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Zusammenfassung

Fur das Bakterium H. pylori ist eine hohe genetische Variabilitat beschrieben. Diese Variabilitét
kommt durch die natirliche Transformationskompetenz, der Fahigkeit freie DNA aus der
Umgebung aufzunehmen, und einer hohen Rekombinationsrate zustande. Die genetische
Vielfalt zeigt sich dadurch, dass das Bakterium sein Genom im Laufe einer Infektion verandert
und an den Wirt anpasst, sodass jeder Mensch seinen eigenen H. pylori-Stamm besitzt
(Suerbaum und Josenhans, 2007). Anderungen des Genoms bewirken z.B. Veranderungen
der Oberflachenproteine oder die Aufnahme und Verbreitung von Virulenzfaktoren und
Antibiotikaresistenzen (Dorer et al., 2009). H. pylori besitzt zur DNA-Aufnahme das Typ-IV-
Sekretionssystem ComB und unterscheidet sich mit seinem Transformationsmechanismus
von anderen Bakterien (Hofreuter et al., 2001). Weitere Gene und deren Proteine, die fir den
Transformationsmechanismus eine Rolle spielen, wurden bereits identifiziert, der vollstandige
Mechanismus der nattrlichen Transformation ist jedoch noch nicht verstanden (Stingl et al.,
2010). Das Ziel dieser Arbeit war, neue Erkenntnisse Uber den Ablauf der natirlichen

Transformation von H. pylori zu erwerben.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde das Kandidatengen hppl2_1451/hp1473, welches zu den
konservierten Genen von H. pylori gehért, und sein Protein HPP12_1451/ComFC auf seine
Beteiligung an der natirlichen Transformation untersucht. HPP12_1451 zeigte sich fur den
Erhalt der naturlichen Transformationskompetenz als essentiell. Zusatzlich war auch der
Gentransfer tber Konjugation und Elektroporation in die Deletionsmutante nicht mdglich.
Gegen eine ausschliel3liche Beteiligung von HPP12_1451 an der homologen Rekombination
spricht, dass auch die Aufnahme von Shuttle-Plasmiden, die nicht ins Chromosom integrieren,
nicht mehr mdoglich war. Weitere Ergebnisse dieser Arbeit, auch verglichen mit den
Ergebnissen von Damke et al. (2022), sprechen fur das Vorhandensein des Proteins im
Cytoplasma und einer Assoziation mit der inneren Membran. Daraus kann die Vermutung

aufgestellt werden, dass HPP12_1451 die aufgenommene DNA vor dem Abbau schiitzt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das Kandidatengen hp0506 und sein Protein auf seine
Beteiligung am Transformationsmechanismus untersucht. HP0506, auch genannt HdpA oder
Csd3, besitzt eine Endopeptidase-Aktivitat, die zur lokalen Peptidoglykan-Hydrolyse fihrt und
somit am Transport von DNA-Fragmenten eine Rolle spielen kénnte (Bonis et al., 2010).

HPO0506 zeigte sich in den Versuchen dieser Arbeit als nicht essentiell fir die Transformation.
Bei der Transformation eines kleineren Fragmentes in die Deletionsmutante war die Abnahme
der Effizienz gegeniber dem Wildtyp nur gering ausgepragt, wahrend die Reduktion der

Effizienz bei der Transformation eines gréReren Fragmentes hoher war. Dies kann als ein
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Hinweis auf eine Beteiligung von HP0506 am Transformationsmechanismus, insbesondere
bei der Aufnahme von groBeren DNA-Fragmenten, gesehen werden. Dieser Effekt kann
jedoch auch durch das langsamere Wachstum und die Formveranderung der
Deletionsmutante erklart werden (Bonis et al.,, 2010), sodass weitere Experimente und
Untersuchungen  bendtigt werden, um die Beteiligung von HP0506 am

Transformationsmechanismus nachzuweisen.

Um weitere Gene von H. pylori zu identifizieren, die am Mechanismus der natirlichen
Transformation beteiligt sind, sollte eine in vivo-Mutantenbank erstellt werden, in der jedes
Gen mit dem jeweiligen Defekt abgebildet wird. Der Versuch, das EZ-Tn5-Mutagenesesystem
fur die in vivo-Mutagenese zu etablieren, war nicht erfolgreich. Ein Erklarungsansatz hierfur
sind die verschiedenen Restriktions-Modifikations-Systeme von H. pylori, die die Aufnahme
von DNA beeinflussen kénnen.

Um die transformationsdefizienten Mutanten zu identifizieren, sollte das Screeningverfahren
von C.jejuni (Wiesner et al.,, 2003) an H. pylori angepasst werden. Eine geeignete
Antibiotikaresistenzkassette, die notwendige DNA-Menge und die passende Inkubationsdauer
der Bakterien wurden fir H. pylori gefunden, wobei keine ausreichende Effizienz des Systems
erreicht werden konnte. Somit kann das Screeningverfahren zwar zur Vorselektion von
transformationsdefizienten Mutanten verwendet werden, jedoch missen solche Mutanten in

nachfolgenden Schritten durch einzelne Transformationsexperimente bestatigt werden.

Die verschiedenen einzelnen Ergebnisse dieser Arbeit liefern so einen Beitrag zu einem

besseren Verstandnis tber den Transformationsmechanismus von H. pylori.



1 Einleitung

1.1 Das Bakterium Helicobacter pylori

1.1.1 Entdeckung

Im Jahr 1984 vero6ffentlichten B.J. Marshall und J.R. Warren die Entdeckung des Bakteriums
Campylobacter pyloridis im menschlichen Magen (Marshall und Warren, 1984). 1989 wurde
es als neue Spezies in Helicobacter pylori umbenannt (Goodwin et al., 1989). Bereits zuvor
wurde mehrfach von spiralfdrmigen Bakterien in Biopsien im Zusammenhang mit
gastroduodenalen Ulzera berichtet. Jedoch wurde angenommen, dass der Magen aufgrund
seiner Aziditdt kein Lebensraum fiur Bakterien sein kann und die Funde wurden fir
Verunreinigungen gehalten. Marshall und Warren gelang erstmalig die Kultur des Bakteriums
aus Biopsien von Patienten mit chronischer Gastritis. Im Selbstversuch wurden die
.Koch’'schen Postulate” erflillt, indem Marshall eine hohe Anzahl an Helicobacter pylori-
Bakterien oral zu sich nahm. Als Folge entwickelte er eine aktive Gastritis und konnte diese
durch die Einnahme eines Antibiotikums therapieren (Marshall et al., 1985). Aufgrund der
Bedeutung fir die Entstehung von Gastritis, gastroduodenalen Ulzera und Magenkarzinomen,
beschrieben durch das National Institute of Health, wurde Helicobacter pylori von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) als Klasse | Karzinogen eingestuft (NIH, 1994).
Letztendlich wurden Warren und Marshall im Jahr 2005 fiir ihre Forschungen mit dem

Nobelpreis fur Medizin geehrt.

1.1.2 Physiologie und Pathogenitatsfaktoren

Helicobacter pylori ist ein gramnegatives, mikroaerophiles, stabchenférmiges Bakterium,
welches im menschlichen Magen lebt und zur Familie der Helicobacteraceae, Ordnung der
Campylobacterales und Klasse der ¢-Proteobakterien gehort.

Das Bakterium H. pylori ist 2,5 — 4,0 um lang, 0,5 — 1 um breit und spiralférmig gebogen. Bei
zu langer Kultivierung oder dem Einfluss unginstiger Umweltbedingungen, wie
N&hrstoffmangel, Austrocknung und Kontakt mit antimikrobiellen Wirkstoffen, kann H. pylori
eine kokkoide Form annehmen. Hier wird die Stoffwechselaktivitat des Bakteriums zwar
aufrechterhalten, jedoch ist es nicht mehr kultivierbar (Goodwin und Armstrong, 1990; Quaglia
und Dambrosio, 2018).

Die optimalen Wachstumsbedingungen fur den mikroaerophilen und kapnophilen Organismus
liegen bei einem Sauerstoffgehalt zwischen 2 und 5 %, einem Kohlenstoffdioxidgehalt
zwischen 5 und 10 % und einer Temperatur von 37 °C. Der pH-Wert sollte zwischen 4,5 und
7,3 liegen, wobei das Optimum fur das Wachstum 5,5 betragt (Kusters et al., 2006; Quaglia

und Dambrosio, 2018). Nachdem H. pylori selbst nicht saurefest ist, hat sich das Bakterium
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mit verschiedenen Mechanismen an die saure Umgebung im menschlichen Magen angepasst.
Die Motilitat des Bakteriums wird durch seine Spiralform und 2 bis 6 unipolare Flagellen,
bestehend aus Flagellinen FlaA und FlaB, ermdglicht. Hierdurch ist H. pylori in der Lage, in die
Mukusschicht, die dem Magenepithel aufliegt und vor der Magensaure schitzt, einzudringen.
Die Motilitat von H. pylori ist ein essentieller Faktor fur die Kolonisierung (Eaton et al., 1996).
Die Orientierung erfolgt chemotaktisch tber den pH-Gradient (Schreiber et al., 2004).

Des Weiteren besitzt H. pylori das Enzym Urease, das Harnstoff aus dem Magensaft in
Kohlenstoffdioxid und Ammoniak umsetzt, und so die Saure in der der Umgebung des
Bakteriums neutralisiert (CH4N20 + H20O - CO; + 2 NHs3). Der Harnstofftransport in die Zelle
wird dabei Uber einen Protonen-abhéngigen Kanal reguliert (Dunn und Phadnis, 1998). Die
Urease wurde ebenso als essentiell fiir die Kolonisierung (Eaton et al., 1991; Kavermann et
al., 2003) beschrieben.

Weitere Enzyme von H. pylori sind die Superoxiddismutase (SOD) und die Katalase, die der
Neutralisation von reaktiven Sauerstoffmetaboliten, freigesetzt durch neutrophile
Granulozyten und das mononukledre Phagozytensystem, dienen (Goodwin und Armstrong,
1990).

Verschiedene Oberflachenproteine von H. pylori (OMPs - outer membrane proteins)
ermoglichen die Adhasion an die Epithelzellen des Magens. Zu den wichtigsten Adhasinen
gehodren AlpA, AlpB, BabA, SabA, HopZ und HopQ (Odenbreit et al., 2009).

Ein Teil der H.pylori-Stamme besitzt in seinem Genom eine sogenannte cag-
Pathogenitatsinsel (cag-PAl) mit einer Gré3e von ca. 37 kBp. Dieser Abschnitt codiert unter
anderem ein Typ-1V-Sekretionssystem (T4SS) und das Cytotoxin-assoziierte Gen A (CagA).
Durch das Sekretionssystem wird das Protein CagA in die Wirtszelle transloziert und dort
aufgrund seiner EPIYA-Motive, welche in Art und Anzahl variieren kénnen, phosphoryliert
(Odenbreit et al., 2000; Fischer, 2011). Es sind insgesamt Uber 25 verschiedene Wege
bekannt, wie die unterschiedlichen Formen des CagA in den Stoffwechsel der Wirtszelle
eingreifen konnen. Dies fuhrt in der Wirtszelle unter anderem zu einer proinflammatorischen
Antwort, Stimulierung der Zellproliferation, Anderung der Zellverbindungen, Zellpolaritat,
Veranderungen des Zellzyklus und einer sowohl anti-apoptotischen als auch proapoptotischen
Wirkung (Backert und Blaser, 2016). H. pylori-Stamme, die die cag-PAl enthalten, werden als
sogenannte Typ-I-Stdmme bezeichnet und sind starker mit H. pylori-bedingten
Gastroduodenalkrankheiten assoziiert, als Stamme ohne cag-PAI (Typ-1I-Stamme) (Covacci
et al.,, 1997). Weltweit besitzen ca. 60 % der H. pylori-Stamme die cag-PAIl, wobei die
Verteilung geographisch sehr unterschiedlich ausfallt. Eine fast vollstandige Prasenz findet
sich in Ostasien, dagegen fehlt sie in bestimmten afrikanischen Gruppen (Hatakeyama, 2014).
Ein weiterer Pathogenitatsfakor ist das sogenannte VacA (vacuolating cytotoxin). Das

codierende Gen vacA ist in allen H. pylori-Stammen vorhanden, was darauf hindeutet, dass
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es eine wichtige Rolle in der Kolonisierung oder Persistenz spielt. VacA ist in der Lage, an der
Wirtszelle zu binden und anionenselektive Kanale in die Zellmembran zu formen, was zur
Bildung von Vakuolen aus endosomalen Kompartimenten fihrt (Cover et al., 1990). Des
Weiteren bewirkt VacA eine Anderung der Membranpermeabilitat in Mitochondrien, die in
Zusammenhang mit Schaden des Zellzyklus und Apoptose der Wirtszelle gebracht wird. Auch
wird die Produktion von IL-2 inhibiert, wodurch die Lebensfahigkeit und Proliferation von T-
Lymphozyten beeintrachtigt wird. Zuséatzlich werden verschiedene proinflammatorische
Signalwege aktiviert, z.B. durch die Produktion von Zytokinen, wie TNF-a und IL-6 durch
Mastzellen, oder der Cyclooxygenase-2 durch neutrophile Granulozyten (Cover und Blanke,
2005).

1.1.3 Pathogenese von assoziierten Krankheiten

Die akute Infektion durch H. pylori verursacht unspezifische Symptome, die in Form von
Ubelkeit, Erbrechen, Vollegefiihl und Oberbauchbeschwerden auftreten konnen. Im Verlauf
entwickelt sich eine chronisch-aktive Gastritis, die histologisch aus einer Ansammlung von
Plasmazellen, Granulozyten und Lymphozyten besteht und in 80 bis 90 % der Félle keine
Symptome aufweist (Suerbaum und Michetti, 2002). Die weitere Entwicklung der chronischen
Gastritis, die aufgrund der bakteriellen Infektion als B-Gastritis bezeichnet wird, ist einerseits
abhangig vom Sauregehalt im Magen des Patienten, andererseits auch von Umweltfaktoren,
Virulenzfaktoren des Stammes und genetischen Faktoren des Wirtes (Atherton, 2006). Bei
Ubermaliger oder normaler Sauresekretion findet die Kolonisierung insbesondere im
Magenantrum statt, da hier die S&ure-produzierenden Parietalzellen in geringerer Anzahl
ausgepragt sind. Die Folge davon ist eine Antrumgastritis, deren moégliche Komplikation das
Duodenalulkus ist.

Ein geringerer Sauregehalt fuhrt dagegen zu einer Infektion des gesamten Magens, der
sogenannten Pangastritis, die mit einem erhéhten Risiko fur ein Magenulkus, haufig an der
kleinen Kurvatur des Magens, einhergeht (Kusters et al., 2006). Im Gegensatz zum
Duodenalulkus, das meistens mit einer H. pylori-Infektion assoziiert ist, kommen fir das
Magenulkus auch andere Ursachen, wie z.B. die Einnahme von NSAR (nichtsteroidale
Antirheumatika) in Betracht.

Durch die Chronifizierung der Gastritis im Corpus kann es zum Verlust von Parietalzellen
kommen, wodurch die Saureproduktion im Magen weiter abnimmt. Diese Entwicklung wird
atrophische Gastritis genannt. Als Folge steigt das Risiko, dass uber die intestinale Metaplasie
und Dysplasie ein Adenokarzinom des Magens entsteht.

Insgesamt besteht fur H. pylori-infizierte Patienten ein Risiko von 10 bis 20 % fir die
Entwicklung von Ulzera und von 1 bis 2 % flr Magenkarzinome (Kusters et al., 2006). Die

Inzidenz der Magenkarzinome ist somit mit der Pravalenz von H. pylori-Infektionen verknupft,
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wobei auch die verschiedenen Formen der Virulenzfaktoren CagA und VacA eine Rolle
spielen, sodass die ostasiatischen Stdmme eine starkere Pathogenitat besitzen (Suzuki und
Mori, 2016). In den Industrielandern werden 60 bis 80 % der Magenkarzinome mit dem
dauerhaften Vorhandensein von H. pylori in Verbindung gebracht (Kusters et al., 2006).

Eine weitere Komplikation ist das gastrale MALT-Lymphom (mucosa associated lymphoid
tissue), ein Non-Hodgkin-Lymphom. Es ist in ca. 90 % der Falle mit einer H. pylori-Infektion
assoziiert (Eidt et al., 1994). In Abbildung 1.1 sind die verschiedenen Entstehungswege der

Folgekrankheiten von H. pylori dargestellt

Saureproduktion im Duodenalulkus
Magen

MALT-Lymphom
Antrumgastritis

chronische trophisch asymptomatische
H. pylori - gon-a r?p_t_ sche H. pylori - Infektion
QA Infektion angastritis
akute H. pylori - atrophische_ _
Infektion Korpusgastritis

Magenulkus

Intestinale
Metaplasie

Dysplasie

Magenkarzinom

—
Zeit

Abbildung 1.1: Entwicklung von H. pylori -assoziierter Krankheitsverlaufe
Die Abbildung zeigt die Folgekrankheiten im Verlauf der Zeit und Abhangigkeit der
Magenséaureproduktion (modifiziert nach Suerbaum und Michetti (2002)).

1.1.4 Diagnostik und Therapie von Helicobacter pylori-Infektionen

Zur Diagnostik von Helicobacter pylori- Infektionen stehen sowohl invasive Tests, welche im
Voraus eine Osophago-Gastro-Duodenoskopie mit Probenentnahme benétigen, als auch
nicht-invasive Tests zur Verfigung. Als invasive Testungen dienen die kulturelle Anzucht von
H. pylori aus der entnommenen Schleimhaut, der histologische Nachweis, der Urease-
Schnelltest und die PCR als Nachweis von H. pylori-Bakterien. Die nicht-invasiven Tests

bestehen aus dem Harnstoff-Atemtest, dem Stuhl-Antigentest und dem
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IgG-Antikdrpernachweis im Serum (Fischbach et al.,, 2017). Welche Tests durchgefiihrt
werden, ist von der jeweiligen Klinischen Situation abhéngig. Zur nicht-invasiven
Diagnosestellung und zum Nachweis einer erfolgreichen Eradikation eignen sich insbesondere
der Stuhl-Antigentest und der Harnstoff-Atemtest, der auf Kohlendioxid in der Atemluft reagiert.
Die Urease von vorhandenen H. pylori-Bakterien spaltet dabei den Harnstoff in Kohlendioxid
und Ammoniak. Die endoskopische Untersuchung mit invasiven Tests sollte bei Symptomen
mit Alarmsignalen, wie Anamie, gastrointestinale Blutungen und Gewichtsverlust, oder bei
einem Alter Uber 50 erfolgen. Die kulturelle Anzucht ist am aussagekraftigsten und bietet
zusatzlich die Mdglichkeit der Resistenztestung, die spatestens bei Therapieversagen
durchgefuhrt werden sollte (Suerbaum und Michetti, 2002; Fischbach und Malfertheiner,
2018).

In den aktuellen nationalen und internationalen Empfehlungen wird eine H. pylori-Infektion als
Erkrankung des Magens anerkannt und der pathogene Charakter des Bakteriums betont. Die
aktuelle deutsche Leitlinie besagt deshalb, dass jede diagnostizierte H. pylori-Infektion eine
Indikation zur Eradikationstherapie darstellt. Des Weiteren wird empfohlen, dass vor der
Diagnostik die Entscheidung fur eine mogliche Eradikationstherapie erfolgen sollte. Beispiele
zur Indikation einer Eradikationstherapie nach positiver Testung sind dyspeptische
Beschwerden, ein peptischer Ulkus ventrikuli oder duodeni, eine symptomatische Gastritis, die
idiopathische thrombozytopenische Purpura (ITP), das MALT-Lymphom oder bei erh6htem
Risiko flr eine Ulkuskrankheit eine geplante Dauertherapie mit ASS, NSAR oder
Antikoagulation (Fischbach et al., 2022).

Die Effizienz der Eradikationstherapie hat in den letzten Jahren aufgrund der Zunahme an
Antibiotikaresistenzen abgenommen. Fir die Tripeltherapie, bestehend aus  einem
Protonenpumpeninhibitor (PPI) und Clarithromycin mit Metronidazol (italienisches Schema)
oder Amoxicillin (franzdsisches Schema) tiber 7 — 14 Tage, lag die Effizienz unter 80 % (Kim
et al., 2015). Savoldi et al. (2018) beschreiben in ihrem Ubersichtsartikel, dass in Europa eine
Clarithromycinresistenz von 32 % und eine Metronidazolresistenz von 38 % besteht. Des
Weiteren berichten sie von einem Anstieg der Resistenzen in den letzten 20 Jahren. In
Deutschland wurden Resistenzen von 23 % fur Clarithromycin und 34 % fir Metronidazol fur
den Zeitraum 2009-2015 berichtet (Regnath et al., 2017).

Als Folge der abnehmenden Effizienz der Tripeltherapie wurden die Therapieempfehlungen
im Rahmen der Aktualisierung der Leitlinie geandert: Als Erstlinientherapie wird nun eine
Bismut-haltige Quadrupeltherapie, bestehend aus PPI, Bismut-Kalium-Salz, Tetracyclin und

Metronidazol, fur mindestens 10 Tage empfohlen.
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Bei Therapieversagen sollte eine Resistenztestung durchgefiihrt werden. Im Anschluss sollte
dann als Zweitlinientherapie eine testgerechte Standardtripeltherapie (italienisches oder
franzésisches Schema) oder eine Fluorchinolon-Tripeltherapie (PPIl, Amoxicillin und
Levofloxacin oder Moxifloxacin) verwendet werden. Bei weiterem Versagen sollte die Therapie
nach erneuter Resistenztestung durch einen Spezialisten bestimmt werden (Fischbach et al.,
2022).

1.1.5 Epidemiologie

Ungefahr die Halfte der Weltbevolkerung ist mit dem Bakterium Helicobacter pylori infiziert,
wobei sich die Pravalenz in verschiedenen Regionen stark unterscheidet. Insbesondere
weisen Entwicklungsldnder mit bis zu Uber 80 % Infizierten hdhere Raten auf als
Industrienationen mit 20-50 % (Suerbaum und Michetti, 2002; Peleteiro et al., 2014). Als
Ursache werden ein niedriger soziobkonomischer Status, Familiengré3e und Hygienefaktoren
angegeben (Malaty und Graham, 1994).

Die Pravalenz von H. pylori ist in Deutschland mit 35 % verhaltnismafig niedrig (Fischbach et
al., 2022). Der genaue Ubertragungsmechanismus dieses Bakteriums ist noch nicht geklart.
Angenommen wird jedoch eine oral-orale oder fakal-orale Ubertragung von Mensch-zu-
Mensch (Feldman et al., 1998). H. pylori konnte aus Erbrochenem, Speichel und Stuhlproben
kultiviert werden (Parsonnet et al., 1999). Die Infektion erfolgt meist im frihen Kindesalter
innerhalb der Familie, besonders die vertikale Ubertragung von Mutter auf Kind scheint eine
wichtige Rolle zu spielen (Weyermann et al., 2009). Hierfur spricht die starkere genetische
Ubereinstimmung der H. pylori-Stamme zwischen Mutter und Kind als zwischen Geschwistern
oder Vater und Kind (Han et al., 2000). H. pylori wurde auch in Wasser und auf Lebensmitteln
nachgewiesen, eine Infektion Uber diese Wege wird diskutiert (Quaglia und Dambrosio, 2018).
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1.2 Genetische Variabilitat von Helicobacter pylori

1.2.1 Merkmale der genetischen Variabilitat von H. pylori

Fast jeder infizierte Mensch hat seinen eigenen H. pylori-Stamm (Suerbaum und Josenhans,
2007). Somit gehort H. pylori zu den genetisch vielfaltigsten Bakterien. Die Grundlagen der
hohen genetischen Variation sind die naturliche Transformationskompetenz, was die Fahigkeit
zur Aufnahme freier DNA aus der Umgebung bedeutet, eine hohe Rekombinationsaktivitat und
eine hohe Mutationsrate.

Das Genom von H. pylori 26695 wurde 1997 als erster Stamm durch das Institute for Genomic
Research sequenziert. Der Stamm besitzt 1 667 867 Basenpaaren und es wurden 1 590 Gene
vorausgesagt (Tomb et al., 1997).

Die genetische Vielfalt kann in die Mikrodiversitat und die Makrodiversitat unterteilt werden.
Die Mikrodiversitat beschreibt dabei den Unterschied der Sequenzen der einzelnen Gene
zwischen den Stammen. Der Grund hierfur wird der Mutation und der haufigen Rekombination
zwischen den einzelnen Allelen zugeschrieben. Die Makrodiversitat hingegen umfasst die
unterschiedliche Anordnung von Genen und das Vorhandensein von verschiedenen Genen.
Ursachlich sind z.B. Translokationen, Inversionen und wiederum die Rekombination (Jiang et
al., 1996; Suerbaum et al., 1998; Fischer et al., 2001a). Der H. pylori-Stamm J99 besitzt ca.
6 — 7 % stammspezifische Gene im Vergleich zum Stamm 26695. Des Weiteren wurden
Sequenzhomologien zwischen Plasmid und Chromosom beschrieben, was fir einen
genetischen Austausch spricht (Alm et al., 1999).

Nach der Infektion eines Menschen passt sich der H. pylori-Stamm seinem Wirt an und
verandert sich im Laufe der Zeit. Jeder Mensch besitzt somit seinen eigenen Stamm und es
besteht eine genetische Varianz eines Stammes zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Israel et
al., 2001; Suerbaum und Josenhans, 2007).

Zusatzlich kann ein Mensch mit mehreren Stammen gleichzeitig infiziert sein. Durch die
Co-Infektion mit anderen Stdmmen wird der genetische Austausch weiter geférdert und es
werden neue Allele gebildet (Suerbaum et al., 1998). Innerhalb von Familien wurde eine starke
genetische Ahnlichkeit der H. pylori-Stamme aufgefunden, was fiir eine familiare Ubertragung
und die genetische Weiterentwicklung der einzelnen Stamme spricht (Schwarz et al., 2008).
Die genetischen Anderungen des Genoms sind abhangig von der Mutationsrate, der
Rekombinationsrate und der GroRe der DNA-Fragmente, die in das Genom aufgenommen
werden. In der Zusammenschau fuhrt die ungewéhnliche Aufnahme von kurzen DNA-
Fragmenten zusammen mit der hohen Rekombinationsfrequenz zu Mosaikstrukturen und zu
spezifischen Allelen jedes einzelnen Genes und damit zu einzigartigen Stammen der

einzelnen Patienten (Kraft und Suerbaum, 2005).
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Der horizontalen DNA-Transfer ist der Grund fir Erscheinungen, wie beispielsweise die
Anpassung an den Wirt und die Verbreitung von Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen
(Dorer et al., 2009).

1.2.2 Geschichtliche Entwicklung von H. pylori

Moodley et al. (2012) gehen davon aus, dass das Bakterium H. pylori die Menschheit seit ca.
100 000 Jahren begleitet. Durch die stetige Veranderung der Gene von H. pylori und der
daraus resultierenden hohen genetischen Variabilitat konnte auf Vélkerwanderungen der
Menschheit, z.B. die Bewegung aus Afrika vor 58 000 Jahren (Linz et al.,, 2007),
rickgeschlossen werden (Falush et al., 2003; Suerbaum und Josenhans, 2007). Auch in der
Gletschermumie ,Otzi, die vor ca. 5300 Jahren lebte, wurde H. pylori nachgewiesen und
dessen Genom rekonstruiert, welches auf einen asiatischen Bakterienstamm hindeutet
(Maixner et al., 2016). Aktuelle genetische Stammbaume zeigen eine enge Verwandtschaft

der H. pylori-Stdmme aus den gleichen geographischen Regionen (Fischer et al., 2014)

1.2.3 Horizontaler Gentransfer, Rekombination, Reparaturmechanismen und
Restriktions-Modifikations-Systeme

Die horizontale Genlbertragung bei Bakterien kann grundséatzlich Uber die Mechanismen der
natlrlichen Transformation, Konjugation und Transduktion erfolgen. Die beiden Wege,
natlrliche Transformation und Konjugation bei H. pylori, werden in den nachfolgenden
Abschnitten naher erlautert.

Die Transduktion beschreibt die Ubertragung von DNA iiber Bakteriophagen. Inwieweit dies
bei H. pylori eine Rolle spielt, ist eine aktuelle Forschungsfrage. Es sind mehrere Phagen in
H. pylori beschrieben und verschiedene Sequenzen von Prophagen, die im Genom des
Bakteriums H. pylori integriert sind, identifiziert worden (Taylor und Rose, 1988; Fernandez-
Gonzalez und Backert, 2014).

Des Weiteren kann Uber die Elektroporation, ein technisches Verfahren, DNA in eine Zelle
eingebracht werden. Auf dieses Verfahren wird in einem der nachfolgenden Abschnitte (s.

Abschnitt 1.2.3.3) naher eingegangen.

Die verschiedenen Mechanismen des horizontalen Gentransfers sind abhangig von der
Rekombination. Aufgenommene DNA wird durch homologe Rekombination entweder ins
Chromosom inseriert oder als Plasmid-DNA vervielféltigt. Die homologe Rekombination ist
somit an der genetischen Vielfalt eines Stammes beteiligt, stellt jedoch auch eine genetische

Barriere zwischen zwei Spezies dar, da eine ausreichende Homologie der Allele benétigt wird.
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Des Weiteren spielt die Rekombination auch eine wichtige Rolle fir die DNA-Reparatur oder
nach der Replikation von DNA (Fischer et al., 2001a).

Der genaue Ablauf der homologen Rekombination in H. pylori wurde noch nicht vollstandig
nachgewiesen, es wird ein mehrstufiges System angenommen (Ailloud et al., 2022). Die
aufgenommene Einzelstrang-DNA (ssDNA) wird mit RecA (Schmitt et al., 1995) und DprA
(Smeets et al., 2000) beladen. In Folge formt sich ein prasynaptischer Komplex, der entlang
des Doppelstranges nach der Sequenzhomologie sucht und nach Zugriff auf die Zielsequenz
eine Verdrangungsschleife (D-Loop) bildet. Die Seitenarme der Schleife werden Uber
Replikation und dem Austausch der Basenpaare der homologen DNA-Strange (branch
migration), vermittelt durch die Helikase RecG, erweitert. Aufgeldst wird der Verbindungspunkt
(holliday junction) von der Endonuklease RuvC (Dorer et al., 2011; Ailloud et al., 2022)

H. pylori-Mutanten, in welchen recA deletiert wurde, zeigten einen Defekt im
Transformationsmechanismus und der DNA-Reparatur. Chromosomale DNA und
Plasmid-DNA, die ins Genom integriert, konnte nicht transformiert werden, wahrend die
Aufnahme von Shuttle-Plasmiden weiterhin mdglich war (Schmitt et al., 1995).

Uber die chromosomale Integration nach natirlicher Transformation ist eine bimodale
Verteilung der DNA-Langen bekannt. Die durchschnittlichen Langen der importierten DNA-
Abschnitte betragen 28 Basenpaare bzw. 1645 Basenpaare (Bubendorfer et al., 2016).

Fur die erfolgreiche Transformation und Rekombination von Antibiotikaresistenzkassetten wird
angenommen, dass flankierende Bereiche mit einer GroBe von ca. 150 Basenpaaren
ausreichend sind. Fir Antibiotikaresistenzen mit Punktmutation gentigen 5 Basenpaare (Lin
et al., 2009).

Bakterielle DNA-Reparaturmechanismen sind nétig, um DNA-Schaden wie Fehler der
Struktur, Mismatch oder Doppelstrangbriiche z.B. durch @ul3ere Faktoren oder in Folge der
Replikation zu beheben. Fir H. pylori wurden verschiedene Reparaturmechanismen
identifiziert, z.B. das Basen-Exzisions-Reparatur-System (BER) und das Nukleotid-Exzisions-
Reparatur-System (NER). Auffallig ist, dass bekannte Reparatursysteme von E. coli in
H. pylori fehlen, wie beispielsweise das Mismatch-Reparatur-System (MMR mit den Genen
mutH, mutS, mutL) oder das very-short-patch-repair-System (VSR) (Fischer et al., 2001a; Kraft
und Suerbaum, 2005).

Auf die Schadigung seiner DNA reagiert H. pylori des Weiteren mit der Transkription und
Translation von Genen der natirlichen Kompetenz (s. Abschnitt 1.2.3.1), wie das Typ-IV-
Sekretionssystem ComB. Dies fuhrt zu einer Steigerung der Transformationsfrequenz.
Daneben setzt H. pylori ein Lysozym-ahnliches Protein frei, was die DNA-Freisetzung aus
anderen H. pylori-Zellen fordert. Bei der gleichzeitigen Infektion mit verschiedenen Stammen

kann die DNA-Schadigung zu einer Steigerung des genetischen Austausches und einer
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Neuanordnung der Allele fihren. Dies konnte z.B. zu einer Verbreitung von

Antibiotikaresistenzen fuhren (Dorer et al., 2010).

H. pylori besitzt verschiedene Restriktions-Modifikations-Systeme (R-M-Systeme), die in den
unterschiedlichen  Bakterienstimmen  variieren und eine grolRe Vielfalt an
Modifikationsmustern der chromosomalen DNA generieren. R-M-Systeme bestehen aus einer
Restriktionsendonuklease, die spezifische Genomsequenzen erkennt und spaltet, und einer
Methyltransferase, die die eigene DNA methyliert und dadurch vor dem Abbau schitzt. (Ando
etal., 2000; Kong et al., 2000). R-M-Systeme behindern die genomische Integration von neuen
(heterologen) Sequenzen, wahrend der Import von homologer DNA, unabhangig von ihrem
Methylierungsgrad, nicht limitiert wird (Bubendorfer et al., 2016). Jedoch konnte gezeigt
werden, dass nach in vitro-Methylierung die Transformationsraten von verschiedenen
Plasmiden gesteigert werden konnten (Zhao et al., 2018).

Experimentell gab es unterschiedliche Transformationsraten. Plasmid-DNA, die aus dem
gleichen Stamm isoliert wurde, war deutlich besser zu transformieren, als Plasmid-DNA eines
anderen Stammes, sodass die R-M-Systeme als Kontrollmechanismus der natirlichen
Transformation angenommen wurden (Wang et al., 1993).

1.2.3.1 Naturliche Transformation

Die naturliche Kompetenz ist die Fahigkeit, DNA aus der Umgebung aufzunehmen und zu
rekombinieren. Der Begriff der natiirlichen Transformation beschreibt die genetische Anderung
des Bakteriums, die durch die naturliche Kompetenz verursacht wurde. Fur H. pylori wurde die
naturliche Transformation als erstes von Nedenskov-Sorensen et al. (1990) beschrieben.

Die meisten gramnegativen Bakterien benutzen zur Transformation sogenannte Typ-IV-Pili,
haardhnliche Fortsédtze des Bakteriums, die auch an Wirtszellen anheften kénnen. Im
Gegensatz dazu besitzt H. pylori keine Typ IV Pili, sondern das Typ-IV-Sekretionssystem
ComB (Hofreuter et al., 1998; Hofreuter et al., 2001).

Eine Vielzahl an Genen, die am Transformationsmechanismus von H. pylori beteiligt sind,
wurden mittlerweile identifiziert. Der genaue Mechanismus ist jedoch nicht vollstandig geklart
und es werden weitere beteiligte Gene vermutet.

Durch die Aufnahme von fluoreszenzmarkierter DNA wurden die DNA-Bindungsstellen
lokalisiert. Die Aufnahme erfolgt an den Polen des Bakteriums, nachfolgend an seinen Septen.
Dabei sind auch mehrere Bindungsstellen zeitgleich méglich. Die dsDNA wird mit geringer
Spezifitat ins Periplasma aufgenommen (Stingl et al., 2010).

Der Vorgang der natirlichen Transformation findet in einem zweistufigen Prozess statt, wobei
beide Stufen voneinander unabhéangig, auch zeitlich gesehen, sind (s. Abbildung 1.2.) In der

ersten Stufe wird die DNA als Doppelstrang Uber die auRere Membran ins Periplasma
16



transportiert. In der zweiten Stufe gelangt die DNA vom Periplasma ins Cytoplasma und wird
dabei in einen DNA-Einzelstrang (ssDNA) umgewandelt (Stingl et al., 2010).

Cytoplasma

[:] essenziell fur Transformation

D nicht essenziell fur Transformation

. cytoplasmatische Proteine

chromosomale DNA

Abbildung 1.2: Modell der Transformation von H. pylori, modifiziert nach Stingl et al. (2010)

Der Ablauf der natirlichen Transformation von H. pylori findet in einem zweistufigen Prozess statt. Das
Typ-1V-Sekretionssystem ComB (orange dargestellt) ist fir die DNA-Bindung und den Transport der
Doppelstrang-DNA durch die &ul3ere Membran in das Periplasma verantwortlich. ComH dient dabei als
periplasmatischer Rezeptor fur die zu transformierende DNA. Vermittelt durch ComEC wird im zweiten
Schritt die DNA als Einzelstrang in das Cytoplasma transportiert, unabhangig von der DNA-Aufnahme
ins Periplasma. Die Endonuklease NucT spaltet vermutlich den DNA-Strang, der nicht ins Cytoplasma
eintritt. Weitere Proteine, wie DprB, DprA und RecA sind am Transformationsmechanismus und der
homologen Rekombination beteiligt.

Fur die erste Stufe ist dabei das Typ-IV-Sekretionssystem ComB verantwortlich. Das
Typ-1V-Sekretionssystem ComB ist im Genom auf zwei separaten Operonen codiert, comB2
— comB4 und comB6 — comB10. Die Benennung der einzelnen comB-Gene orientierte sich
dabei an den orthologen Genen des virB-Systems des Bakteriums Agrobacterium tumefaciens
(Hofreuter et al., 2001; Karnholz et al., 2006).

Das ComB-System durchspannt das Periplasma und bildet eine Briicke zwischen der &uf3eren
und inneren Membran. Fir die nattrliche Kompetenz waren alle Proteine des ComB-Systems,
abgesehen von ComB7, essentiell. Dabei wurden die einzelnen Deletionsmutanten mit

chromosomaler DNA und Plasmid-DNA, die ins Chromosom integriert wurde, getestet.
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Komplementationsplasmide wurden erfolgreich entweder Uber Elektroporation oder tber
Konjugation mit  Shuttle-Plasmiden in  comB-Deletionsmutanten inseriert.  Die
Aufnahmefahigkeit von DNA durch Elektroporation wurde nicht vollstdndig in allen
Deletionsmutanten getestet. In der Deletionsmutante comB6 war sie z.B. weiterhin erhalten
(Hofreuter et al., 2001; Karnholz et al., 2006).

Das Protein ComB4 wurde als ATPase identifiziert und zeigte sich fir die natirliche
Kompetenz und ebenso fir die Kolonisierung im Tiermodell als essentiell (Hofreuter et al.,
2001; Kavermann et al., 2003). Es wird vermutet, dass ComB4 durch die Hydrolyse von ATP
die Energie fir den DNA-Transport durch die &uRere Membran liefert (Stingl et al., 2010).

Ebenso essentiell fur die Transformation von chromosomaler und Plasmid-DNA erwies sich
das Protein ComH. Die Elektroporation von DNA in die Deletionsmutante war jedoch weiterhin
moglich (Smeets et al., 2000). ComH dient als periplasmatischer Rezeptor fir die zu
transformierende DNA. Das C-terminale Ende von ComH besitzt eine starke Affinitat fiir
dsDNA und ist fur den Import der DNA ins Periplasma notwendig. Das N-terminale Ende
erlaubt die Interaktion von ComH mit der periplasmatischen Doméane des Kanals der inneren
Membran ComEC. Somit ist ComH am Transport der DNA ins Periplasma und Anlieferung der
DNA zu ComEC beteiligt (Damke et al., 2019).

ComEC ist ein Kanalprotein der inneren Bakterienmembran und vermittelt in der zweiten Stufe
der Transformation den Transport der DNA als Einzelstrang vom Periplasma ins Cytoplasma
(Stingl et al., 2010). Fir die Transformation von chromosomaler und Plasmid-DNA, auch von
Shuttle-Plasmiden, ist ComEC essentiell (Yeh et al., 2003). Unterschiedliche Aussagen gibt
es fur die Notwendigkeit von ComEC fiir erfolgreiche Elektroporationen. Laut Yeh et al. (2003)
ist die Elektroporation von DNA in die Deletionsmutante nicht mdglich, Damke et al. (2019)
zeigten das Gegenteil. Des Weiteren wird angenommen, dass ComEC am konjugativen
Transfer beteiligt ist. (Weiss et al., 2019).

Ein weiteres Protein, was am Mechanismus der naturlichen Transformation beteiligt ist, ist
NucT. NucT befindet sich membranassoziiert im Periplasma und spaltet als Endonuklease
DNA mit einer starkeren Praferenz fir einzelstrangige DNA als fur doppelstrangige DNA. Es
wird davon ausgegangen, dass NucT an der Aufbereitung von Purinen beteiligt ist. Das Fehlen
von NucT bewirkt eine 10- bis 100-fache Reduktion der Transformationsfrequenz, sowohl bei
der Transformation von chromosomaler DNA, als auch von Plasmiden, die sich selbst
replizieren (O'Rourke et al., 2004). Da NucT jedoch nicht essentiell fir die natirliche
Transformation ist und das Fehlen lediglich zu einer Abschwéachung fuhrt, wird vermutet, dass
NucT beim Abbau des transformierten DNA-Stranges, der nicht ins Cytoplasma Ubertritt,
beteiligt ist (Celma et al., 2017).
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Nach Erreichen des Cytoplasmas wird die DNA Uber homologe Rekombination ins
Chromosom integriert oder als Shuttle-Plasmid vervielfaltigt. Der Ablauf der homologen
Rekombination wurde bereits im vorherigen Abschnitt 1.2.3 beschrieben. Das Fehlen
verschiedener cytoplasmatischer Proteine der homologen Rekombination, wie RecA und
DprA, beeinflusst auch die Effizienz der natirlichen Transformation.

Deletionsmutanten von recA sind transformationsdefizient bezlglich chromosomaler und
Plasmid-DNA, mit der Ausnahme von Shuttle-Plasmiden, die nicht ins Genom integrieren
(Schmitt et al., 1995).

Das Fehlen von DprA reduziert die Effizienz der Transformation von chromosomaler und
Plasmid-DNA (Ando et al., 1999). DprA fordert das Beladen der ssDNA mit RecA im Prozess
der homologen Rekombination. Des Weiteren schiitzt DprA die DNA vor dem Abbau durch
Exonucleasen und Typ-lI-Restriktionsenzyme und durch Stimulation von Methyltransferasen
(Dwivedi et al., 2013). Auch das cytoplasmatische Protein DprB ist an der Rekombination
beteiligt und sein Fehlen zeigte eine Abnahme der Transformationseffizienz (Zhang und
Blaser, 2012).

Am starksten ist die natlrliche Kompetenz vor Beginn der exponentiellen Wachstumsphase
der Bakterien ausgepréagt (Israel et al., 2000). Die Transformationsfrequenzen von H. pylori
werden in GréRenordnungen von 102 bis 10® angegeben und variieren in Bezug auf die
verschiedenen Bakterienstamme und Resistenzmarker (Wang et al., 1993; Fischer et al.,
2001a; Corbinais et al., 2017). Weiterhin wird die natlirliche Kompetenz durch oxidativen
Stress und pH-Werten groRer als 6,5 gesteigert, weshalb auch verschiedene
Laborbedingungen zu unterschiedlichen Transformationsraten fihren kénnen (Krueger et al.,
2016). Zusatzlich fuhrt die Schadigung der DNA zu gesteigerten Transformationsfrequenzen

(s. Absatz 1.2.3), was wiederum den genetischen Austausch fordert (Dorer et al., 2010).

1.2.3.2 Konjugation

Ein weiterer Mechanismus der DNA-Ubertragung ist die bakterielle Konjugation, bei der der
Austausch von chromosomaler oder Plasmid-DNA tber direkten Zellkontakt von dem Donor
auf den Rezipienten erfolgt.

Fur H. pylori wurde ein konjugationsahnlicher Mechanismus erstmals 1998 (Kuipers et al.)
beschrieben, der in Anwesenheit von DNase | stattfand, um den DNA-Austausch Uber
Transformation auszuschliel3en.

Im Allgemeinen werden mobile genetische Elemente aus dem Chromosom, genannt ICEs
(integrating and conjugative elements), im horizontalen Gentransfer tber ein mehrstufiges
System Ubertragen. Zuerst wird das Element durch eine Rekombinase geschnitten und nimmt

eine zirkulare Form an und wird im Anschluss auf den Rezipienten durch Konjugation
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uberfuhrt. Uber ortsspezifische oder unspezifischne Rekombination wird das ICE ins
Chromosom des Rezipienten integriert (Hoefler et al., 2004; Wozniak und Waldor, 2010).

Es wird angenommen, dass die Typ-1V-Sekretionssysteme Tfs3 und Tfs4 am konjugativen
DNA-Transfer von H. pylori beteiligt sind (Fischer et al., 2020). Die Genominseln tfs3 und tfs4
beinhalten Gene, die die Relaxasen der Konjugation, mogliche oriT (origin of transfer) und die
Xer-Rekombinase kodieren, weshalb sie den ICEs zugeordnet wurden (ICEHptfs3 und
ICEHptfs4). Auch wurde nachgewiesen, dass eine horizontale Ubertragung von ICEHptfs4
mdglich ist. Die Ubertragung ist dabei abhéngig von der der XerT-Rekombinase und der VirD2-
Relaxase (Fischer et al., 2010; Fischer et al., 2014). Des Weiteren werden im Rezipienten das
Transportprotein der inneren Membran ComEC und Proteine der homologen Rekombination,
wie RecA und DprA bendtigt (Weiss et al., 2019).

Die Typ-IV-Sekretionssysteme Tfs3 und Tfs4 werden jedoch nicht fir den konjugativen
Transfer von H. pylori-Plasmiden benétigt (Rohrer et al., 2012; Fischer et al., 2020).
Grundsatzlich findet die Konjugation von Plasmiden von Bakterien ebenso in mehreren Stufen
statt. Die Relaxase bindet an das Plasmid und schneidet es innerhalb des Transferursprungs
oriT. Ein DNA-Einzelstrang wird geldst, linearisiert und in den Rezipienten durch Interaktion
mit dem Proteinkomplex Relaxosom und dem Typ-1V-Kopplungsproteines (T4CP) transferiert
(Virolle et al., 2020).

50 % der H. pylori-Stdmme tragen kryptische Plasmide unterschiedlicher Grol3e, die keine
nachweisbaren phanotypischen Funktionen codieren (Hoefler et al., 2004). Beispiele sind
hierfir pHell (Heuermann und Haas, 1995) oder pHel4 (Hofreuter und Haas, 2002).

Fur H. pylori wurden insgesamt 3 Arten der Plasmidibertragung beschrieben, wobei ein
genauer Ablauf der Konjugation unbekannt ist. Das Typ-IV-Sekretionssystem ComB spielt
sowohl bei der natlrlichen Transformation als auch bei einem konjugativen Transfer in
Anwesenheit von DNase | eine grof3e Rolle. Daneben wurde ein alternativer Weg, ebenso
DNase | resistent, unabhéngig von ComB mit niedrigen Frequenzen des Plasmidtransfers
identifiziert (Rohrer et al., 2012).

1.2.3.3 Elektroporation

Die Elektroporation ist ein technisches Verfahren, DNA in eine Zelle einzubringen. Dabei wird
kurzzeitig ein elektrisches Feld angelegt, wodurch die Zellmembran vorribergehend
permeabel wird und DNA ins Innere der Zelle gelangen kann (Miller et al., 1988). Fur den
Erfolg sind die passende Feldstarke, Dauer und Wellenform des Impulses und die Grolie,
Form und Orientierung der Zelle wichtig.

Der Ablauf der Elektroporation wird in mehreren Stufen beschrieben. Wahrend des Pulses
kommt es zur Elektropermeabilisation und Migration der DNA durch Elektrophorese zur

Zellmembran, wo die DNA mit der destabilisierten Membran interagiert. Nach dem Puls findet
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die Translokation der DNA ins Cytosol und Migration in diesem statt. Die genauen
Mechanismen der Zellmembranpermeabilititsanderung und des Gentransfers sind unklar. Die
in der Theorie beschriebene Porenbildung der Zellmembran wurde nicht beobachtet. Alternativ
wird vermutet, dass die Aufnahme Uber gebildete Vesikel stattfindet (Escoffre et al., 2009).

Fur H. pylori beschreiben Segal und Tompkins (1993) die erfolgreiche Durchfiihrung der
Elektroporation. Ando et al. (2000) zeigten ein ca. 5-fach, bzw. 11-fach héheres Einbringen
von Plasmiden in H. pylori durch Elektroporation gegeniber der Transformation, unter der

Voraussetzung, dass homologe Plasmid-DNA verwendet wurde.

1.2.4 Kandidatengene des DNA-Aufnahmemechanismus von H. pylori

Es ist bekannt, dass H. pylori einen anderen Mechanismus zur DNA-Aufnahme als die meisten
gramnegativen Bakterien besitzt. Auch wenn inzwischen viele beteiligte Gene identifiziert
worden sind, ist der genaue Ablauf unklar. Zwei Gene, zu denen die Vermutung geadul3ert
wurde, dass sie am Transformationsmechanismus beteiligt sein konnten, werden in folgenden

Abschnitten als ,Kandidatengene® naher dargestellt.

1.2.4.1 Kandidatengen hp1473/hppl2_ 1451

Uber das Gen hp1473 wurde berichtet, dass nach dessen Inaktivierung durch die Insertion
eines Transposons die Durchfiihrung eines Transformationsexperimentes in der Mutante nicht
mehr erfolgreich war (Chang et al., 2001).

Das Gen hpl1473 aus dem Stamm 26695 entspricht dabei hppl2_ 1451 des Stammes P12.
Des Weiteren besitzt hp1743 eine gewisse Ahnlichkeit zu c¢j1028c/ctsW in Campylobacter
jejuni. Fur ctsW wurde ein Verlust der Transformationsfahigkeit in C. jejuni beschrieben, bei
dem die DNA-Aufnahme jedoch noch madglich war und folglich das Gen an einem spéteren
Schritt der Transformation beteiligt sein muss (Wiesner et al., 2003).

Ungeklart ist dagegen die genaue Rolle des Gens hp1473, bzw. hppl2_1451 im Ablauf des

Transformationsmechanismus von H. pylori.

1.2.4.2 Kandidatengen hp0506

Das andere Kandidatengen, was ndher beleuchtet werden soll, ist das Gen hp0506. Das
zugehdrige Protein HP0506, bzw. HdpA oder Csd3, gehdrt zur Familie der M23-Peptidasen
und codiert ein Peptidoglycan-modifizierendes Enzym. Es besitzt sowohl eine
Carboxypeptidase- als auch eine Endopeptidase-Aktivitdt (Bonis et al., 2010; Sycuro et al.,
2010). Peptidoglycan ist ein wesentlicher Bestandteil der Zellwand des Bakteriums. Eine
Inaktivierung von hp0506 fuhrt zu einer gedrungenen, untersetzten und verzweigten Form von

H. pylori. Dabei nimmt das Bakterium in seiner Lange ab und in seiner Breite zu und bekommt
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weitere Zellpole. Des Weiteren wurde beim Fehlen des Gens eine leichte Verzogerung im
Wachstum beobachtet, insbesondere zu Beginn der Wachstumsphase. Die Motilitat des
Bakteriums wird in vitro als unveréandert beschrieben. Bei in vivo Experimenten mit Mausen
zeigte sich eine Abnahme der Kolonisationsfahigkeit der Mutante in Abhangigkeit der Zeit
gegeniiber dem Wildtyp. Bei einer Uberexpression von HP0506 verandert sich die Zellform
von H. pylori von stabférmig zu aufgegliedert kokkoid mit unregelméafigen Bakteriengréfien,
wobei die Teilungsfahigkeit erhalten bleibt. HP0O506/HdpA ist durch seine enzymatischen
Aktivitdten an der Zellform, der Stabilitat und der Definition der Polbildung beteiligt (Bonis et
al.,, 2010). Fur HPO0506 wird eine Transmembrandoméne von Aminosdure 7 bis 26
vorhergesagt, dementsprechend ist C-terminal der anschlieBende Teil von HP0506 im

Periplasma lokalisiert (An et al., 2015).

1.3 Transposon-Mutagenese

Transponierbare Elemente (Transposons) sind DNA-Abschnitte, die ihre Position im Genom
verandern konnen und als Folge Mutationen erzeugen. Katalysiert wird der Vorgang durch das
Enzym  Transposase. In der molekularbiologischen  Forschung  wird die
Transposonmutagenese als Methode verwendet, bei der durch Einbringen der Transposons
die DNA anderer Zellen modifiziert wird. Dabei konnen z.B. random Transposon-
Insertionsmutanten erstellt werden, die zu einem ,Knockout® des jeweiligen Genes fihren.
Ein genetisches Werkzeug ist das Tn5-Transpositionssystem von Goryshin und Reznikoff
(1998), das auf der mutierten hyperaktiven bakteriellen Transposase Tn5 basiert und dabei
hohere Transpositionsraten aufweist als der Wildtyp. Der Ablauf der Tn5-Transposition ist als
cut and paste-Mechanismus in mehreren Schritten beschrieben: Zuerst binden die Monomere
der Transposase sequenzspezifisch an die Mosaikenden (19 Bp) des Transposons. Im
Anschluss werden die Enden des Transposons durch die Oligomerisation der gebundenen
Transposase zusammengebracht und ein sogenannter synaptischer Komplex gebildet. Die
daran angrenzende DNA wird mit blunt ends, von der Transposase vermittelt, abgespalten,
sodass der Transpositionskomplex (Transposom) freigesetzt wird. Das Transposom bindet an
die Sequenz der Ziel-DNA und es findet ein Strangtransfer, ausgehend von den 3‘-Enden des
Transposons, in die Zielsequenz statt. Die letzten Schritte bendtigen dabei die Anwesenheit
von Magnesium. Im Anschluss wird die Transposase entfernt und die Licken in der Sequenz
werden Uber Replikation oder Reparaturmechanismen geschlossen. Das Transposom wurde
dabei Uber Elektroporation in das zu verandernde Bakterium eingebracht (Goryshin und
Reznikoff, 1998; Goryshin et al., 2000).

Fur H. pylori wurde von Holger Kavermann Uber eine in vitro-Transposonmutagenese eine

Mutantenbank mit dem EZ-Tn5-System von Epicentre erstellt (Kavermann et al., 2003). In vitro
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bedeutet dabei, dass das Transposon in einer in vitro-Reaktion in isolierte genomische
H. pylori-DNA, die zuvor in Plasmide eingebracht wurde, integriert. Im Anschluss wurden dann
die veranderten Plasmide in E. coli transformiert, vervielfaltigt, isoliert und in H. pylori
transformiert, um die Mutanten zu erhalten. Neben dem groRen Aufwand, Mutanten zu
generieren, kdénnen bei diesem Verfahren nicht alle H. pylori-Gene in der Mutantenbank
abgebildet werden. DNA-Sequenzen, die fur E. coli toxisch sind, werden nicht amplifiziert und
stehen nicht fur die Transformation in H. pylori und fir weitere Versuche zur Verfigung. Im
Gegensatz dazu wird bei einer invivo-Mutagenese das Transposom direkt in die zu

modifizierende Zelle eingebracht. Ein solches Verfahren existiert aktuell nicht fur H. pylori.

1.4 Zielsetzung

H. pylori gehort zu den genetisch vielfaltigsten Bakterien. Jeder infizierte Mensch besitzt
seinen eigenen Stamm, der sich im Laufe der Zeit verandert. Die Grundlage der hohen
genetischen Variation wird durch die natirliche Transformation und eine hohe
Rekombinationsaktivitat gebildet.

H. pylori verwendet im Gegensatz zu anderen Bakterien einen alternativen Mechanismus fur
die natirliche Transformation. Inzwischen wurden viele Gene und deren Proteine, die fur die
natlrliche Kompetenz verantwortlich sind, identifiziert. Beispielsweise besitzt H. pylori im
Gegensatz zu anderen Bakterien ein Typ-IV-Sekretionssystem ComB. Der vollstandige
Mechanismus der natirlichen Transformation von H. pylori ist jedoch noch nicht verstanden.

Das Ziel dieser Arbeit war, weitere Gene und deren Proteine auf ihre Beteiligung am
Transformationsmechanismus von H. pylori zu ermitteln.

Die beiden Kandidatengene hpl473/hppl2_ 1451 und hp0506, deren Beteiligung bereits
vermutet wurde, sollten genauer untersucht werden. Hierfr sollten Deletionsmutanten erstellt
werden, um die Auswirkungen des Fehlens der Gene und ihrer Rolle am Mechanismus der
naturlichen Transformation zu erfassen.

Um weitere mogliche Gene zu finden, die am Transformationsmechanismus beteiligt sind,
wurde versucht, tber das Tn5-Transposonmutagenesesystem eine Mutantenbank fir H. pylori
zu erstellen. In dieser Mutantenbank sollte jedes einzelne H. pylori-Gen mindestens einen
Defekt aufweisen. Die daraus gewonnenen Mutanten sollten im Anschluss auf ihre
Transformationsfahigkeit untersucht werden. Hierfir sollte ein Screeningmodell fir
transformationsdefiziente Mutanten von H. pylori entwickelt werden.

Insgesamt sollen diese Arbeiten das Verstandnis fir den Mechanismus der natlrlichen

Transformation erweitern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Bakterienstamme

2.1.1.1 Escherichia coli-Stamme

Tabelle 2.1: Verwendete Escherichia coli-Stamme

Name Charakterisierung Referenz

DH5a F-®80d lacz AM15 A(lacZYA-argF) U169 | Hanahan (1983)
deoR recAl endAl hsdR17 (rK-, mK+) phoA
SupE44 A-  thi-l gyr A96 relAl (Life
Technologies, Karlsruhe)

Topl0 F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 | Grant et al. (1990)

AlacO74 recAl araA139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Strf) endAl nupG (Life

Technologies, Karlsruhe)

2.1.1.2 Helicobacter pylori-Stamme

Tabelle 2.2: Verwendete Helicobacter pylori-Stamme

Deskriptiver Name Interner | Genotyp Referenz/
Name Quelle
H. pylori P12 JR-HO1 H. pylori P12, rpsL*; Strep® AG Haas
P12 Strep VK-H001 MVP
P12Ahppl2_1451 JR-H14 P12 Ahpp12_1451; rpsL*; StrepR diese
Arbeit
P12Ahp0506 JR-H20 P12 Ahp0506::aphA-3; KanR Evelyn
Weiss
H. pylori P12 JR-H31 H. pylori P12, Wildtyp; Klinisches (Haas et
Isolat (888-0) der Universitat Hamburg | al., 1993)
P12 recA::aphA-3 JR-H32 P12 recA::aphA-3; Kan® diese
Arbeit
P12 recA:.cat JR-H33 P12 recA::cat; CamR diese
Arbeit
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Deskriptiver Name Interner Genotyp Referenz/
Name Quelle
P12+hpp12_1451_moeB | JR-H34 P12 moeB::aphA-3_hppl2_1451; diese
rpsL*; (pJR6); StrepR, Kan® Arbeit
P12Ahppl2_1451+Komp_ | JR-H37 P12 Ahppl2_1451; diese
moeB moeB::aphA-3_hppl2_1451; rpsL*; Arbeit
(PIR6, pJR3);
StrepR, KanR
P12+myc_hppl2_1451_ JR-H39 P12 diese
_moeB moeB::aphA-3_myc_hppl2_1451; Arbeit
rpsL*; (pJR7); StrepR, KanR
P12Ahpp12_1451+Komp_ | JR-H41 P12 Ahpp12_1451; diese
myc_moeB moeB::aphA-3_myc_hppl2_1451; Arbeit
rpsL*; (pJR7, pJR3); StrepR, Kan®
P12+hppl2_1451 JR-H42 P12 pHel3::hpp12_1451; rpsL*; diese
(pJR4); StrepR, KanR Arbeit
P12+myc_hppl2_1451 JR-H44 P12 pHel3::myc_hppl2_1451; rpsL*; diese
(pJR5); Strep®, KanR Arbeit
P12Ahppl2_ 1451 JR-H45 P12 Ahppl2_1451; rpsL*; diese
+Komprei pHel3::hpp12_1451ei; nur die ersten | Arbeit
331 Basenpaare sind komplementiert,
(PIR4, pJR3);
StrepR, KanR
SR-P172 SR-P172, | P12 pHell2::cat; ArecA::erm; (Rohrer et
JR-H47 StrepR, CamR, ErmR al., 2012)
P12Ahpp12_1451+Komp_ | JR-H48 P12 Ahpp12_1451; rpsL*; diese
myc pHel3::myc_hppl2_1451; (pJR5, Arbeit
pJR3); StrepR, Kank
P12 moeB::aphA-3 JR-H52 P12 moeB::aphA-3; rpsL*; (pSP76); diese
StrepR, KanR Arbeit
P12Ahppl12_1451 moeB:: | JR-H53 P12 Ahppl12_1451; moeB::aphA-3; diese
aphA-3 rpsL*; (pSP76, pJR3); StrepR, KanR Arbeit
PMSS1 Strep JR-H61 PMSS1, rpsL¥; diese
(PEG21); StrepR Arbeit
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Deskriptiver Name Interner Genotyp Referenz/
Name Quelle
PMSS1Ahpp12_1451 JR-H67 PMSS1 Ahpp12_1451; rpsL*; (pJR3); | diese
StrepR Arbeit
PMSS1 UB-H47 H. pylori PMSS1, Wildtyp; Klinisches | (Lee et
Isolat (10700) al., 1997)
2.1.2 Plasmide
Tabelle 2.3: Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz

pBluescript II OficolE1, Orifi+), lacZ, M13 forward-/ reverse Stratagene

SK (+) Primerbindungsstellen; Amp®

pJR3 Plasmid zur Deletion von hpp12_1451, pBluescript I diese Arbeit
SK (+) mit flankierenden Bereichen von hppl12_1451
und rpsL-cat-Kassette; AmpR, CamR

pJR4 Plasmid zur Komplementation von hppl2_1451; diese Arbeit
pHel3-Shuttle-Plasmid; pVK18 mit alpA-Promotor,
hppl2_1451, aphA-3; KanR

pJR5 Plasmid zur Komplementation von hppl2_1451; diese Arbeit
pHel3-Shuttle-Plasmid; pVK18 mit alpA-Promotor, myc-
Tag, hppl2_1451, aphA-3; KanR

pJR6 Plasmid zur Komplementation von hpp12_1451 in diese Arbeit
moeB; pSP76 mit aphA-3, alpA-Promotor,
hpp12_1451; Kan®

pJR7 Plasmid zur Komplementation von hppl12_1451 in diese Arbeit
moeB; pSP76 mit aphA-3, alpA-Promotor, myc-Tag,
hpp12_1451; Kan®

pJR8 pMOD1 mit aphA-3 fur Transposon-Mutagenese; diese Arbeit
AmpR, KanR

pVK18 Plasmid zur Komplementation von hopQ (J99) in pIB6; | Verena
pHel3-Shuttle-Plasmid, alpA-Promotor, aphA-3; KanR Kdniger
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Plasmid

Eigenschaften

Referenz

pSP76 pCDFDuet-1 mit aphA-3 in moeB (flankierende Sandra Pral3|
Bereiche von hp0755); Kan®
pEG21 pCR2.1 TOPO-Vektor mit rpsL-Gen von NCTC11637 (Fischer et al.,
(K43R) fur das Einbringen einer Streptomycinresistenz; | 1999)
AmpR, KanR
pwWS48 pBluescript Il KS (+) mit recA (partial, aus P1)::cat ; Wolfgang
AmpR, CamR Fischer
pJP99 recA-Integrationsvektor, recA aus P1 mit flankierenden | Jirgen Piils
Bereichen, Multiple Cloning Site und aphA-3; KanR,
AmpR
pLH2 pBluscript Il SK(+) mit flankierenden Bereichen aus Lea Holsten
pHell2; alpA-Promotor, babA (J99), cat-Kasette
zwischen hppl12_p11 und mccC; Kan®k, CamR
pHK9 pMOD mit cat-Kassette flr Transposon-Mutagenese; Holger
CamR, AmpR Kavermann
pMOD1 Oricole, 19 Bp invertierte Wiederholungssequenzen, Epicentre
Konstruktionsvektor fiir EZ::TN-Transposons; AmpR
pJP23 pBA-Vektor mit cag3-Region, enthalt cagY (hp0527); Jirgen Plils
(pCag?3) AmpR (Fischer et al.,

2001b)

2.1.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma ,biomers.net (Ulm) bezogen. In der

nachfolgenden Tabelle sind die Oligonukleotide mit Verwendungszweck und

Restriktionsenzymschnittstellen aufgefihrt.

Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide

Primer | Sequenz 5‘-3° Verwendungszweck

JR1 GATCGGTACCACGATTTCACTAAAACAG | sense Oligonukleotid mit Kpnl-
CGC Schnittstelle  zur  Deletion  von

hppl2_ 1451, Fragment upstream
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Primer | Sequenz 5°-3* Verwendungszweck
JR3 GATCGCGGCCGCGCTTCAAACAAGTTAA | sense Oligonukleotid mit  Notl-
ACAACG Schnittstelle  zur  Deletion von
hppl2_1451, Fragment downstream
JR4 GATCCCGCGGAGCTCATTGTCGCTGTG | antisense Oligonukleotid mit Sacll-
GC Schnittstelle  zur  Deletion von
hppl2_1451, Fragment downstream
JR16 GATCGTCGACGGATAAATCCATGAATAA | antisense Oligonukleotid mit Sall-
AGTTC Schnittstelle  zur  Deletion von
hppl2_1451, Fragment upstream
JR17 GATCCATATGGAACAAAAACTCATCTCA | sense Oligonukleotid mit Ndel-
GAAGAGGATCTGCGTTGTTTAACTTGTT | Schnittstelle zur Komplementation
TG von hppl2_1451 in pHel-Shuttle-
System mit Myc-Tag
JR18 GATCCATATGCGTTGTTTAACTTGTTTG | sense Oligonukleotid mit Ndel-
Schnittstelle zur Komplementation
von hppl2_1451 in pHel-Shuttle-
System
JR19 GATCAGATCTTCATTCATCCGCGCTGCA | antisense Oligonukleotid mit Bglll-
Schnittstelle zur Komplementation
von hppl2_1451 in pHel-Shuttle-
System
JR20 GATCGGTACCGCCCCAAAAATTTAAGGC | sense Oligonukleotid mit Kpnl-
Schnittstelle zur Komplementation
von hppl2_1451 in moeB-Locus
JR21 GATCCTCGAGTCATTCATCCGCGCTGC | antisense Oligonukleotid mit Xhol-
Schnittstelle zur Komplementation
von hppl2_1451 in moeB-Locus
WS67 | GAAGATCTTATTCCATTTCTTCTAAAG antisense Oligonukleotid zur
Amplifikation von recA
WS68 | CGGAATTCGCAATAGATGAAGACAAAC sense Oligonukleotid zur

Amplifikation von recA
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Primer | Sequenz 5‘-3¢ Verwendungszweck
SP116 | CACTGACTTAATTAAAAATCGTTATAAAA | antisense Oligonukleotid fur den
ATCAATGCG flankierenden Bereich downstream
des moeB-Locus
SP122 | ACCTGACGGATCCATTTATGAAGATTCC | sense Oligonukleotid fur den
CTAGACAGAG flankierenden Bereich upstream des
moeB-Locus
SR57 | AGCGGCAAATTTTTCTGTCA sense Oligonukleotid zum Nachweis
der catgc-Kassette in pHell2::cat
SR58 | CCGACTATAGTTATTGCTAT antisense Oligonukleotid zum
Nachweis der catcc-Kassette in
pHell2::cat
IB34 CAGTCTAGAATCCACGTTGAAAATCTC antisense Oligonukleotid an 3'-Ende
der catcc-Kassette, Nachweis der
Insertion von pLH2
IB55 GCCATTGTTATTTCCCACCGGAGTCGTT | antisense Oligonukleotid an babA,
TGTTCATGCTCGTT Nachweis der Insertion von pLH2
RH136 | ATAAGAATGCGGCCGCTAAATGACTAAG | sense Oligonukleotid zur
GAAGCTAAAATGGAG Amplifikation der catec-Kassette
RH137 | ATAAGAATGCGGCCGCTTACGCCCCGC | antisense Oligonukleotid zur
CCTGCCAC Amplifikation der catec-Kassette
pMOD | ATTCAGGCTGCGCAACTGT sense Oligonukleotid zur
FP1 Sequenzierung des Transposons im
pMOD-Vektor
pMOD | GTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG antisense Oligonukleotid zur
RP1 Sequenzierung des Transposons im
pMOD-Vektor
ME CTGTCTCTTATACACATCTCAACCATCA sense Oligonukleotid zur direkten
Plus Tn5-Transposon-Amplifikation,
9-3 5-Monophosphat
ME CTGTCTCTTATACACATCTCAACCCTGA | antisense Oligonukleotid zur direkten
Plus Tn5-Transposon-Amplifikation,  5'-
9-5 Monophosphat
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 2.5: Verwendete Antikdrper mit Beschreibung und Anwendung

Antikorper

Beschreibung

Anwendung

Quelle

Primare Antikorper

a-RecA (AK263)

Polyklonales Antiserum gegen | 1:1000

RecA-Fusionsprotein (Kaninchen)

Fischer und

Haas (2004)

a-AlpB (AK262)

Polyklonales Antiserum gegen | 1-2:3000

AlpB von H. pylori Stamm P1

(Kaninchen)

Odenbreit et al.

(2002)

Alkalische Phosphatase

a-Myc-tag Monoklonaler Antikdrper gegen | 1:1000 Cell signalling
das Myc-tag (Maus)

Sekundarer

Antikorper

Protein A-AP Protein A — 1:2000 Sigma

2.1.5 Nahrmedien fur Bakterien

Tabelle 2.6: Verwendete Nahrmedien flr Bakterien

Nahrmedium

Inhalt und Herstellung

LB (Luria-Bertani)-Medium

20 g/l Lennox-L-Medium (Life Technologies) in H-O,

autoklaviert

LB (Luria-Bertani)-Agar

32 g/l Lennox-L-Agar (Life Technologies) in H:O,

autoklaviert

Einfriermedium E. coli

LB-Medium mit 20 % Glycerin, sterilfiltriert

BB-Medium

28 g/l Brucella Broth (BD) in H.O, autoklaviert

GC-Agar

36 g/l GC-Agar-basis (Oxid) in H.O, autoklaviert,

Zugabe von 80 ml/l Pferdeserum, 10 ml/l Vitaminmix,

1 mg/ml Nystatin und 5 mg/l Trimetoprim
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Vitaminmix

100 g/l a-D-Glucose, 10 g/l L-Glutamin, 26 g/l L-
Cystein, 0,1 g/l Cocarboxylase, 20 mg/l Fe(lll)-Nitrat,
3 mg/l Thiamin, 13 mg/l p-Aminobenzoeséure, 0,25 g/l
Nicotinamidadeninindinucleotid (NAD), 10 mg/l
Vitamin B12, 1,1 g/l L-Cystin, 1 g/l Adenin, 30 mg/I
Guanin, 0,15 /I L-Arginin, 0,5 g/l Uracil

Einfriermedium H. pylori

BB-Medium mit 10% FCS und 20 % Glycerin,
sterilfiltriert

2.1.6 Hemmstoffe und Medienzuséatze

Tabelle 2.7: Verwendete Antibiotika und Medienzuséatze

Antibiotikum oder Zusatz Abkirzung Konzentration Konzentration
E. coli H. pylori

Kanamycin Kan 50 mg/I 8 mg/l

Chloramphenicol Cam 30 mg/l 6 mg/l

Streptomycin Strep 250 mg/l 250mg/I

Ampicillin Amp 100 mg/I

Trimethoprim Tmp 5mg/I

Nystatin Nys 1 mg/l

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D- X-Gal 40 mg/l

galactopyranosid

2.1.7 Enzyme und Proteine

DNase | Grad Il aus Rinderpankreas Roche

EZ-Tn5 Transposase Epicentre

Fetales Kéalberserum (FCS) FCS, Life Technologies

PANScript-Polymerase PAN-Biotech

Pferdeserum PAA

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Restriktionsenzyme

Rinderserumalbumin (BSA)

Thermo Scientific
Roche, Fermentas

Biomol




RNase
T4-DNA-Ligase

TaKaRa Ex Taqg®-Polymerase

2.1.8 Chemikalien

Roche
Roche
TAKARA BIO INC.

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck und Sigma-Aldrich

bezogen. Die Ausnahmen sind in den nachfolgenden Abschnitten des Methodenteils, in

welchen sie verwendet wurden, gekennzeichnet.

2.1.9 LoOsungen und Puffer

PBS

Tris-Mg-Puffer

Puffer flr Elektroporation

Elektroporationspuffer

2,7mM KCI; 137 mM NaCl; 1,44 mM KH>POy;
12 mM NazxHPOq4
20 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM MgCl;

2,43 mM KzHPOs; 0,57 mM KH2PO4 272 mM

Saccharose; 15 % (v/v) Glycerin

Puffer fir Herstellung chemisch kompetenter Zellen

TFB | Puffer

TBF 1l Puffer

Puffer fur alkalische Lyse
GTE-Puffer
Lysepuffer

Puffer fir DNA-Gelelektrophorese

TAE-Puffer
GEBS-Puffer

Ethidiumbromidbad

30 mM CH3COOK; 100 mM RbCI; 10 mM CacClz;
50 mM MnClz; 15 % (v/v) Glycerin; pH 5,2

10 mM MOPS; 75 mM CaClz; 10 mM RbCI,
15 % (v/v) Glycerin; pH 6,5

50 mM Glucose; 25 mM Tris; 25 mM EDTA, pH 8
0,2 M NaOH; 0,1 % (w/v) SDS

40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA; pH 8
20 % (v/v) Glycerin; 50 mM EDTA,; 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,5 % (w/v) N-Laurylsarcosin

1 mg/l in H,O
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Puffer fur Lysate und Zellfraktionierung

SDS-Probenpuffer (2x)

Tris-HCI-Puffer
Tris-HCI*

100 mM Tris-HCI; 4 % (w/v) SDS; 0,2 % (w/v)
Bromphenolblau; 20 % (v/v) Glycerin; z.T. 10 %
(v/v) B-Mercaptoethanol

10 mM Tris-HCI pH = 8,0

Tris-HCI mit Proteaseinhibitoren 1 mM Na-Vanadat,
1 mM PMSF, 1 uM Leupeptin und 1 uM Pepstatin

Puffer flr Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Elektrophoresepuffer

10 % kontinuierliches Gel (0,75 mm)

Puffer fur Western Blot
Western-Transferpuffer

TBS
Absattigungspuffer
TBS-T Waschpuffer
Detektionslosung

Puffer flir Transposonmutagenese
TE-Puffer

5 mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM Glycin; 0,02 % (w/v)
SDS

1,7 ml 30 % (v/v) Bisacrylamid; 2,6 ml 2 x Single-
Gel-Puffer; 50 pul Ammoniumpersulfat; 2 ul TEMED;

0,6 ml Wasser

192 mM Glycin; 25 mM Tris-HCI; 20 % Methanol;
0,1 % SDS; pH 8,3

150 mM NacCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,5

TBS; 3 % BSA

TBS; 0,075 % Tween-20

0,1 M Tris-HCI pH 9,6; 0,1 g/l NBT; 7 mM MgCly;
50 mg/l BCIP

10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 1 mM EDTA
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2.1.10 Kommerziell erhaltliche Kits

Tabelle 2.8: Kommerziell erhaltliche Kits

Kit Referenz

QIlAamp DNA Mini Kit Qiagen (Cat. No. 51306)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Cat. No. 27106)
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen (Cat. No. 12143)
illustra CFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit GE Healthcare

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System Promega

EZ-Tn5™ <KAN-2> Tnp Transposome™ Kit Epicentre

2.1.11 Molekulargewichtsmarker

DNA-Gelelektrophorese: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific
Polyacrylamid-Gelelektrophorese: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo
Scientific

2.1.12 Geréate und Apparaturen
Agarosegelkammern (Bio-Rad)
Blot-Apparatur (Biotec-Fischer)
Elektroporationsgerat MicroPulser™ (Bio-Rad)
Gefrierschrank -20 °C (Liebherr)
Gefrierschrank -70 °C (Haraeus)
Gelelektrophoresesystem Mini-Protean III™ (Bio-Rad)
Laborabzug (Waldner)
Laborbrenner (Usbeck)
Brutschranke Microinkubator MI122C (Scholzen), Inkubator (Heraeus)
Kihlschranke (Liebherr)
Magnetrihrer IKA Combimag RCO (IKA)
Minizentrifuge (neoLab)
Mikrowelle (Siemens)
PCR-Thermocycler peqSTAR (VWR Peglab)
pH-Meter (WTW)
Photometer DR 2000 (Hach)
Pipetten (Glison, Brand)
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Rolltisch (Assistant)

Spannungsquellen (Bio-Rad, Amersham Pharmacia Biotech)
Spectrophotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Stereomikroskop (Olympus)

Sterile Werkbank Herasafe (Thermo)

Schuttelinkubator Certomat® (Braun Biotech)

Thermomixer comfort (Eppendorf)

Ultraschallgerat Sonifier® S-250A (Branson)

Ultrazentrifuge Optima™ TL (Beckmann)
UV-Transilluminator (Bachofer)

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 (Eppendorf)
Video-Geldokumentationssystem, Molecular Imager Gel Doc XR System mit Quantity One
4.5.0 Software (Bio-Rad)

Vortexmischer Reax top (Heidolph)

Waagen — Feinwaage, Analysewaage (Sartorius)
Wasserbad (GFL)

Zentrifuge Megafuge 3.0 (Heraeus, Thermo Scientific)
Zentrifugen 5417 R, 5415 R, 5415 D (Eppendorf)

2.1.13 Verbrauchsmittel
Elektroporationskivetten, 2 mm (VWR Peglab)
EppendorfgefalRe, 1,5 ml (Eppendorf)
Falcons 15-50 ml (Sarstedt)
Filterpapiere (Whatman)
Kryor6hrchen, 2 ml (Nalgene)
Nitrozellulosefilter (Merck Millipore)
PCR-GefalRe (Brand)

Petrischalen (Greiner Bio-One)
Photometerkivetten (Brand)
Pipettenspitzen, 10-1000 pl (Sarstedt)
PVDF-Membran, 0,2 um (Bio-Rad)
Spritze 50 ml (Braun)

Sterilfilter-0,22 pm (Merck Millipore)
Stripetten, 5-20 ml (Greiner Bio-One)
Ultrazentrifugenréhrchen (Beckmann)
Wattestabchen, steril (Deltalab)

Well-Platten (Costar)
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung und Stammhaltung von Escherichia coli

Die Bakterien wurden auf LB-Platten oder in Flussigkultur kultiviert, welche bei Bedarf mit
entsprechenden Antibiotikazusétzen versehen worden waren. Das Wachstum fand bei 37 °C
unter aeroben Bedingungen im Inkubator oder Schittelinkubator bei 180 rpm statt. Zur
Stammbhaltung wurden die Bakterien einer halben Platte in einem Kryoréhrchen mit 1 ml
E. coli-Einfriermedium, bestehend aus BB-Medium mit 20 % Glycerin, resuspendiert und bei

-70 °C gelagert.

2.2.1.2 Kultivierung und Stammhaltung von Helicobacter pylori

Die Anzucht von H. pylori erfolgte auf Serumplatten oder Selektivserumplatten mit den
entsprechenden Antibiotikazusatzen bei 37 °C im Inkubator unter mikroaerophilen
Bedingungen (Atmosphare von 5 % O, 10 % CO3, 85 % N). Zur Aufnahme in die Gefrierkultur
wurden die Bakterien mit einem sterilen Wattestabchen von der Platte in einem Kryoréhrchen
mit 1 ml H. pylori-Einfriermedium, bestehend aus BB-Medium mit 10 % FCS und 20 %
Glycerin, resuspendiert und bei -70 °C gelagert. Nach dem Ausstreichen aus der Gefrierkultur
wurden die Bakterien 3 Tage bebritet und anschlieRend zweimal auf neue Serumplatten

passagiert, bevor Experimente durchgefiihrt wurden.

2.2.1.3 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterien

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Bakteriensupensionen wurde mit einem
Spektralphotometer durchgefuhrt. Die Bakterien wurden hierfir mit einem sterilen
Wattestdbchen von der Agarplatte genommen und in Medium oder Puffer resuspendiert. Die
Messung erfolge in Plastikkivetten mit der Breite d = 1 cm in einer Verdiinnung von 1/10 oder
1/100 gegen einen Blindwert unter der Wellenlange A =550 nm. Eine OD von 1 entspricht

ungefahr 108 H. pylori-Bakterien.

2.2.1.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli (Hanahan, 1983)

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli erfolgte nach der Rubidium-Chlorid-Methode.
Hierfiir wurden 100 ml LB-Medium mit einer E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C
und 180 rpm im Schiittler bis zu einer ODsso von 0,5-0,6 inkubiert. AnschlieRend wurden die
Bakterien fur 30 min auf Eis gekuhlt und bei 2800 g fur 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das

entstandene Bakterienpellet wurde in 40 ml kaltem, sterilen Puffer TFB | Puffer resuspendiert
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und 5 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Bakterien in 4 ml
TBF Il Puffer gelést und zu 50 ul aliquotiert. Die kompetenten Zellen wurden in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

2.2.1.5 Transformation chemisch kompetenter E. coli (Sambrook et al., 2001)

Zur Transformation wurde zunachst ein Aliquot von 50 pl chemisch kompetenter E. coli-
Bakterienzellen auf Eis 1 h aufgetaut. Anschliel3end wurden 5-10 pl Ligationsansatz (2.2.2.8)
hinzugefiigt und die Bakterien fur 10-30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde ein Hitzeschock
bei 42 °C fir 45 sec durgefihrt und der Ansatz fir weitere 1-10 min auf Eis gestellt. Nach der
Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Bakterien bei 37 °C und 180 rpm aerob fir 1 h
kultiviert. Anschlieend wurde der Ansatz bei 1000 g fiir 5 min zentrifugiert, das Pellet in 100 pl
des Uberstandes geldst und auf Selektivmedium ausplattiert. Die Platte wurde bei 37 °C tiber
Nacht inkubiert.

2.2.1.6 Transformation von H. pylori

Fur die Transformation der natiirlich kompetenten Bakterien wurde eine Ubernachtkultur in
BB-Medium mit 10 % FCS aufgenommen und eine ODsso Von 0,2 eingestellt. In eine Vertiefung
einer 24-Well-Platte wurde 1 ml dieser Suspension fir 1-2 h mit 10 % CO- bei 37°C inkubiert.
Danach wurde 100 ng bis 1 ug Plasmid-DNA oder genomische DNA hinzugefiigt und die
Bakterien wurden fur weitere 4-6 h inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz in einem
Eppendorfgefald bei 1000 g fur 5 min zentrifugiert, das Pellet in 100 ul BB resuspendiert und
auf Selektivserumplatten ausplattiert. Die Platten wurden 4-7 Tage unter mikroaerophilen
Bedingungen inkubiert bis Einzelkolonien weitergefihrt werden konnten.

Zur Bestimmung der Transformationfrequenz wurde zusatzlich die Lebendzellzahl in Form der
koloniebildenden Einheit (CFU) bestimmt. Hierzu wurde ein Teil der Bakteriensuspension

verdinnt, auf Serumplatten ausplattiert und nach 3 bis 4 Tagen ausgezahilt.

2.2.1.7 Elektroporation von H. pylori (Segal und Tompkins, 1993)

Bei der Elektroporation wird die Zellmembran durch ein elektrisches Feld vorribergehend
permeabel, sodass DNA eingebracht werden kann.

Zur Elektroporation von H. pylori wurde eine Ubernachtkultur in 1 ml sterilem PBS
resuspendiert und auf eine ODssp von 1 eingestellt. FUr eine Reaktion wurde 1 ml dieser
Suspension verwendet, was 3 x 108 Bakterien entspricht. Nach dem Zentrifugieren bei 1700 g
und 4 °C iiber 5 min wurde der Uberstand abgenommen. In zwei Waschschritten wurden die
Bakterien in 500 pl gekuhlten Elektroporationspuffer gelost, zentrifugiert und der Uberstand

abgenommen. AnschlieBend wurde das Bakterienpellet in 55 ul Elektroporationspuffer
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resuspendiert und in eine auf Eis gekihlte Elektroporationskiivette Uberfiihrt. Dem Ansatz
wurde 100-500 ng zu transformierende DNA hinzugefiigt. Im Anschluss erfolgte die
Elektroporation bei 2,5 kV, 200 Q und 25 pF in der MicroPulser™ (Bio-Rad) Apparatur.
Unmittelbar danach wurde 1 ml BB mit 10 % FCS zu den Bakterien hinzugegeben, der Ansatz
in eine Schale einer 24-Well-Platte Uberfuhrt und fur 4-6 h bei 37 °C und 10 % CO; inkubiert.
Nach anschlieBender Zentrifugation bei 1700 g Uber 5 min wurde das Bakterienpellet in 100
ul des Uberstandes geldst und die jeweilige Selektivserumplatte ausplattiert. Die Platten
wurden 3-7 Tage unter mikroaerophilen Bedingungen inkubiert bis Einzelkolonien

weitergefihrt werden konnten.

2.2.1.8 Konjugation von Plasmiden zwischen H. pylori-Stammen

Die direkte Konjugation zwischen H. pylori-Stammen wurde nach Rohrer et al. (2012) und
modifiziert nach Kuipers et al. (1998) durchgefihrt.

Um die Donor-und Rezipientenstamme unterscheiden zu kénnen, wurde bei den
Kokultivierungsexperimenten mit verschiedenen Antibiotikaresistenzen gearbeitet. Ubertragen
wurde hier vom Donor P12 (SR-P172) das Plasmid pHell2 mit einer catsc-Kassette, welche
eine Chloramphenicolresistenz vermittelt. Die Rezipientenstimme beinhalten eine aphA-3-
Kassette im moeB-Locus, sodass hier mithilfe von Kanamycin selektiert werden konnte. Damit
der Transfer von DNA nicht beidseitig stattfindet, ist im Donorstamm das Gen recA deletiert,
sodass dieser keine DNA aufnehmen kann.

Die Ubernachtkulturen von Donor und Rezipient wurden jeweils in BB+10 % FCS
resuspendiert und eine ODssp von 2 eingestellt. Jeweils 25 pl der Donor-und
Rezipientensuspensionen wurden mit 25 pyl DNase | (100 mg/ml in Tris-Mg-Puffer) gemischt
und bei 37 °C und 10 % CO- fur 30 min inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 17009
tber 5 min wurden die Bakterienpellets mit 25 pl DNase | resuspendiert. Die Suspensionen
von Donor und Rezipient wurden anschlieRend gemischt, auf eine Serumplatte aufgetropft und
fur 16-18 h bei mikroaerophilen Bedingungen und 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Bakterien von der Platte genommen und in 1 ml BB resuspendiert. Fir die Bestimmung
der Lebendzellzahlen der Bakterien (CFU/mI) wurden Verdinnungen von 10° und 10° auf
Selektivagarplatten mit Chloramphenicol fir den Donorstamm und Kanamycin flr den
Rezipienten ausplattiert. Zur Selektion der Transkonjuganten wurden 100 pl und der Rest der
unverdiinnten Bakteriensuspension auf Doppelselektivmedium mit Chloramphenicol und
Kanamycin ausplattiert und alle Platten unter mikroaerophilen Bedingungen und 37 °C fur 4-7

Tage inkubiert.
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2.2.2 Genetische und molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur |Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli fur praparative Zwecke wurde das QIAprep Spin
Miniprep Kit von Quiagen verwendet. Die Bakterien wurden hierfir in 1 ml PBS resuspendiert,
fur 1 min bei 16 000 g zentrifugiert und das Zellpellet nach Herstellerangaben weiterbehandelt.
Die Isolierung gréRerer Mengen von Plasmid-DNA erfolgte mithilfe des QIAGEN Plasmid Midi
Kit nach Benutzerprotokoll.

Fur analytische Zwecke wurde Plasmid-DNA alternativ durch ein Verfahren mittels alkalischer
Lyse gewonnen. Daftir wurden die Bakterien in 1 ml PBS resuspendiert, bei 16 000 g fir 1 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl GTE-Puffer (50 mM
Glucose, 25 mM Tris, 25 mM EDTA, pH 8) geldst und die Bakterien wurden durch die Zugabe
von 200 ul 0,2 M NaOH/0,1 % SDS und anschlieBendem Invertieren, bis der Inhalt klar wurde,
lysiert. Danach wurde 0,1 ul RNase (100 mg/ml) hinzugefiigt und der Ansatz flr 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 150 pl 3 M Na-Acetat (pH 5,2) zugegeben
und invertiert, bis sich der Inhalt triib verfarbte. Im Anschluss wurde der Ansatz bei 16 000 g
uber 10 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Danach
erfolgte die Zugabe von 100 ul Chloroform, der Ansatz wurde gevortext und bei 16 000 g fr
5 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde daraufhin abgenommen, in ein neues
Reaktionsgefal? tberfuhrt und mit 350 ul Isopropanol versehen und erneut gevortext. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 16 000 g Giber 10 min wurde er Uberstand verworfen.
Im anschlieRenden Waschschritt wurden zum entstandenen Pellet 200 ul 70 % Ethanol
hinzugefugt, bei 16 000 g zentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. Das Pellet wurde
in der Vakuumzentrifuge getrocknet und im Anschluss in 20-100 pl H2Ogest gelost.

Die Konzentration der isolierten DNA wurde mit dem Spectrophotometer NanoDrop ND-1000

(Thermo Scientific) bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus H. pylori

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus H. pylori wurde das Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System von Promega verwendet. Die Bakterien einer Ubernachtkultur wurden in
1 ml PBS resuspendiert, anschlieRend bei 6000 g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand

verworfen. Die weitere Vorgehensweise erfolgte nach Herstellerangaben.
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2.2.2.3 Isolierung von chromosomaler DNA aus H. pylori
Die Isolierung chromosomaler DNA aus aus H. pylori erfolgte mit dem QlAamp DNA Mini Kit
von Qiagen. Die Bakterien einer Ubernachtkultur wurden hierfiir in 1 ml PBS resuspendiert,

bei 6000 g fur 5 min zentrifugiert und das Zellpellet nach Herstellerangabe weiterbehandelt.

2.2.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten in vitro (Mullis et al., 1986). Sie wurde in dieser Arbeit flr Klonierungsarbeiten,
Uberprufen von Deletionen oder Insertionen von Genen und das Erstellen der Transposon-
DNA verwendet.

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in der Tabelle 2.4 im Materialteil
aufgefuihrt. Die Temperatur zur Anlagerung der Oligonukleotide im Annealing-Schritt wird Gber
die Schmelztemperatur berechnet, welche sich aus 2 °C fur jedes A/T-Paar und 4 °C fir jedes
G/C-Paar zusammensetzt und wurde mithilfe des Programmes DNAMAN Version 6 (Lynnon
Corporation) bestimmt.

Fur die PCR wurden unterschiedliche Polymerasen verwendet. Die TaKaRa Ex Taq®-
Polymerase (TAKARA BIO INC.) besitzt aufgrund der 3‘-5-Exonukleaseaktivitdt eine
Korrekturfunktion, sodass weniger Fehler in den neuen DNA-Fragmenten auftreten, weshalb
sie sich fur Klonierungen und die Erstellung von Fragmenten fiir Sequenzierungen eignet. Der
50 pl-Ansatz beinhaltete in H,O 5 pl 10 x Polymerasepuffer, 5 pl dNTP-Mix (je 2,5 mM), 4 pl
25 mM MgCly, je 2,5 pl der Oligonukleotide (10 uM), 10-100 ng Template-DNA und 0,5-1 U
TaKaRa Ex Taq®-Polymerase.

Die PANScript-Polymerase (PAN-Biotech) wurde flr analytische Zwecke eingesetzt. Hierfir
wurde ein 25 pl-Ansatz mit 2,5 pl 10 x Polymerasepuffer, 2,5 pl dNTP-Mix (je 1 mM), 1,5 pl
50 mM MgCly, je 1 ul der Oligonukleotide (10 uM), 10-100 ng Template-DNA und 0,5-1 U
PANScript-Polymerase verwendet.

Die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) wurde zur Erstellung der
Transposon-DNA verwendet, da sie glatte Enden produziert und durch die 3'-5-
Exonukleaseaktivitat eine Korrekturfunktion besitzt. Es wurde ein 50 pl-Ansatz verwendet, der
5 pl 10 x Polymerasepuffer, 5 pl dNTP-Mix (je 2 mM), 3 ul 25 mM MgCl,, je 2,5l der
Oligonukleotide (10 pM), 10-100 ng Template-DNA und 0,1-0,5 U Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase behielt.

Im Anschluss wurde die PCR-Reaktion durch die Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.6)
analysiert.

Die nachfolgende Tabelle enthalt die PCR-Protokolle der verschiedenen Polymerasen.
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Tabelle 2.9: PCR-Protokolle der verschiedenen Polymerasen

TaKaRa Ex Taq PANScript Phusion
High-Fidelity

Verwendung Klonierung, Analytische Zwecke | Erstellung

Sequenzierung des Transposons
Priméare 95 °C 95 °C 98 °C
Denaturierung 10 min 10 min 30 sec
Denaturierung 95 °C 95 °C 98 °C

30 sec 30 sec 10 sec
Annealing 52°C-60°C 52 °C-60°C 52°C-60°C

30 sec 30 sec 15 sec
Elongation 68 °C 72 °C 72 °C

1 min/kb 1 min/kb 30 sec/kb
Zyklen 30 x 30 X 30 x
Finale Elongation 68 °C 72 °C 72 °C

10 min 10 min 10 min
Lagerung 16 °C 16 °C 4°C

2.2.2.5 Restriktion von DNA

Die Restriktion der DNA erfolgte mit Enzymen und Puffersystemen der Firmen Roche und
Fermentas und wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Fir analytische Zecke erfolgte
die enzymatische Restriktion mit 100-300 ng Plasmid-DNA tber 1 h bei 37 °C. Bei einem
praparativen Ansatz wurden 700-1000 ng tber einen Zeitraum von 4 h hydrolysiert. Bei der
Restriktion mit Restriktionsenzymen, die aufgrund unterschiedlicher Puffer nicht gleichzeitig
verwendet werden konnten, wurde der Ansatz zwischen den einzelnen Schritten mit dem
illustra CFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit oder einer Isopropanolfallung aufgereinigt
(2.2.2.7).

2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese
Durch die Agarose-Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente ihrer Gro3e nach aufgetrennt.
Hierflr wurden 1-2 % Agarosegele hergestellt, indem die Agarose mit TAE-Puffer aufgekocht

und in eine horizontale Agarosegelkammer gegossen wurde. Nach dem Aushérten wurde die

41



Kammer mit TAE-Puffer gefullt und die DNA-Proben, die zuvor mit ca. ¥4 Volumen GEBS-
Puffer versetzt worden waren, in die Geltaschen aufgetragen. Zur Abschatzung der
FragmentgroRe wurde zusétzlich der Langenstandart GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder der
Firma Thermo Scientific mitgefuhrt. Die Elektrophorese erfolgte unter einer Spannung von 70-
120 V uber 30-50 min. Im Anschluss wurde das Gel im Ethidiumbromidbad (1 mg/l) tber 20
min gefarbt und die DNA-Banden mit UV-Licht (260 nm) dargestellt und dokumentiert
(Molecular Imager Gel Doc XR System, Bio-Rad). Fur praparative Zwecke wurden die
gewinschten Banden mithilfe eines Skalpells unter UV-Licht ausgeschnitten und aus dem Gel
extrahiert (2.2.2.7). Alternativ konnte das Gel mit einer 0,1 % Methylenblau-L&sung angefarbt
werden, wenn Ethidiumbromid vermieden werden sollte. Nach dem Entfarben des DNA-freien

Gels mit Wasser konnte anschlie3end die gewtinschte Bande ausgeschnitten werden.

2.2.2.7 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und enzymatischen Reaktionen

Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und enzymatischen Reaktionen erfolgte mit Hilfe
des illustra CFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit von GE Healthcare nach Angabe des
Herstellers.

Zur Aufreinigung von DNA aus enzymatischen Reaktionen wurde alternativ eine
Isopropanolfallung durchgefiihrt, wodurch Salze und Pufferriickstande entfernt werden. Zum
Restriktionsansatz wurden 0,7 Volumenanteile Isopropanol und 0,1 Volumenanteile 3 M Na-
Acetat (pH 5,2) gegeben und bei -20 °C fur 10 min inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz
bei 16 000 g und 4 °C fiir 10-15 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden
100 pl kalten Ethanol 70 % zum Pellet hinzugegeben, um den Isopoanol durch flichtiges
Ethanol zu ersetzten. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 16 000 g bei 4 °C Uber
10-15 min wurde ebenso der Uberstand verworfen und das Pellet anschlieRend in der

Vakuumzentrifuge getrocknet. Das Pellet wurde daraufhin in Wasser gelost.

2.2.2.8 Ligation von DNA

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase von Roche verwendet.
Vektor und das zu inserierende DNA-Fragment standen dabei in einem Verhaltnis von 1:5.
Das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes betrug 10 pl und die Ligation wurde entweder fur
4 h bei 16 °C oder Gber Nacht bei 4 °C durchgefihrt. FUr die anschlieRende Transformation in

E. coli wurden 5-10 pl des Ansatzes eingesetzt (2.2.1.5).

2.2.2.9 Sequenzierung von DNA
Nach der Klonierung oder Komplementation wurde die Plasmid-DNA bzw. PCR-Produkte

genomischer DNA zur Uberpriifung von der Firma GATC Biotech sequenziert. Dafiir wurden
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Standardoligonukleotide der Firma oder eigene Oligonukleotide verwendet. Die Ergebnisse
der Sequenzierungen wurden anschlieBend mit dem Programm CLC Workbench 6

ausgewertet.

2.2.2.10 In silico Klonierung
Zur Planung von Klonierungen wurden diese zuvor in silico mit dem Programm CLC
Workbench 6, bzw. Workbench 7 durchgefihrt.

2.2.2.11 EZ-Tn5-Transposonmutagenese

2.2.2.11.1Erstellung des Transposons

Fur die Transposonmutagenese wurde das EZ-Tn5-System verwendet, welches auf den
Arbeiten von Goryshin und Reznikoff (1998) und Goryshin et al. (2000) basiert.

Das Plasmid pHK9 (Kavermann et al., 2003) beinhaltet im Plasmid pMOD eine cat-Kassette
(Chloramphenicolresistenz), die sich zwischen den jeweils 19 Basenpaar grof3en
Mosaikenden (ME), an welche die Transposase bindet, befindet. Alternativ wurde mit einer
Kanamycinresistenz gearbeitet. Hierfur wurde das Plasmid pJR8 verwendet, in welchem eine
aphA3-Kassette im Plasmid pMOD integriert ist.

Das Transposon wurde durch das PCR-Verfahren mit der Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (2.2.2.4) vervielfaltigt. Die Oligonukleotide ME Plus 9 -3 primer und
ME Plus 9 — 5° primer binden dabei an die Mosaikenden. Im Anschluss wurde die Transposon-
DNA durch die Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion aufgereinigt, wobei das Gel mit

Methylenblau gefarbt wurde, um den Kontakt der DNA mit Ethidiumbromid zu vermeiden.

2.2.2.11.2In vitro-Transposition

Die in vitro-Transposition wurde nach dem Protokoll von EZ-Tn5™ Custom Transposome
Construction Kits von Epicentre in einem 10 pl-Reaktionsansatz durchgefihrt. Hierfir wurden
1 pl 10 x Reaktionspuffer, 0,2 pg Ziel-DNA und die equimolare Menge der Transposon-DNA
in H2Ogest. zusammengefugt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 1 U EZ-Tn5 Transposase
(1 U/ul) und der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C fir 2 h inkubiert. Durch das Hinzufiigen von
1 pl EZ-Tn5 10 x Stopplésung und Erhitzen auf 70 °C fir 10 min wurde die Reaktion beendet.
Fur die anschlieRende Transformation in die Bakterien wurde 1pl des in vitro-
Reaktionsansatzes verwendet und auf die Antibiotikaresistenz des Transposons selektioniert.
Die Menge des in vitro-Reaktionsansatzes wurde angepasst, wenn im Anschluss eine

geringere Anzahl an Transformationsreaktionen durchgefihrt wurden.
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2.2.2.11.3In vivo-Transposition

Fur einen 8 pl-Reaktionsansatz der in vivo-Transposition wurden nacheinander 2 pl
Transposon-DNA (100 ng/ul), 4 U EZ-Tn5 Transposase (1 U/ul) und 2 pl Glycerin hinzugefugt
und gemischt. Fir kleinere Reaktionsansatze wurden die Mengen dementsprechend
umgerechnet. Der Reaktionsansatz wurde fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch
sich die Transposase an die Transposon-DNA zu einem Komplex bindet. Im Anschluss
erfolgte die Elektroporation von 1 ul des Reaktionsansatzes in elektrokompetente Bakterien
(2.2.1.7). Um die Mutanten zu erhalten, wurden die Bakterien auf die Antibiotikaresistenz des

Transposons selektioniert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Bakterienlysaten

Zur Herstellung von Bakterienlysaten von H. pylori wurde ein Ubernachtkultur in 1 ml PBS
resuspendiert. AnschlieRend wurde die ODsso bestimmt und die Suspension bei 6000 g Uber
5 min zentrifugiert. Nachdem der Abnahme des Uberstandes wurde das Bakterienpellet mit
10 pl 2 x SDS-Probenpuffer mit Mercaptoethanol pro 0,1 ODsso versetzt. Dieser Ansatz wurde
fur 10 min bei 98 °C aufgekocht und anschliel3end zur SDS-PAGE (2.2.3.4) verwendet oder

zur Aufbewahrung eingefroren.

2.2.3.2 Zellfraktionierung von H. pylori durch Ultraschall und Ultrazentrifugation

Um die bestimmte Lokalisation eines Proteins zu bestimmen, wurden die Bakterien durch
Ultraschall und anschlieBender Ultrazentrifugation in eine cytoplasmatische Fraktion und eine
Membranfraktion unterteilt.

Hierfir wurden die H. pylori-Bakterien von 5 Platten einer Ubernachtkultur in 10 ml PBS
resuspendiert. Nach einem Waschschritt mit 10 ml 10 mM Tris-HCI-Puffer pH = 8,0 wurde das
Pellet in 2 ml Tris-HCI-Puffer mit Proteaseinhibitoren 1 mM Na-Vanadat, 1 mM PMSF, 1 uM
Leupeptin und 1 pM Pepstatin (Tris-HCI*) resuspendiert. Die Bakterien wurden anschlie3end
durch Ultraschall (Sonifier® S-250A von Brandson, Leistungsregelung 5, Einschaltdauer 40-
50 %) Uber einen Zeitraum von 1 min lysiert, bis der Inhalt klar wurde, sofort auf Eis gestellt
und in ein 2 ml Reaktionsgefall Gberfuhrt. Durch Zentrifugation bei 4000 rpm Gber 10 min bei
4°C setzten sich die nicht aufgebrochenen Bakterien und Zellreste ab. Der Uberstand wurde
anschliel3end in ein Ultrazentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 45 000 bzw. 100 000 rpm fur
1 h bei 4°C zentrifugiert, wodurch sich die Membranfraktion von der cytosolischen Fraktion 16st
und sich als Pellet absetzt. Das Pellet wurde anschliel3end in 100 pl Tris-HCI-Puffer gelost.
Fur die nachfolgende Analyse am Western-Blot wurden jeweils 20 pl der Fraktionen mit 20 pl

2 x SDS-Probenpuffer gemischt und fiir 10 min bei 98 °C aufgekocht.
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2.2.3.3 Proteinfallung (Wessel und Fligge, 1984)

Zur Ausfallung der Proteine wurden 300 pl der Probe nacheinander mit 600 pl Methanol, 200 pl
Chloroform und 200 pl Wasser versehen und jeweils gemischt. Durch Zentrifugation bei
15 000 rpm Uber 2 min wurde der Ansatz in Phasen unterteilt und im Anschluss die obere
wassrige Phase verworfen. Danach wurde 1ml Methanol zur Zwischen- und unteren Phase
hinzugefiigt, der Ansatz gemischt und erneut bei 15 000 rpm Uber 5 min zentrifugiert. Der
gesamte Uberstand wurde verworfen und das Pellet in der Vakuumzentrifuge getrocknet.
AnschlieBend wurde das Pellet in 20-50 pl 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommen, 10-60 min
gerittelt und fur 10 min bei 98 °C aufgekocht.

2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse durch die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese basiert auf dem Prinzip von Laemmli (1970) und wurde nach dem Protokoll
von Sambrook et al. (2001) durchgeftihrt.

Hierfir wurde ein kontinuierliches Polyacrylamid-Gel (Ahn et al., 2001) mit einer
Acrylamidkonzentration von 10 % gegossen und 4 pul bis 20 pl der Proteinproben, die zuvor
mit 2 x SDS-Probenpuffer aufgekocht worden waren, aufgetragen. Der Proteinmarker
PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific wurde zur Abschétzung der
molekularen Masse mitgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte im vertikalen Elektrophoresesystem

mit SDS-Elektrophoresepuffer unter einer Spannung von 80 V uber 90 bis 120 min.

2.2.3.5 Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden im Anschluss an die SDS-PAGE durch das semi-dry
Blotsystem (Towbin et al.,, 1992) vom Gel auf eine PVDF-Membran {bertragen, indem
zwischen zwei Graphitplatten senkrecht zum Polyacrylamidgel ein elektrisches Feld angelegt
wurde.

Hierflr wurden jeweils 2 dinne und dicke Filterpapiere in Western-Transfer-Puffer getrankt
und luftblasenfrei auf die Graphitanode gestapelt. Es folgte die PVYDF-Membran, welche zuvor
in Methanol aktiviert und in Western-Transfer-Puffer geschwenkt worden war, das
Polyacrylamidgel, 4 weitere Filterpapiere und die Graphitkathode. Der Proteintransfer wurde
bei 1,25 mA/cm? tiber 75 min durchgefihrt.

Fur den immunologischen Nachweis von Proteinen wurde die Membran getrocknet, mit
Methanol reaktiviert und mit 5 ml 3 % BSA in TBS Uber 2 h bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bei 4 °C abgesattigt, um unspezifische Antikérperbindungen an der Membran zu
verhindern. Danach wurde der primare Antikdrper hinzugefigt und fir mindestens 1 h,

anhangig vom Antikdper, inkubiert. Am Anschluss erfolgten 4 Waschschritte Gber jeweils
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10 min mit 10 ml Waschpuffer TBS-T. Darauf wurde die Membran mit dem sekundéaren
Antikérper (Protein A, AP-gekoppelt) in 5 ml TBS-T versehen, fur 1 h inkubiert und erneut
viermal mit TBS-T gewaschen. Zur Entwicklung der AP-Konjugaten wurden 10 ml frisch
angesetzte Detektionsldsung hinzugefligt, unter Schwenken inkubiert, bis die Banden sichtbar

wurden und zuletzt mit Wasser abgestoppt.

2.2.4 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung und graphische Darstellung wurde das Programm GraphPad
Prism 5 verwendet. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal unabhéngig durchgefiihrt
und aus den Ergebnissen der Mittelwert mit Standardabweichung errechnet.

Ergebnisse, wie Transformationsfrequenzen, Plasmidtransferraten und Raten der
Elektroporation, sind in dieser Arbeit standardmaRig in den Graphen in logarithmischen Skalen
der vertikalen Achse dargestellt, da diese Variablen im Vergleich mehrere Grél3enordnungen
umfassen, beispielsweise in Hofreuter et al. (2001).

Die Transformationsexperimente wurden pro Ansatz mit einer Lebendzellzahl von 10°
Bakterien durchgefihrt. Fur die Variablen, die keine Transformanten erzeugten, bedeutet dies,
dass die Transformationsfrequenz im Schnitt nicht hoher als 10°
(Transformanten / (Lebendzellzahl x DNA [ug])) liegen kann. Deshalb wurden fir diese
Variablen zur statistischen Analyse Frequenzen von 10° angenommen. Aufgrund der
logarithmischen Skala wurden zur statistischen Analyse die Frequenzen, bzw. Raten, mit dem
dekadischen Logarithmus transformiert (GraphPad Software Inc., 2014). Dabei wurden die
logarithmierten Werte durch die graphische Darstellung und den D'Agostino-Pearson-Test auf
Normalverteilung geprift. Unter Annahme einer Normalverteilung nach der logarithmischen
Transformation wurden die signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit den
parametrischen Tests T-Test und ANOVA mit Tukey post-hoc-Test erhoben. Hierbei wurde im
F-Test, bzw. Bartlett-Test beachtet, dass keine signifikant unterschiedlichen Varianzen
aufgezeigt werden. Die statistischen Signifikanzen wurden in GraphPad Prism mit * fir P <
0,05, ** fur P < 0,01 und *** fur P < 0,001 dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Kandidatengens hpp12 1451

3.1.1 Allgemeines zu hppl12_ 1451 und hp1473

Das Kandidatengen hppl2_ 1451 im H. pylori-Stamm P12, wurde hinsichtlich seiner Rolle bei
der DNA-Aufnahme untersucht. Es entspricht dem Gen hpl1473 im H. pylori-Stamm 26695,
der als erster Stamm vollstandig sequenziert wurde.

Bereits Chang et al. (2001) berichteten, dass nach Mutation des Gens hp1473 durch Insertion
eines Transposons, die natirliche Transformation von genomischer DNA, in Form zweier
Antibiotikaresistenzkassetten, nicht maglich war. hp1473 besitzt eine Ahnlichkeit zu ¢j1028c,
vereinfacht ctsW genannt, in Campylobacter jejuni. Wiesner et al. (2003) beschrieben bei der
Inaktivierung von ctsW einen Verlust der Transformationsfahigkeit in Campylobacter jejuni,
wobei die DNA-Aufnahme weiterhin mdglich war, sodass der Defekt in einem spateren Schritt
der Transformation vorlag. Des Weiteren gaben sie eine schwache Ahnlichkeit von CtswW zu
ComFC von Bacillus subtilis an, wo zuvor eine Abnahme der Transformationseffizienz von
ComFC-Mutanten berichtet wurde (Londono-Vallejo und Dubnau, 1993).

Die Proteinsequenz von HP1473 zeigt zu CtsW des Campylobacter jejuni-Stammes NCTC
(Parkhill et al., 2000) eine Ubereinstimmung von 38 % mittels der BLAST-Datenbanksuche der
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (s. Abbildung 3.1). Es konnte jedoch
keine Ubereinstimmung in der Proteinsequenz von ComFC von Bacillus subtilis zu HP1473

gefunden werden.

HP1473 1 MRCLTCLKLSFKPLCPNCLNDLP-LSLKVRVLEG-VSVYSFYAYSEIEELIKSKYALIGS 58
MRC+ C + C € 1L SL VR L+ VYSFY Y EI+ L+ SK+ G
Ctsw 1 MRCINCGAFALLCFCELCELELSEFSLNVRKLDNNFKVYSFYKYHEIQHLLHSKHYFYGY 60

59 RILPLLSQKAGAEFVKILQEQGLNIPLYGIAIDDKIKSF-YSHSAALLKGFCQGNLKPTY 117
+ +L++ + A+F + + + IA+DDK++ YSHSA L + +KP +

61 FVYKMLAKLSFAKFKDFFDPR---MTINVIALDDKVEDMLYSHSAILARYLKTKFVKPVF 117

118 GRLRANNAVSYAGKSLEFRANNPRNFTFKGDESLDYFLLDDIITTGTTLKEALKYLKTLN 177
L+A N+V Y+GKSLEFR + RN+ L+DDI+TTG++L EA K L+

118 NVLKAQNSVKYSGKSLEFRQKHKRNYKLLKTIHEPVILVDDIVTTGSSLLEAKKVLEENK 177

178 IKVHFAIALCSA 189

I VFA+L A
178 ISVLFALVLADA 189

Abbildung 3.1: Vergleich der Proteinsequenzen HP1473 und CtsW
Im Vergleich der Proteinsequenzen zwischen HP1473 aus H. pylori 26695 und CtsW aus
Campylobacter jejuni NCTC mit BLAST zeigt sich eine Ubereinstimmung von 38 %.

hp1473 bzw. hppl2_1451 mit einer Grol3e von 576 Basenpaaren (Bp) ist in allen H. pylori-
Stammen vorhanden und gehdrt somit zu den konservierten Genen. Mit der BLAST-

Datenbank lasst sich eine Ubereinstimmung von 94 - 100 % in dieser Gensequenz zwischen
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den verschiedenen H. pylori-Stammen aufzeigen. Zwischen hp1473 und hpp12_1451 betragt
die Sequenzhomologie 94 % (s. Abbildung 3.2), zwischen den entsprechenden Proteinen
96 %. hpl473, bzw. hppl2_ 1451 besteht aus 576 Basenpaaren. In den Programmen BLAST
und CLC wird das zugehorige Protein als Amidophosphoribosyltransferase beschrieben und
zur ,Superfamilie ComFC* zugehérig bezeichnet, die bei verschiedensten Bakterien eine Rolle

im Transformationsmechanismus spielt.
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Abbildung 3.2: Vergleich des konservierten Kandidatengens in 26695 und P12
Die Gensequenzen hp1473 (H. pylori Stamm 26695) und hpp12_1451 (Stamm P12) weisen nur geringe
Unterschiede (6 %) auf. Der Vergleich wurde mit CLC DNA Workbench 6 erstellt.

Zur Untersuchung des Kandidatengens wurde der H. pylori-Stamm P12 verwendet, welcher
sich gut fir in-vitro-Versuche im Labor eignet. Die Abbildung 3.3 zeigt die Lage des
konservierten Kandidatengens im Chromosom zwischen den benachbarten Genen, die fir die
geplante Deletion im Stamm P12 eine Rolle spielen, fiir die Stamme 26695 und P12. Beide

Stamme weisen eine dhnliche Anordnung der Gene auf.
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Abbildung 3.3: Kandidatengen hp1473, bzw. hpp12_ 1451 im Chromosom
Es werden schematisch hp1473 (Stamm 26695) und hpp12_1451 (Stamm P12) mit den umliegenden
Genen im Chromosom dargestellt. Zuséatzlich sind die Transkriptionsstartpunkte (TSS) eingezeichnet.

3.1.2 Erstellung der Deletionsmutante P12Ahpp12_ 1451

Die Deletionsmutante P12Ahppl2 1451 (JR-H14) wurde mit dem Kontraselektionssystem
nach Debowski et al. (2012) hergestellt, wobei die markerfreie Deletion des Gens in nur einem
Transformationsschritt durch das Xer-Rekombinase-System erreicht wird.

Es wurde hierflr das Deletionsplasmid pJR3 (s. Abbildung 3.4) angefertigt. Die flankierenden
Bereiche des zu deletierenden Gens hppl2_ 1451 wurden mittels PCR mit den Primern JR1
und JR16 fir das vorgeschaltete Fragment und JR3 und JR4 flir das nachgeschaltete
Fragment vervielfaltigt und aufgereinigt. Im Anschluss wurden sie Uber die Schnittstellen Kpnl,
Sall (vorgeschaltetes Fragment) und Notl, Sacll (hachgeschaltetes Fragment) in das
pBluescript Il SK (+) eingebracht. Da sich hppl2_1451 und das nachgeschaltete Gen
hppl2_1452, das in CLC als tmk bezeichnet wird, in Bezug auf 27 Basenpaare Uberschneiden,
konnte dieses kurze Gensegment nicht deletiert werden, um das benachbarte Gen nicht zu
kirzen. Der Abschnitt codiert 9 Aminosauren des N-terminalen Endes des Proteins
HPP12_1451. Zwischen die flankierenden Bereiche wurde Uber die BamHI-Schnittstelle die
rpsL-cat-Kontraselektionskassette, zu beiden Seiten umgeben von einer dif-Sequenz, kloniert.
Diese Kassette vermittelt sowohl eine Chloramphenicolresistenz (CamR), als auch eine
Streptomycinsensitivitat (StrepS). Die dif-Sequenzen dienen als Erkennungssequenz der Xer-

Rekombinase. Zum Uberpriifen der Klonierung wurde das Plasmid pJR3 sequenziert.
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Abbildung 3.4: Deletionsplasmid pJR3

Das Deletionsplasmid pJR3 beinhaltet die flankierenden Bereiche von hpp12_1451. Dazwischen wurde
die Kontraselektionskassette rpsL-cat, umgeben von den dif-Sequenzen als Erkennungsmerkmal ftr
die Xer-Rekombinase, eingebracht.

Durch Transformation von pJR3 in den streptomycinresistenten H. pylori-Stamm P12
(P12 Strep, JR-HO1) und anschlieRender homologen Rekombination wurde hppl2_1451 im
Chromosom durch die Kontraselektionskassette, flankiert von dif-Sequenzen, ersetzt.
Hierdurch erhielt P12 eine Chloramphenicolresistenz (CamR) und gleichzeitig eine
Streptomycinsensitivitat (StrepS). Das Streptomycinsensitivitat-vermittelnde rpsL-Gen ist
gegeniber der vorhandenen Resistenz dominant. Die erhaltenden Klone wurden durch
Chloramphenicol selektioniert und direkt im Anschluss auf Nahrplatten mit Streptomycin
Ubertragen. Dadurch entstand ein Selektionsdruck zur Streptomycinresistenz, sodass die
bakterieneigene Xer-Rekombinase an den dif-Sequenzen die Kontraselektionskassette mit
der Streptomycinsensibilitdit herausschneidet. Das Bakterium besitzt nun wieder eine
Streptomycinresistenz (StrepR). Das Ergebnis ist, abgesehen von einer dif-Sequenz, eine
markerfreie Deletion des Gens hppl2_1451 (s. Abbildung 3.5), ausgenommen des kurzen
Abschnitts, der sich mit hpp12_1452 Uberschneidet. Zur Kontrolle wurde die chromosomale
DNA der Mutante isoliert und die Deletion per PCR mit den Primern JR1 und JR4 bestétigt (s.
Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.5: Deletion von hpp12_1451

Die Abbildung zeigt den Vorgang der Deletion von hppl2_1451 uber Kontraselektion. Nach dem
Einbringen des Plasmides pJR3 durch Transformation, wird tlber homologe Rekombination das Gen im
Chromosom durch die Kontraselektionskassette ersetzt. Durch den anschlieBenden Selektionsdruck
von Streptomycin, wird diese Uber die Xer-Rekombinase herausgeschnitten, sodass nur eine dif-
Sequenz vorhanden ist.
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Abbildung 3.6: PCR-Nachweis der Deletion

Die Gelelektrophorese zeigt die Produkte der PCR Uber P12 und Uber die Deletionsmutante mit den
Primern JR1 und JR4. Das PCR-Produkt tber P12 ist mit ca. 2560 Basenpaaren groR3er als das von
P12Ahppl12 1451(JR-H14) mit ca. 2100 Basenpaaren. Die Deletion des Gens wurde somit
nachgewiesen.
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3.1.3 Untersuchung der Deletionsmutante auf Transformationsfahigkeit

Es wurden erste Transformationsexperimente mit verschiedenen Antibiotikaresistenzen in
unterschiedliche Gen-Loci (mit pJP99, pSP76, pWS48) durchgeflhrt. Hierbei wurden stets der
Ausgangsstamm P12 Strep und P12Ahpp12 1451 (JR-H14) gleichzeitig transformiert. Die
Deletionsmutante erwies sich hier als nicht transformierbar, es zeigten sich keine
transformierten Klone auf den Selektionsplatten.

Die ausfiuihrlichen Experimente mit Bestimmung von Transformationsraten, inklusive der

Komplementanten (s. 3.1.4) sind in Abschnitt 3.1.5 aufgefuhrt und grafisch dargestellt.

3.1.4 Komplementation des Gens hppl2_1451

Zum Nachweis, dass wirklich das deletierte Gen hppl2 1451 bei der
Transformationskompetenz eine Rolle spielt und kein anderes Gen des Chromosoms beim
Erstellen der Mutante beeintrachtigt wurde, wird die Mutante komplementiert. Das zu
untersuchende Gen wird in die Deletionsmutante in einen anderen Gen-Locus eingebracht,
um den Phanotyp, in diesem Fall die Transformationskompetenz, wiederherzustellen.

Die Komplementation fand auf zwei unterschiedliche Arten statt. Einerseits wurde das Gen
Uber ein pHel3-Shuttle-System eingebracht, andererseits wurde das Gen ins Chromosom

inseriert.

3.1.4.1 Erstellen der Komplementationsplasmide pJR4, pJR5, pJR6 und pJR7

Zur Komplementation der hpp12_1451-Mutante wurde das pHel3-Shuttle-Plasmid verwendet,
das sowohl in E. coli als auch in H. pylori repliziert wird (Heuermann und Haas, 1998). Die
Klonierung wurde mit einem Derivat von pHel3, dem Plasmid pVK18, durchgefihrt, bei
welchem das betreffende Gen unter Kontrolles des alpA-Promotors steht. Der alpA-Promotor
ist fur die Expression von AlpA, ein Protein der &uf3eren Membran (Odenbreit et al., 1999),
verantwortlich. Der Vorteil dieses Promotors ist, dass er zwar in H. pylori das nachfolgende
Gen exprimiert, jedoch nicht in E. coli. Eine toxische Wirkung durch H. pylori-Proteine in
E. coli, wie dies speziell fir einige H. pylori-Proteine der &uf3eren Membran bekannt ist, wird
somit vermieden.

Das Plasmid pVK18 wurde mit den Enzymen Ndel und Bglll geschnitten, um das Ruckgrat fur
die Klonierung zu erhalten. Die PCR-Fragmente mit hppl12_1451 wurden mit den Primern
JR18 und JR19 bzw. JR17 und JR19 uber die genomische DNA von P12 erstellt. Der Primer
JR17 enthalt dabei einen myc-Tag. Das Plasmid pJR4 (s. Abbildung 3.7) wurde durch
Inserieren des geschnittenen PCR-Fragments aus der Amplifikation mit JR18 und JR19 und
dem aufgeschnittenen Plasmid pVK18 angefertigt. Das Plasmid pJR5 wurde wie pJR4, jedoch
mit dem PCR-Fragment durch die Primern JR17 und JR18 erstellt, wodurch das spétere
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Protein HPP12_1451 n-terminal zuséatzlich einen Myc-Tag erhélt. Dies ermdglicht den
Nachweis des Proteins durch Antikérperbindung. Zum Uberprifen der eingebrachten

Fragmente wurden die Plasmide mit dem Primer JR20 sequenziert.

JR20 aphA-3
alpA_Promotor
JR18 4 :

HPP12_1451

=~ 5000
pJR4_Komp1451

6.452bp

ori ColE

pJR5_Komp1451_Myc
6.482bp

ori ColE -
oriT %

Abbildung 3.7: Komplementationsplasmide pJR4 und pJR5

Dargestellt sind die Plasmide zur Komplementation von hppl2_1451. hppl2_ 1451 wurde Uber die
Schnittstellen Ndel und Bglll in das pHel3-Shuttle-System eingebracht. Vorgeschaltet ist der alpA-
Promotor. Im Plasmid pJR5 findet sich zuséatzlich ein myc-Tag zur Darstellung der Proteinexpression.

Des Weiteren wurden Plasmide fur die Komplementation im Chromosom erstellt. Hierfur eignet
sich der moeB-Locus, welcher fir die Kolonisierung im H. pylori-Gerbil-Tiermodell
nachweislich nicht essentiell ist (Kavermann et al., 2003). Das Gen moeB codiert fir ein
Protein der Molybdopterin-Biosynthese und findet sich inklusive seiner flankierenden Bereiche
sowohl im H. pylori-Stamm 26695 (hp0755) als auch in P12 (hpp12_0765) (s. Abbildung 3.8).

53



H. py HPO754 HP0756
fI|D / HPOT52 fliS / HPO753 jmoeB / HP0755 HPO0757
26695 — bb —L_

|HPP12_0784 HPP12_0766

fliD / HPP12_0762 fliS / HPP12_0763 moeB I HPP12_0765 HPP12_0767

Abbildung 3.8: moeB-Locus in den Stammen 26695 und P12
Die Abbildung zeigt die gleiche Anordnung der Gene um den moeB-Locus in den Stammen 26695 und
P12.

Fur die Klonierung der Komplementationsplasmide fiir P12 konnte somit das Plasmid pSP76
mit der Gensequenz aus dem Stamm 26695 verwendet werden, da eine homologe
Rekombination zwischen den Sequenzen aus 26695 und P12 mdglich ist. Das Plasmid pSP76
enthalt eine aphA-3-Kassette im moeB-Locus (hp0755) und dessen flankierende Bereiche von
hp0752 (teilweise) bis hp0757. Die PCR-Fragmente wurden mit den Primern JR20 und JR21
Uber die bereits vorhandenen Plasmide pJR4 und pJR5 erstellt. Hierdurch wurde hppl2_ 1451
mit dem alpA-Promotor amplifiziert und Uber die Schnittstellen Kpnl und Xhol in pSP76
eingebracht. Das Plasmid pJR6 entstand durch die Insertion des PCR-Fragmentes tiber pJR4
(alpA-Promotor — hpp12_1451), wahrend fir pJR7 das PCR-Fragment tiber pJR5 eingebracht
wurde, weshalb hier die Reihenfolgte alpA-Promotor — myc-Tag — hppl2_ 1451 besteht. Die
Plasmide sind in Abbildung 3.9 dargestellt und wurden auf ihre Korrektheit mit den Primern
JR18 und JR21 sequenziert.
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Abbildung 3.9: Komplemetationsplasmide pJR6 und pJR7

Dargestellt sind die Plasmide pJR6 und pJR7 zur Komplementation von hppl2_ 1451 im moeB-Locus.
pJR7 hat zuséatzlich einen myc-Tag vor hppl2_1451. In beiden Plasmiden ist der alpA-Promotor vor
hppl2_1451 vorgeschaltet.

3.1.4.2 Einbringen der Komplementationsplasmide
Zuerst wurde versucht, die Komplementationsplasmide tUber Transformation und alternativ
Uber Elektroporation in die Deletionsmutante P12Ahpp12_1451 (JR-H14) einzubringen. Dies
war jedoch erfolgslos, eine direkte Komplemetation war weder Uber das Shuttle-System, noch
Uber chromosomales Inserieren maglich.
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Deshalb wurde in P12 Strep im ersten Schritt tGber Transformation die jeweiligen
Komplementationsplasmide pJR4, pJR5, pJR6, pJR7 eingebracht, dabei entstanden folgende

veranderte Stamme:

mit pJR4 > P12+hppl2_1451 (JR-H42)

mit pJR5 > P12+myc_hppl2_1451 (JR-H44)

mit pJR6 > P12+hpp12 1451 moeB (JR-H34)

mit pJR7 > P12+myc_hppl2 1451 moeB (JR-H39)

Im zweiten Schritt wurde das Gen hppl2 1451 mit dem Plasmid pJR3 markerfrei Uber das
Kontraselektionssystem deletiert.
Durch Insertion von hppl2_ 1451 in den moeB-Locus und Deletion des Gens ergaben sich

folgende Komplementaten:

P12+hpp12 1451 moeB (JR-H34) und pJR3 > P12Ahpp12_1451+Komp_moeB

(JR-H37)

P12+myc_hppl2_1451_moeB (JR-H39) und pJR3 => P12Ahppl2_1451+Komp_myc_
_moeB (JR-H41)

Die Deletion wurde per PCR mit den Primern JR1 und JR4, wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben,
Uberprift. Fir den Nachweis der Insertion im moeB-Locus wurden in der PCR die Primer
SP122 und SP116 verwendet (s. Abbildung 3.11). Die Abbildung 3.10 zeigt die
Komplementation im Chromosom. Um sicherzugehen, dass die eingebrachte Gensequenz
von hppl2_ 1451 nicht mutiert ist, wurde ein PCR-Fragment mit den Primern SP122 und JR21

erstellt und sequenziert.

SP122 HP0754

P12Ahpp12_1451
+Komp_moeB
(JR-H37)

P12Ahpp12_1451
+Komp_myc
_moeB

(JR-H41)

fliD/HPO752

fliSIHP0753

moeB/HP0755
aphA3

E—

JR20 JR21 HP0756
alpA_Pr HP0755
HPP12_1451 HP0757 SP116

SP122 HP0754

fliD/HP0752

fliS!THP0753

moeB/HP0755
aphA3

—

JR21

alpA_Pr
HPP12_1451

\HPO0756
moeB/HP0755
HP0757

JR20 SP116

Abbildung 3.10: Komplementation im moeB-Locus

Die Abbildung zeigt die Komplementation von hpp12_1451 mit einem alpA-Promotor im moeB-Locus
nach Insertion durch homologe Rekombination. Es wurden zwei unterschiedliche Mutanten mit und
ohne myc-Tag erstellt (rote Markierung). Die Primer SP122 und SP116 dienten dem PCR-Nachweis der
Insertion. Mit den Primern JR20 und JR21 wurde die Komplementation sequenziert.
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P12 P12Ahpp12_1451
+Komp_moeB

Abbildung 3.11: PCR-Nachweis der Komplementation im moeB-Locus

Die Gelelektrophorese zeigt die PCR-Produkte mit SP122 und SP116 uber P12 (ca. 2600 Bp) und
P12+hppl2_1451 moeB (ca. 4400 Bp). Die Insertion im moeB-Locus Uber homologe Rekombination
muss folglich stattgefunden haben.

Bei der Komplementation Uber das pHel3-Shuttle-System wurden nach der Deletion von

hppl2_ 1451 folgende Komplementationsmutanten erstellt:
P12+hppl2_1451 (JR-H42) und pJR3 > P12Ahpp12_1451+Komp (JR-H45)

P12+myc_hppl2_1451 (JR-H44) und pJR3 > P12Ahpp12_1451+Komp_myc (JR-H48)

Wichtig war bei diesen Stdammen stets die Kultivierung auf einer Selektivserumplatte, in
diesem Fall mit Kanamycin, um zu verhindern, dass die Stamme ihr pHel3-Shuttle-System,
pJR4 bzw. pJRS5, nicht verlieren. Die Deletion wurde per PCR uberpruft. Zusatzlich wurden die
H. pylori-Plasmide pJR4 und pJR5 aus den Komplementaten isoliert. Im PCR-Nachweis mit
JR20 und JR19 Uber die Plasmide zeigt sich, dass die Bande Uber pJR4 kleiner war, als sie
mit 870 Bp sein sollte (s. Abbildung 3.12). Durch die Sequenzierung wurde festgestellt, dass
nur die ersten 331 Bp auf dem Komplementationsplasmid in H. pylori P12 enthalten sind. Die
weiteren 245 Bp fehlen und wurden durch Wiederholungssequenzen des Shuttle-Plasmids
ersetzt. Beim zweifachen Transformieren des Bakteriums wurde das Plasmid genetisch
verandert. Diese Komplementante bietet die Mdglichkeit, zu testen, wie sich ein Teilverlust des
Gens auf die Transformationskompetenz auswirkt und wird im folgenden
P12Ahppl12_1451+Komprei (JR-H45) genannt. Ebenso lieferte ein anderer Klon der gleichen
Mutante das gleiche Ergebnis beziglich der PCR und auch das gleiche Muster nach dem
Schneiden von Restriktionsenzymen im Testverdau, sodass auch dieser Klon die Verédnderung

beinhaltet.
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pJR4 aus pJR5 aus
P12Ahpp12_1451 P12Ahpp12_1451
+Komp +Komp_myc

Abbildung 3.12: PCR-Nachweis der Komplementation im Shuttle-System

Die Gelelektrophoresen zeigen die PCR-Produkte mit den Primern JR 19 und JR20 Uber die isolierten
H. pylori-Plasmide aus den Komplementanten P12Ahppl2_1451+Komp (JR-H45) und
P12Ahppl12_1451+Komp_myc (JR-H48). Die Fragmente sollten ca. 870 Bp (P12Ahpp12_1451+Komp)
und ca. 900 Bp grol3 sein. Auffallig ist das deutlich kleinere Fragment von pJR4 in
P12Ahppl2_1451+Komp. In der darauffolgenden Sequenzierung ergab sich, dass nur 331 der 576 Bp
von hpp12_1451 vorhanden sind (genannt P12Ahpp12_1451+Kompreil).

3.1.5 Untersuchung der verschiedenen Mutanten bezlglich ihrer
Transformationsfahigkeit

Die ersten Testungen auf Transformation der Deletionsmutante P12Ahppl2 1451 im
Vergleich zum Wildtyp P12 Strep wurden bereits in 3.1.3 beschrieben. Die Deletionsmutante
konnte mit keinem der Plasmide pJP99, pSP76 und pwWS48, die verschiedene
Antibiotikaresistenzen in unterschiedlichen Gen-Loci enthalten, transformiert werden.

Des Weiteren wurde beim Erstellen der Komplementationsmutanten gezeigt, dass
P12Ahppl2_1451 (JR-H14) nicht mit einem pHel-Shuttle-System (pJR4 und pJR5 auf

Grundlage des pHel3-Shuttle), das nicht ins Chromosom inseriert, zu transformieren war.

Bei der Transformation der Komplementationsmutanten zeigten sich Kolonien auf den
Selektivplatten. Zur Kontrolle, dass die Transformation erfolgreich stattgefunden hat, wurden
einzelne Kolonien weitergestrichen, deren DNA isoliert und mit dieser PCR-Nachweise
angefertigt, die die Insertion des zu transformierenden Genabschnittes im Genom zeigten.
Beispielsweise besitzen die PCR-Produkte, erstellt mit den Primern WS67 und WS68 und der
genomischen DNA der Stamme P12 Strep, P12Ahppl2_1451+Komp_moeB (JR-H37) und
P12Ahppl2_1451+Komp_myc_moeB (JR-H41) nach Transformation mit pWWS48, eine Grol3e
von ca. 1500 Bp, gegentuber den PCR-Produkten der Ausgangsstamme von ca. 1050 Bp.
Die Komplementation von hppl12_1451, sowohl im moeB-Locus, als auch tber das pHel-
Shuttle-System stellte die Transformationsfahigkeit von H. pylori wieder her.
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Zur genaueren Einschatzung und Quantifizierung der natirlichen Kompetenz wurden
Transformationsfrequenzen bestimmt. Diese berechnen sich aus der Anzahl der
Transformanden, der eingesetzten Menge an DNA und der CFU (colony forming unit):

Anzahl der Transformanden
DNA [ug] x CFU

Hierfir wurden die Transformationen mit dem Plasmid pWS48, das eine cat-Kassette mit
flankierenden Bereichen von recA enthalt, durchgefthrt. Im Anschluss wurden die
Transformanden und die Lebendzellzahl, die fir die Bestimmung der CFU benétigt wird,

ausgezahlt und die Transformationsfrequenzen berechnet (s. Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Transformation einer Chloramphenicolresistenz in recA durch das Plasmid
pWS48 zur Ermittlung von Transformationsfrequenzen der hppl12_1451-Mutanten.

Es sind die Mittelwerte mit Standartabweichung in einer logarithmischen Skala aus mindestens 3
unabhéngigen Experimenten dargestellt. Fir die verschiedenen Mutanten ergaben sich folgende
Transformationsfrequenzen im Mittel:

P12 Strep 4,72 x 10
Deletionsmutante P12Ahpp12_1451 (JR-H14) <10°
Komplementante P12Ahpp12_1451+Komp_moeB (JR-H37) 3,24 x 10

P12 Strep mit zusatzlichem Gen hppl12_ 1451 P12+hpp12_ 1451 moeB (JR-H34) 3,22 x 10*
Komplementante mit Myc-Tag P12Ahpp12_1451+Komp_myc_moeB (JR-H41) 1,00 x 104
Teilkomplementante P12Ahpp12_1451+Komprei (JR-H45) < 10°
Die statistische Auswertung erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mit dem parametrischen Test
ANOVA mit Post-Hoc-Test Tukey (*** fir P < 0,001 und ns fur nicht signifikant).
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Die Transformation der Deletionsmutante P12Ahppl2 1451 zeigte auch in diesem Experiment
keine Transformanten, sodass daraus ein signifikanter Unterschied gegenlber der
Transformationsfrequenz des Wildtyps P12 Strep resultiert. Durch Komplementation von
hppl2_ 1451 im moeB-Locus (P12Ahpp12_1451+Komp_moeB) wurde die
Transformationsfahigkeit auch guantitativ betrachtet wiederhergestellt, die
Transformationsfrequenz gegeniber P12 Strep war nicht signifikant unterschiedlich. Das
zusatzliche Vorhandensein des Genes hppl2_ 1451 im Wildtyp (P12+hpp12_ 1451 moeB/JR-
H34) wies keine erhohte Transformationsfahigkeit auf. Die Komplementate
P12Ahpp12_1451+Komp_myc_moeB mit Myc-Tag, welche Myc-HPP12 1451 produziert,
zeigte nur minimal geringere Transformationsfrequenzen im Vergleich zum Wildtyp und der
Komplementante ohne Tag, ohne signifikante Unterschiede.

Die Komplementante P12Ahpp12_1451+Komprei (JR-H45), in der nur die ersten 331 Bp von
insgesamt 576 Bp von hppl2_1451 vorhanden sind, war nicht zu transformieren.

3.1.6 Untersuchung der Mutanten bezliglich Elektroporation

Nachdem gezeigt wurde, dass mit dem Fehlen von hpp12_1451 keine Transformation moglich
ist, stellt sich die Frage, wie sich dies auf weitere Mechanismen der DNA-Aufnahme auswirkt.
Die Elektroporation stellt hierbei ein technisches Verfahren dar, DNA in ein Bakterium
einzuschleusen. Beim Erstellen der Komplementaten zeigte sich bereits, dass das Einbringen
der Komplementationsplasmide, sowohl pHel-Shuttle-Plasmide, als auch Plasmide, die ins
Genom integrieren, Uber Elektroporation in die Deletionsmutante P12Ahppl2_1451 nicht
moglich war (s. Abschnitt 3.1.4.2). Zur Quantifizierung wurden der Wildtyp P12 Strep, die
Deletionsmutante P12Ahpp12_1451 (JR-H14) wund die Komplementationsmutante
P12Ahpp12_1451+Komp_moeB (JR-H37) hinsichtlich der Elektroporation mit dem Plasmid
pWS48 getestet (s. Abbildung 3.14). Die Elektroporationsraten wurden, entsprechend den

Transformationsfrequenzen (s. Abschnitt 3.1.5), berechnet.
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Abbildung 3.14: Elektroporation einer Chloramphenicolresistenz in recA durch das Plasmid
pWS48 zur Ermittlung von Elektroporationsraten der hpp12_1451-Mutanten.
Es sind die Mittelwerte mit Standartabweichung in einer logarithmischen Skala aus mindestens 3
unabhéangigen Experimenten dargestellt. Fur die verschiedenen Mutanten ergaben sich folgende
Elektroporationsraten im Mittel:

P12 Strep: 3,45x 103

Deletionsmustante P12Ahpp12_1451 (JR-H14): <10°

Komplementante P12Ahpp12 1451+Komp_moeB (JR-H37): 2,65 x 1073
Die statistische Auswertung erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mit dem parametrischen Test
ANOVA mit Post-Hoc-Test Tukey (*** fur P < 0,001 und ns fur nicht signifikant).

Die Komplementation von hppl12_1451 in der Deletionsmutante stellte auch die F&higkeit,
DNA durch Elektroporation aufzunehmen, wieder her. Die Elektroporationsrate der
Komplementationsmutante P12Ahpp12_1451+Komp_moeB (JR H37) entsprach ungefahr der
Rate des Wildtyps P12 Strep, der Unterschied war nicht signifikant. Dagegen zeigt sich ein
signifikanter Unterschied der beiden Stdmme gegeniber der Deletionsmutante
P12Ahpp12_1451 (JR-H14).

3.1.7 Untersuchung der Mutanten bezlglich Konjugation

Ein weiterer Mechanismus der DNA-Aufnahme, dessen Abhangigkeit von hppl2_1451
untersucht werden sollte, ist die bakterielle Konjugation. Die verschiedenen H. pylori-Mutanten
wurden in Hinsicht auf den konjugativen Plasmidtransfer nach Rohrer et al. (2012) getestet.
Plasmid-DNA wird vom Donor-Stamm auf den Rezipienten-Stamm Ubertragen, wodurch
Transkonjuganten entstehen (s. Abbildung 3.15). Die Anwesenheit von DNase | soll dabei die

DNA-Aufnahme Uber die natlrrliche Transformation verhindern.
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Der Wildtyp-Stamm P12 trégt das Plasmid pHell2 (Fischer et al.,, 2010). Fur die
Konjugationsexperimente wurde der Donor P12 pHell2::.cat (SR-P172) verwendet, bei dem
pHell2 mit einer catec-Kassette versehen wurde, sodass der DNA-Transfer Uber die
Chloramphenicolresistenz im Rezipienten aufgezeigt werden kann. Des Weiteren wurde im
Donor-Stamm P12 (SR-P172) das Gen recA deletiert. RecA nimmt eine wichtige Rolle in der
homologen Rekombination ein. Durch das Fehlen von RecA kann der Donor keine DNA
aufnehmen und der DNA-Austausch nur in eine Richtung erfolgen (Rohrer et al., 2012). Als
Rezipient wurden die verschiedenen hppl2_ 1451-Mutanten verwendet. Zur Selektion
enthalten die Rezipienten eine aphA-3-Kassette, welche eine Kanamycinresistenz vermittelt.
Hierfur wurde in den Ausgangsstamm Wildtyp P12 Strep Uber Transformation mit dem Plasmid
pSP76 eine aphA-3-Kasette in den moeB-Locus eingebracht. Der daraus resultierende Stamm
P12 moeB:aphA-3 (JR-H52) wurde als Vergleichsstamm im Konjugationsexperiment
verwendet. Darauffolgend wurde eine Deletionsmutante mit einer aphA-3-Kasette erstellt,
indem (Ober Transformation mit pJR3 das Gen hppl2 1451 deletiert wurde
(P12Ahppl12_1451_moeB::aphA-3 (JR-H53)). Die Komplementationsmutante
P12Ahppl12_1451+Komp_moeB (JR-H37) besitzt bereits eine aphA-3-Kasette.

Die Transkonjuganten wurden durch das Vorhandensein beider Antibiotikaresistenzen, sowohl
gegen Chloramphenicol als auch Kanamycin, selektiert.

Donor Chloramphenicol

P12, ArecA resistenz Transkonjugant

pHel12cat P12, aphA-3
pHel12cat

Konjugativer
Plasmidtransfer

Rezipient DNase | Chloramphenicol- und
P12, aphA-3 Kanamycinresistenz Kanamycinresistenzen

Abbildung 3.15: Konjugativer Plasmidtransfer von pHel12::cat

Das Plasmid pHell2::cat wird vom Donor P12 (SR-P172) auf den Rezipienten Uber Konjugation
Ubertragen. Der Rezipient besitzt eine aphA-3-Kassette, welche eine Kanamycinresistenz vermittelt.
Die Anwesenheit von DNase | verhindert die Aufnahme von DNA aus der Umgebung. Uber
Doppelselektion mit den Antibiotika Chloramphenicol und Kanamycin erhalt man die Transkonjuganten.
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Nach der Durchfuhrung der Konjugationen zeigten sich Transkonjuganten bei den
Experimenten, wo als Rezipient der Ausgangsstamm P12 moeB::aphA-3 (JR-H52) oder die
Komplementationsmutante P12Ahppl2 1451+Komp_moeB (JR-H37) verwendet worden
waren. Im Gegensatz dazu war die Konjugation mit der Deletionsmutante nicht erfolgreich.
Als Nachweis, dass die Rezipienten wirklich das Plasmid pHell2::.cat (ber den
Konjugationsmechanismus aufgenommen haben, wurde stichprobenartig aus den
Transkonjuganten Plasmid-DNA isoliert und eine PCR mit den Primern SR57 und SR58
angefertigt (s. Abbildung 3.16). Die PCR-Produkte der Transkonjuganten zeigten sowohl eine
kleiner Bande von ca. 430 Basenpaaren durch das Plasmid pHell2, als auch eine Bande mit
ca. 1300 Bp aufgrund der Aufnahme des Plasmides pHell2::cat (Rohrer et al., 2012). Die
Transkonjuganten beinhalten somit beide Plasmide, pHell2 und pHell2::cat.

pHel12 Transkomuganten
_ #1 #2 #3 #4 #5°

2kBp =

1 kBp =4

0,5 kBp

Abbildung 3.16: PCR-Produkte als Nachweis von pHell2::cat in den Transkonjuganten

Die Gelelektrophorese zeigt PCR-Produkte mit den Primern SR57 und SR58 uber pHell2 und isolierter
Plasmid-DNA aus verschiedenen Transkonjuganten mit Ausgangsstamm P12 moeB::aphA-3 und
Komplementante P12Ahpp12_1451+Komp_moeB als Rezipienten. Das PCR-Produkt Gber pHell2 in
der ersten Spur ist ca. 430 Bp gro3. Die Spuren der Plasmid-DNA der Transkonjuganten enthalten alle
zusétzlich eine Bande in einer Grof3e von ca. 1300 Bp durch das PCR-Produkt von pHell2::cat.

Zur  Quantifizierung  des  konjugativen  Plamidtransfers ~ der  verschiedenen
hp12_1451-Mutanten wurden Plasmidtransferraten bestimmt. Berechnet wurden diese mit
dem Quotienten aus der Anzahl der Transkonjuganten und der Lebendzellzahl (CFU) des
Rezipienten und graphisch dargestellt (s. Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Plasmidtransferraten der verschiedenen hpp12_1451-Mutanten als Rezipienten
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standartabweichung in einer logarithmischen Skala aus mindestens
3 unabhéngigen Experimenten. Es ergaben sich folgende Plasmidtransferraten im Mittel:

P12 moeB::aphA-3 (JR-H52): 4,42 x 10
P12Ahppl2_1451 moeB::aphA-3 (JR-H53): <10°
P12Ahpp12_1451+Komp_moeB (JR-H37): 6,56 x 10

Die statistische Auswertung erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mit dem parametrischen Test
ANOVA mit Post-Hoc-Test Tukey (*** fir P < 0,001 und ns fur nicht signifikant).

Der konjugative Plasmidtransfer zwischen H. pylori-Stammen war mit der Deletionsmutante
P12Ahpp12_1451 moeB::aphA-3 (JR-H53) als Rezipient nicht mdglich, es gab keine
Transkonjuganten. Somit war der Unterschied der Plasmidtransferraten gegeniber dem
Ausgangsstamm signifikant. Die Komplementate P12Ahpp12_1451+Komp_moeB (JR H37)
stellte die Fahigkeit zur DNA-Aufnahme tber Konjugation wieder her. Die Plasmidtransferrate
der Komplementante zeigte keinen signifikanten Unterschied gegentber der Rate des

Ausgangsstammes.

3.1.8 Untersuchung des Proteins HPP12_1451

Bei zwei Komplementanten wurde vor hppl2_1451 eine myc-Gensequenz eingebracht. Als
Folge befindet sich N-terminal an HPP12_1451 der Myc-Tag, wodurch das Protein per
Antikdrperbindung visualisiert werden kann. Dieses Prinzip wurde verwendet, um zu
untersuchen, in welchem Zellkompartiment HPP12_ 1451 eine Rolle spielt. Gearbeitet wurde

hierfir mit der Komplementante P12Ahppl12_1451+Komp_myc_moeB (JR-41), bei der bereits
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gezeigt wurde, dass die Transformationsfrequenzen gegentber dem Wildtyp und der
Komplementante ohne Myc-Tag nur geringfiigig niedriger sind (s. 3.1.5).

Die H. pylori-Bakterien von P12Ahppl2 1451+Komp_myc_moeB wurden durch Ultraschall
und Ultrazentrifugation in eine Membranfraktion und eine l6sliche cytoplasmatische und
periplasmatische Fraktion aufgeteilt (s. 2.2.3.2). Aus der l6slichen Fraktion wurden die
Proteine ausgefallt und anschlieBend aus beiden Fraktionen und den Bakterienstammen
P12 Strep, P12Ahppl2_ 1451 und P12Ahppl2_ 1451+Komp_myc_moeB Lysate angefertigt,
die fur einen Western Blot verwendet wurden (s. Abbildung 3.18). Das Protein HPP12 1451
mit Myc-Tag wurde durch den spezifischen Antikdrper a-Myc-tag detektiert und war in der
Komplementante und ihren beiden Phasen vorhanden. Zur Kontrolle der Reinheit der
unterschiedlichen Fraktionen wurden die Antikdper gegen RecA und AlpB verwendet. AlpB ist
ein Protein der auReren Membran und war in der Fraktion des Cytoplasmas und Periplasmas
nicht vorhanden, was bedeutet, dass diese Fraktion frei von Membranproteinen war. RecA,
als cytoplasmatisches Protein, wurde jedoch auch in der Membranfraktion detektiert. Demnach
konnte die Membranfraktion nicht komplett getrennt werden. Die Myc-Bande in der Fraktion
des Cytoplasmas und Periplasmas spricht daflir, dass HPP12_1451 in einem dieser
Kompartimente vorhanden ist. In der Membranfraktion ist die Myc-Bande sehr stark
ausgebildet, jedoch kann aufgrund der Verunreinigung der Membranfraktion nicht sicher
gesagt werden, dass HPP12_1451 auch hier eine Rolle spielt.
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Abbildung 3.18: Western Blot der Zellfraktionen

Im Western Blot sind die verschiedenen Lysate von P12 Strep, P12Ahppl2_ 1451 und
P12Ahpp12_1451+Komp_myc_moeB mit Unterteilung in cytoplasmatische/periplasmatische Fraktion
und Membranfraktion aufgetragen. HPP12_1451 und der Myc-Tag haben eine Gesamtgrof3e von
23 kDa und wurden mit dem spezifischen Antikérper a-Myc-tag (1:1000) detektiert. Zur Kontrolle wurden
die Antikorper gegen RecA (AK263, 1:1000), ein cytoplasmatisches Protein mit einer Grof3e von 40 kDa,
und AlpB (AK262, 1:3000), ein Protein der &uReren Membran mit einer GréRe von 50 kDa, verwendet.
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Um weitere Informationen hinsichtlich der Lage des Proteins HP12_1451 im Bakterium und
der Proteinstruktur zu erhalten, wurden verschiedene bioinformatische Programme verwendet,
die Uber die Aminosauresequenz strukturelle Vermutungen berechnen. Nach den
Computerprogrammen TMpred (Hofmann und Stoffel, 1993) und TMHMM (Krogh et al., 2001)
enthdlt HPP12 1451 keine Transmembrandoméane. PSORTb Version 3.0.2 (Yu et al., 2010)
bezeichnet es mit hoher Wahrscheinlichkeit als cytoplasmatisches Protein und nur mit geringer
Wahrscheinlichkeit als periplasmatisches Protein. Ebenso vermutet das Programm
PredictProtein (Yachdav et al., 2014), dass HPP12_ 1451 keine Transmembrandomane enthalt
und sich im Cytoplasma befindet. Dariiber hinaus stellt es eine Katalytische- und Transferase-
Aktivitat fest.

3.1.9 Untersuchung des Kandidatengens im Stamm PMSS1

Nachdem festgestellt wurde, dass beim Fehlen von HPP12 1451 jegliche Art der DNA-
Aufnahme nicht moglich ist, stellt sich die Frage, inwieweit dies auch die Kolonisationsfahigkeit
des Bakteriums beeintrachtigt. Bei einem anderen Transformationsprotein, ComB4, ist eine
Kolonisation im Tierversuch nicht mdglich (Kavermann et al., 2003).

In der Vorbereitung fiir einen Tierversuch wurde eine Deletionsmutante des H. pylori-Stamms
PMSS1 (Lee et al., 1997), welcher an die Maus adaptiert ist, erstellt.

Hppl2_1451 entspricht mit 96 % der Sequenz des Genes PMSS1_RS07240 in der BLAST-
Datenbank der NCBI (National Center for Biotechnology Information), jedoch war zum
Zeitpunkt der Deletion die Sequenz von PMSS1 noch nicht bekannt, sodass die Deletion
einfach mit dem Plasmid pJR3 erprobt wurde.

Fur das Anwenden des Kontraselektionssystems mittels Xer-Rekobinase zur markerfreien
Deletion des Gens, wie in 3.1.2 beschrieben, wird ein streptomycinresistenter Bakterienstamm
bendtigt. Deshalb wurde der Stamm PMSS1 Wildtyp (UB-H47) mit dem Plasmid pEG21
transformiert und der daraus folgende Stamm als PMSS1 Strep (JR-H61) bezeichnet. Das
weitere  Vorgehen entsprach dem in 3.1.2., wodurch die Deletionsmutante
PMSS1Ahpp12_1451 (JR-H67) entstand. Aus dem Nachweis der markerfreien Deletion
mittels PCR mit den Primern JR1 und JR4 (siehe Absatz 3.1.2), kann gefolgert werden, dass
das Einbringen der Streptomycinresistenz erfolgreich war.

Des Weiteren wurde, ebenso wie fir den Laborstamm P12 (siehe Absatz 3.1.4) versucht, eine
Komplementante zu erstellen. In der BLAST-Datenbank der NCBI (National Center for
Biotechnology Information) zeigt sich eine Ubereinstimmung des Locus moeB von 98 %
zwischen den Stdmmen PMSS1 (pmssl_RS03010) und 26695 (hp0755), auf dessen
Grundlage das Plasmid pSP76 und nachfolgend das Komplementationsplasmid pJR6 erstellt
wurde. Fur den Locus moeB inklusive der flankierenden Bereiche auf dem

Komplementationsplasmid ergibt sich eine 96%ige Ubereinstimmung.
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Mehrfache Versuche, das Komplementationsplasmid pJR6 sowohl Uber natirliche
Transformation, als auch Uber Elektroporation in den Stamm PMSS1 einzubringen,

scheiterten.
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Abbildung 3.19: Transformation einer Chloramphenicolresistenz in recA durch das Plasmid
pWS48 zur Ermittlung der Transformationsfrequenzen des Wildtyps und der hpp12_1451-
Deletionsmutante im Stamm PMSS1.
Es sind die Mittelwerte mit Standartabweichung in einer logarithmischen Skala aus mindestens 3
unabhéngigen Experimenten dargestellt.
Es ergaben sich folgende Transformationsfrequenzen im Mittel:

Ausgangsstamm PMSS1 Strep (JR-H61): 2,15 x 107

Deletionsmutante PMSS1Ahpp12_1451 (JR-H67): <10°

Die erstellte Deletionsmutante PMSS1Ahpp12_1451 wurde in vitro mit den Plasmiden pWS48
und pJP99 auf ihre  Transformationsfahigkeit geprift und es  wurden
Transformationsfrequenzen, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, zur Quantifizierung im
Vergleich zu PMSS1 Strep (JR-H61) bestimmt (s. Abbildung 3.19).

Auch hier zeigte sich, dass die Deletion des Genes hppl2_1451 im Maus-adaptierten

H. pylori-Stamm PMSS1 zum Fehlen der nattrlichen Transformationskompetenz fiihrt.
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3.2 Untersuchung des Kandidatengens hp0506

3.2.1 Allgemeines zu hp0506

Ein weiteres Gen, dessen Protein an der DNA-Aufnahme beteiligt sein kdnnte, ist das Gen
hp0506. Das Protein HPO506/HdpA besitzt eine Endopeptidase-Aktivitat (Bonis et al., 2010;
Sycuro et al., 2010), die zur lokalen Peptidoglykan-Hydrolyse fiihrt und bei dem Transport von
DNA-Fragmenten wahrend des Transformationsvorganges eine Rolle spielen kénnte. Das
Fehlen von hp0506 konnte sich dadurch deutlich starker auf die Aufnahme von gréf3eren
DNA-Fragmenten auswirken, die dann schlechter bei der Transformation passieren wirden.
Zur Untersuchung dieser Vermutung wurde das Deletionsplasmid von Ivo G. Boneca (Bonis
et al., 2010) der Arbeitsgruppe von Prof. Haas zum Erstellen einer Mutante zur Verfigung
gestellt.

Das Gen hp0506 besteht aus 1212 Basenpaaren und kodiert das Protein HPO506/HdpA,
bestehend aus 403 Aminoséuren. Es lasst sich in allen bekannten Sequenzen der
verschiedenen H. pylori-Stamme in der BLAST-Datenbank mit einer Ubereinstimmung von
95 — 100 % finden, sodass man von einem konservierten Gen sprechen kann.

hp0506 entspricht im H. pylori-Stamm P12 dem Gen hpp12_0512 mit einer Ubereinstimmung
von 96 %. Die Gene hp0506 und hppl2_0512 weisen im Chromosom fast die gleichen
flankierenden Bereiche auf (s. Abbildung 3.20).

P0504

H
HP0502 HP0505 HP0507
H. pyfor] gyrB HP0503 HP0506| HP0508 HP0509
Stamm _ __

26695
HPP12_0511 HPP12_0513
H. pylori \gyrB HPP12_0510 HPP12_0512| HPP12_0514 glcD
Stamm _ __
P12
1000 Bp

Abbildung 3.20: Kandidatengen hp0506, bzw. hpp12_0512 im Chromosom

Es werden die Gene hp0506 im Stamm 26695 und hpp12_0512 im Stamm P12 mit ihren flankierenden
Bereichen im Chromosom schematisch dargestellt. Die DNA-Sequenzen dieser Bereiche sind sehr
ahnlich und unterscheiden sich nur in wenigen Basen. An zwei Stellen werden im Stamm 26695 zwei
Gene anstatt eines Genes bezeichnet (s. grine Pfeilmarkierung), wobei auch hier DNA-Sequenzen nur
gering voneinander abweichen.

Mit dem Plasmid von Ivo G. Boneca wurde eine Deletionsmutante durch Evelyn Weiss erstellt.

Als Ausgangsstamm diente dabei der H. pylori-Stamm P12 Wildtyp, der sich fir
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in vitro-Versuche bewahrt hat. Es entstand die Deletionsmutante P12Ahp0506 durch eine
Insertion einer aphA-3-Kassette, welche eine Kanamycinresistenz vermittelt.

Beim Arbeiten mit dem Stamm P12Ahp0506 bestatigte sich das deutlich langsamere
Wachstum gegentiber dem Wildtyp (Bonis et al., 2010).

3.2.2 Transformationseffizienz der Deletionsmutante P12Ahp0506

Um zu vergleichen, ob groRe DNA-Fragmente schlechter aufgenommen werden kdnnen als
kleinere, wurden Transformationen mit zwei unterschiedlichen Plasmiden durchgefiihrt. Der
Unterschied der Plasmide liegt dabei in der GroRe der DNA-Abschnitte, die ins Chromosom

oder in H. pylori-Plasmide integriert werden.

Das Plasmid pWS48 wurde bereits fur die Bestimmung der Transformationsfrequenzen der
Mutante P12Ahppl12 1451 verwendet (s. Abschnitt 3.1.5). Es enthélt eine cat-Kassette, die
eine Chloramphenicolresistenz vermittelt, in der Grof3e von ca. 850 Bp, die von Teilabschnitten
von recA (jeweils ca. 250 — 300 Bp) und deren angrenzenden Bereiche (1500 Bp, bzw.
800 Bp) flankiert werden. Diese flankierenden Abschnitte stehen theoretisch nach der
DNA-Aufnahme durch Transformation der Rekombination ins Chromosom zur Verfigung.
Unter der Annahme, dass fur eine erfolgreiche Rekombination auf jeder Seite mindestens 150
Bp bendtigt werden, kommt man auf ein DNA-Fragment mit einer Mindestgré3e von 1150 Bp,

welches durch Transformation aufgenommen werden muss.

Es wurden die Transformationen mit den Stammen P12 Wildtyp und P12Ahp0506 mit pWS48
durchgefuhrt und daraus die Transformationsfrequenzen berechnet (s. Abbildung 3.21).

Die Transformation war in beiden Stdmmen erfolgreich. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in den Transformationsfrequenzen der beiden Stamme P12 wt und P12Ahp0506

bei der Transformation mit pWS48.

Um zu kontrollieren, dass wirklich ein Teil von pWS48 ins Genom inseriert wurde, wurden
stichprobenartig Transformanten kultiviert, deren genomische DNA isoliert und PCR-
Fragmente mit den Primern WS67 und WS68 erstellt (s. Abschnitt 3.1.5). Dabei wurde in allen

Proben die Insertion nachgewiesen.
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Abbildung 3.21: Transformation einer Chloramphenicolresistenz in recA durch das Plasmid
pWS48 zur Ermittlung von Transformationsfrequenzen des Wildtyps und der Mutante
P12Ahp0506.
Es sind die Mittelwerte mit Standartabweichung in einer logarithmischen Skala aus mindestens 3
unabhéngigen Experimenten dargestellt. Es ergaben sich folgende Transformationsfrequenzen im
Mittel:

Ausgangsstamm P12 wt: 2,14 x 103

Deletionsmutante P12Ahp0506: 6,24 x 104
Die statistische Auswertung erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mit einem zweiseitigen T-Test
(* fur P £ 0,05, ns fur nicht signifikant).

Als zweites wurden Transformationsexperimente mit dem Plasmid pLH2 durchgefiihrt, um die
Wirkung grofRerer DNA-Abschnitte auf Transformation und Rekombination zu testen. Das
Plasmid pLH2 enthélt eine cat-Kassette, einen alpA-Promotor und das Gen babA zwischen
flankierenden Bereichen hppl12_p11 und mccC des Shuttles pHell2, wobei das Plasmid pLH2
ursprunglich auf dem pBluescript Il SK (+) basiert (s. Abbildung 3.22). Nach der Transformation
in das Bakterium wird der ganze Bereich, bestehend aus cat-Kassette, alpA-Promotor und
babA (insgesamt 3613 Bp), zwischen hpp12_p11 und mccC in das H. pylori-eigene Plasmid
pHell2 rekombiniert, sodass H. pylori eine Chloramphenicolresistenz (CamR®) erhalt. Die
Gesamtgrof3e des DNA-Abschnittes, inklusive flankierender Bereiche, der fiir eine erfolgreiche

Rekombination transformiert werden muss, betragt demnach mindestens 3910 Bp.
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Abbildung 3.22: Plasmid pLH2

Zwischen den flankierenden Bereichen von pHell2 befindet sich eine cat-Kassette und babA, welchem
der alpA-Promotor vorgeschaltet ist. Eingezeichnet sind auch die Bindungsstellen der Primer 1B34 und
IB55 fir den Nachweis der erfolgreichen Transformation.

Die Transformationsexperimente wurden mit den Stammen P12 Wildtyp und P12Ahp0506 mit
pLH2 durchgefiihrt und daraus die Transformationsfrequenzen berechnet (s. Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Transformationsfrequenzen des Wildtyps P12 und der Mutante P12Ahp0506
nach Transformation mit pLH2.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standartabweichung aus mindestens 3 unabhdngigen
Experimenten. Es ergaben sich folgende Transformationsfrequenzen im Mittel:

Ausgangsstamm P12 wt: 7,91 x 107

Deletionsmutante P12Ahp0506: 9,50 x 10°
Die statistische Auswertung erfolgte mit einem zweiseitigen T-Test (*** fur P < 0,001).

Transformationsfrequenz
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Generell war das Plasmid pHL2 gegentber pW S48 schlechter zu transformieren, die Frequenz
fiel auch fur den Wildtyp P12 geringer aus.

Der Unterschied der Transformationsfrequenzen der Stamme P12 wt und P12Ahp0506 bei
der Transformation mit pLH2 war signifikant. Das gréf3ere DNA-Fragment war schlechter in
die Deletionsmutante einzubringen als in den Wildtyp.

Um sicherzugehen, dass die Transformation mit anschlieBender Rekombination stattgefunden
hat, wurde stichprobenartig Plasmid-DNA der Transformanden isoliert. Aus diesen wurde eine
PCR mit den Primern IB55 und IB34 angefertigt (s. Abbildung 3.24). Die Banden der PCR-
Produkte zeigten eine erfolgreiche Aufnahme und Rekombination von pLH2 in P12Ahp0506.

P12Ahp0506 +
pLH2

Abbildung 3.24: PCR-Nachweis der Transformation von pLH2 in P12Ahp0506

Die Gelelektrophorese zeigt die PCR-Produkte mit den Primern IB55 (bindet an babA) und IB34 (bindet
an das Ende der cat-Kassette) als Nachweis einer erfolgreichen Transformation von pLH2 in
P12Ahp0506. Rechnerisch besitzen die PCR-Produkte eine Grof3e von ca. 2330 Bp, was sich in der
Gelelektrophorese bestatigt.
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3.3 Versuch der Etablierung eines in vivo-Transposonmutagenese-

Systems fur H. pylori

3.3.1 Allgemeines zur Erstellung der in vivo-Transposonmutagenese-Datenbank
Als Stamm, auf dessen Grundlage die Mutanten erstellt werden sollten, wurde der
Wildtypstamm P12 gewahlt. Er eignet sich gut fiur Versuche im Labor und seine
Genomsequenz ist bekannt. Des Weiteren bietet er den Vorteil, dass er keine
Antibiotikaresistenzen besitzt, sodass fiir das spéatere Testen der Transformationsfahigkeit der
erstellten Mutanten eine gré3ere Anzahl an Antibiotikaresistenzen zur Verfliigung steht.

In der Arbeitsgruppe R. Haas existierte bereits das Transposonplasmid pHK9, das von Holger
Kavermann konstruiert wurde (Kavermann et al., 2003). Hiermit wurde auf der Grundlage des
EZ-Tn5-Systems (Epicentre) bereits eine in vitro-Datenbank fur H. pylori erstellt. Das Plasmid
pHK9 (s. Abbildung 3.25) enthélt eine cat-Kassette, die jeweils von 19 Bp, den sogenannten
Mosaikenden (ME), flankiert ist. Die Mosaikenden dienen der Transposase als Bindungsstelle.
Zusatzlich zu pHK9 wurde das Transposonplasmid pJR8 (s. Abbildung 3.25) erstellt. Das
Plasmid pJR8 enthdlt anstatt der cat-Kassette eine aphA-3-Kassette, die eine
Kanamycinresistenz vermittelt. Diese Alternative bot die Méglichkeit, bei der Etablierung eines
Selektionssystems mit Transformationsschritten fir die spatere Mutantenbank auch mit einer
Chloramphenicolresistenz arbeiten zu kénnen.

Beim Erstellen von pJR8 wurde die aphA-3-Kassette aus dem vorhandenen Plasmid pVK18
mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xbal ausgeschnitten und in den Konstruktionsvektor
fur EZ-TN-Transposons pMOD1 zwischen den ME inseriert. Zur Kontrolle der Klonierung
wurde pJR8 mit den Plasmiden pMODFP1 und pMODRP1 sequenziert.

Um eine hohe Effizienz der Transpositionsreaktion zu erhalten, sollte das Transposon
linearisiert und von angrenzender DNA abgespalten werden (Goryshin et al., 2000). Deshalb
wurden aus den Plasmiden die Transposons per PCR uber die Transposonplasmide pHK9
und pJR8 und anschlieBender Gelelektrophorese und Gelextraktion, wie in Abschnitt
2.2.2.11.1 beschrieben, erstellt.
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pMODRP+—————~
ME Plus9 - 5’primer
ME

PMODRPt+—
ME Plus9 - 5’primer>
ME

pJR8
3.830bp

pMODFP1
/ME_PIUSQ _ 3’primer
- Insert

ME

aphA-3

Abbildung 3.25: Transposonplasmide pHK9 und pJR8

Die Abbildung zeigt die Transposonplasmide pHK9 und pJR8. Zwischen den Mosaikenden (ME) ist eine
Antibiotikaresistenzkassete, die cat-Kassette in pHK9 und die aphA-3-Kassette in pJRS8, integriert.
Eingezeichnet sind die Primer pMODFP1 und pMODRP1, die fur die Sequenzierung verwenden
wurden. Mit den Primern ME Plus 9 — 3 und ME Plus 9 —5° wurden die Transposons durch das
PCR-Verfahren erstellt.

Die Funktionsfahigkeit der EZ-Tn5-Transposase (Epicentre) wurde Uberprift, indem eine

in vitro-Transpositionsreaktion mit der DNA des EZ-Tn5 <KAN-2> Tnp Transposome™ Kit und

anschliel3ender Transformation in E. coli durchgefihrt wurde.
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3.3.2 Suche nach einem Screnningverfahren von transformationsdefizienten
Mutanten

Zur Detektion der transformationsdefizienten Mutanten sollte ein Screeningverfahren fir
H. pylori etabliert werden. Hierfir wurde versucht, das beschriebene Verfahren fir
Campylobacter jejuni nach Wiesner et al. (2003) anzupassen. Im Verfahren fir C. jejuni
wurden jeweils 2,5 pg chromosomale DNA von Mutanten mit einer Chloramphenicolresistenz
auf Serumplatten verteilt und getrocknet. Im Anschluss wurde der Transformationsansatz
verdiinnt und jeweils ca. 100 Bakterien ausplattiert. Nach der Kultivierung einzelner
transformierter Mutanten wurden einzelne Kolonien sowohl auf Serumselektivplatten mit
Chloramphenicol als auch auf Serumplatten ohne zusatzliche Antibiotika Ubertragen. In einer
Bakterienkolonie, in der die Bakterien weiterhin die natirliche Transformationskompetenz
besal’en, wurde mindestens einmal wahrend der Kultivierung auf der DNA-Platte die
Chloramphenicolresistenzkassette aufgenommen, sodass die Bakterien der Kolonie nun auf
beiden Nahrbdéden wuchsen. Es wurde dabei von einer 100-prozentigen Effizienz der
Transformation von chromosomaler DNA bei den transformationsfahigen Mutanten
ausgegangen. Transformationsdefiziente Mutanten wuchsen dagegen nur auf der Serumplatte
ohne Chloramphenicol.

Dieses Verfahren sollte nun auf H. pylori angepasst werden. Hierfir wurden erste Versuche
mit  unterschiedlichen Antibiotikaresistenzen und unterschiedlichen Mengen von
chromosomaler DNA, die auf den Serumplatten verteilt wurden, getestet. Untersucht wurde
des Weiteren die nétige Dauer der Kultivierung von H. pylori auf den DNA-Platten. Der Ablauf

der Testversuche ist in der Abbildung 3.26 dargestellt.
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Abbildung 3.26: Aufnahmeféhigkeit einer Antibiotikaresistenzkassette als Screeningverfahren
far H. pylori.

Die chromosomale DNA (gDNA) von P12 mit einer Kanamycinresistenzkassette (aphA-3) wurde auf
einer Serumplatte verteilt und die Platte Uber 5 min getrocknet. Im Anschluss wurden
Verdinnungsreihen mit dem Wildtyp H. pylori-Stamm P12 angefertigt, sodass ca. 100 Bakterien auf
einer DNA-Platte wachsen sollten. Die einzelnen Bakterienkolonien wurden wegen des langsamen
Wachstums von H. pylori nach 4, bzw. 5 oder 6 Tagen mit Pipettenspitzen auf die Serumselektivplatten,
hier mit Kanamycin, alternativ mit Chloramphenicol oder Streptomycin, und zusatzlich auf eine
Serumplatte ohne Antibiotikum Ubertragen. Nach der weiteren Kultivierung von 2 bis 3 Tagen wurde die
beiden Platten miteinander verglichen. Bei transfomationsféhigen Bakterien sollten die Kolonien nun auf
beiden Serumplatten vorhanden sein, wahrend das Wachstum von transformationsdefiziten Bakterien
auf der Antibiotikaplatte ausfiel. In der Darstellung zeigt sich eine Mutante als transformationsdefizient,
wahrend alle anderen transformationskompetenten Mutanten die Antibiotikaresistenzkassette
aufgenommen haben.

Fur die Beschichtung der Platten mit DNA wurde, ebenso wie beim Screeningverfahren fir
C. jejuni, chromosomale DNA (gDNA) verwendet, da die Transformation von Plasmid-DNA,
insbesondere von heterologen Stdmmen, durch Restriktions-Modifikationssysteme starker
eingeschrankt wird, wahrend homologe chromosomale DNA gut transformiert wird ((Ando et
al., 2000; Hofreuter et al., 2001).

Fur die Erstellung der chromosomalen DNA mit einer Antibiotikaresistenzkassette wurde der
Stamm P12 mit dem Plasmid pJP99 (enthalt aphA-3 in recA), bzw. pWS48 (enthélt cat in recA)
transformiert und die daraus entstandenen Mutanten in die Stammhaltung aufgenommen. Der
Stamm P12 Strep mit einer Streptomycinresistenz war bereits im Labor vorhanden. Aus den

aufgefuhrten Stammen wurde die gDNA isoliert:

P12 recA::aphA-3 (JR-H32) - Kanamycinresistenz
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P12 recA::cat (JR-H33) —> Chloramphenicolresistenz

P12 Strep, rpsL* -> Streptomycinresistenz

In den Testversuchen wurde nur der transformationskompetente Stamm P12 verwendet,
sodass man ein Wachstum auf beiden Serumplatten, mit und ohne Antibiotikum, aufgrund der
Aufnahme der Antibiotikaresistenzkassette erwartet hatte. Das Anwachsen auf beiden Platten
wurde miteinander verglichen. Die Ergebnisse der Testversuche sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt.
Die Transformationen von genomischer DNA durch Aufnahme von Serumplatten waren in den
Testreihen weit von der geforderten 100-prozentigen Effizienz entfernt, sodass nach ersten
Testversuchen abgebrochen wurde.

Tabelle 3.1: Testversuche des Screeningverfahrens

Dauer der Kultivierung DNA-Menge Ergebnis des Anwachsens, Anzahl
auf den DNA-Platten (Antibiotikumplatte/Serumplatte)
Kanamycinresistenz (aphA-3in recA)

4 Tage 2 ug 1/15 6,7 %
4 Tage 5 ug 5/15 33,3 %
5 Tage 2 ug 3/15 20 %
5 Tage 5 ug 1/10 10 %
6 Tage 5 ug 5/15 33,3%
Chloramphenicolresistenz (cat in recA)

4 Tage 2 ug 5/15 33,3%
4 Tage 5 ug 4/15 26,7 %
5 Tage 2 ug 14/15 93,3 %
5 Tage 2 ug 58/74 78,4 %
5 Tage 3 ug 94/116 81,0 %
5 Tage 5 ug 7/15 46,7 %
6 Tage 2 ug 29/67 43,3 %
6 Tage 3 g 25/80 31,3%
Streptomycinresistenz (rpsL*)

4 Tage 2 ug 4/18 22,2 %
4 Tage 3 ug 4/18 22,2 %
4 Tage 5 ug 3/4 75 %
5 Tage 2 ug 5/38 13.2%
5 Tage 3 ug 10/38 26,3 %
5 Tage 5 g 4/16 25%
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Das Screeningverfahren flr transformationsdefiziente Muntanten von C. jejuni konnte nicht
ausreichend fur H. pylori angepasst werden. Keine der Antibiotikaresistenzkassetten fir die
Chloramphenicol-, Kanamycin- als auch Streptomycinresistenz eignete sich zur Aufnahme
Uber DNA-Platten. Das beste Ergebnis wurde beim Verwenden von 2 ug gDNA mit einer
Chloramphenicolresistenzkassette und einer Kultivierung von 5 Tagen auf der DNA-Platte bis
zum Ubertragen auf die Serumplatten erzielt. Die Testversuche wiesen insgesamt eine sehr
grolle Streuung auf. Auffalig waren die schlechten Transformationsraten der

Streptomycinresistenz.

3.3.3 Versuch der Etablierung einer in vivo-Transposonmutagenese-Datenbank

Das Verfahren der in vivo-Tn5-Mutagenese sollte nun auf H. pylori angepasst werden, mit dem
Ziel, Insertionsmutanten zu erstellen. Der Vorteil der in vivo-Mutagenese ist, dass das
Transposom direkt in das zu modifizierende Bakterium eingebracht wird und in die genomische
DNA inseriert. Im Gegensatz zur in vitro-Mutagenese von H. pylori nach Kavermann et al.
(2003) sollten die aufwendigen Schritte, wie das Modifizieren von Plasmiden und das
Einbringen und Vervielfaltigen in E. coli., umgangen werden. Dargestellt ist der Ablauf der
in vivo-Transposonmutagenese in Abbildung 3.27.

Die Transposons TnHK9 und TnJR8 wurden wie zuvor beschrieben (s. Abschnitt 3.3.1) aus
den Plasmiden pHK9 und pJR8 mittels PCR erstellt und von zusétzlicher DNA getrennt, wie
vom Hersteller (Epicentre) des EZ-Tn5-Systems empfohlen (Goryshin und Reznikoff, 1998;
Goryshin et al., 2000). Die in vivo-Transpositionsreaktion wurde, wie in Abschnitt 2.2.2.11.3

beschrieben, mehrmals durchgefiihrt.
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Abbildung 3.27 Modell der in vivo-Transpositionsreaktion von H. pylori am Beispiel TnHK9

Das Transposon TnHK9 enthalt eine cat-Kassette und wird von den Mosaikenden flankiert. Durch
Inkubation des Transposons mit der Transposase EZ-Tn5 bildete sich ein Transpositionskomplex, das
sogenannte Transposom. Im Anschluss wurde das Transposom durch Elektroporation in das Bakterium
H. pylori eingebracht. Durch die Transpositionsreaktion sollte das Transposon unter Anwesenheit von
Magnesium in das Genom integriert werden. Die Bakterien wurden nach Elektroporation auf eine
Serumselektivplatte, hier mit Chloramphenicol, ausplattiert und fur bis zu 9 Tage inkubiert. Das
Wachstum von Bakterienkolonien, die durch die Transpositionsrekation eine Chloramphenicolresistenz
erworben hatten, wurde nach 4 Tagen taglich kontrolliert.

Leider brachte keine der mehrmalig durchgefiihrten Transpositionsreaktionen mit TnHK9, bzw.
TnJR8 den Erfolg, Mutanten zu generieren. Keine Bakterienkolonie war auf den Selektivplatten
sichtbar.

Zusatzlich wurden die Versuche auch mit den vollstandigen Plasmiden pHK9, bzw. pJRS,
anstatt der einzelnen mittels PCR erstellten Transposons, durchgefiihrt. Die
Transposonplasmide pHK9 und pJR8 wurden mit der Transposase inkubiert und im Anschluss
in H. pylori elektroporiert. Angenommen wurde dabei, dass das Transposon bei der Bildung
des Transpositionskomplexes von der angrenzenden DNA abgespaltet werden kann
(Goryshin und Reznikoff, 1998). Leider brachte auch diese Variation keinen Erfolg, es konnten
keine Mutanten erstellt werden.

Alternativ wurde versucht, Gber eine in vitro-Methode (s. Abschnitt 2.2.2.11.2) das Transposon
TnHK9, bzw. TnJRS in isolierte genomische DNA von H. pylori ,springen zu lassen® und im
Anschluss auf den direkten Weg die modifizierte gDNA (ber Elektroporation oder
Transformation in H. pylori einzubringen. Auch Uber diesen Weg liel3en sich keine Mutanten

generieren.
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4 Diskussion

Das Bakterium H. pylori besitzt eine hohe genetische Vielfalt. Urséchlich fir die hohe
genetische Variation sind die nattrliche Transformation, eine hohe Rekombinationsrate und
eine hohe Mutationsrate. In Folge verandert sich das Genom des Bakteriums im Laufe einer
Infektion und passt sich seinem Wirt an (Suerbaum und Josenhans, 2007). Dies geschieht z.B.
durch Veranderungen der Oberflachenproteine oder durch die Aufnahme und Verbreitung von
Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen (Dorer et al., 2009).

Das Bakterium H. pylori besitzt eine Vielzahl von Genen, die Proteine des
Transformationsmechanismus kodieren, der genaue Mechanismus ist jedoch nicht vollstandig
verstanden. Der Mechanismus der natirlichen Transformation unterscheidet sich in H. pylori
gegenluber anderen Bakterien. Anstatt sogenannter Typ-IV-Pili verwendet H. pylori das
Typ-1V-Sekretionssystem ComB (Hofreuter et al., 2001). Die naturliche Transformation erfolgt
dabei in einem 2-Stufen-Mechanismus. Die Doppelstrang-DNA wird Uber das ComB-System
Uber die &uRere Membran ins Periplasma aufgenommen. Im zweiten Schritt gelangt die DNA
in einem Einzelstrang durch ComEC, ein Kanalprotein der inneren Membran, ins Cytoplasma.
Im Anschluss wird die aufgenommene DNA durch die homologe Rekombination ins
Chromosom integriert und vervielféltigt. Selbstreplizierende Plasmide dagegen werden nicht
ins Chromosom integriert (Stingl et al., 2010).

Eine Alternative des horizontalen Gentransfers ist die Konjugation. Fir H. pylori wurden
mehrere Wege in Anwesenheit von DNase |, die den Weg der naturlichen Transformation
verhindert, beschrieben (Kuipers et al., 1998; Rohrer et al., 2012).

In dieser Arbeit wurden zwei Gene und die davon gebildeten Proteine, deren Beteiligung am
Mechanismus der naturlichen Transformation bereits vermutet wurde, néaher untersucht. Durch
die Experimente und Ergebnisse sollte den Proteinen HPP12_1451 und HP0506 eine Rolle
am Transformationsmechanismus zugeordnet werden. Ein weiterer Gegenstand dieser Arbeit
war die Etablierung eines Tn5-Transposonmutagenesesystems fir H. pylori mit dem Ziel, eine
in vivo-Mutantenbank zu erstellen. Die Mutanten sollten auf einen Defekt der natirlichen
Kompetenz  gescreent werden und somit neue unbekannte Gene des

Transformationsmechanismus identifiziert werden.

4.1 Beteiligung von hppl2_ 1451 an der naturlichen Transformation

In der Vergangenheit wurde berichtet, dass nach Insertion eines Transposons in das Gen

hpl1473 Transformationsversuche nicht erfolgreich waren (Chang et al., 2001). Das Gen
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hp1473 entspricht hpp12_1451 und ist als konserviertes Gen in allen H. pylori-Stammen mit
nur sehr geringen Sequenzunterschieden vorhanden (s. Abschnitt 3.1.1). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Funktion und Rolle von hppl2 1451 am Transformationsmechanismus
genauer untersucht.

Zu Beginn wurde eine Deletionsmutante des H. pylori-Stammes P12 erstellt
(P12Ahppl2_1451). Das Gen hppl2 1451 wurde dabei markerfrei Uber ein
Kontraselektionssystem nach Debowski et al. (2012) deletiert (s. Abschnitt 3.1.2). In ersten
Transformationsexperimenten erwies sich die Mutante als transformationsdefizient (s.
Abschnitt 3.1.3), was mit dem Ergebnis von Chang et al. (2001) Ubereinstimmt. Um zu
beweisen, dass der Defekt der Transformationskompentenz der Mutante auf das Fehlen von
HPP12_1451 zurickzufiihren war, wurde der Gendefekt komplementiert, indem das Gen an
einem anderen Locus im Genom eingebaut wurde (s. Abschnitt 3.1.4). Einerseits wurde das
Gen hppl2_1451 in dem moeB-Locus im Genom inseriert (P12+hppl2_1451 moeB/JR-H34),
andererseits wurde es Uber ein pHel3-Shuttle-System ins Bakterium eingebracht
(P12+hppl2_1451/JR-H42).

Zur Quantifizierung der Transformationskompetenz der Deletionsmutante und der
Komplementationsmutanten wurden in Experimenten die Transformationsfrequenzen
bestimmt (s. Abschnitt 3.1.5). Die Deletionsmutatante P12Ahpp12_1451 erwies sich weiterhin
als transformationsdefizient. Durch Komplementation wurde die Transformationskompetenz
wiederhergestellt, der Unterschied zwischen Komplementate P12+hppl12 1451 moeB und
Wildtyp war nicht signifikant. Eine Steigerung der Transformationsfahigkeit durch
Uberexpression durch das zusétzliche Vorhandensein des Genes hppl2 1451 im
moeB-Locus im Wildtyp war nicht nachweisbar. Eine Teilkomplementante, in welcher nur die
ersten 331 Basenpaare von insgesamt 576 Basenpaaren von hppl2_ 1451 vorhanden waren,
zeigte sich ebenso als transformationsdefizient. Der erste Teil des Genes ist somit fur die
Transformationskompetenz nicht ausreichend.

Beim Erstellen der Komplementationsmutanten zeigte sich, dass die Transformation in die
Deletionsmutante P12Ahpp12_1451 weder mit Shuttle-Plasmiden, die sich selbst replizieren,
noch mit Plasmiden, die ins Chromosom tber homologe Rekombination integrieren, moglich
war.

Die fehlende Transformationskompetenz fur Shuttle-Plasmide spricht dafir, dass
HPP12_1451 nicht an der homologen Rekombination, sondern zuvor am

Transformationsmechanismus beteiligt ist.

Zusatzlich wurde die Deletionsmutatante P12Ahppl2 1451 auf weitere DNA-
Aufnahmemechanismen getestet. Die Deletionsmutatante P12Ahpp12_ 1451 konnte durch

Elektroporation nicht genetisch verandert werden (s. Abschnitt 3.1.6). Elektroporationen waren
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mit der Komplementationsmutante wieder moglich. Auch Shuttle-Plasmide konnten in die
Deletionsmutante nicht elektroporiert werden.

Die Elektroporationen mit dem Wildtyp P12 mit pWS48 waren in dieser Arbeit ca. 10 x
erfolgreicher im Vergleich zu den Transformationen derselben. Grundsatzlich ist bekannt, dass
Elektroporationen effizienter als nattrliche Transformationen sind, wobei auch hier die
Barrieren der verschiedenen Stdmme in Form von Restriktions-Modifikations-Systemen
beobachtet wurden (Ando et al., 2000).

In der Vergangenheit wurde flr verschiedene andere Deletionsmutanten des
Transformationsmechanismus gezeigt, dass nur einige davon auch im Ablauf der
Elektroporation beeintrachtigt waren.

Die Elektroporationen in Deletionsmutanten AcomB2 und AcomH, die sich
transformationsdefizient zeigten, waren weiterhin moglich. ComB2 als Teil des ComB-Systems
und ComH als periplasmatischer Rezeptor sind an der Aufnahme der DNA in den
periplasmatischen Raum beteiligt (Karnholz et al., 2006; Damke et al., 2019). Daraus kann
angenommen werden, dass Transformationsproteine, die fir die primare Aufnahme der DNA
notwendig sind, im Rahmen der Membranpermeabilitdtsdnderung der Elektroporation
umgangen werden. Fur die Deletionsmutante AcomEC wurden unterschiedliche Ergebnisse
berichtet, einerseits waren Elektroporationen nicht moglich, andererseits erfolgreich (Yeh et
al., 2003; Damke et al., 2019).

In die Deletionsmutante ArecA waren Elektroporationen, wie bei der Deletionsmutante
P12Ahppl2 1451, nicht mdglich. In AdprA war dies nur in einem sehr geringen Ausmalf
mdoglich (Damke et al., 2019). Im Unterschied zu P12Ahppl12 1451 ist bei ArecA die
Transformation von Shuttle-Plasmiden, die nicht auf die homologe Rekombination angewiesen

sind, jedoch weiterhin mdglich (Schmitt et al., 1995).

In Konjugationsexperimenten dieser Arbeit war die Deletionsmutatante P12Ahppl12 1451 als
Rezipient nicht in der Lage, DNA Uber Konjugation aufzunehmen (s. Abschnitt 3.1.7). In der
Komplementationsmutante war die Fahigkeit wiederhergestellt, hier zeigte sich kein
signifikanter Unterschied gegeniiber dem Wildtyp. In dieser Arbeit wurde jedoch nicht getestet,
wie sich die Deletionsmutante als Donor verhalt.

Mehrere Proteine spielen sowohl bei der Transformation, als auch bei der Konjugation eine
Rolle. Es wurde fur H. pylori verschiedene Wege des konjugativen Transfers von Plasmiden
beschrieben. Dabei ist einerseits das Typ-1V-Sekretionssystem ComB beteiligt, andererseits
gibt es einen ComB-unabhangigen Weg mit niedrigeren Frequenzen des Plasmidtransfers
(Rohrer et al., 2012). Des Weiteren sind das Kanalprotein der inneren Membran ComEC und
die Proteine der homologen Rekombination RecA und DprA im Rezipienten auch fur die

Konjugation der chromosomalen mobilen genetischen Elementen wie ICEHptfs4 notwendig
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(Weiss et al, 2019). Dies lasst annehmen, dass die Mechanismen der natirlichen
Transformation und der Konjugation zumindest zu gewissen Anteilen miteinander verknlpft
sind, vermutlich im spateren Teil der DNA-Aufnahme ins Cytoplasma oder dem Transport der
DNA zur homologen Rekombination. Dies kann auch die Notwendigkeit von HPP12_1451 fir
die verschiedenen Transfermechanismen wie natirliche Transformation, Elektroporation und

Konjugation erklaren.

Um zu untersuchen, in welchem Zellkompartiment HPP12_1451 nun eine Rolle spielt, wurde
eine Komplementationsmutante mit Myc-Tag (P12Ahppl2_1451+Komp_myc_moeB) in die
Membranfraktion und in die l8sliche Fraktion, bestehend aus Cytoplasma und Periplasma,
aufgeteilt (s. Abschnitt 3.1.8). HPP12_1451 war in beiden Fraktionen nachweisbar, wobei nur
die losliche Phase im Western Blot als gut abgetrennt zu betrachten war. Dies wurde als
Nachweis von HPP12_1451 im Cytoplasma oder Periplasma gesehen. Die Bande von
HPP12_1451 in der Membranfraktion war sehr stark ausgepragt und kann einerseits eine
Verunreinigung sein, alternativ aber auf das Vorhandensein von HPP12_1451 in der
Zellmembran hindeuten. Die Analyse verschiedener bioinformatischer Programme ergab,
dass sich HPP12_1451 wahrscheinlich im Cytoplasma befindet und keine
Transmembrandoméne enthélt. Zusatzlich wurde eine Katalytische- und Transferase-Aktivitat
vermutet (s. Abschnitt 3.1.8).

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass das Protein ComB4, welches fir die
Transformationskompetenz essentiell ist, auch im Tiermodell fiir die Kolonisierung essentiell
war. Die Proteine ComB8-10 waren hingegen im Tiermodell nicht essentiell (Kavermann et al.,
2003). Nun stellt sich die Frage, inwieweit HPP12 1451 auch an der Kolonisierung beteiligt
ist. In Vorbereitung fir einen Tierversuch wurde das Gen hppl12_ 1451 im Stamm PMSS1, der
sich fur das Mausmodell eignet, deletiert (s. Abschnitt 3.1.9). Die Komplementation des Genes
war leider nicht erfolgreich. Der fehlende Erfolg bei den Komplemetationsversuchen kann an
der insgesamt geringeren Transformationsfahigkeit des Stammes PMSS1 gegeniuber P12
liegen. In den Experimenten dieser Arbeit unterschieden sich die Transformationsfrequenzen
von PMSS1 gegentiber P12 um ca. 1073,

Wahrend der Niederschrift dieser Arbeit publizierten Damke et al. (2022) ihre Ergebnisse Uber
die Beteiligung von hp1473, von ihnen comFC genannt, an der nattrlichen Transformation von
H. pylori.

Ihre Deletionsmutante AcomFC zeigte eine Abnahme der Transformationseffizienz von ca.
4-Log-Stufen im Gegensatz zum Wildtyp. Die natirliche Kompetenz war jedoch, im Gegensatz

zu den Ergebnissen dieser Arbeit, in einem sehr geringen Ausmal} erhalten. Mdgliche Grinde
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fur unterschiedliche Transformationsfrequenzen kdnnen die verschiedenen H. pylori-Stamme
oder die getesteten Antibiotikaresistenzkassetten sein (Fischer et al., 2001a). Trotzdem wirft
dieses Ergebnis weitere Fragen auf, da bei den vielen Transformationsversuchen in dieser
Arbeit mit unterschiedlichen Antibiotikaresistenzen und DNA-Arten nie eine Mutante erzeugt
wurde.

Zusatzlich beobachteten Damke et al. (2022) fluoreszenzmarkierte DNA, die in der Mutante
AcomFC, ahnlich wie in der Mutante AcomEC, nicht im Cytoplasma nachweisbar war. Daraus
wurde gefolgert, dass ComFC am Transport der DNA durch die innere Membran beteiligt ist.
In weiteren Experimenten zeigten sie, dass ComFC auch an nachfolgenden Schritten der
Transformation eine Rolle spielen muss. Einzelstrang-DNA, die zuvor durch Elektroporation in
das Cytoplasma in die Mutante AcomFC eingebracht wurde, erzielte nur sehr geringe
Transformationsereignisse, ahnlich wie bei der Mutante AdprA.

AulBerdem belegten sie, dass ComFC nur an ssDNA und nicht an dsDNA bindet. Zusatzlich
schutzte ComFC die ssDNA vor dem Abbau durch eine nicht-spezifische Nuklease in einem
Testversuch. Bei der Fraktionierung der Bakterien lief3 sich in ihren Experimenten ComFC in
der inneren Membran und in der I6slichen Phase nachweisen, was mit den Ergebnissen dieser
Arbeit Ubereinstimmt. Damke et al. (2022) sahen die ComFC-Bande der |6slichen Phase
jedoch als Uberexpression und folgerten, dass ComFC mit der inneren Membran assoziiert
ist, entweder durch eine direkte Verbindung oder vermittelt durch ein anderes Protein. lhre
Strukturanalysen und Analysen mit bioinformatischen Programmen ergaben, dass ComFC
C-terminal eine Phosphoribosyltransferase- und N-terminal eine Zinkfingerdoméne enthélt.
Aus ihren Experimenten zogen Damke et al. (2022) den Schluss, dass ComFC an der inneren
Membran lokalisiert ist. ComFC ist einerseits am Transport von ssDNA durch die innere
Membran ins Cytoplasma und andererseits am Verbindungsschritt der DNA zwischen
Cytoplasma-Aufnahme und Rekombination ins Chromosom beteiligt. Zusatzlich spekulierten
sie, dass ComFC zusammen mit DprA und RecA die aufgenommene DNA vor dem Abbau

schitzen konnte.

Viele Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich mit den Ergebnissen von Damke et al. (2022)
zusammenfihren, um ein besseres Bild von der Rolle von HPP12_ 1451/ComFC am
Transformationsmechanismus zu bekommen.

HPP12_1451/ComFC ist sowohl fur die naturliche Transformationskompetenz als auch fur die
Konjugation, ein weiterer Weg des horizontalen Gentransfers, und die Elektroporation von
DNA essentiell.

Hieraus kann der Schluss gezogen werden, dass die verschiedenen DNA-

Aufnahmemechanismen natirliche Transformation, Konjugation und Elektroporation in ihren
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Wegen miteinander verknipft sind, vermutlich im spéateren Teil der DNA-Aufnahme ins
Cytoplasma.

Laut Damke et al. (2022) ist HPP12_1451/ComFC am Transport von ssDNA durch die innere
Membran ins Cytplasma und an der Verbindung zwischen Aufnahme der ssDNA ins
Cytoplasma und Rekombination beteiligt.

Gegen eine ausschlieBliche Beteiligung von HPP12 1451/ComFC an der homologen
Rekombination spricht, dass in dieser Arbeit auch die Transformation und Elektroporation von
Shuttle-Plasmiden, die sich selbst replizieren und nicht ins Chromosom integrieren, in die
Deletionsmutante nicht moéglich war. HPP12 1451/ComFC muss somit an Schritten der
natlrlichen Transformation vor der Rekombination beteiligt sein.

Daraus und aufgrund des Mitwirkens von HPP12_ 1451/ComFC an den verschiedenen
DNA-Aufnahmemechanismen kann die Vermutung aufgestellt werden, dass
HPP12_1451/ComFC die aufgenommene DNA vor dem Abbau durch Restriktionsenzyme
schitzt. Diese Schutzfunktion wird durch die Ergebnisse von Damke et al. (2022) unterstiitzt,
in welchen gezeigt wurde, dass HPP12_1451/ComFC ssDNA bindet und ssDNA vor dem
Abbau durch eine unspezifische Nuklease schitzte.

Die Ergebnisse beider Arbeiten zusammengefasst sprechen fir das Vorhandensein von
HPP12_1451/ComFC im Cytoplasma und einer Assoziation mit der inneren Membran.

Weitere Versuche mit HPP12 1451/ComFC sind notwendig, um den genauen Wirkort des
Proteins zu bestatigen und ggf. Bindungsproteine an die innere Membran zu identifizieren.

Die hier gewonnenen Ergebnisse lieRen sich durch einen Tierversuch erganzen, in dem das
Fehlen von HPP12_1451/ComFC hinsichtlich seiner Auswirkung auf die Kolonisierung von

H. pylori im Mausmodell getestet wird.

4.2 Beteiligung von hp0506 an der nattrlichen Transformation

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Kandidatengen hp0506 und sein Protein HP0506 auf
seine Beteiligung am Mechanismus der natirlichen Transformation untersucht. Das Gen
hp0506 gehdrt zu den konservierten Genen von H. pylori (s. Abschnitt 3.2.1).

Das Protein HP0506, auch HdpA oder Csd3 genannt, besitzt eine Carboxypeptidase- und eine
Endopeptidase-Aktivitat und ist aufgrund seiner Peptidoglykan-modifizierenden Eigenschaft
an der Zellform, der Stabilitdt und der Polbildung beteiligt (Bonis et al., 2010; Sycuro et al.,
2010). Die Endopeptidase-Aktivitat fuhrt zu einer lokalen Peptidoglykan-Hydrolyse. Die Frage,

inwieweit HPO506/HdpA eine Rolle beim Transportvorgang von DNA-Fragmenten wahrend
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der Transformation spielt, wurde in dieser Arbeit untersucht. Dabei wurde auch auf die Grof3e
der zu transformierenden DNA-Fragmente eingegangen, da vermutet wurde, dass das Fehlen
von HP0506 sich aufgrund seiner Endopeptidase-Aktivitat starker auf die Aufnahme von
grolReren Fragmenten auswirken konnte.

In den Transformationsexperimenten zeigte sich HP0506 als nicht essentiell fiir die natirliche
Transformation (s. Abschnitt 3.2.2), Transformationen von DNA in die Deletionsmutante waren
weiterhin moglich. Bei der Transformation von einer Chloramphenicolresistenzkassette in recA
(pWS48), mit einer Grofe von ca. 850 Bp plus flankierende Bereiche, war die
Transformationsfrequenz der Deletionsmutante P12Ahp0506 etwas geringer als die
Transformationsfrequenz des Wildtyp-Stammes P12. Der Unterschied beider Stamme war
jedoch nicht signifikant.

Beim Verwenden eines groReren DNA-Fragmentes aus pLHZ2, bestehend aus cat-Kassette,
alpA-Promotor und babA, insgesamt 3613 Bp plus flankierende Bereiche, zur Transformation
zeigte sich mit fast 2 Log-Stufen ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und der
Deletionsmutante P12Ahp0506 (s. Abschnitt 3.2.2).

Dieses Ergebnis kann als Hinweis gesehen werden, dass HP0506 an der Transformation
grolBerer DNA-Fragmente beteiligt ist. Hierfir missen jedoch weitere Faktoren, die die
Transformationseffizienz der Mutante beeinflussen kénnen, ausgeschlossen werden.
Aufféallig ist, dass das grol3e Fragment von pLH2 insgesamt deutlich schlechter zu
transformieren war. Auch die Transformationsfrequenz des Wildtyps mit pLH2 war mit tGber 3
Log-Stufen deutlich geringer als mit pWS48. Zusatzlich zur insgesamt schlechteren
Transformationsfahigkeit von pLH2 besteht ein deutlich langsameres Wachstum der
Deletionsmutante P12Ahp0506. Bonis et al. (2010) zeigten mit der Bestimmung von
Wachstumsraten eine leichte Wachstumsverzdgerung der Deletionsmutante gegentiber dem
Wildtyp, insbesondere zu Beginn der Wachstumsphase. Uber die Transformationskompetenz
ist bekannt, dass diese vor Beginn der exponentiellen Wachstumsphase am grof3ten ist (Israel
et al., 2000). In Folge kann angenommen werden, dass durch langsameres Wachstum auch
die Transformationsfrequenzen reduziert werden.

Bei schlechter zu transformierenden DNA-Abschnitten, wie dem Fragment aus pLH2, kdnnte
dieser Effekt starker sichtbar werden. Dadurch konnte es sein, dass die niedrigeren
Transformationsfrequenzen von P12Ahp0506 gegenuber dem Wildtyp auf ein insgesamt
langsameres Wachstum zurtickzufiihren sind.

Zusatzlich  stellt sich die Frage, wie das Fehlen von HP0506 den
Transformationsmechanismus beeinflussen kann. Es wurde beschrieben, dass HP0506 an der
Bildung der Zellform und Polbildung beteiligt ist. Die Inaktivierung des Gens flihrte zu einer
untersetzten und verzweigten Form des Bakteriums und Bildung zuséatzlicher Zellpole (Bonis

et al., 2010). Uber die naturliche Kompetenz von H. pylori ist bekannt, dass die DNA-Aufnahme
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im Wesentlichen an den Zellpolen und den nachfolgenden Septen stattfindet (Stingl et al.,
2010). Demnach ist es vorstellbar, dass eine veranderte Zellform und mehrere Zellpole durch
das Fehlen von HP0506 auch zu einer veranderten DNA-Aufnahme fuhren kann.

Des Weiteren ist es mdglich, dass HP0506 aufgrund seiner Endopeptidase-Aktivitat direkt am
Transport von DNA-Fragmenten wahrend des Transformationsvorgangs beteiligt ist. HP0506
besitzt eine Transmembrandoméne und ist C-terminal im Periplasma lokalisiert (An et al.,
2015).

Uber den Transformationsmechanismus ist bekannt, dass die DNA, die als Doppelstrang liber
die auRere Membran aufgenommenen wurde, durch das Periplasma zu ComEC, dem
Kanalprotein der inneren Membran, transportiert wird (Stingl et al.,, 2010). Der
periplasmatische DNA-Rezeptor ComH besitzt eine starke Affinitat fir die dsDNA und ist am
Import der DNA ins Periplasma und am weiteren Transport zu ComEC beteiligt (Damke et al.,
2019). Des Weiteren befindet sich im Periplasma die Endonuklease NucT, die vorzugsweise
Einzelstrang-DNA spaltet. Es wird angenommen, dass NucT am Abbau des Einzelstranges,
der nicht ins Cytoplasma Ubertritt, beteiligt ist (O'Rourke et al., 2004; Celma et al., 2017).

Die Beteiligung von HP0506 am Transformationsmechanismus ist durch die lokale Hydrolyse
der Peptidoglykane an 2 verschiedenen Stellen der Transformation vorstellbar. Zum einen
konnte HPO506 die Weitergabe der dsDNA durch ComH zum Kanalprotein ComEC
unterstitzen, zum anderen kénnte HP0506 am Abtransport von DNA-Fragmenten von NucT
eine Rolle spielen. Bei beiden Ablaufen ist es denkbar, dass das Fehlen von HP0506 den
Transport groRere Fragmente starker beeinflusst und somit die Transformationseffizienz
reduziert wird.

Die Experimente dieser Arbeit sind fir den Nachweis der Beteiligung von HP0506 am
Transformationsmechanismus nicht ausreichend. So wurden die Transformationsexperimente
in dieser Arbeit nur mit Plasmid-DNA durchgefiihrt. Aufgrund der unterschiedlichen
Methylierungsmuster und Restriktions-Modifikations-Systeme in H. pylori sollten die
Experimente zusatzlich mit genomischer DNA von H. pylori und auch mit Shuttle-Plasmiden
durchgefihrt werden, um eine bessere Aussagekraft Giber den Einfluss der Art und Grol3e der
zu transformierenden DNA-Fragmente zu erhalten. Auch konnte die Wirkung des fehlenden
HP0506 auf weitere DNA-Aufnahmemechanismen, wie die Konjugation oder Elektroporation,
in Experimenten getestet werden, um die Rolle von HP0506 und den Wirkungsort im
Transformationsmechanismus besser differenzieren zu kénnen. Zusatzlich konnte mit
fluoreszenzmarkierter DNA der Transformationsvorgang der Deletionsmutante mikroskopisch
beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigt das Ergebnis dieser Arbeit, dass die Transformation eines gréf3eren
DNA-Fragmentes durch das Fehlen von HP0506 starker reduziert wurde, als bei der

Transformation eines kleineren Fragmentes. Dies kann als Hinweis auf eine Beteiligung von
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HP0506 am Transformationsmechanismus gesehen werden, wobei nicht ausgeschlossen
werden kann, dass dieser Effekt durch die Wachtstumsverzdgerung oder die

Formveranderung der Deletionsmutante zustande kommt.

4.3 Etablierungversuch einer in vivo-Mutantenbank von H. pylori

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Mutantenbank von H. pylori erstellt werden, in der jedes
einzelne Gen dem jeweiligen Defekt abgebildet werden sollte. Hierfir sollte ein
in vivo-Mutagenesesystem auf der Basis des EZ-Tn5-Systems fiir H. pylori etabliert werden.
Zusatzlich sollte ein effizientes Screeningverfahren von C. jejuni (Wiesner et al., 2003) an
H. pylori angepasst werden, um transformationsdefiziente Mutanten zu detektieren.

4.3.1 Etablierungsversuch eines Screeningverfahrens transformationsdefizienter
Mutanten von H. pylori

In einem Teilprojekt sollte das Screeningverfahren nach Wiesner et al. (2003) fir C. jejuni-
Mutanten, die die natirliche Transformationsfahigkeit verloren hatten, fir H. pylori angepasst
werden. Dieses Verfahren bot die Mdglichkeit, einzelne Bakterien ohne grof3en Aufwand
hinsichtlich ihrer DNA-Aufnahmeféahigkeit zu Uberprifen. Beim Fehlen der Kompetenz
identifizierte man am Ende eine Bakterienkolonie, genetisch unverdndert, mit der
weitergearbeitet werden konnte. Voraussetzung fir die Selektion war, dass innerhalb der
jeweiligen Kolonie aller transformationsfahigen Mutanten auf den DNA-Platten mindestens
einmal Uber natdrliche Transformation die Antibiotikaresistenzkassette aufgenommen wurde.
Dabei wurde von einer 100-prozentigen Effizienz gesprochen.

Fur H.pylori wurden zunachst die Menge genomischer DNA fir die
Serumplattenbeschichtung, die Kaultivierungsdauer der einzelnen Mutanten auf den
DNA-beschichteten Platten und die Art der Antibiotikaresistenzkassette der genomischen DNA
naher untersucht.

Die meisten Transformationsereignisse wurden in den ersten Testversuchen beim Verwenden
von 2 pg gDNA mit einer Chloramphenicolresistenzkassette und einer Kultivierungsdauer von
5 Tagen erreicht.

Auffallig war, dass beim Verwenden von grof3eren Mengen (5 pg) von gDNA mit einer
Chloramphenicolresistenz far die Beschichtung der Platten weniger
Transformationsereignisse erzielt wurden als mit 2 ug gDNA. Des Weiteren fihrten sowohl
kirzere, als auch langere Kultivierungszeiten auf den DNA-Platten zu schlechteren

Ergebnissen. Uberraschenderweise eigneten sich die Antibiotikaresistenzen Kanamycin und
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Streptomycin weniger als die Chloramphenicolresistenz fur die Beschichtung der DNA-Platten.
Die Streptomycinresistenz (rpsL) wird durch eine Punktmutation vermittelt, sodass man
annehmen kdnnte, dass diese leichter zu transformieren sei. Dies war jedoch nicht der Fall.
Letztendlich wurde keine 100-prozentige Effizienz erzielt, sodass das Verfahren nicht
ausreichend an H. pylori angepasst werden konnte und nach den Versuchsreihen
abgebrochen wurde.

Unter der Annahme, dass eine Bakterienkolonie ungefahr 108 bis 10° Bakterien enthalt, sollte
beim Hochwachsen einer Mutante bei Transformationsraten von 10 bis 10 mindestens ein
Transformationsereignis mit der gDNA stattgefunden und sich dieses Bakterium vervielfaltigt
haben. Nun stellt sich die Frage, warum diese Effizienz in den Testversuchen mit H. pylori, im

Gegensatz zu C. jejuni bei Wiesner et al. (2003), nicht erreicht wurde.

Leider wurde beim C. jejuni-Verfahren nicht beschrieben, wie lange die Mutanten auf den
DNA-Platten inkubiert wurden, bis sie auf die Serumplatten mit und ohne Antibiotikum
weitergestrichen wurden. Aufgrund des schnelleren Wachstums von C. jejuni gegenuber
H. pylori kann vermutet werden, dass kirzere Zeitraume bei C. jejuni ausreichten. Die
Verdopplungszeiten betragen bei H. pylori 4-6 h am ersten Tag (Tan et al., 2009) und bei
C. jejuni 1,2 h unter optimalen Laborbedingungen (Golz und Stingl, 2021), bzw. 2 h (Battersby
et al., 2016), wobei die Verdopplungszeiten von den Wachstumsbedingungen, wie Medium
und Temperatur abhéngen. Die grofdte Transformationskompetenz ist bei H. pylori vor Beginn
der exponentiellen Wachstumsphase vorhanden (Israel et al., 2000).

Durch die relativ lange Inkubationszeit von H. pylori auf den Serumplatten, die jedoch fur das
Hochwachsen einer Kolonie nétig ist, kann vermutet werden, dass aufgrund des Mangels an
frischem Medium die natirliche Kompetenz abnimmt oder auch ein Teil der Bakterien zu
Grunde geht. Bestarkt wird diese Vermutung auch durch die Beobachtung, dass nach einer
langeren Inkubationszeit die Effizienz der Transformation durch Aufnahme der DNA von der
Platte wieder abnahm.

AulRerdem ist die Frage ungeklart, inwieweit die ausplattierte gDNA Uber mehrere Tage im
Inkubator stabil ist. Bei Beeintrachtigungen wére auch hier das schnellere Wachstum von
C. jejuni von Vorteil.

Eine technische Fehlerquelle kann eine ungleichmafige Beschichtung der Serumplatten mit
gDNA sein. Beim Ausplattieren wurde die gesamte Platte mit der DNA-LOsung befeuchtet,
eine unregelmalige Verteilung wurde jedoch nicht ausgeschlossen.

Um die Wahrscheinlichkeit der ungentigenden DNA-Beschichtung an einzelnen Stellen der
Platten zu reduzieren, ware die einfachste Folgerung, groRere Mengen an DNA zu verwenden.

Dagegen spricht jedoch, dass bei groferem Einsatz von gDNA, die Effizienz nicht gesteigert
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werden konnte. Israel et al. (2000) beschrieben einen Sattigungseintritt der

Transformationsfrequenzen beim Verwenden einer gewissen Menge von homologer DNA.

Eine weitere mdgliche Erklarung, warum das Screnningmodell fir H. pylori eine geringere
Effizienz aufweist, sind die unterschiedlichen Transformationsfrequenzen von C. jejuni und
H. pylori. Ein direkter Vergleich der beiden Bakterienarten hinsichtlich ihrer
Transformationsfrequenzen konnte nicht gefunden werden.

In unabhangigen Verdéffentlichungen wurde die Frequenz fir H. pylori bei der Transformation
mit gDNA mit einer Metronidazolresistenz mit 3 x 10°, mit homologer Plasmid-DNA mit einer
Chloramphenicolresistenz mit 10, mit Plasmid-DNA (Chloramphenicolresistenz) aus einem
anderen Stamm mit < 107 (Wang et al., 1993) und mit homologer und heterologer gDNA mit
einer Streptomycinresistenz zwischen 102 und 10 (Israel et al., 2000) beschrieben.

Fur C. jejuni sind beispielweise Transformationsfrequenzen von 10 fir homologe gDNA mit
einer Streptomycinresistenz oder Nalidixinsaureresistenz (Wang und Taylor, 1990) und 103
bis 10* fur gDNA mit einer Streptomycin-oder Kanamycinresistenz (Wiesner et al., 2003)
bekannt. Aufgrund dieser Beispiele kdnnte man folgern, dass C. jejuni eine geringfligig starker
ausgepragte Transformationskompetenz als H. pylori besitzt.

Grundsatzlich muss auch bedacht werden, dass die Transformationsfrequenzen, abhéngig
von den transformierenden Resistenzmarkern, der Bakterienstamme und der
Wachstumsbedingungen, wie Atmosphare, Temperatur und pH-Wert, variieren (Fischer et al.,
2001a; Krueger et al., 2016; Corbinais et al., 2017).

Als wahrscheinlichste Ursache, warum das Screnningverfahren von C. jejuni nicht fir H. pylori

anwendbar war, scheint die Kombination der verschiedenen Faktoren zu sein.

Auch in der Literaturrecherche konnte kein Selektionsverfahren fir transformationsdefiziente
H. pylori-Mutanten, mit dem eine grof3e Anzahl an Mutanten schnell untersucht werden kann,
gefunden werden. In anderen Arbeitsgruppen, in denen Mutantenbanken auf die
Transformationskompetenz ~ untersucht wurden, wurde fir jede Mutante ein
Transformationsversuch durchgefiihrt. Fur die Transformationen verwendeten Smeets et al.
(2000) beispielsweise genomische DNA mit einer Clarithromycinresistenz und Chang et al.
(2001) Plasmid- und genomische DNA mit einer Chloramphenicolresistenz. Einzelne

Transformationen fir jede Mutante sind personell und zeitlich sehr aufwendig.

Die Kombination der beiden Systeme kann das Screnning fir transformationsdefiziente
H. pylori-Mutanten verbessern. Das an H. pylori partiell angepasste Verfahren von Wiesner et

al. (2003) kann zur Vorselektion von mdglicherweise transformationsdefizienten Mutanten
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verwendet werden, wobei alle Mutanten, die nicht auf der Serumplatte mit Antibiotikum
wachsen, in einem zweiten Schritt durch einzelne Transformationsexperimente jeweils
genauer untersucht werden missen. Somit konnte kein in sich geschlossenes
Screeningverfahren fur H. pylori entwickelt werden. Die aktuelle Situation wurde aber
verbessert, indem ein Teil der einzelnen Transformationen beim Screening eingespart werden

kann.

4.3.2 Etablierungsversuch der in vivo-Mutagenese in H. pylori

Die in vivo-Mutagenese fur H. pylori sollte mit dem EZ-Tn5-Systems etabliert werden. In der
Arbeitsgruppe wurde bereits in der Vergangenheit ein in vitro-Mutagenesesystem erstellt
(Kavermann et al., 2003) und Mutanten generiert, wobei sich die verschiedenen Klonierungs-
und Transformationsschritte als sehr aufwendig gestalteten. Des Weiteren konnten nicht alle
Gene von H. pylori in der Mutantenbank abgebildet werden, da die Gene, die fir E. coli toxisch
sind, nicht in E. coli vervielfaltigt wurden. Diese aufgeflihrten Punkte sollten mit einem in vivo-
Mutagenesesystem umgangen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Transposons ThHK9 und TnJR8 verwendet, die sich in
ihren Antibiotikaresistenzkassetten unterscheiden. Die cat-Kassette in TnHK9 und die
aphA-3-Kassette in TnJR8 werden von den Mosaikenden (ME) flankiert.

Die in vivo-Transpositionsreaktionen wurden mit den Transpons TnHK9 und TnJRS, die, wie
vom Hersteller Epicentre empfohlen, aus den Plasmiden pHK9 und pJR8 mittels PCR erstellt
wurden, durchgefihrt. Alternativ wurden die vollstandigen Plasmiden pHK9 und pJRS8 als
Transposons verwendet. Des Weiteren wurden mit den Transpons TnHK9 und TnJRS8
in vitro-Transpositionsreaktionen mit gDNA von H. pylori P12 durchgefiihrt, bei denen die
Transposons in die gDNA integrieren und im zweiten Schritt Gber Transformation in die
H. pylori-Bakterien  eingebracht  werden  sollten.  Alle  drei  Varianten  der
Transpositionsreaktionen mit den jeweils unterschiedlichen Antibiotikaresistenzkassetten im
Transposon erzeugten im H. pylori-Stamm P12 leider keine Mutanten.

Auf mdgliche Erklarungen, warum die Etablierung der in vivo-Mutagenese fur H. pylori nicht
funktionierte, und Verbesserungsvorschlage soll in diesem Abschnitt ndher eingegangen

werden.

Ein Erklarungsansatz hierfir sind die unterschiedlichen Restriktions-Modifikations-Systeme
(R-M-Systeme) der verschiedenen Bakterienstamme.

R-M-Systeme limitieren grundsatzlich, heterologe DNA im Rahmen der Transformation ins
Genom zu integrieren, wahrend homologe DNA, unabhangig ihrer Methylierung, nicht
beeinflusst wird. Begriindet wird dies damit, dass nach Aufnahme des Einzelstranges der

heterologen DNA ein Komplementéarstrang gebildet werden muss, wobei der entstehende
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Doppelstrang nicht methyliert ist und somit durch die Restriktionsendonukleasen abgebaut
werden kann. Der Einzelstrang der homologen DNA dagegen bildet sofort einen Komplex mit
der chromosomalen DNA, sodass dieser hemi-methyliert nicht abgebaut werden kann
(Bubendorfer et al., 2016).

Unabhéngig von der Integration ins Chromosom muss der Methylierungsstatus jedoch auch
bei der Transformation selbst eine Rolle spielen, da z.B. das Shuttle-Plasmid pHel2 100-fach
effizienter transformiert wurde, wenn es zuvor aus dem H. pylori-Stamm P1 anstelle des
E. coli-Stammes DH5a isoliert wurde (Heuermann und Haas, 1998).

Im Rahmen der Transpositionsreaktion wird das Transposon als Doppelstrang geschnitten und
in die Ziel-DNA integriert (Goryshin und Reznikoff, 1998).

Transposons, die durch das PCR-Verfahren erstellt wurden, haben keine Methylierungen,
wahrend Transpsosons, die aus E. coli isoliert wurden, nur das E. coli-Methylierungsmuster
aufweisen. Dies konnte zur Folge haben, dass die Transposon-DNA bei der DNA-Aufnahme
durch die Restriktions-Modifikations-Systeme als fremd erkannt und gespalten wird.

Um die unterschiedlichen Methylierungsmuster zu umgehen, kann dariber nachgedacht
werden, das Transposon in H. pylori einzubringen und zu vervielfaltigen. Hierfir wirde sich
ein pHel-Shuttlesystem, z.B. pHel3 anbieten, in welches das Transposon kloniert wird. Nach
Transformation und der Vervielféaltigung in H. pylori kdnnte das Plasmid isoliert, durch
Restriktionsenzyme geschnitten und das Transposon durch Elektrophorese und
anschlieRender Aufreinigung gewonnen werden. Das Transposon wirde dann mit einem

H. pylori-Methylierungsmuster fir in vivo-Transpositionsreaktionen zur Verfligung stehen.

Eine erfolgreiche Durchfilhrung der EZ-Tn5-Mutagenese in vivo wurde fur C. jejuni
beschrieben (Teh et al, 2017). Als Transposon wurde dabei ebenso eine
Chloramphenicolkassette zwischen den ME verwendet und durch das PCR-Verfahren
amplifiziert. Die Durchfihrung der Transpositionsreaktion erfolgte, auch wie in dieser Arbeit,
wie vom Hersteller angegeben. Teh et al. (2017) erhielten fir den C. jejuni Stamm 2868
insgesamt 37 Mutanten. Interessanterweise wurden die Versuche auch mit 7 anderen
C. jejuni-Stammen durchgefuhrt, ohne Mutanten zu erhalten, weshalb die These aufgestellt
wurde, dass die Transposonmutagenese stammabhéangig sei. Als Ursache wurden dabei
ebenso die verschiedenen Restriktions-Modifikationssysteme vermutet.

Aus dem Beispiel lasst sich schliel3en, dass die in vivo-Mutagenese mit dem EZ-Tn5-System

auch mit weiteren H. pylori-Stdmmen versucht werden sollte.

Fur das Bakterium Deinococcus radiodurans wurde eine andere Methode der in vivo EZ-
Tn5-Mutagenese etabliert. Hierfir wurde ein Shuttlevektor, welcher sowohl das Transposon

als auch das Transposase-codierende Gen mit passendem Promotor enthélt, kloniert. Nach

92



der Transformation des Vektors ins Bakterium wurde das Transposon in die DNA integriert.
Der verwendete Vektor war des Weiteren temperatursensitiv, sodass durch spatere
Temperaturerhbhung der Vektor zerstért wurde. Es wurde dabei eine Frequenz der
Transpositionsereignisse von 102 erfasst (Dulermo et al., 2015).

Ein mdglicher Vorteil des Verfahrens ist, dass das Enzym Transposase nicht von auf3en in das
Bakterium eingebracht werden muss, sondern erst im Bakterium synthetisiert wird. Falls das
Problem der fehlenden H. pylori-Mutanten bei der in vivo-Mutagenese mit dem EZ-
Tn5-System daran liegt, dass der Transpositionskomlex beim Einbringen in das Bakterium zu
instabil ist, konnte dieses Verfahren fir H. pylori iGbernommen und angepasst werden. Es
musste jedoch eine andere Methode zur Selektion auf H. pylori als die Temperatursensitivitét

des Vektors fur D. radiodurans gefunden werden.

Eine weitere Uberlegung fir die fehlenden H. pylori-Mutanten ist, dass die Transposase EZ-
Tn5 in H. pylori nicht funktioniert. Jedoch liefert dieser Ansatz keine Erklarung dafur, dass auch
die Integration des Transposons in vitro in genomische DNA von H. pylori nicht funktionierte.
Trotzdem kann Uberlegt werden, ein anderes Transposase-System fur die in vivo-Versuche zu
erproben, falls dies besser in H. pylori arbeitet als das EZ-Tn5-System.

Far H. pylori findet sich in der Literatur ein Tn7-basiertes in vitro-Mutagenesesystem, mit
welchem eine Datenbank von ca. 10 000 Mutanten erstellt wurde. Zuerst wurde das
Transposon Uber die Transpositionsreaktion in chromosomale DNA integriert und
anschliel3end Uber die nattirliche Transformation in H. pylori eingebracht (Salama et al., 2004).
Fur die Transpositionsreaktion wurde dabei der gesamte Vektor verwendet, der das
Transposon beinhaltet.

Im Gegensatz zum Tn7-Mutagenesesystem in vitro, welches eine beachtliche Anzahl an
Mutanten lieferte, war das EZ-Tn5-Mutagenesesystem dieser Arbeit mit der Integration des
Transposons in genomische DNA nicht erfolgreich.

Ein Nachteil der in vitro-Mutagenese ist, dass DNA-Abschnitte der genomischen DNA, die
grundsétzlich schlecht zu transformieren sind, auch in den Mutanten nicht verandert werden.
Des Weiteren kann durch die Transformationen von genomischer DNA, auch ohne
Transposon, das H. pylori-Genom des Wildtyps weiter verandert werden.

Nach dem Erfolg von Salama et al. (2004) mit der in vitro-Mutagenese Tn7 in genomische
DNA von H. pylori lasst sich dieses Verfahren vielleicht auch invivo etablieren, was

Gegenstand in kiinftigen Experimenten sein kann.

Bis zu diesem Zeitpunkt existierte weiterhin keine in vivo-Mutantenbank fir H. pylori, in der
alle Gene von H. pylori abgebildet werden. Eine eindeutige Ursache, warum eine in vivo-

Transposonmutagenese mit dem EZ-Tn5-System in H. pylori nicht funktionierte, konnte nicht
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gefunden werden. Die verschiedenen aufgefiihrten Uberlegungen lassen vermuten, dass die
unterschiedlichen Restriktions-Modifikations-Systeme von H. pylori das Transposonsystem
beeinflussen.

Fur die erfolgreiche Etablierung einer in vivo-Transposonmutagenese fur H. pylori sind weitere
Versuche notwendig. Denkbare Maoglichkeiten sind, z.B. andere H. pylori-Stamme zu
verwenden oder das Transposon Uber die Vervielféaltigung in H. pylori mit dem eigenen
Methylierungsmuster zu versehen. Auch die Testung einer anderen Transposase, z.B. die

TransposaseTn7, ist zu Uberlegen.
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