eine unveranderte Stabilitat des Proteins in den
einzelnen cag PAI-Mutanten. Die Ausnahme bildet die Ahp537-Mutante, die nicht
mehr in der Lage ist ein HP532 zu produzieren. Dies lasst die Vermutung zu, dass
das entsprechende Genprodukt von hp537 ein Chaperon fir HP532 darstellt.
Alternativ konnte HP537 aber auch ein Regulator der Expression von hp532 oder
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ebenfalls eine Komponente eines Proteinkomplexes sein, bei dessen Abwesenheit
es zu einer Instabilitat kommen konnte.

Chaperone dienen generell zur Stabilisierung einer oder mehrer Substrate und/oder
verhindern die Interaktion eines Proteins mit sich selbst oder mit anderen Proteinen.
Darltberhinaus kénne Chaperone eine Rolle bei der Faltung eines Proteins spielen.
Einige bekannte Chaperone sind: SecB, das in den Proteinexport Uber die Sec-
Translokase involviert ist (Driessen et al., 2001), SycE und SycT von Yersinia, die mit
den Effektorproteinen YopE und YopT interagieren und die Salmonella Caperone
SicP und SigE, deren Interaktionspartner SptP und SigD sind (Page und Parsot
(2002). In Typ IV-Sekretionssystemen wurde bei A. tumefaciens das Protein VirE1
als Sekretionschaperon flr das Effektorprotein VirE2 beschrieben (Zhao et al., 2001)
und Duménil und Isberg (2001) postulieren, dass das L. pneumophila-Protein IcmR
ein Chaperon fir lcmQ ist.

Mit dem Protein HP527 zeigte sich im Western Blot eine Uberraschung. Das Protein
HP527 wurde zwar in den meisten Mutanten stabil gebildet, aber in den Mutanten
Ahp523 und Ahp539 traten unterschiedliche GréRen von HP527 im Vergleich zum
Wildtyp auf (siehe Abb. Il.7). In der Ahp523-Mutante konnte ein groleres HP527-
Protein detektiert werden, wahrend es in der Ahp539-Mutante in prozessierten
Formen von ca. 120 und 125kDa vorlag. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass sich Vorstufen des HP527-Proteins erst durch Prozessierung und
Faltungsprozesse zur eigentlichen Endform von HP527 entwickeln. Bei dem Protein
HP523 handelt es sich wahrscheinlich um ein homologes Protein zu VirB1, da eine
lytische Transglykosylase-Aktivitat festgestellt werden konnte (persénliche Mitteilung
G. Koraimann, Graz/Osterreich). Die Beobachtung, dass HP527 in der Ahp523-
Mutante gréRRer erscheint, lasst vermuten, dass HP527 nur mit Hilfe von HP523 das
Peptidoglykan passieren kann, worauf es dann zu seiner eigentlichen GroRke
prozessiert oder gefaltet wird. Ob die Prozessierung selbst zu den Aufgaben von
HP523 gehort, oder ob nur seine putative lytische Transglykosylase-Aktivitat
notwendig ist, bleibt noch unklar. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass
sich das prozessierende Enzym zwischen Peptidoglykanschicht und &uRerer
Membran befindet, da HP527 vor der Prozessierung geschutzt ist, wenn es das
Peptidoglykan nicht durchqueren kann. Welche Rolle dabei das Protein HP539 spielt,
ist unklar. Vielleicht schitzt es HP527 wahrend seines Transfers durch den
Mureinsacculus vor dem Angriff von Proteasen oder stabilisiert es wahrend der
Faltung zu seiner Endform.
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1.3 Zellfraktionierung und proteolytische Experimente

Untersuchungen von verschiedenen Zellfraktionen und proteolytische Experimente
sollten zur weiteren Charakterisierung der Position eines Proteins im
Sekretionsapparat fuhren. Die Zellfraktionierung von ganzen H. pylori-Bakterien
ergab eine Ansammlung von HP527 in der Gesamtmembranfraktion. Da durch die
Untersuchung im Western Blot in den Mutanten Ahp523 und Ahp539 eine
Lokalisation von HP527 im Periplasma oder auch in der auf3eren Membran
wahrscheinlich ist, wurde durch proteolytische Experimente die Lokalisation von
HP527 naher bestimmt. Die Behandlung von ganzen H. pylori-Bakterien mit Trypsin
in unterschiedlichen Konzentrationen sowie osmotischer Schock, lasst den Schluss
zu (siehe Abb. 111.12), dass grolRe Regionen von HP527 im Periplasma lokalisiert
sind. Bei der gleichen Behandlung von ganzen Ahp523-Mutanten-Zellen zeigte sich,
dass ein bestimmter Bereich des Proteins HP527 (150-160kDa) vor proteolytischen
Abbau geschutzt ist (siehe Abb. 111.13 A). Dies ist wiederum ein Hinweis darauf, dass
das Protein bei Abwesenheit der putativen lytischen Transglykosylase HP523 das
Peptidoglykan nicht korrekt durchqueren kann, und danach auch nicht prozessiert
oder gefaltet wird, wie es im Wildtyp der Fall ist. Bei der Behandlung von Ahp539-
Mutanten, in denen HP527 mit 125kDa in einer prozessierten Form vorliegt (siehe
Abb. 111.13B), wurde das Protein nach osmotischem Schock von der Proteinase
vollstandig degradiert. Dieses Ergebnis tragt zur Vermutung bei, dass HP539 eine
mogliche Chaperonfunktion im periplasmatischen Raum fur HP527 Ubernimmt und
somit als Schutz des Proteins vor proteolytischem Abbau auf seinem Weg in die
auldere Membran notwendig ist. Durch die Fraktionierung von ganzen H. pylori-Zellen
zeigte sich, dass das Protein HP539 hauptsachlich in 16slicher Form vorliegt (siehe
Abb. [11.10). Da fur HP539 eine Signalsequenz vorhergesagt wird, die einen Sec-
abhangigen Transport ins Periplasma ermoglicht, wird vermutet, dass HP539 ein
periplasmatisches Protein ist.

Durch die Behandlung der Ahp539-Mutante mit Trypsin ergab sich jedoch noch ein
weiterer wichtiger Aspekt. Das Protein HP532, welches aufgrund seiner Vorhersage
als Lipoprotein als VirB7-Homolog betrachtet wird, wird in der Ahp539-Mutante durch
die Behandlung mit Trypsin nach osmotischem Schock vollstandig abgebaut. In H.
pylori Wildtyp und auch in der Ahp523-Mutante ist dies nicht der Fall. Das Protein
HP532 war teilweise resistent gegen den proteolytischen Angriff und wurde lediglich
zu einem kleineren Fragment von ca. 25kDa degradiert, wenn der Zusatz von
Protease nach osmotischem Schock erfolgte (siehe Abb. I11.13). Dies deutet
zunachst darauf hin, dass HP532 bei seiner Passage durch die Peptidoglykanschicht
von der putativen lytischen Transglykosylase HP523 unabhangig ist. Aullerdem wird
durch dieses Ergebnis einerseits unterstutzt, dass HP532 teilweise in der aulieren
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Membran lokalisiert ist, wie es von einem Lipoprotein erwartet wird. Andererseits
scheint HP532 aber auch auf der periplasmatischen Seite der duReren Membran
lokalisiert zu sein, was sich durch den Abbau zu einem kleineren Protein nach
osmotischen Schock durch Trypsin zeigt. Der vollstandige Abbau von HP532 in der
Ahp539-Mutante kénnte sich, wie schon bei HP527, durch eine Chaperonfunktion
von HP539 erklaren lassen. Die Schlussfolgerung daraus ware, dass durch
Abwesenheit von HP539 kénnte die partielle Integration von HP532 in der auleren
Membran verhindert wird und somit das gesamte Protein dem proteolytischen Angriff
ist.

Durch Untersuchung verschiedener Fraktionen von H. pylori-Zellen wurde versucht,
die Lokalisierung noch anderer cag PAI-kodierte Proteine zu charakterisieren. Das
VirB9-homologe Protein HP528 besitzt eine Signalsequenz, aber keine
vorhergesagten transmembranen o-Helices. Dies wuirde fiur eine Lokalisation im
periplasmatischen Raum sprechen. Bei A. tumefaciens ist VirB9 als ein aulieres
Membranprotein beschrieben, das mit den Proteinen VirB1, VirB7, VirB8, VirB9,
VirB10 und VirB11 interagiert (Das et al.; 1997; Beaupré et al.; 1997; Das et al,;
2000; Ward et al.; 2002; Krall et al.; 2002; Jakubowski et al.; 2003). Biochemische
Analysen bestatigten die Interaktion mit VirB7, VirB9 und VirB10 und deuten
zusatzlich auf einen Kontakt mit VirB6 hin. Als vermutliche Funktion wird die Bildung
einer Pore in der aulieren Membran vorgeschlagen (Sekretin). Durch Fraktionierung
von H. pylori-Zellen haufte sich das Protein HP528 in der Gesamtmembranfraktion
an (siehe Abb. II1.10). Dies kénnte bei H. pylori ebenfalls eine Lokalisierung von
HP528 in der aulleren Membran bedeuten, wie es flur VirB9 postuliert ist. Durch die
Western Blot-Analyse aller Mutanten mit o-HP528 konnten keine Einflisse von
anderen cag PAl-kodierten Proteinen auf HP528 festgestellt werden, was auf eine
stabile Integration in der auleren Membran hinweisen kdnnte.

Das Protein HP546 kommt als putativer Vorlaufer fir ein Pilin in Frage. Solche
Proteine zeichnen sich dadurch aus, dass sie hydrophobe Polypeptide sind, die aus
weniger als 150 AS-Resten bestehen. Sie besitzen am aminoterminalen Ende eine
Signalsequenz mit einer Lange von 25-50 Resten und zwei vorhergesagte
transmembranen a-Helices in der Kern-Region (Kalkum et al.; 2002). Fur das aus
115-Aminosaureresten bestehende HP546-Protein ist eine Signalsequenz
vorhergesagt, die aber wahrscheinlich nicht abgespalten werden kann, da es kein
offensichtliches Spaltsignal gibt. Auch die beiden a-Helices, die kennzeichnend fur
ein Vorlauferprotein des Pilins sind, werden mit einer zusatzlichen, putativen, dritten
a-Helix vorhergesagt. HP546 stellte sich als essentielles Protein fur die Typ IV-
Sekretion heraus, seine Stabilitat wird jedoch in keiner Weise durch die Mutation
eines cag PAI-Proteins beeinflusst. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass es
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nicht in einem Protein-Komplex im Periplasma lokalisiert, sondern als Pilus an der
Oberflache positioniert ist. Die Untersuchung von Membranfraktionen und I6slicher
Fraktion ganzer H. pylori-Zellen war nicht eindeutig. Vermutlich befindet sich jedoch
der Hauptteil des Proteins in der aulderen Membran, was auch den vollstandigen
Schutz vor proteolytischem Angriff durch Trypsin nach bzw. ohne osmotischen
Schock erklaren kdnnte.

1.4 Lokalisierungsstudien mit dem Mikroskop

Mittels verschiedener Mikroskope und unterschiedlichen Methoden der Mikroskopie
wurde versucht, die Oberflachenstruktur des Typ IV-Sekretionssystems sichtbar zu
machen. Hierfir wurden die Antiseren a-HP527, a-HP532, a-HP537 und o-HP546
zunachst in der Immunfluoreszenz mit ganzen H. pylori 26695 Bakterien bzw. der
entsprechenden Acag PAIl-Mutanten eingesetzt. Die Antiseren wurden zunachst
gegen die H. pylori 26695 cag PAIl-Deletionsmutante abgesattigt, um Antikdrper, die
unspezifisch mit der bakteriellen Oberflache der Deletionsmutanten kreuzreagierten,
zu entfernen (siehe Abb. II1.18). Bei der Untersuchung mit dem Immunfluoreszenz-
mikroskop wurden mit o-HP527, o-HP532 und o-HP546 ausschliellich Wildtyp-
Bakterien angefarbt (siehe Abb. 111.19). Die Fluoreszenz bei der Behandlung mit a-
HP527 und o-HP532 war jedoch nicht gleichmallig Uber die Bakterien verteilt,
sondern es war ein punktformig, fluoreszierendes Muster erkennbar, das sich spiralig
uber das Bakterium verteilte und vermutlich aufgrund der Anordnung einzelner Typ
IV-Sekretionsapparate zustande kommt.

In der Immunfluoreszenz mit dem Antikorper o-HP546 war eine gleichmaRige,
fluoreszenzmarkierte bakterielle Oberflache detektierbar. Dies unterstutzt die Daten
aus der Membranfraktionierung und spricht wiederum fur eine Lokalisation von
HP546 in der aulReren Membran und auf der Oberflache (vgl. Abb. IV.3). Die
Hypothese, dass das Protein am Aufbau einer Pilusstruktur beteiligt oder aber mit
dieser Struktur assoziiert ist, musste in zukinftigen Experimenten durch Studien mit
héher auflésenden Mikroskopen bestatigt werden.

Mit dem Antikorper a-HP537 konnte weder der Wildtyp noch die Mutante angefarbt
werden. Fur das Protein HP537 sind keine transmembranen a-Helices vorausgesagt,
aber es besitzt eine putative Signalsequenz. Somit ist es wahrscheinlich, dass es
Sec-abhangig ins Periplasma transportiert wird, um dort seiner moglichen Funktion
als Chaperon fur HP532 nachzukommen (siehe 1V.1.2). Da periplasmatische
Proteine fur Antikérper unzuganglich sind, weil die AK die dulere Membran nicht
passieren konnen, unterstutzt dieser Befund die Lokalisation des Proteins im
Periplasma wie die Computervorhersagen zeigten.
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Fir eine detailliertere Ansicht wurde das konfokale Laser Scanning-Mikroskop
verwendet. Dabei wurden ganze Bakterien mit o-HP527 oder o-HP532 und
zusatzlich mit einem Antikorper, der gegen das gesamte Bakterium gerichtet ist,
behandelt. Auch mit dieser Methode zeigte sich die punktférmige, spiralige
angeordnete Fluoreszenz nur im Wildtyp. Im Falle von a-HP527 wurden teilweise
fluoreszierende Auslaufer beobachtet (siehe Abb. 111.20), die in einer Z-Serie von
konfokalen Schnitten dokumentiert werden konnten.

Durch Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen unter Einsatz von Immunogold
zeigte sich ein ahnliches Bild wie in der konfokalen Laser Scanning-Mikroskopie. Die
Goldpartikel ordneten sich punktférmig (5-6 Goldpartikel) auf der Oberflache der
Bakterien an (siehe Abb. Ill.21 D). Erneut konnten feine Auslaufer mit mehr oder
weniger unregelmaliger Struktur beobachtet werden, die nur mit a-HP527-
gekoppelten Immunogoldpartikeln bedeckt sind. Allein Filamente, die eine
unregelmafige, mantelartige Struktur besalien, zeigten eine Markierung mit o-
HP527 (vgl. Abb. II1.21 J).

Bei einer Doppel-Markierung mit a-HP527 und a-HP532 pAK, die mit unterschiedlich
grolen Goldpartikeln gekoppelt waren, zeigte sich, dass es zu einer Anhaufung von
HP532 an der Basis eines Filaments kommt (siehe Abb. 111.23). Entlang des gleichen
Filaments bindet HP527, das sich gleichmalig von der Basis bis zur Spitze des
Filaments anordnet. Diese Bilder demonstrieren, dass die beiden Proteine HP527
und HP532 mit der pilusahnlichen Struktur assoziiert sind, die vermutlich als putativer
Pilus an der Typ IV-Sekretion oder auch nur an der Kontaktaufnahme oder Adharenz
beteiligt ist.

Im Unterschied zu den Bildern in Abb. [Il.21, wo Bakterien alleine ohne AGS-Zellen
abgebildet sind, wird die Nadel bei AGS-Zellkontakt vom Protein HP527 viel
gleichmaliger ohne Unterbrechungen ummantelt. Dies kénnte durch eine mdgliche
Hochregulierung von cag PAI-Genen bei Zellkontakt erklart werden. Die mantelartige
Struktur verbindet das Bakterium mit der AGS-Zelle.

In Ultradlnnschnitt-Untersuchungen (siehe Abb. 1lIl.21 H) zeigt sich ein innerer,
zentraler Kanal mit ca. 12nm Durchmesser. Der Durchmesser der gesamten
Nadelstruktur betragt ca. 45nm und ca. 70nm zusammen mit der Ummantelung.
Oberflachen-Organellen, die z.B. von S. typhimurium und enteropathogenen E. coli
gereinigt wurden und eine Verbindung zwischen Bakterium und Zielzelle herstellen,
zeigen Durchmesser von 50nm (Ginocchio et al., 1994; Ebel et al., 1998, Knutton et
al., 1998). Sehr viel kleinere Durchmesser besitzen die Nadelstruktur von Yersinia
mit einem ungefahren Durchmesser von nur 2nm (Hoiczyk and Blobel, 2001), der
Pilus von Pseudomonas syringae, der mit einem Durchmesser von 6-8nm eine ca.
200nm dicke Pflanzenzellwand durchdringt und der Pilus von A. tumefaciens mit nur
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3,8nm (Fullner et al., 1996). Die unterschiedlichen Durchmesser der Strukturen
korrelieren mit unterschiedicihen strukturellen und funktionellen Eigenschaften der
Typ IV-Sekretionssysteme in den entsprechenden Organismen.

HP532 hat keine homologen Sequenzen zu bekannten Typ IV-Sekretionsproteinen,
besitzt aber eine Lipoproteinsequenz und wird daher als (Funktions-)Analog zu VirB7
betrachtet. Dabei sollte erwahnt werden, dass sich die beiden Proteine sehr in ihren
Grolken (5,8kDa fir VirB7 und 32,4kDa fur HP532) unterscheiden und auch ihre
Sequenzen sich nur zu ca. 20% im Bereich des Signalpeptids entsprechen.
Lipoproteine zeichnen sich haufig durch eine Lokalisation in der auf3eren Membran
aus, wobei Teile des Proteins in den periplasmatischen Raum reichen, und einen
Kontakt zur meso-Diaminopimelinsdure des Mureinsacculus herstellen (Schlegel
1992). In A. tumefaciens interagiert VirB7 mit den Proteinen VirB9, VirB2, VirB6,
VirB10 und mit sich selbst (Das et al.; 1997; Beaupré et al.; 1997; Das et al.; 2000;
Ward et al.; 2002; Krall et al.; 2002; Jakubowski et al.; 2003). Der VirB7-VirB9
Komplex soll dabei die Hauptkomponente des Apparates im periplasmatischen
Raum bilden und zur Stabilisierung von anderen VirB-Proteinen beitragen. VirB7-
Monomere und -Homodimere, die Uber Disulfidbriicken verbunden sind, werden mit
einer stabilisierenden Funktion fir den Pilus, der aus VirB2-Proteinen aufgebaut ist,
in Verbindung gebracht. Die mikroskopischen Ergebnisse legen nahe, dass HP532
Oberflachenexponiert und mit der Pilusstruktur assoziiert ist. Da keine Auslaufer mit
dem Antikérper markiert wurden und es zu einer Anhaufung von Goldpartikeln bei
der Doppel-Markierung an der Basis eines Filaments kam, kann der Schluss
gezogen werden, dass HP532 die Pilusbasis in der aulleren Membran bildet. Seine
Integration in die auRere Membran wird dabei wahrscheinlich vom Protein HP539
unterstitzt, wie es aus den proteolytischen Experimenten hervorgeht (siehe Abb.
[1.13).

1.5 Stukturelle und funktionelle Besonderheiten von
HP527

Im Gegensatz zu HP532 scheint das Protein HP527 nicht nur an der Basis mit der
Pilusstruktur in Verbindung zu stehen. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen
HP527 sowohl auf der bakteriellen Oberflache als auch entlang der nadelférmigen
Pilusstruktur. Dieses Ergebnis widerspricht den bisherigen Erkenntnissen Uber das
homologe Protein VirB10, welches in A. tumefaciens eine membrandurchspannende
Domane besitzt und als inneres Membranprotein vorhergesagt wird. Es reagiert mit
den Proteinen VirB7, VirB8, VirB9 und mit sich selbst und bildet eine mdgliche
Bricke zwischen Komplexen an der inneren und auf’eren Membran (Das et al.;
1997; Beaupré et al.; 1997; Das et al.; 2000; Ward et al.; 2002; Krall et al.; 2002;
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Jakubowski et al.; 2003). Betrachtet man die Sequenz, so sieht man, dass HP527
zwei putative Transmembrandomanen besitzt. Die erste Transmembrandomane soll
am N-Terminus (AS 342-362) und die andere nahe dem C-Terminus (AS1798-1818)
liegen (Tomb et al., 1997; Liu et al., 1999). Das entsprechende Gen hp527 kann in
funf Regionen eingeteilt werden (siehe Abb. IV.2). Es gibt einen FCR-Teil (5'-
konservierte Region) und einen TCR-Teil (3'-konservierte Region). Der C-Terminus
(VHR) besteht aus einer Sequenz mit einer Identitat von 29% zu VirB10 von A.
tumefaciens. Die beiden weiteren Regionen sind Repeat-Region | (5'-Repeat-Region
oder FRR) und II (mittlere Repeat-Region oder MRR). Die anschlieliende 5°-Repeat-
Region besteht aus einer wiederholten Abfolge von 130 AS und der einmaligen
Abfolge von 57 AS. Repeat Il ist aus 74 Segmenten aufgebaut, die aus sechs
verschiedenen Konsensus-Sequenzen (5-15AS) bestehen. Innerhalb der 74
Segmente treten 58 Cystein-Reste auf, die wahrscheinlich zur Bildung eines
geordneten Netzwerkes durch die Verknlpfung von intra- oder intermolekularen
Disulfidbricken beitragen (Liu et al., 1999; Aras et al., 2003).

Repeat | Repeat li HP527
™ ™ Protein
1-325 326-511 | 512-1442 | 1443-1554 1555-1928 AS
L I
1-976 977-1533 1534-4326 4327-4664 4665-5784 NT
hp527
Gen
FRR FCR MRR TCR VHR
5-Repeat- 5°-konservierte Mittlere Repeat- 3’-konservierte VirB10-homologe
Region Region Region Region Region

Abb. IV.2: Stuktur von HP527. HP527 lasst sich in finf Domanen einteilen. AS,
Aminosaure; TM, Transmembran-Domane (weitere Erlauterungen siehe Text).

Die Repeat-Region Il weist in manchen Bereichen eine Identitdt von 29% zum
Axonema-assoziierten Protein Mst101(2) von Drosophila hydei auf (Neesen et al.,
1994b). Von diesem Spermienschwanz-spezifischen, Axonema-assoziierten Protein
Mst101(2) ist bereits bekannt, dass es Netzwerke aus Cystein-enthaltenden 16-
Aminosauren-Motiven aufbaut. Die Verknlpfung von a-helikalen Proteinstaben der
extrem verlangerten Spermatozoen soll zur Stabilitdt der Spermatozoen-Hulle
beitragen (Neesen et al., 1994). Da die Homologie von HP527 zu VirB10 nur einen
kleinen Teil des Proteins betrifft, die Grolen der beiden Proteine wesentlich
voneinander abweichen, in der Sequenz zwei Transmembrandomanen fir HP527
vorhergesagt sind und auRerdem unterschiedliche Vorstufen des Proteins vermutet
werden |asst jedoch den Schluss zu, dass die zusatzlichen Domanen von HP527 zu
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einer anderen Faltungsweise und somit anderen Lokalisation mit weiteren
Funktionen im Typ IV-Sekretionssystem fihren kénnte. Durch eine Rekombination
zwischen den Wiederholungssequenzen von Repeat-Region |l (MRR) ist es mdglich
unterschiedlich grof3e Deletionen in diesem Bereich auszubilden. Auf diese Weise
erklart sich die Beobachtung variabler Gréflen von HP527-Proteinen in
verschiedenen H. pylori-Zellpopulationen, die aus unterschiedlichen Wirten isoliert
worden sind. Durch die Maglichkeit von H. pylori, variable HP527-Proteine zu
prasentieren (Antigenvariation), wird die Immunantwort des Wirts beeinflusst (Aras et
al., 2003). Der Wirt ist nicht mehr in der Lage, ausreichend geeignete Antikérper
gegen die jeweiligen HP527-Proteinformen herzustellen. Es ist deshalb
wahrscheinlich, dass HP527 den cag PAI-Typ IV-Pilus ummantelt, um ihn vor einer
Antikérperantwort des Wirts wahrend einer Infektion zu schitzen.

In Abb. IV.3 sind die bisherigen Ergebnisse fur HP527 und HP532 schematisch als
Modell zusammengefasst. Fir das Protein HP527 ist eine Verankerung in der
zytoplasmatischen Membran durch zwei putative membrandurchspannende
Domanen vorausgesagt. Aufgrund seiner GroRe und seiner Faltung ist es
wahrscheinlich, dass HP527 zur Durchquerung der Peptidoglykanschicht, die Hilfe
der putativen lytischen Transglykosylase HP523 bendtigt, da das Protein HP527 in
der Ahp523-Mutante das Peptidoglykan nicht passieren kann und nur teilweise vor
dem proteolytischen Abbau durch Trypsin geschutzt ist. Nachdem HP527 das
Peptidoglykan durchquert hat, wird es durch eine bisher unbekannte Protease
prozessiert oder aber durch ein Chaperon bei der Neufaltung unterstitzt.
AnschlieRend inseriert die neue Form von HP527 so in die aufere Membran, dass
es zu einer Reaktion mit dem Antikorper auf der bakteriellen Oberflache kommen
kann. Vermutlich werden Teile von HPS527, wahrend der Ausstulpung der
nadelférmigen Pilus-Struktur mittransportiert und als eine Art Schutzmantel um den
Pilus herum angelagert. Das Protein HP532, das sich an der Basis des
herausragenden Pilus befindet, kdnnte moglicherweise als Austrittsort (Sekretin) fur
den Pilus und/oder fur das Protein HP527 dienen.
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nadelférmige Pilusstruktur

Ahp523 wWT

Abb. IV.3: Modell der unterschiedlichen Strukturen und Sekretion von HP527. OM,
aullere Membran; PP, Periplasma; IM, innere Membran; P/C Protease, Chaperon (weitere
Erlauterungen siehe Text).

Die HP527-Mutante zeigt keine CagA-Translokation, keine IL8-Induktion und auch
keine nadelformigen Pilusstrukturen (Daten nicht gezeigt). Dies macht deutlich, dass
HP527 eine Rolle in beiden biologischen Prozessen spielt. Die zentrale Nadel konnte
als Kanal oder eine Art Schiene fur den Transport von CagA dienen, wie es fur die
Proteine Hrp und Avr des Typ lll Hrp-Pilus von Erwinia amylovora und Pseudomonas
syringae (Jin et al., 2001) postuliert wurde. Zusatzlich konnte das auf der Oberflache
exponierte HP527-Protein an einen zellularen Rezeptor binden und somit die IL8-
Ausschuttung induzieren (Rezeptortheorie).

Tanaka et al., (2003) berichten ebenfalls von H. pylori Filamentenstrukturen auf der
bakteriellen Oberflache, die eine Verbindung zum Typ IV-Sekretionsapparat zeigen.
In Immunogold elektronenmikroskopischen Aufnahmen fanden sie eine Assoziation
zwischen Filamentstrukturen und den Proteinen HP532 oder HP528.
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1.6 Topologische Analyse von HP530 als VirB8-
Homolog

Durch den Vergleich charakteristischer konservierter Motivsequenzen von VirB8-
Homologen (siehe Abb [I1.15) wurde HP530 in dieser Arbeit als putatives VirB8-
Homolog von H. pylori ermittelt. Zur Bestatigung der vom TMPred- und TMHMM-
Programm vorhergesagten Topologie mit einer putativen Transmembrandomane,
wurde eine Methode der Transposonmutagenese durchgefuhrt, die zur potentiellen
Genfusion mit phoA, blaM und lacZ fuhrte (siehe Abb. 111.17). Insertionen von
TnMax9 (BlaM), die in den HP530-Aminosaurepositionen 67, 80 und 164 festgestellt
wurden, befanden sich alle in der putativen periplasmatischen Domane des Proteins.
Diese Daten bestatigten sich durch die Insertionen von TnMax6 (PhoA), da einige
unabhangige aktive Fusionen identifiziert werden konnten. Obwohl es Insertionen
von TnMax6 und TnMax9 nach der Aminosaureposition 146 gab, konnten hier keine
aktiven Fusionen gefunden werden. Da die Aktivitaten (siehe Abb. Il1.17) der PhoA-
Fusionsproteine kurz nach der putativen Transmembrandomane sehr hoch sind,
aber im Verlauf zum C-Terminus stetig niedriger werden, kann vermutet werden,
dass eine Fusion mit PhoA und eventuell auch mit BlaM instabiler wird, je weiter sie
sich C-terminal im Protein befindet.

Die Mutagenese von HP530 mit TnMax14 (LacZ) unterstutzt die
Topologievorhersage fur HP530, indem die erhaltenen Aktivitaten komplementar zu
den PhoA- und BlaM-Werten sind. LacZ-Fusionen, die sich im vorhergesagten
putativen periplasmatischen Raum befanden, zeigen relativ niedrige Aktivitaten im
Vergleich zu hdheren Werten von im Zytoplasma gelegenen Fusionen (siehe Abb.
[11.17). Es konnte also gezeigt werden, dass das cag PAI-Protein HP530 die gleiche
Membrantopologie wie VirB8 von A. tumefaciens besitzt und einige charakteristische
Sequenzmotive mit VirB8 gemein hat. Deshalb wird fur HP530 eine analoge VirB8-
Funktion im Typ IV-Sekretionsapparat postuliert. Vom A. tumefaciens-Protein-VirB8
ist bekannt, dass es eine Komponente des VirB9-10-Proteinkomplexes ist, der sich
uber den periplasmatischen Raum erstreckt (Das und Xie, 2000) und vielleicht als
eine Art ,Startprotein“ (Nukleator) fur den Aufbau des Typ IV-Sekretionsapparates
fungiert (Kumar et al., 2000).
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1.7 Funktionelle Bedeutung von Punktmutationen im
hp525-Gen

Typ IV-Sekretionssysteme haben die Aufgabe Substanzen vom Zytoplasma Uber die
beiden Membranen hindurch ins extrazellulare Medium oder durch die
Wirtszellmembran zu schleusen. Diese Systeme, die sich aus vielen einzelnen
Proteinen zu einem Transportapparat zusammensetzen, bendtigen Energie nicht nur
fur den Translokations-Schritt, sondern auch fur die Bildung des Apparats. Das
Protein HP525 ist homolog zur VirB11-ATPase von A. tumefaciens und mit der
inneren Membran assoziiert. HP525 bildet ein Homohexamer aus, wobei jedes
Monomer aus zwei Domanen besteht, die von der N- und C-terminalen Halfte des
Proteins gebildet wird. An dem BerUhrungspunkt der beiden Domanen wird ADP
gebunden. In der hexameren Form bilden die N- und C-terminalen Domanen zwei
Ringe aus, die zusammen einen Hohlraum bilden, der auf einer Seite offen
(Ringstruktur gebildet aus N-terminaler Domane) und auf der anderen Seite
(Ringstruktur  gebildet aus  C-terminaler Domane)  geschlossen st
(Rontgenkristallstruktur siehe Abb. IV.4).

Abb. IV.4: 3D-Struktur des HP525-Hexamers. (nach Yeo et al., 2000)

Der Hohlraum ist mit ca. 60000A® groR genug um ein groRes Protein (ca. 50kDa)
oder zumindest eine Proteindomane unterzubringen. Die Struktur eines HP525-ADP-
gebundenen Hexamers besitzt einen duReren Durchmesser von 100A und einen
internen Durchmesser von 50A. Die Kanaléffnung ist mir ca. 10A sehr schmal.
Basierend auf dieser Kiristallstruktur wird postuliert, dass die VirB11-Familie der
ATPasen als hexamere Poren fungieren, deren Offnung und SchlieRung durch das
Binden und Freisetzen von ATP/ADP reguliert wird. Wahrscheinlich ist der
hauptsachlich hydrophobe Ring, der von der N-terminalen Domane gebildet wird mit
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der zytoplasmatischen Membran assoziiert. Kurzlich bestatigten Savvides et al,,
(2003) die vorhergesagte dynamische Struktur dieser ATPasen durch Studien die
zeigten, dass die Bindung von Nukleotiden zu einer Umwandlung der hexameren
Struktur in eine symmetrischere und kompaktere Struktur flhrt. In Abwesenheit von
Nukleotiden zeigen die N-terminalen Domanen eine Kollektion von ,rigid-body*
Konformationen. Es wird postuliert, dass VirB11-Proteine die mechanische
Hebelkraft, die durch solche Nukleotid-abhangigen Konformationsanderungen
entsteht, benutzen um den Export von Substraten oder den Aufbau des Typ IV-
Sekretionsapparates zu erleichtern.

HP525 ist fur die CagA-Translokation essentiell (siehe Abb. 111.3). Durch
Komplementationen der H. pylori-Mutante 26695 Ahp525 mit den Plasmiden pRB34,
35, 38, 39, 40, 41, 42 und 43 wurden H. pylori-Stamme erzeugt, in deren HP525-
Protein durch entsprechende Punktmutationen, ausgewahlte Aminosauren
ausgetauscht waren. Keines dieser mutierten HP525-Molekule war jedoch imstande
CagA zu translozieren (siehe Abb. 111.28). Nur im Kontrollstamm RBP19, eine mit
dem  hp525-Wildtypgen komplementierte ~ Ahp525-Mutante, konnte im
Phosphotyrosin-Blot eine CagA(P-Tyr)-Bande detektiert werden. Das mutierte
HP525-Protein mit dem Aminosaureaustausch R18A, das nicht mehr zur
Unterstitzung der CagA-Translokation fahig war, zeigte eine instabile Ausbildung der
Hexamerstruktur bei einer gesteigerten ATPase-Aktivitat (Savvides et al., 2003).
Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass nicht nur die volle ATPase-Aktivitat, sondern
auch die Ausbildung der Ringstruktur fur die volle Funktion der VirB11-homologen
ATPase HP525 notwendig ist.
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In Abb IV.5 wurden die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse als Modell fiir eine
Cag Typ IV-Sekretionsmaschine zusammengefasst. Die Positionen der einzelnen
Proteine beruhen auf den Ergebnissen aus den Lokalisationsstudien.

Unbekanntes Protein
als pilusartiger Fortsatz
(evtl. HP546)

~
N
7’

CagA
protein

A

!
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
|
|
|
|

L NON NN RONORCN

VirB1 VirB4 VirB6 VirB7 VirB8 VirB9 VirB10 VirB11 VirD4

(putative) Homologie

Abb. IV.5: Modell des Cag Typ IV-Sekretionssystems. Der Cag Typ IV-Sekretionsapparat
setzt sich aus 14 verschiedenen Proteinen zusammen, wobei drei weitere Proteine (HP524,
HP526 und HP4540) fur die Translokation von CagA notwendig sind. Die meisten
Apparatsproteine sind mit einer der beiden Membranen assoziiert oder bilden mit den
Membran-assoziierten Komponenten Komplexe aus. Durch Immunfluoreszenzstudien wird
eine Lokalisation in der auleren Membran von HP546 vermutet. Stabilisierende Effekte
zwischen HP527 und HP539 sowie zwischen HP532 und HP537 weisen auf Protein-Protein
Interaktionen hin. Durch Sequenzvergleiche, Topologievorhersagen und PhoA/BlaM-
Mutagenese Resultaten kann HP530 als VirB8 Homologes bestimmt werden.
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V Zusammenfassung

Helicobacter pylori (H. pylori) Typ |I-Stdmme zeichnen sich durch das Vorhandensein
der cag Pathogenitatsinsel (cag PAI) aus und sind mit der Ausbildung schwerer
Entzindungsreaktionen im Magengewebe assoziiert. Da Homologien zwischen cag
PAI-Genen und Genen, die fir Typ IV Sekretionssysteme kodieren, gefunden
wurden, wird vermutet, dass H. pylori ebenfalls einen Typ IV-Sekretionsapparat
aufbaut, mit dessen Hilfe er das immunodominante Effektorprotein CagA in die
Zielzelle transloziert. In der vorliegenden Arbeit wurde den Fragen nachgegangen,
wie das cag Typ IV-Sekretionssystem aufgebaut ist, welche Funktionen dabei von
den einzelnen cag PAI-Genen bzw. Genprodukten Ubernommen werden, sowie
welche weiteren Effektoren damit transloziert werden.

Durch die systematische Mutagenese aller cag PAI-Gene konnten die Funktionen
der einzelnen Gene in den cag PAl-abhangigen Prozessen der Induktion der
Interleukin(lL)8-Sekretion aus AGS-Zellen sowie der CagA-Translokation aufgeklart
werden. Es wurden cag PAI-Proteine identifiziert, die essentiell bzw. nicht-essentiell
fur beide Prozesse waren, au’erdem wurden Genprodukte gefunden, die nur fur die
CagA-Translokation bendétigt werden. Es konnten jedoch keine nur fur die IL8-
Induktion verantwortlichen Gene identifiziert werden. Diese Resultate unterstitzen
die Rezeptortheorie, die davon ausgeht, dass es kein cag PAl-kodiertes IL8-
induzierendes Effektorprotein gibt, sondern ein Teil des Typ IV-Sekretionsapparates
mit einem noch unbekanntem eukaryontischen Rezeptor in Verbindung tritt. Diese
Interaktion fuhrt somit zu einer Auslésung von Signaltransduktionskaskaden, die
schliel3lich zur Freisetzung von Entziindungsmediatioren wie IL8 flhrt.

Nach der Herstellung von Antikorpern gegen verschiedene cag PAI-Proteine wurden
Studien zur Lokalisation und Stabilitdt entsprechender Proteine gemacht. Durch
Zellfragmentierung, Protease-Behandlung und Mikroskopiestudien wurde gezeigt,
dass die Proteine HP527 und HP532 oberflachenexponierte Epitope besitzen und
Komponenten einer erstmals entdeckten nadelférmigen Pilusstruktur sind. Mit Hilfe
verschiedener mikroskopischer Techniken wurde gezeigt, dass HP527 den Typ IV-
Pilus umhdallt. AuRerdem konnten funktionelle Wechselwirkungen zwischen den
Proteinen HP527, HP532 und HP539, sowie Abhangigkeiten zwischen den Proteinen
HP527 und HP523 und HP532 und HP539 gezeigt werden.

Durch Sequenzvergleiche konnten konservierte VirB8-Motive innerhalb des cag PAI-
kodierten Apparatsproteins HP530 gefunden werden. Mittels Transposon-
mutagenese mit TnMax6, 9, und 14 wurde gezeigt, dass HP530 in E. coli eine flur
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VirB8 und funktionell homologen Proteine typische Topologie aufweist, fur die eine
Transmembrandomane charakteristisch ist. Diese Ergebnisse unterstitzen die
Annahme einer Analogie zwischen Hp530 und den VirB8-Homologen.

Die H. pylori 26695 A525-Mutante konnte mit hp525-Derivaten, die unterschiedliche
Punktmutationen aufwiesen, komplementiert werden. Aus in vivo Studien mit den
verschiedenen Komplementationsmutanten ging hervor, welche AS fir die
biologische Funktion der ATPase HP525 essentiell sind.
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