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lll. Zusammenfassung

Helicobacter pylori ist ein humanpathogenes Bakterium, welches die Magenschleimhaut be-
siedelt, was unter anderem zu Magen-, bzw. Duodenalulcera, MALT-Lymphomen und Ma-
genkarzinomen fihren kann. Einer der wichtigsten Faktoren fiir die Rolle von H. pylori als Ri-
sikofaktor fiir diese Erkrankungen ist dessen sogenannte cag Pathogenitatsinsel, ein genomi-
scher Bereich, den nicht alle H. pylori Stamme besitzen. Diese kodiert den cag Typ IV-Sekreti-
onsapparat, der dafiir verantwortlich ist, CagA und weitere Molekiile in Zellen des Magens
zu sezernieren, welche zu verschiedenen Veranderungen der Wirtszelle fihren und letztend-
lich Magenkarzinome auslosen kdnnen. Das Effektorprotein CagA wurde deshalb als On-
koprotein klassifiziert.

Bisherige Therapien einer H. pylori Infektion konzentrieren sich auf die Eradikation des Bak-
teriums mit Hilfe von Antibiotika. Doch steigende Resistenzraten gegen Antibiotika weltweit
machen Alternativen in der Behandlung einer H. pylori Infektion notwendig. Um neue Thera-
pieansatze fiir eine H. pylori Infektion zu finden und ein Verstandnis fiur die Entstehung von
Magenkrebs durch H. pylori zu gewinnen, sind bessere Kentnisse liber die einzelnen Be-
standteile des Sekretionsapparats und deren Zusammenspiel und Funktionsweise wichtig.
Der Typ IV-Sekretionsapparat besteht aus etwa 25 Proteinen, die alle auf der cagPAl kodiert
sind. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf das Protein CagP gelegt, dessen Funktionsweise
nicht geklart ist, das aber fiir eine effiziente Typ IV-Sekretion benotigt wird.

Das cagP-Gen scheint mit den Genen cagl, cagH, cagl und cagG in einem funktionellen Zu-
sammenhang zu stehen. So werden zumindest Cagl und Cagl vermindert produziert, wenn
cagP fehlt. Zur weiteren Untersuchung wurde in dieser Arbeit der kiirzlich etablierte HiBiT
Reporter Assay genutzt, mit dem die CagP-, CagG- und CagH-Proteinmengen unter verschie-
denen Bedingungen quantifiziert werden konnten. Es konnte via HiBiT Reporter Assay ge-
zeigt werden, dass CagH, nicht aber CagG, vermindert produziert wird, wenn cagP deletiert
wird.

Das Ungewohnliche am cagP-Gen besteht darin, dass es zusammen mit einer kleinen, nicht-

kodierenden RNA (HPnc2630) transkribiert wird. Der HiBiT Reporter Assay wurde genutzt um
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den Einfluss der kleinen nicht-kodierenden RNA HPnc2630 auf die CagP-Produktion zu evalu-
ieren. Dabei wurde festgestellt, dass die CagP-Menge bei Deletion von HPnc2630 deutlich

ansteigt, was die Aktivitat eines vorhergesagten Terminators an deren 3‘-Ende bestatigt.

Mit Hilfe eines Reporterassays wurde festgestellt, dass die CagA-Translokation bei cagP De-
letion deutlich zurlick geht. Bei Deletion von HPnc2630 stieg diese hingegen an. Bei Muta-
tion des Startcodons von cagP ging die CagA Translokation interessanterwiese weniger stark
zuriick als bei einer cagP Deletion. Dafiir kdnnten alternative Startcodons verantwortlich
sein, welche zur Folge haben, dass trotz Mutation des vorhergesagten cagP Startcodons
noch CagP produziert wird.

Die Menge von CagP, und auch CagH und CagG wurde auRerdem unter verschiedenen adule-
ren Bedingungen untersucht, und es konnte festgestellt werden, dass die CagP-, und CagG-
Menge bei Zellkontakt und bei langerer Inkubation in einer mikroaeroben Atmosphare an-
steigt. Ein saurer pH-Wert scheint die CagG-Produktion zu steigern. Der Transkriptionsfaktor
HP1043, der viele Prozesse in H. pylori reguliert und eine Bindestelle innerhalb des cagP Pro-
moters besitzt, beeinflusst die CagP-Produktion ebenfalls.

Insgesamt geben die hier erarbeiteten Ergebnisse weitere Einblicke in die komplexe Funkti-
onsweise des cag Typ IV-Sekretionsapparats und zeigen einen moglichen Regulationsmecha-
nismus auf seine Bestandteile. Das Zusammenspiel der verschiedenden Sekretionsapparat-
komponenten muss allerdings noch weiter untersucht werden, um ein genaues Bild der be-

teiligten Prozesse entwickeln zu kbnnen.
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1 Einleitung

1.1 Helicobacter pylori und seine Auswirkungen

Helicobacter pylori ist ein spiralformiges gramnegatives Bakterium, das erstmals 1982 von
Barry Marshall und Robin Warren entdeckt und beschrieben wurde (Warren, Marshall, 1983;
Marshall, Warren, 1984). Im Jahr 2005 wurden die beiden Arzte mit dem Nobelpreis fiir die
Entdeckung von H. pylori ausgezeichnet. Barry Marshall erlangte dabei besondere Beriihmt-
heit, da er durch einen berlichtigten Selbstversuch die méglichen Folgen einer H. pylori In-
fektion zeigen konnte. Das Trinken eines Reagenzglases mit H. pylori Bakterien hatte eine
schwere Gastritis bei Marshall zur Folge, die mit Antibiotika geheilt wurde (Marshall et al.,
1985).

Die Tatsache, dass H. pylori im menschlichen Magen weitreichende Folgen haben kann,
wurde seitdem oft bewiesen. Das Bakterium besiedelt die Mukosa des Magens und befindet
sich dabei, je nach Aziditat des Magens, vorrangig in den distalen Anteilen des Magens wie
dem Antrum, kann aber grundsatzlich den gesamten Magen besiedeln (Suerbaum, Michetti,
2002; Kusters et al., 2006; Fox, Wang, 2007).

Dorthin gelangt es meist iber den fikal-oralen oder oral-oralen Ubertragungsweg, wobei die
Infektion meist schon im Kindesalter stattfindet (Brown 2000; Perry et al., 2006). Im Laufe
der oft jahrzehntelangen Besiedlung mit dem Bakterium kann diese zu einer atrophischen
Gastritis flihren, und bei 10 — 15% der Infizierten zu peptischen Ulcera (Fox, Wang, 2007). Ein
Teil der mit H. pylori Infizierten, namlich 1 — 3%, entwickelt auBerdem ein Adenokarzinom
oder Lymphom (MALT) des Magens (Parsonnet et al., 1991; Watanabe et al., 1998; Uemura
et al., 2001; Peek, Blaser, 2002; Fox, Wang, 2007). Dabei gilt eine atrophische Gastritis als
Vorstufe fir ein Adenokarzinom (Fox, Wang, 2007).

Magenkrebs kommt mit der zweithdochsten Mortalitdt im Zusammenhang mit Krebserkran-
kungen einer haufigen Todesursache der heutigen Zeit gleich (Plummer et al., 2015). Dabei
ist eine Besiedelung mit H. pylori der groRte Risikofaktor flir Magenkarzinome. Da auRerdem
ca. 50% der Weltbevdlkerung mit H. pylori infiziert sind, stellt die Behandlung des WHO
Klasse | Kanzerogens einen wichtigen Ansatzpunkt in der Pravention von Magenkarzinomen

dar (Biological agents. Volume 100 B. A review of human carcinogens, 2012; Martel et al.,



2013; Cover 2016). So wird geschatzt, dass H. pylori flir insgesamt ca. 5,5% aller Krebserkran-
kungen des Menschen verantwortlich ist (Parkin 2006).

Allerdings flihrt eine Infektion mit H. pylori nicht zwangslaufig zu einer Entwicklung einer
symptomatischen Gastritis oder sogar Karzinoms bzw. Lymphoms des Magens. Oft bleibt
eine Infektion asymptomatisch und kann sogar gewisse Vorteile fiir den Wirt bergen. So sind
o0sophageale Erkrankungen, wie Karzinome in der Speiseréhre, oder auch in der Kindheit ein-
setzendes Asthma negativ mit einer H. pylori Infektion assoziiert (Cover, Blaser, 2009). Be-
stimmte Risikofaktoren und Faktoren des Wirtes spielen ebenfalls eine Rolle fiir die Entwick-
lung eines Karzinoms. So kénnen z.B. bestimmte Interleukin-1 Polymorphismen eine gestei-
gerte Immunantwort und somit eine starkere Entziindungsreaktion bedingen, welche dann
wiederum zur Entwicklung eines Magenkarzinoms fiihren kann (EI-Omar et al., 2000;
Machado et al., 2001; Furuta et al., 2004). Weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
Karzinoms sind Tabakkonsum, Alkoholkonsum, mannliches Geschlecht sowie eine lange
Dauer der H. pylori Besiedlung (Blaser et al., 2007; Wroblewski et al., 2010; Fang et al., 2015;
Chen et al., 2016; Orddfiez-Mena et al., 2016).

Es sind jedoch nicht nur die Faktoren auf Seite des Wirtes entscheidend fiir den Verlauf einer
H. pylori Infektion, sondern auch der Genotyp des Bakteriums. H. pylori und der Mensch tei-
len eine ca. 100 000 Jahre lange gemeinsame Geschichte, die ihren Ursprung in Afrika hat.
Aufgrund der langen Koevulotion hat sich H. pylori stark an seinen Wirt, den Menschen, an-
gepasst, und es entwickelten sich tiber die Jahre viele verschiedene Genotypen mit verschie-
denen Virulenzfaktoren. Die dabei entstandene genetische Vielfalt ist der hohen Mutations-
und Rekombinationsrate von H. pylori zu verdanken (Suerbaum, Josenhans, 2007). Beson-
ders interessant ist hierbei, dass man je nach H. pylori Stamm Rickschlisse auf die geogra-
phische Herkunft der infizierenden H. pylori Population und somit auch auf die Herkunft der
infizierten Person ziehen kann. Denn die Verbreitung und Differenzierung der verschiedenen
H. pylori Stamme fand analog zur menschlichen Migration statt (Moodley et al., 2012;
Maixner et al., 2016). So wird angenommen, dass H. pylori mit dem Menschen vor ca. 58 000
Jahren den Kontinent Afrika verliel8 und sich weiter Gber Asien und Europa ausbreitete

(Falush et al., 2003; Linz et al., 2007).



Man kann die Spezies Helicobacter pylori in sechs verschiedene Populationen und in Subpo-
pulationen unterteilen, die sich durch unterschiedliche genetische Ausstattung und zum Teil
auch unterschiedliche Virulenzfaktoren auszeichnen. Hierbei ist der wichtigste Virulenzfak-
tor, der auch das Risiko, an Magenkrebs zu erkranken mitbestimmt, die cag Pathogenitatsin-
sel (cagPAl). Sie kodiert den cag Typ IV-Sekretionsapparat (cagT4SS), der die Humanpatho-
genitadt von H. pylori beeinflusst. Genetische Untersuchungen der Pathogenitatsinsel legen
nahe, dass diese einmal erworben wurde und seither in den H. pylori Stammen persistiert.
Die der H. pylori Ursprungspopulation vermutlich genetisch am nachsten gelegene Popula-
tion hpAfrica2 besitzt die cagPAl namlich nicht, und ist somit auch mit einer niedrigeren Hu-

manpathogenitat assoziiert (Ogura et al., 2000; Olbermann et al., 2010).



1.2 Diagnostik und Therapie einer Helicobacter pylori Infektion

Da H. pylori wie schon beschrieben weitreichende Folgen fiir seinen Wirt, den Menschen,
haben kann, ist es wichtig, eine H. pylori Infektion zu erkennen und gegebenfalls zu behan-
deln. In diesem Kapitel soll deswegen die Diagnostik und Therapie einer H. pylori Infektion
beschrieben werden. Es gibt zahlreiche Methoden, um eine Infektion zu diagnostizieren.
Diese lassen sich in invasive und nicht-invasive Methode einteilen. Zunachst besteht die
Moglichkeit eine endoskopische Untersuchung des Magens vorzunehmen. Diese Untersu-
chung wird meist vorgenommen, wenn schon der Verdacht auf eine von H. pylori ausgel6ste
Veranderung der Magenschleimhaut besteht. Bei Patienten mit Verdacht auf Magenadeno-
karzinom, MALT Lymphom oder Ulzerationen des Magens wird der Magen endoskopisch be-
gutachtet und meist auch eine Biopsie entnommen. Diese wird bervorzugt aus der Antrum
Region, aber auch dem Corpus des Magens entnommen. Zusammen mit dieser histologi-
schen Untersuchung und dem optischen Erscheinungsbild lasst sich dann eine Diagnose stel-
len. Die histologische Untersuchung der Magenschleimhaut stellt immer noch den Goldsta-
dard fiir die Festellung einer H. pylori Infektion dar. Dennoch gibt es einige Faktoren, die zu
falsch-negativen Ergebnissen bei dieser Diagnostik fliihren kénnen. So kénnen die Einnahme
von Protonenpumpenhemmern, Entnahmeort und GréRRe der Biopsie und Farbemethoden
Einfluss auf das Ergebnis des Tests haben (Malfertheiner et al., 2012; Wang et al., 2015). Eine
weitere Form der invasiven Testmethoden ist der Urease-Schnelltest. Dabei wird eine zuvor
entnommene Biopsie auf die Aktivitat des Urease Enzyms getestet, indem Harnstoff als Sub-
strat bereitgestellt wird, und dann eine Erh6hung des pH-Werts detektiert wird. Dabei liegt
die Testdauer zwischen einer und 24 Stunden. Auch hier kann die Einnahme von verschiede-
nen Medikamenten zu falsch-negativen Ergebnissen flihren, aber es lasst sich sagen, dass die
Spezifitat der Urease-Schnelltests meist Gber 95% und die Sensitivitdt meist tGber 85% liegt.
(Siavoshi et al., 2015; Wang et al., 2015). Eine weitere Moglichkeit ist die Anzlichtung von H.
pylori in einer Kultur nach der Biopsieentnahme, was allerdings funf bis sieben Tage dauert
und stark von Faktoren wie der Transportdauer der Biopsien und Erfahrenheit des Durchfiih-
renden des Tests abhangig ist (Ndip et al., 2003). Ein Vorteil dieser Testmethode ist aller-
dings, dass die entnommenen Bakterien auf Antibiotikaresistenzen getestet werden kénnen

(Malfertheiner et al., 2012). Die PCR (Polymerasekettenreaktion) ist mit einer Sensitivitat



und Spezifitdt von Gber 95% eine sehr sichere diagnostische Methode einer H. pylori Infek-
tion. Es kdnnen verschiedene Proben wie z.B. Stuhl-, und Speichelproben, aber auch Biop-
sien fiir eine PCR genutzt werden. Unter den Zielgenen kénnen sich auch Antibiotika-Resis-
tenzen verursachende Gene befinden, und somit auch diese Resistenzen gleich diagnostiziert
werden (Lehours, Mégraud, 2011; Smith et al., 2014, Liu et al., 2015; Ontsira Ngoyi et al.,
2015).

Der am meisten verwendete Test in der Gruppe der nicht-invasiven Testmethoden ist der
Harnstoff-Atemtest. Kohlenstoffatome in Harnstoff werden isotopisch gekennzeichnet und
der Harnstoff dem Patienten verabreicht. Die gekennzeichneten Kohlenstoffatome werden
bei Urease Aktivitat von H. pylori in Kohlenstoffdioxid umgewandelt, der dann in der Ausa-
temluft des Patienten detektiert werden kann. Die Sensitivitat und Spezifitat dieses Verfah-
rens liegt bei ca. 95% (Ferwana et al., 2015; Wang et al., 2015). Vergleichbar hohe Sensibili-
tat und Spezifitat kann der Stuhlproben Antigentest vorweisen. Bei diesem Test wird H. py-
lori mit Hilfe von monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern in Stuhlproben des Patienten
nachgewiesen (Gisbert et al., 2006; Wang et al., 2015). Bei dem serologischen Nachweis von
H. pylori kdnnen Antikorper direkt im Blut des Patienten nachgewiesen werden. Hierbei wer-
den die Antikoérper gegen verschiedene Zielproteine, unter anderem CagA, VacA und UreA
detektiert. Die Methode ist wenig von Storfaktoren wie Magenblutungen oder Medikamen-
teneinnahme beeinflusst, allerdings verbleiben Antikérper auch noch langere Zeit nach Era-
dikation im Blut (Malfertheiner et al., 2012; Wang et al., 2015).

Sobald H. pylori diagnostiziert wurde, wird eine entsprechende Therapie eingeleitet. Mittler-
weile sehen die Leitlinien vor, dass H. pylori unabhangig von typischen Symptomen bei den
Patienten eradiziert werden sollte (Malfertheiner et al., 2017). Eine absolute Indikation flr
die Eradikation stellt eine Symptomatik des Patienten, eine geplante Behandlung mit NSAID
oder das Angehoren des Patienten einer Risikogruppe fiir Magenkarzinome dar. Bei Patien-
ten mit einem Alter lGber 50 Jahren bei Feststellung der Infektion sollte zusatzlich Diagnostik
im Hinblick auf Gastritis, Magenulcera, und Magenkarzinomen erfolgen. Die Eradikation er-
folgt entweder als Stardard Triple Therapie mit Clarithromycin, Amoxicillin oder Metronida-
zol und einem Protonenpumpenhemmer oder als Quadruple Therapie, bei der zusatzlich

noch Bismut zum Einsatz kommt. Die Einnahme der Antibiotika erfolgt fiir sieben bis 14



Tage, wobei einer langere Einnahme (10-14 Tage) anzustreben ist (S2k-Leitlinie Helicobacter
pylori und gastroduodenale Ulkuskrankheit, 2017; Fischbach, Malfertheiner, 2018).
Problematisch bei der Antiobiotika Therapie ist jedoch, dass immer haufiger Resistenzen auf-
treten. So liegt in Deutschland die Resistenzrate von H. pylori fur Clarithromycin bereits bei
10,9%. Auch die Resistenzen gegen Levofloxacin und Metronidazol steigen (Selgrad et al.,
2013).

Umso wichtiger ist es, die Pathogenitatsmechansimen von H. pylori zu verstehen, und somit
alternative Ansatzpunkte flr die Behandlung einer Infektion zu finden, und die moglichen

weitreichenden Folgen dieser zu verhindern.



1.3 Virulenzfaktoren von H. pylori

1.3.1 Die duBeren Membranproteine
In diesem Kapitel sollen Faktoren besprochen werden, die im Zusammenhang mit der Bin-
dung von H. pylori an die Magenepithelzellen einen wichtigen Beitrag zur Virulenz des Bakte-

riums leisten.

Ein wesentlicher Faktor, der zur Virulenz von H. pylori beitragt, ist die Translokation des On-
koproteins CagA in die Wirtszelle (Segal et al., 1999). Dazu wird nicht nur der cag Typ IV-Sek-
retionsapparat sondern auch bestimmte Rezeptoren sowie duRere Membranproteine von H.

pylori benétigt. (Backert et al., 2011).

Die duReren Membranproteine (outer membrane proteins; OMPs) spielen fiir die Adhasion
von H. pylori an Wirtszellen eine entscheidende Rolle, da sie dafiir sorgen, dass H. pylori an
der Magenschleimhaut binden kann, und die Zelle so den Virulenzfaktoren von H. pylori aus-
gesetzt ist. Sie konnen in flinf Familien eingeteilt werden. Diese sind die Hop (H. pylori
OMP)/Hor (Hop related) Familie, die Hof (Helicobacter OMP) Familie, die Hom (Helicobacter
outer membrane) Familie und zwei weitere Familien, die Eisen-regulierte OMPs und Efflux
Pumpen beinhalten (Backert et al., 2011; Oleastro, Ménard, 2013). Einige von ihnen wurden
bereits ausgiebiger untersucht und sollen hier vorgestellt werden. Das OMP BabA (blood
group antigen-binding adhesin A) vermittelt eine Bindung von H. pylori an das fucosylierte
Lewis B Blutgruppen Antigen, und andere Fucose Reste auf der Oberflache von Ma-
genepithelzellen (llver et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass diese Bindung die Aktivitat des
cagT4ss steigert, und somit zur Virulenz von H. pylori beitragt (Ishijima et al., 2011). SabA
bindet an das namensgebende sialyl-dimeric-Lewis x Glycosphingolipid (Mahdavi et al.,
2002). Fur die OMPs AlpA und AlpB konnte bis jetzt Laminin als Bindungspartner identifiziert
werden (Senkovich et al., 2011). AuBerdem konnte in manchen Stammen gezeigt werden,
dass weniger Zytokine wie z.B. IL-8 in den Wirtszellen freigesetzt werden, wenn AlpA/AlpB
deletiert werden (Lu et al., 2007). Ebenfalls wichtig fir die Adhadrenz von H. pylori ist OipA
(outer inflammatory protein A), welches die Wahrscheinlicheit der Entstehung von Magen-
karzinomen und duodenale Ulcera erhoht (Yamaoka et al., 2006). AuRerdem essentiell fir
die CagA Translokation und somit auch fiir die Virulenz von H. pylori ist das Protein HopQ

(Belogolova et al., 2013; Busch et al., 2015; Javaheri et al., 2016; Koniger et al., 2016; Bonsor



et al., 2018). Das kiirzlich genauer beschriebene OMP HofF ist moglicherweise an der Adha-
renz von H. pylori beteiligt, und hofF Deletionsmutanten zeigen weniger CagA Translokation
und IL-8 Freisetzung aus Wirtszellen (Ji et al., 2017; Zhao et al., 2019). Diese Erkenntnisse le-
gen nahe, dass HofF neben den schon bekannteren outer membrane proteins ebenfalls zur
Pathogenitat von H. pylori beitragt. H. pylori nutzt auBerdem B1 Integrine um an Ma-
genepithelzellen zu binden (Kwok et al., 2007; Jiménez-Soto et al., 2009; Backert et al.,
2011). Auch die humanen CEACAMs (Rezeptoren aus der Familie der carcinoembryonic anti-
gen-related cell adhesion molecules) werden als Bindungspartner genutzt, und zwar indem
sie mit dem dufReren Membranprotein HopQ von H. pylori interagieren (Ordonez et al., 2007,

Belogolova et al., 2013; Javaheri et al., 2016; Koniger et al., 2016; Bonsor et al., 2018).

1.3.2 Vakuolisierendes Zytotoxin A

Als weiterer wichtiger Virulenzfaktor von H. pylori soll hier das vakuolisierende Zytotoxin A
(VacA) Erwahnung finden. Fast alle H. pylori Stdmme besitzen das vacA Gen. VacA sorgt fir
die Bildung von Poren in Wirtszellen und hat auBerdem noch weitere Effekte auf die Zellen,
welche zu einer gesteigerten Pathogenitat von H. pylori fiihren. Dabei kénnen verschiedene
Zelltypen das Ziel von VacA werden, wie z.B. Magenepithelzellen, Parietalzellen und auch
Zellen des Immunsystems (Foegeding et al., 2016; Junaid et al., 2016). VacA wurde bereits
kurz nach der Entdeckung von H. pylori als ein sich stark von anderen bereits bekannten bak-
teriellen Toxinen unterscheidendes Toxin beschrieben (Leunk et al., 1988; Cover, Blaser,
1992). Das Protein ist ca. 140 kDa grof3, wird aber vor der Sezernierung durch H. pylori von
einer unbekannten Protease am Carboxy-Ende und Sec-abhdngig am Amino-Ende zuge-
schnitten. Dadurch entsteht letztendlich ein 88 kDa groRes aktives Toxin, sowie ein ca. 12
kDa groRes Peptid und ein ca. 33 kDa groRes Protein. Nach Bindung an die Zielzelle verur-
sacht VacA die Bildung von Poren. Diese Poren sind durchldssig fiir Chlorid, Bikarbonat und

kleine organische Molekiile (Szabo et al., 1999; Tombola et al., 1999).

Durch die Ausbildung von Poren verliert die Membran der Zielzelle ihre Polaritat und die
Membranpermeabilitdt nimmt zu. AuBerdem wird die Ausbildung von Vakuolen innerhalb
der Zelle induziert (Morbiato et al., 2001; Genisset et al., 2007). Zusatzlich verursacht VacA
Autophagie, eine Storung der Mitochondrien, und induziert verschiedene Signalkaskaden in
Magenepithel und Immunzellen (Kimura et al., 1999; Boncristiano et al., 2003; Gebert et al.,

2003; Nakayama et al., 2004; Hisatsune et al., 2007; Terebiznik et al., 2009). Wiederum
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durch verschiedene Faktoren kann VacA letztendlich den Zelltod herbeifiihren (Kuck et al.,

2001; Cover et al., 2003; Radin et al., 2011; Foegeding et al., 2016).
1.3.3 Urease

Ein weiterer Faktor, der essentiell fiir das Uberleben von H. pylori in dem sauren Magenmi-
lieu und somit fir seine Pathogenitat im menschlichen Magen ist, ist das Protein Urease. Das
Protein stellt einen Anteil von 10 - 15% am von H. pylori synthetisiertem Gesamtprotein dar
(Bauerfeind et al., 1997; Scott et al., 1998) und sorgt fiir die Pufferung von H* lonen. Wenn H.
pylori in eine Umgebung mit einem pH-Wert niedriger als 6,5 gelangt, 6ffnet sich in der zyto-
plasmatischen Membran ein Harnstoff Transporter (Stingl, Reuse, 2005). Der nun in das Bak-
terium stromende Harnstoff wird von Urease in Ammoniak und Kohlenstoffdioxid umgewan-
delt. Somit kénnen freie H* im Bakterium abgepuffert werden und ein neutraler pH-Wert
aufrechterhalten werden (Marshall et al., 1990; Scott et al., 2000; Weeks et al., 2000). Auch
in der unmittelbaren Umgebung von H. pylori wird der pH-Wert angehoben, was den zdhen
Mukus flissiger macht, und somit wiederum die Fortbewegung von H. pylori erleichtert (Celli
et al., 2009). Ein ebenfalls wichtiger Faktor in diesem Mechanismus ist eine a-Carboanhyd-
rase, die sich im Periplasma von H. pyori befindet und Bikarbonat und Protonen in Kohlen-
stoffdioxid umwandelt. So kdnnen weitere entstandene H* lonen abgepuffert werden
(Smith, Ferry, 2000). Die Aktivitat der Urease wird unter anderem durch die Nickel und Harn-
stoff-Konzentrationen der Umgebung reguliert. Es handelt sich bei der Urease um ein Nickel-
Metalloenzym, das aus den Untereinheiten UreA und UreB besteht. Nickel lonen werden in

das Enzym eingebaut, und haben daher einen Einfluss auf dessen Aktivitat.

Mit Hilfe der in diesem Kapitel beschriebenen Mechanismen schafft es H. pylori also den
widrigen Umstdanden des sauren Magenmilieus zu trotzen. Allerdings nutzt das Bakterium
den pH-Wert bzw. seinen Gradienten auch, um sich im Magen zu orientieren. Am pH-Gradi-
enten entlang bewegt sich H. pylori mit seinen unipolaren GeiReln in Mukusschichten nahe
den Magenepithelzellen, um dann an die Zellen der Magenschleimhaut zu binden (Schreiber
et al., 2004). Wiirde H. pylori sich nicht zur Mukusschicht orientieren, in der ein pH-Wert von
ca. 6 — 7 herrscht, und im Lumen mit einem pH-Wert von ca. 2 verbleiben, kénnte das Bakte-
rium nicht Gberleben. Die sauren pH-Werte des Magenlumens kann H. pylori nur kurzfristig

kompensieren, danach verliert das Bakterium seine Fahigkeit zu Motilitat (Suerbaum et al.,



1993; Schreiber et al., 2005). Somit ist auch die Orientierung und Fortbewegung am pH-Gra-

dienten essentiell fiir eine erfolgreiche H. pylori Infektion.

In den folgenden Kapiteln soll die Zusammensetzung und Funktion des cag Typ IV Sekreti-

onssystems erlautert werden, sowie die Auswirkungen des cagT4SS auf zelluldarer Ebene be-

handelt werden.
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1.4 Das cag Typ IV-Sekretionssystem von Helicobacter pylori

1.4.1 Auswirkungen des cagT4SS auf zellularer Ebene

Wie schon beschrieben, ist einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von H. pylori die cag Pa-
thogenitatsinsel, die den cag Typ IV Sekretionsapparat kodiert. Die cagPAl ist ca. 37 kb lang
und beinhaltet ca. 27 Gene (Fischer et al., 2001). Je nachdem, ob ein H. pylori Stamm die
cagPAl besitzt, handelt es sich um einen virulenteren, der Magenulcera und Magenkarzi-
nome auslésen kann, oder einen weniger virulenten Stamm (Ogura et al., 2000). Ein Anteil
von ungefahr 70% der H. pylori-Isolate weltweit besitzen die cagPAIl (Olbermann et al.,
2010).

Das Sekretionssystem dient dazu, das Effektorprotein CagA (cytotoxin-associated antigen A)
in die Wirtszellen, die Magenepithelzellen, Granulozyten oder Makrophagen sein kénnen, zu
translozieren, wo CagA von Tyrosinkinasen phosphoryliert wird (Segal et al., 1999; Odenbreit
et al., 2000; Stein et al., 2000). CagA ist nicht die einzige Komponente, die (iber den Sekreti-
onsapparat in die Wirtszellen injiziert wird. Auch Peptidoglykan-Bausteine, DNA Fragmente
und ADP-glycero-B-D-manno-heptose (ADP-Heptose) bzw. Heptose-1,7-Bisphosphat kdnnen
auf diese Weise transportiert werden (Viala et al., 2004; Varga et al., 2016; Stein et al., 2017;
Varga, Peek, 2017; Pfannkuch et al., 2019).

In den Magenepithelzellen wird so durch die Bindung von H. pylori und Translokation von
Molekilen eine inflammatorische Reaktion angestolRen, die mit der Freisetzung von Zytoki-

nen wie IL-8 einhergeht.

Auch TNFa (tumor necrosis factor), GM-CSF (granulocyte-monocyte colony-stimulating-fac-
tor), und ENA-78 (epithelial cell-derived neutrophil-activating protein) werden nach Kontakt
der Magenepithelzellen mit H. pylori vermehrt sezerniert (Rieder et al., 1997; Foryst-Ludwig,
Naumann, 2000; Rieder et al., 2001). Die IL-8-Produktion wird liber den Transkriptionsfaktor
NF-kappa B induziert, der wiederum durch ADP-Heptose aktiviert wird (Zimmermann et al.,
2017; Faass et al., 2021). Bei der Aktivierung des NF-kB Signalwegs scheint auch Peptidogly-
kan eine Rolle zu spielen (Viala et al., 2004). Ebenfalls unabhangig von CagA ist die Aktivie-
rung von verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen wie EGFR oder Her2/Neu (Keates et al.,
2001; Churin et al., 2003; Tegtmeyer et al., 2010). Das sind nur einige Beispiele fiir die Ef-

fekte des cagT4Ss, die nicht auf CagA zurlickzuflihren sind.
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Allerdings hat die Injektion von CagA bekannterweise einige gravierende Veranderungen in
der Wirtszelle zur Folge, so wird z.B. die Leukozytenmigration gehemmt (Busch et al., 2015).
Wenn man Uber die Folgen von CagA in Wirtszellen spricht, ist es wichtig zu unterscheiden,
ob CagA phosphoryliert oder unphosphoryliert wirkt. Wie schon erwahnt, wird das Effektor-
protein nach Aufnahme in die Wirtszelle von den Tyrosinkinasen Src und Abl an bestimmten
Stellen, den sogenannten EPIYA-Motiven (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), phosphoryliert (Hatakeyama
2008; Wessler, Backert, 2008; Mueller et al., 2012). Das phosphorylierte CagA (CagA®) inter-
agiert dann mit Proteinen der Signalkaskaden in eukaryotischen Zellen liber deren Src homo-
logy 2 (SH2) Doménen. Einige Beispiele als Interaktionspartner von CagA® sind die Tyrosin-
phosphatasen SHP1 und SHP2, die Adaptorproteine Grb2/Grb7/Crk, die Ras GTPase und die
Tyrosinkinasen Csk, Src und Abl (Selbach et al., 2009; Backert et al., 2010). Durch die Beein-
flussung dieser Signalkaskaden verandert sich das Aktin Zytoskelett der Zellen und es ent-
steht der sogenannte ,,hummingbird” Phanotyp. Dieser ist bestimmt durch die Verformung
der Zellen, die eine langliche und flache Form annehmen, und sich von den anderen Zellen

separieren und ausbreiten (Selbach et al., 2009; Tegtmeyer et al., 2011).

Aber auch unphosphoryliertes CagA hat Auswirkungen auf die eukaryotische Zelle. So wer-
den die Verbindungen zwischen Zellen (, tight-junctions”) durch das Onkoprotein aufgeldst
und die Zellpolaritat geht verloren (Amieva et al., 2003). Auch der NF-kB Signalweg und so-
mit IL-8 Freisetzung kann durch unphosphoryliertes CagA aktiviert werden (Backert et al.,

2010; Tegtmeyer et al., 2011).

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass das cagT4SS und das Onkoprotein CagA in den
Zielzellen durch verschiedenste Interaktionspartner zu einer Veranderung der Zellform, Zell-
polaritat und Induktion einer inflammatorischen Reaktion fiihren, welche wie schon erwahnt

die Grundlagen fiir eine maligne Entartung darstellen.
1.4.2 Aufbau und Komponenten des cagT4S$

Obwohl es zahlreiche Hinweise zur Funktion des cagT4SS im Verlauf der Infektion gibt, ist
diese noch nicht im Detail geklart. Der Transport von CagA kdnnte zum Beispiel der Versor-
gung von H. pylori mit Eisen dienen, was bereits mehrfach untersucht wurde (Senkovich et
al., 2010; Tan et al., 2011; Haley et al., 2014). Modelle fir den Aufbau des Sekretionssystems

beruhen auf Vorhersagen und Strukturuntersuchungen wie z.B. Kryo-Elekronenmikroskopie,
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miussen allerdings noch abschlieRend evaluiert werden (Cover et al., 2020). Der Sekretions-
apparat besteht aus ca. 25 Komponenten und wird zusammen mit Sekretionspili ausgebildet
(Fischer 2011). Pili sind dabei T4SS-assoziierte Oberflachenstrukturen, die als haarartige
Fortsatze sichtbar gemacht werden konnen (ibid.). Da CagA an der Spitze der Pili nachgewie-
sen konnte, geht man davon aus, dass die Sekretionsapparate im Zusammenhang mit den
Pili ausgebildet werden (Kwok et al., 2007). Das cagT4SS von H. pylori unterscheidet sich in
vielen Komponenten von den aus anderen Bakterien bekannten Typ IV-Sekretionsapparaten
(Fischer et al., 2010). Es gibt allerdings einige Gene, die als Homologe zu anderen bekannten
T4SS-Proteinen identifiziert wurden (siehe Tabelle 3.1). So wurden fir folgende Proteine
Ahnlichkeiten in Topologie und Funktion zu den Vir-Proteinen von A. tumefaciens vorherge-

sagt bzw. bestatigt (Fischer et al., 2001; Andrzejewska et al., 2006; Kutter et al., 2008).

cagTA4sSsSs Protein | Vir - Homolog

CagE VirB4

CagX VirB9

CagY¥ VirB10 Tabelle 1.1: cagT4SS Proteine und ihre

Caga VirB11 .
Vir-Homologe

CagP VirD4

Cagy VirB1l

CagC VirB2

CaglL VirB5

CagW VirB6

CagT VirB7

CagV VirB8

Einige Komponenten sind essentiell fir die Funktion des cagT4SS, darunter alle bisher ge-
nannten Cag-Proteine. Wiederum andere Proteine scheinen nur fir die volle Funktion des
Sekretionsapparats notig zu sein (Fischer et al., 2001; Selbach et al., 2002; Shaffer et al.,

2011).

Das cagT4SS kann in verschiedene funtionelle Einheiten aufgeteilt werden, namlich einen
Kernkomplex der dulReren Membran, einen periplasmatischen Ringkomplex und einen Teil,
der den periplasmatischen Bereich mit der inneren Membran und somit dem inneren Kern-

komplex verbindet (Chung et al., 2019).
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Abbildung 1.1: Der cag Typ IV-Sekretionsapparat
Oben: Anordnung der Gene auf der cag Pathogenitatsinsel.

Unten: Aufbau des cagT4SS laut Vorhersagen und bisherigen Daten (modifiziert nach Fischer 2011 (Fischer 2011)).

Der duBere Membrankomplex besteht aus den Komponenten CagX, CagY¥, CagM, CagT, and
Cag3 (siehe Abb. 1.1). Die ATPasen Caga, CagP, and CagkE tragen hingegen zur Bildung des in-

neren Kernkomplexes bei (Hu et al., 2019).

AuBerdem gibt es eine Reihe von Proteinen, die ebenfalls am Aufbau und der Funktion des
cagT4SS beteiligt sind, deren genaue Position im Apparat oder Funktion fir die Aktivitat des

cagT4SS aber noch ungeklart ist. Dazu gehoren die sich auf der cagPAl befindlichen Gene
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cagP, cagG und cagH. CagH scheint dabei, wie Cagl und CaglL, an der Ausbildung des Sekreti-
onspilus beteiligt zu sein (Shaffer et al., 2011). Die Gene cagH, cagl/ und cagl liegen in ei-
nem Operon mit cagG, welches sich stromaufwarts von diesen Genen befindet. CagP wird in
der inneren Membran von H. pylori vermutet und gehoért nicht zu den essentiellen Bestand-
teilen des cagT4SS (Fischer 2011). Allerdings scheint CagP dennoch eine wichtige Rolle fir
die volle Funktionalitat des cagT4SS zu spielen. So fiihrte eine Deletion des cagP-Gens zu ei-
ner starken Einschrankung der Typ IV-Sekretion, und zu einer geringeren Menge an CagH,
Cagl, und Cagl (R. Nair, S. Laue, und W. Fischer, unveroffentliche Daten). Stromaufwarts von
cagP befindet sich eine kleine nicht-kodierende RNA (HPnc2630 oder CncR1, siehe Abbildung
1.2). HPnc2630 wurde bereits im Hinblick auf ihre Funktion untersucht, und es wurde nach-
gewiesen, dass sie die Motilitdt und Adhasion von H. pylori beeinflussen kann (Sharma et al.,
2010; Vannini et al., 2016). AulRerdem enthalt die kleine RNA einen Terminator an ihrem 3°-

Ende in Form einer Stem-Loop Struktur ((Sharma et al., 2010; Vannini et al., 2016).

Abbildung 1.2: Der cagP Gen-

) locus

|+— <R —|

cagQ cagP HPnc2630 cagM

Schematisch dargestellt ist der
cagP Genlocus mit der strom-
aufwarts gelegenen kleinen

nicht-codierenden RNA

In einer vorausgegangenen Arbeit (S. Laue & W. Fischer, unveroffentlicht) ergaben sich Hin-
weise darauf, dass in H. pylori nur sehr geringe Mengen von CagP hergestellt werden; dies
konnte auf die schwache Shine-Dalgarno-Sequenz vor dem cagP-Startcodon zuriickgefiihrt

werden.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

In den vorherigen Kapiteln wurden schon ausgiebig die Virulenzmechanismen und die daraus
folgende Humanpathogenitat des Bakteriums Helicobacter pylori besprochen. Zahlreiche To-
desfalle aufgrund von Magenkarzinomen oder MALT Lymphomen sind auf H. pylori zurlick-
zufihren. Die aktuelle Therapie einer H. pylori Infektion besteht hauptsachlich aus antibioti-
scher Behandlung, was aufgrund der steigenden Resistenzraten problematisch sein kann. Ein
Ziel der aktuellen H. pylori Forschung ist es deshalb, einen Weg zu finden, die Virulenzme-
chanismen des Bakteriums auszuschalten, ohne die antimikriobiellen Behandlungswege aus-
schopfen zu missen. Ein flir die Humanpathogenitat hochrelevanter Virulenzfaktor ist das
Cag Typ IV-Sekretionssystem. Der Sekretionsapparat ist durch die Translokation des On-
koproteins CagA und anderer Molekile an der Entwicklung von Entziindungsreaktionen und
im weiteren Verlauf Magenkarzinomen beteiligt. Um den Sekretionsapparat als moéglichen
Ansatzpunkt flir zuklinftige Therapien nutzen zu kénnen ist es essentiell, dessen Funktions-
weise zu verstehen. Die Zusammensetzung und das Zusammenspiel der einzelnen Kompo-
nenten des cagT4SS ist noch nicht abschlieBend untersucht und Bestandteil der aktuellen H.
pylori Forschung. Dabei ist funktionell wenig bekannt tber die Gene cagl, cagH, und cagG,
die sich zusammen mit cagl ein Operon teilen. Das cagP-Gen scheint hierbei mit den ge-
nannten Genen in funktionellem Zusammenhang zu stehen.

Obwohl es Hinweise dafiir gibt, dass diese Gene fiir die volle Funktion des cagT4SS bendétigt
werden, ist nicht klar, wie diese Komponenten zusammenspielen, und inwiefern sie eine
mogliche regulatorische Rolle einnehmen.

In dieser Arbeit sollte das mutmaliliche Membranprotein CagP untersucht werden. Dabei
war ein Ziel der Arbeit zu evaluieren, inwiefern cagP und HPnc2630 die Aktivitat des cagT4SS
beeinflussen.

Des Weiteren sollte der Zusammenhang zwischen cagP und HPnc2630 und anderen Protei-
nen des cagT4SS, namlich CagH und CagG, untersucht werden. Dazu sollte auf eine in der Ar-
beitsgruppe neu etablierte Methode (HiBiT Reporter Assay) zurlickgegriffen und diese gege-
benenfalls in ihrer Anwendung erweitert werden.

AuBerdem solllte eine mogliche regulatorische Rolle von cagP durch vergleichende Messun-

gen unter verschiedenen Umweltbedingungen untersucht werden.
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2 Material

2.1 Bakterienstamme

2.1.1 E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
E. coliTOP10 F- mcrA A (mrr-hsdRMSmcrBC) ®80lacZAM15 A Thermo Fisher Scientific,
lacX74 recAl araD139 A (araleu)7697 galU galK Waltham, USA
rpsL (StrR) endAl nupG
2.1.2 H. pylori-Stamme
Stamm Genotyp Referenz
P12 (VB1) Wild-Typ; Klinisches Isolat (888-0) eines Patienten | (Schmitt, Haas, 1994)
der Universitdt Hamburg mit Ulcus duodeni im Jahr
1994
RNP3 (VB3) P12 [TEM-CagA] R. Nair, W. Fischer
RNP4 (VB4) tem-cagA (RNP3); AcagP::rpsL-erm (pWS503) R. Nair, W. Fischer
RNP3 AcagT (VB9) P12 [TEM-CagA] AcagT (pJP95) W. Fischer

pSL12 (VB48)

tem-cagA (RNP3); P-up-HiBiT-cagP mf

S. Laue, W. Fischer

pSL13 (VB5)

tem-cagA (RNP3); cagA(up)-HiBit-cagP mf (pSL13)

S. Laue, W. Fischer

AupTerm4 (VB13) tem-cagA (RNP4); A-up-HiBiT-cagP (pVB1) Diese Arbeit

pVB1 (VB108) tem-cagA (RNP4); A-up-HiBiT-cagP (pVB1) Diese Arbeit

HiBiT-CagA (VBS) HiBiT-cagA mf W. Fischer

recA-HiBiT (VB65) tem-cagA (RNP3); recA-HiBiT (pWS703) W. Fischer

HiBiT-CagH (VB7) tem-cagA (RNP3); HiBiT-cagH mf (pWS695) W. Fischer

HiBiT-CagG (VB49) tem-cagA (RNP3); HiBiT-cagG mf (pWS694) W. Fischer

mutATG (VB15) tem-cagA (RNP3); cagP (ATG>>TAG) mf W. Fischer
(pWS503/pWS682)

mutATG-683 (VB37) |tem-cagA (RNP3); cagP (ATG>>TAG); Palp-cagiL Diese Arbeit
(pWS683)

mutATG- 546 (VB33) |tem-cagA (RNP3); cagP (ATG>>TAG); Palp-cagHIL Diese Arbeit
(pWS546)

AcagP- 546 tem-cagA (RNP3); AcagP mf (pWS684); Palp-cagHIL | W. Fischer
(pWS546)

CagG-HiBiT AcagP tem-cagA (RNP4); cagG-HiBiT AcagP (pWS316) Diese Arbeit

(vB51)

CagG-HiBiT Anc2630 |tem-cagA (RNP4); cagG-HiBiT Anc2630 (pWS426) Diese Arbeit

(VB54)

CagH-HiBiT AcagP tem-cagA (RNP4); cagH-HiBiT AcagP (pWS316) Diese Arbeit

(VB27)
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CagH-HiBiT Anc2630
(VvB31)

tem-cagA (RNP4); cagH-HiBIiT Anc2630 (pWS426)

Diese Arbeit

RNP4 pVB2 (VB123)

tem-cagA (RNP4); cagP-HiBiT Anc2630 (pVB2)

Diese Arbeit (HiBiT Assays)

RNP4 pVB2 (VB124)

tem-cagA (RNP4); cagP-HiBiT Anc2630 (pVB2)

Diese Arbeit (TEM Assays)

RNP4 pVB3 (VB139)

tem-cagA (RNP4); AcagG mRNA Bindestelle (pVB3)

Diese Arbeit

CagG-HiBiT pVB3 tem-cagA (RNP4); cagG-HiBiT AcagG mRNA Binde- | Diese Arbeit

(VB76) stelle (pVB3)

CagH-HiBiT pVB3 tem-cagA (RNP4); cagH-HiBiT AcagG mRNA Binde- | Diese Arbeit

(vB83) stelle (pVB3)

RNP4 pVB4 (VB111) |tem-cagA (RNP4); cagP-HiBiT mutHP1043 Binde- Diese Arbeit
stelle (pVB4)

RNP4 pVB5 (VB77) tem-cagA (RNP4); Deletionen in cagP Starterre- Diese Arbeit
gion: AcagG mRNA Bindestelle, cagP (ATG>>TAG)
(pVB5)

RNP4 pVB7 (VB78) tem-cagA (RNP4); Deletionen in cagP Starterre- Diese Arbeit
gion: AcagG mRNA Bindestelle, AcagP SD Sequenz,
AcagP Startcodon (pVB7)

RNP4 pVB8 (VB110) |tem-cagA (RNP4); Deletionen in cagP Starterre- Diese Arbeit
gion: AcagG mRNA Bindestelle, AcagP SD Sequenz,
AcagP Startcodon und weitere 24 Basen stromab-
warts davon (pVB8)

RNP4 pVB9 (VB80) tem-cagA (RNP4); Deletionen in cagP Starterre- Diese Arbeit
gion: AcagG mRNA Bindestelle, AcagP SD Sequenz,
AcagP Startcodon und weitere 78 Basen stromab-
warts davon (pVB9)

RNP4 pVB10 (VB79) |tem-cagA (RNP4); AcagP Promoter (pVB10) Diese Arbeit

G27 pVB1 (VB147) tem-cagA; A-up-HiBiT-cagP (pVB1) Diese Arbeit

AupTerm4 AhopQ tem-cagA (RNP4); A-up cagP-HiBiT AhopQ::rpsL- Diese Arbeit

(vB84) erm (pFS10)

G-2 AhopQ (VB88) tem-cagA (RNP3); cagG-HiBiT AhopQ::rpsL-erm Diese Arbeit
(pFS10)

H AhopQ (VB90) tem-cagA (RNP3); cagH-HiBiT AhopQ::rpsL-erm Diese Arbeit
(pFS10)

AupTerm4 AhofF tem-cagA (RNP4); A-up cagP-HiBiT AhofF::rpsL-erm | Diese Arbeit

(VB92) (pWS708)

G-2 AhofF (VB96) tem-cagA (RNP3); cagG-HiBiT AhofF::rpsL-erm Diese Arbeit
(pWS708)

H AhofF (VB98) tem-cagA (RNP3); cagH-HiBiT AhofF::rpsL-erm Diese Arbeit
(pWS708)

AupTerm4 AbabA tem-cagA (RNP4); A-up cagP-HiBiT AbabA::rpsL- Diese Arbeit

(VB100) erm (pLH3)

G-2 AbabA (VB104) tem-cagA (RNP3); cagG-HiBiT AbabA::rpsL-erm Diese Arbeit
(pLH3)

H AbabA (VB106) tem-cagA (RNP3); cagH-HiBIiT AbabA::rpsL-erm Diese Arbeit
(pLH3)

AupTerm4 AcagT tem-cagA (RNP4); A-up cagP-HiBiT AcagT (pJP95) Diese Arbeit

(VB112)
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G-2 AcagT (VB114)

tem-cagA (RNP3); cagG-HiBiT AcagT (pJP95) Diese Arbeit

H AcagT (VB116)

tem-cagA (RNP3); cagH-HiBiT AcagT (pJP95) Diese Arbeit

2.2 Nahrmedien fiir Bakterien

Brucella-Medium

28 g/l Brucella Broth (BD, Franklin Lakes, USA), autoklaviert

E. coli-Einfrier-
medium

80 % LB, 20 % Glycerin

H. pylori-Flussig-
kultur

90 % BB, 10 % FCS

H. pylori-Einfrier-
medium

70 % BB, 20 % FCS, 10 % Glycerin

LB-Medium

20 g/I Lennox-L-Medium (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA), autoklaviert

LB-Platten

32 g/l Lennox-L-Agar (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA), autoklaviert

Serum-Platten

36 g/l GC-Agar-Base (Oxoid, Darmstadt, Deutschland), autoklaviert, danach Zugabe
von 10 ml/I Vitamin-Mix und 80 ml/I Pferdeserum

Ham's F12 definiertes Medium (Testerman et al., 2006)

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

Pferdeserum HyClone, Thermo Fisher (behandelt mit 56 °C, 20 min)

Fetales Kalberse-

Life Technologies (behandelt mit, 56 °C, 20 min)

rum (FCS)

2.3 Antibiotika

Hemmstoff Losungsmittel Konzentration Hersteller

Chloramphenicol | EtOH 30 mg/| (E. coli) 6 mg/l | Sigma-Aldrich

(Cam) (H. pylori) (Saint Louis,
USA)

Erythromycin EtOH 250 mg/ml (E. coli) 10 | Sigma-Aldrich

(Erm) mg/ml (H. pylori) (Saint Louis,
USA)
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Kanamycin (Kan) | ddH,0 50 mg/I (E. coli) 8 mg/l | Sigma-Aldrich
(H. pylori) (Saint Louis,
USA)
Streptomycin ddH,0 250 mg/ml (E. coli) Sigma-Aldrich
(Strep) 250 mg/ml (H. pylori) | (Saint Louis,
USA)

2.4 Zelllinien

AGS

Humane Magenadenokarzinom-Zelllinie (ATCC CRL-1739)

Kato Il

Humane Magenkarzinom-Zelllinie (ATCC HTB-103)

2.5 Zellkulturmedien und —puffer

DPBS

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

RPMI Medium 1640 mit L-Glutamin

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

Trypsin/EDTA

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

2.6 Plasmide

Name Eigenschaften Referenz

Hp5kb_05J10 / pSL6 Vektor: pPSMART-HCKan, chromosoma- | W. Fischer
les Fragment cagU bis cagM

pWS683 pHel12::caglL-Uberexpression (alpA W. Fischer
Promoter)

pWS546 pHel12::cagHIL -Uberexpression (alpA | W. Fischer
Promoter)

pWS316 AcagP::cat W. Fischer

pWS426 Anc2630::cat W. Fischer

pVB1 A-up cagP-HiBiT; Primer: VB1, VB2; Diese Arbeit
Vektor: Hp5kb_05J10

pVB2 A-up cagP-HiBiT Anc2630; Primer: Diese Arbeit
WS825, WS817; Vektor: Hp5kb_05J10

pVB3 AcagG mRNA Bindestelle; Primer: Diese Arbeit
WS858, WS762; Vektor: Hp5kb_05J10

pVB4 mutHP1043 Bindestelle; Primer: Diese Arbeit
WS859, WS770; Vektor: Hp5kb_05J10

pVB5 Deletierte Regionen: cagG mRNA Bin- | Diese Arbeit
destelle, cagP Startcodon mutiert zu
Stoppcodon; Primer: WS858, WS763;
Vektor: Hp5kb_05J10

pVB7 Deletierte Regionen: cagG mRNA Bin- | Diese Arbeit

destelle, cagP SD Sequenz, cagP Start-
codon; Primer: WS858, PT4; Vektor:
Hp5kb_05J10
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pVB8 Deletierte Regionen: cagG mRNA Bin- | Diese Arbeit
destelle, cagP SD Sequenz, cagP Start-
codon und weitere 24 Basen stromab-
warts davon; Primer: WS858, WS783;
Vektor: Hp5kb_05J10
pVB9 Deletierte Regionen: cagG mRNA Bin- | Diese Arbeit
destelle, cagP SD Sequenz, cagP Start-
codon und weitere 78 Basen stromab-
warts davon; Primer: WS858, WS784;
Vektor: Hp5kb_05J10
pVB10 Deletierte Regionen: cagP Promoter; Diese Arbeit
Primer: WS762, WS262; Vektor:
Hp5kb_05J10
pWS503 AcagP::rpsL-erm W. Fischer
pWS708 AhofF::rpsL-erm W. Fischer
pFS10 DhopQ::rpsL-erm F. Schindele
pLH3 AbabA::rpsL-erm L. Holsten
pWS686 cagP Startcocodon zu Stoppcodon, W. Fischer
Anc2630
pJP95 AcagT::cat (Fischer et al., 2001)

2.7 Oligonukleotide

Name |Sequenz (5'zu3') Restrikti- | Eigenschaften/Verwendung

onsenzym

VB1 GAACTAGTTCAAGGCGGTGAAC Spel Herstellung Plasmid pVB1 (cagA SD

CagP-HiBiT)
VB2 ATACTAGTTCTTTAGTAAGGAGAAACAAT- Spel Herstellung Plasmid pVB1 (cagA SD
GGTGTCTGGTTGGCGACTTTTCAAGAAAAT- CagP-HiBiT)
TAGCCTGAAACGACCGATTAGCAAATTAAG
hp537r | ACGTCTCGAG GATTTTTGCA AGCATCTTA Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer

WS770 | CAG TGT CGA CTC ATA AGA ACC AAT TTT GCC | Ndel/Spel |Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer, Herstellung pVB4
(mutHP1043 Bindestelle, CagP-HiBiT)

WS780 | ACTGGTCGACTTCAAAGGGATTATTCTTGGC Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer, liegt in cagM

WS405 | ACCGGTCGAC TTTAGTAGGA AGCATTTCAC Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer, liegt in cagQ

UB110 | AACGATGAAGCTTCTAGCTTGCTA PCR Primer zur Uberpriifung von
DNase Verdau fiir gPCR, Zielgen ist
16S-rRNA

UB111 | GTGCTTATTCSTNAGATACCGTCAT PCR Primer zur Uberpriifung von

DNase Verdau fiir gPCR, Zielgen ist
16S-rRNA
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fwd

ACCAATTTTGCCATTGAGTCATAA

6-Fam 5' Tag, BHQ-1 3' Tag, qPCR Pri-

cagP mer flr cagP (Sonde: TTTT-
GCGTGGCTTAAG)
rev TGCTACTCGTTTCTCTCAGCATAATAA 6-Fam 5' Tag, BHQ-1 3' Tag, qPCR Pri-
cagP mer flr cagP (Sonde: TTTT-
GCGTGGCTTAAG)
fwd TGACGCCAAGCAAGATGTCT 6-Fam 5' Tag, BHQ-1 3' Tag, qPCR Pri-
cagl mer flr cagl (Sonde: AAC-
CTGCAAAAAACCCCCCTGTCATG)
rev TGGCGTTATTAATGGTGTCAATG 6-Fam 5' Tag, BHQ-1 3' Tag, qPCR Pri-
cagl mer flr cagl (Sonde: AAC-
CTGCAAAAAACCCCCCTGTCATG)
fwd GGGTCCGCCCTACGAATTAC Primer fiir die 165-rRNA (Kontrolle
16s gPCR)
rev GCG GGATTT GCT ACCTACGA Primer fir die 165-rRNA (Kontrolle
16s gPCR)
WS439 | GCGGATCCAT AGTAGGGTAT TCTTTGG Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer
WS858 | TAGGATCCGGA GCA TAG GAA ATA ATA AGT BamHI Herstellung Plasmid pVB3, pVBS5,
ATTTTAC pVB7, pVB8, pVB9
WS762 | ACGTGGATCC TGAACTAGTT CTTTCAAAAC BamHI Herstellung Plasmid pVB3, pVB10
WS825 | ACT GAC TAG TGT TTC TAT CCA AAA AAC ACA | Spel, Xhol | Herstellung Plasmid pVB2 (Anc2630
GG CagP-HiBiT)
WS817 | GAT CCT CGA GCAAGACGTTTC Spel, Xhol | Herstellung Plasmid pVB2 (Anc2630
CagP-HiBiT)
WS859 | TGC TCA TAT GTA GCT TGT TGG TAT TTG AAT | Ndel/Spel |Herstellung pVB4 (mutHP1043 Bin-
CTTTTATCT TAAGGT TATTTT TAT AC destelle, CagP-HiBiT)
WS763 | ACGTGGATCC TGAACTAGTT CTTTCAAAAC BamHI Herstellung pVB5
CAAATAGAAA CGAC
PT4 G ATC GGATCC AAA CGA CCG ATT AGC AAATT | BamHI Herstellung pVB7
WS783 | GCG GAT CCA AAT TAA AAC AAA ACTTTT TAC | BamHI Herstellung pVB8
AATTC
WS784 | GCG GAT CCA AAT ACA GCC TTT ATT ATA GGC | BamHI Herstellung pVB9
WS262 | CGGGATCCAC ACTATAAGAC ATAGATTTTAC BamHI Herstellung pVB10
WS776 | GGACTAGTTAAGGAGAAACACATATGAAACT- Sequenzierprimer cagP Genlocus,

GAG

PCR Primer, liegt in cagT
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WS681

TCA CAG AGC AAT GAT CTT TTA AAT

Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer, liegt in cagU

hh64 | CAG CGG ATC CAT GCT TTATAA CTATGG ATT Uberpriifung Existenz rpsL-erm Ka-
sette
hh66 | GCG GAT CCT TAC TTA TTA AAT AAT AATTTA Uberpriifung Existenz rpsL-erm Ka-
TAG sette, Sequenzierprimer hofF Gen-
locus
WS218 | GGGGTACCTT ACACTCCTTT TTCTTTCA Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer
WS866 | CTC ACT CTCATAGGTTCT G Sequenzierprimer hofF Genlocus,
PCR Primer
CE82 |TGG TGATAAAGG TCGTTAAACCCGC Sequenzierprimer hopQ Genlocus,
PCR Primer
CE83 |CGGCGATGG AACTAAACTCTAAGGC Sequenzierprimer hopQ Genlocus,
PCR Primer
LH3 GAT CCT CGA GGT AGTTGG TTT AAG CGG TTG Sequenzierprimer babA Genlocus,
PCR Primer
LH6 GAT CGC GGC CGC ATT AGT ATT AGG GAT TTC Sequenzierprimer babA Genlocus,
AC PCR Primer
WS403 | ACCGGTCGAC CATGTTATTA CTCATATCG Sequenzierprimer cagP Genlocus,
PCR Primer, liegt in cag$
RH136 | ATAAGAATGCGGCCGCTAAATGACTAAG- Sequenzierprimer cagT Genlocus,
GAAGCTAAAATGGAG PCR Primer
WS260 | CGGGATCCAA TTAAAAAATG ATGAGTGC Sequenzierprimer cagT Genlocus,

PCR Primer

2.8 Proteine und Enzyme

Alkalische Phospha-
tase (AP)-gekoppeltes
Protein A

Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA)

Fetales Kalberserum

(FCS)

Gibco/Invitrogen (Carlsbad, USA)

Pferdeserum HyClone

GE-Healthcare (Buckinghamshire, Vereinigtes Konigreich)

Protein G-Agarose

Roche Applied Science (Penzberg, Deutschland)

Lysozym

Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA)

Restriktionsenzyme

(Waltham, USA)

New England Biolabs GmbH (lpswich, USA) Thermo Fisher Scientific

T4 DNA Ligase

New England Biolabs GmbH (Ipswich, USA)

RNase

Quiagen (Venlo, Niederlande)
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Takara-Ex Tag®-Poly-

TaKaRa Bio Inc. (Otsu, Japan)

merase
GoScript™ Reverse Promega (Fitchburg bei Madison, USA)
Transkrptase

DNase Promega (Fitchburg bei Madison, USA)

GoTaq® Polymerase

Promega (Fitchburg bei Madison, USA)

NanoLuc® Luziferase

Promega (Fitchburg bei Madison, USA)

Proteinase K

Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA)

2.9 Antikorper

Zielprotein (a-)

Eigenschaften

Verdiinnung

Referenz/ Hersteller

a-CagH (Anti 541)

polyklonaler
Antikorper ge-
gen CagH (Ka-
ninchen)

1:1.000

K.T. Pham

a-Cagl (Anti 540)

polyklonaler
Antikorper ge-
gen Cagl (Ka-
ninchen)

1:2.000

(Pham et al., 2012)

a-Cagl (Anti
539/AK271)

polyklonaler
Antikorper
gegen CaglL
(Kaninchen)

1:1.000

(Kutter et al., 2008)

a-CagF (Anti
543/AK284)

polyklonaler
Antikorper
gegen CagF
(Kaninchen)

1:1.000

(Pattis et al., 2007)

a-CagA (AK299)

polyklonaler
Antikorper
gegen CafA
(Kaninchen)

1:5.000

(Schindele et al., 2016)

2.10 Verwendete Molekulargewichtsmarker

DNA-Gelelektrophorese

GeneRuler 1 kb DNA Ladder, SM0313 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting Standards
#1610376 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Prestained Protein MW marker #26612 Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, USA)

2.11 Losungen und Puffer

GEBS

20 % Glycerin

50 mM EDTA

0,05 % Bromphenolblau

0,5 % Sarcosyl (N-Lauryl-Sarcosin); pH 8,0

Ligase-Puffer (10x)

New England Biolabs GmbH, Ipswich, USA

Milchpulver-Lésung
5%

5 g Milchpulver,
fettarm (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
auf 100 ml TBS-Tween 0,5 % auffillen

PBS (1x)

27 mM KClI

1,38 M NaCl

15 mM KH2PO4
80 mM Na;HPO,

CutSmart® Puffer

New England Biolabs GmbH, Ipswich, USA

(5x)

RIPA 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM EDTA 1 % (v/v) Nonidet P-40
0,25 % (v/v) Sodiumdesoxycholat
SDS 25 mM Tris
Elektrophoresepuffer | 250 mM Glycin

auf 4,5 | Aqua dest. Auffiillen; pH 8,3
Zugabe 20 % SDS
auf 51 Aqua dest. auffillen

SDS-Probenpuffer
(2x)

100 mM Tris-HCl pH 6,8

4 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerin

0,2 % (w/v) Bromphenolblau

STET

50 mM Tris-HCl; pH 8,0
50 mM EDTA

8 % (w/v) Sucrose

5 % (v/v) Triton X-100
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TAE (50x)

Tris242 g
90 % CH3COOH
0,5 M EDTA; pH 8,0

TBS (10x)

150 mM
NaCl 200 mM
Tris-HCI; pH 7,5

TBS-Tween 0,5 %

100 ml 10x TBS
0,5 ml Tween 20
auf 1 | Aqua dest. auffillen

Tfbl-Puffer (steril fil-
triert, pH 5,8)

30 mM Kaliumacetat

100 mM Rubidiumchlorid (RbCl)
10 mM Calciumchlorid (CacCl,)
50 mM Manganchlorid (MnCl,)
15 % (v/v) Glycerol

Tfbll-Puffer (steril fil-
triert, pH 6,5)

10 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
10 mM Rubidiumchlorid (RbCl)

75 mM Calciumchlorid (CacCly)

15 % (v/v) Glycerol

Tris-HCl pH 6,8
pH 8,8
pH 8,0
pH 9,6

1 M Tris mit 37 % Tris-HCI
1,5 M Tris mit 37 % Tris-HCl
1 M Tris mit 37 % Tris-HCI
0,1 M Tris mit 37 % Tris-HCl

Anode I-Puffer

300 mM Tris-HCl; pH 10,4
10 % Methanol

Anode ll-Puffer

25 mM Tris-HCI; pH 10,4
10 % Methanol

Kathode-Puffer

25 mM Tris-HCI; pH 9,6
40 mM 6-Aminocapronsaure
10 % Methanol

Puffer P1 50 mM Tris
10 mM EDTA
100 mg/ml RNase (Roche); pH 8.0
Puffer P2 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
Puffer N3 3 M Kaliumacetat; pH 5.5
ExTaq® Puffer TaKaRa Bio, Shiga, Japan
ATL Puffer Quiagen, Venlo, Niederlande
AW 1 Puffer Quiagen, Venlo, Niederlande
AW 2 Puffer Quiagen, Venlo, Niederlande

Capture Buffer

GE Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes Konigreich

Washing Buffer

GE Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes Konigreich

RNAprotect Bacteria
Reagent

Quiagen, Venlo, Niederlande
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TE-Puffer

Tris EDTA Puffer

BL Puffer

Promega, Madison, USA

Wash Solution

Promega, Madison, USA

Column Wash Solu-
tion

Promega, Madison, USA

DNAse Puffer

Promega, Madison, USA

fer

GoScript® Enzympuf- | Promega, Madison, USA

FastStart Essential
DNA Probes Master
Mix

Roche, Basel, Schweiz

NanoGlo® Blotting

Promega, Madison, USA

Buffer

Lésung A (CCF4) Invitrogen, Waltham, USA

Losung B Invitrogen, Waltham, USA

Losung C Invitrogen, Waltham, USA

DMPC-H,0 Thermo Fisher Scientific/).T. Baker, Waltham, USA

ser

Nuklease-freies Was- | Promega, Madison, USA

2.12 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese®
Gel 30 (37,5:1))

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Ammoniumpersulfat

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

BCIP (5-Brom-3-chlor-indolylphosphat-
pToluidinsalz)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bypiridin

Merck, Darmstadt, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

B-Cyclodextrin

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Desoxyribonukleinsdure-(dNTP-) Mix

TaKaRa Bio, Shiga, Japan

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Ethanol reinst

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Fe-ll-sulfat Fluka / Altmann Analytik, Miinchen, Deutschland
Furimazin Promega, Madison, USA

Glycerin Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lysozym Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Magnesiumchlorid MgCl,

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Magnesiumchlorid MgCl, (25 mM)

TaKaRa Bio, Shiga, Japan

Methanol

Thermo Fisher Scientific/J.T. Baker, Waltham, USA
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Methylenblau

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA oder Merck

NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Probenecid

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Salzsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat)

Serva, Heidelberg, Deutschland

TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylendiamid)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Thioglycerin Promega, Madison, USA
Tris MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Tween 20 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

2.13 Kommerzielle Kits

Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Puri-
fication Kit™

GE-Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes Kénigreich

QlAamp DNA Mini Kit®

Quiagen, Venlo, Niederlande

RNeasy® Protect Bacteria Mini Kit

Quiagen, Venlo, Niederlande

Reliaprep™ RNA Kits

Promega, Madison, USA

GoScript™ Reverse Transcription System

Promega, Madison, USA

FastStart Essential DNA Probes Master

Roche, Basel, Schweiz

Live-BLAzer™-FRET B/G loading kit

Invitrogen, Waltham, USA

Nano-Glo® HiBiT lytic Detection System

Promega, Madison, USA

2.14 Verbrauchsmaterialien

12-Well Costar® Zellkulturplatten

Corning Inc., Corning NY, USA

6-Well Costar® Zellkulturplatten

Corning Inc., Corning NY, USA

96-Well Costar® Zellkulturplatten, U-Wells, durchsichtig | Corning Inc., Corning NY, USA
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96-Well Costar® Zellkulturplatten, schwarz, durchsichti-
ger Boden

Corning Inc., Corning NY, USA

96-Well gPCR Platten, weil’

Roche, Basel, Schweiz

Einmalklvetten

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Einmalpipette Costar®Stripette, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning Inc., Corning NY, USA

Einmalspitzen, verschiedene GréRen

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Einmalspritzen Omnifix® 50 ml

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Falcon® R6hrchen 15 ml, 50 ml

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Filterpapier Nitrocellulose

Millipore, Billerica, USA

Filterpapier Whatman®

Whatman, Brentford, Vereinigtes Konigreich

Kryoréhrchen Nalgene™ 1,5 ml

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nitrocellulose Membran

GE-Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes
Konigreich

Parafiim® M

Bemis Company Inc., Neenah, USA

Pasteurpipetten

Hecht-Assistent, Fritzens, Deutschland;
Kimble Applications, London, Vereinigtes Ko-
nigreich

PCR-Tubes

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland
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Petrischale

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

PVDF Membran

Bio-Rad, Hercules, USA

ReaktionsgefaR; safe-lock; 1,5 ml,

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilfilter 0,2 um

Merck Millipore, Billerica, USA

Wasser doppelt destilliert

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wattestabchen, steril

Heinz Herenz Medizinalbedarf, Hamburg,
Deutschland

Zellkulturflaschen Falcon® Canted Neck, 250 ml

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellschaber steril Falcon®

Corning Inc., Corning NY, USA

2.15 Gerate und Apparaturen

Agarose-Gelkammern

BioRad, Hercules, USA

Anaerobenbrutschrank Mikroinkubator M122C

Scholzen, Wittenbach, Schweiz

Anaerobiertopf

Schiitt Labortechnik, Gottingen, Deutschland

Blot-Apparatur semi-dry

Biotech Fischer, Reiskirchen, Deutschland

Brutschrank 37 °C

WTB Binder, Tuttlingen, Deutschland

CO,-Inkubator HERAcell® 150i

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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CLARIOstar®

BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland

Geldokumentationssystem ChemiDoc™ MP
Imaging System

BioRad, Hercules, USA

Gelkammer Mini-PROTEAN 2

BioRad, Hercules, USA

LightCycler®96

Roche, Basel, Schweiz

Magnetriihrer MR 3000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Mikroliterpipette Transferpette S

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Leica DM IRB Mikroskop

Leica, Mannheim, Deutschland

pH-Meter ProfiLine pH197i

WTW, Weilheim, Deutschland

PIPETMAN® P10, P20, P200, P1000

Gilson, Middleton, USA

Rollmixer SU1400

Sunlab GmbH, Aschaffenburg, Deutschland

Revco Ultima Inkubator

GS Laboratory Equipment, Asheville, USA

Schittelinkubator Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Schittelinkubator CERTOMAT® IS

Gesellschaft fir Labortechnik GmbH, Burgwedel,
Deutschland

Spannungsquellen PowerPac 300, Power Pac
Universal

BioRad, Hercules, USA

Spektrophotometer DR/2000

Hach, Bremen, Deutschland

Sterilbank

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbihl-
Genkingen, Deutschland
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Stripettor™ Ultra. Pipet Controller

Corning Inc., Corning NY, USA

Thermocycler peqSTAR

Thermocycler peqSTAR Peglab Ltd., Fareham, Vereinig-
tes Konigreich

Transferpipette® -8

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Ultraschallgerat Sonifier 450

Branson Ultrasonics™, Danbury, USA

Vortex Genie 2

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Wasserbad 1012

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifugen: Centrifuge 5424 R,

Megafuge 3.0R,

Vakuumzentrifuge Savant Speed Vac DNA 110,
Mikro 120 Zentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland;
Heraeus, Hanau, Deutschland;
GMI, Ramsey, USA;

Hettich, Kirchlengern, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung und Stammhaltung von Bakterien
3.1.1.1 Escherichia coli

Fir die Anzlichtung von Escherichia coli Bakterien wurden Luria-Bertani-(LB)-Agar Platten ge-
nutzt. Die Bakterien wurden aus Glycerinkulturen ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inku-
biert. Neue Stamme wurden in E. coli in 800 ul Einfriermedium resuspendiert und bei -70°C

gelagert.
3.1.1.2 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori Stamme wurden aus glycerinhaltigen Kulturen auf Serumplatten ausge-
strichen und bei 37°C unter mikroaeroben Bedingungen (5% O,, 10% CO,, 85% N,) fur ca. 60
Stunden inkubiert. Bei Verwendung fiir Experimente wurden die H. pylori Stamme zweimal
passagiert, wenn notig auf antibiotikahaltigen Serumplatten, und fiir jeweils 24 Stunden in

einer COz reichen Atmosphare (10% CO3) inkubiert.

Fur Flussigkulturen wurde Brucella-Medium, angereichert mit 10% FCS (BB/FCS), genutzt.
Das Medium wurde mit einer ODssg von 0,1 angeimpft und fiir 24 h unter mikroaeroben Be-

dingungen im Anaerobiertopf mit 100 rpm inkubiert.

Die Konservierung neuer Stamme efolgte in H. pylori Gefriermedium, wobei das Bakterien-
material einer halben Agarplatte in ca. 800 ul Medium suspendiert und dann bei -70°C gela-

gert wurde.
3.1.2 Transformation von Bakterien
3.1.2.1 Transformation von E. coli

Die chemisch kompetenten Rubidium-Chlorid Zellen (Hanahan 1983) wurden hergestellt, in-
dem 200 ml LB-Medium mit 20ml einer Ubernachtkultur E. coli angeimpft und bis zu einer
ODss0 von 0,56 bei 37°C inkubiert wurden. Danach wurde die Bakteriensuspension zehn Mi-

nuten zentrifugiert (3000 g, 4°C), der Uberstand verworfen und 80ml gekiihltes Tfbl zugege-
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ben. Nach fiinfminitiger Inkubation auf Eis wurde erneut unter den oben genannten Bedin-
gungen zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 8 ml ge-
kiihltem TfBII suspendiert und Aliquots von je 50 ul hergestellt, die bei -70°C gelagert wur-

den.

Bei der Transformation wurden zunachst 50 pl der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und
im Anschluss 5 ul der aufzunehmenden DNA (Ligationsansatz oder Plasmid-DNA) zugegeben.
Dieser Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieRend 90 Sekunden bei 42°C einem
Hitzeschock ausgesetzt und wieder 60 Sekunden auf Eis gelegt. Der Transformationsansatz
wurde in 1 ml Brucella Medium suspendiert und 1 h bei 37°C und 1300 rpm inkubiert. Nach
Zentrifugation des Ansatzes (5 min, 2500 g) wurde der Uberstand verworfen und das Zellma-
terial in 200 pl Brucella Medium resuspendiert und jeweils 100 ul auf LB-Platten, angerei-
chert mit Antibiotika zur Selektion, ausplattiert. Anschliefend wurden diese fiir 24 h bei 37°C

inkubiert.
3.1.2.2 Transformation von H. pylori

Da H. pylori natiirlich kompetent ist, konnten die Zellen ohne vorherige Behandlung fir die
Transformation genutzt werden (Haas et al., 1993). Zunachst wurde H. pylori von Serumplat-
ten entnommen und in BB/FCS suspendiert. In 12-Well Platten bei einem Volumen von 1 ml
und einer ODssgvon 0,15 wurde die Bakteriensuspension 1 h (37°C, 10% CO2, 100 rpm) inku-
biert und anschlieffend 5 pl Plasmid-DNA pro Transformationsansatz zugegeben. Nach er-
neuter Inkubation unter den oben genannten Bedingungen fiir 4 Stunden wurden die An-
satze auf antibiotikahaltigen Serumplatten ausplattiert, und 3 bis 5 Tage unter mikroaeroben

Bedingungen (5% O,, 10% CO,, 85% N) inkubiert und danach einzelne Klone selektiert.
3.1.3 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterien

Zunachst wurden die Bakterien von Agarplatten mit Wattestabchen entnommen und in ent-
sprechenden Medien resuspendiert. Die optische Dichte der Bakteriensuspensionen wurde
dann mit Hilfe eines Spektrosphotometers durch Extinktionsmessung bei einer Wellenlange

von 550 nm (ODsso) erfasst.
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3.1.4 Kultivierung von Zellen
3.1.4.1 Kultivierung von AGS-Zellen

Die Zellen der Magenepithel-Zelllinie AGS sind adharente Zellen und wurden mit RPMI-Me-
dium 1640, angereichert mit 10% FCS bei 37°C und 5% CO; in einer 75 cm?- Kulturflasche (BD
Falcon®) kultiviert. Durch regelmaRige Verdiinnung wurde die Ausbildung eines konfluenten
Zellrasens verhindert. Vor der Verdiinnung wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und
anschlieflend ca. 5 Minuten mit einer Trypsin-EDTA-L6sung bei 37°C behandelt, was zu ei-
nem Abldsen der Zellen fiihrte. Nach der Zugabe von 5 ml RPMI- Medium 1640, die zu einer
Inaktivierung der Trypsin-EDTA-Losung flhrte, wurden die Zellen im Verhaltnis 1:4 (fur 2

Tage vor Versuchsdurchfiihrung) verdiinnt.
3.1.4.1 Kultivierung von Kato lllI-Zellen

Kato lll-Zellen, Zellen einer Magenkarzinomzelllinie, wurden analog zur AGS-Zellinie ver-
diinnt. Da Kato Zellen aber semiadharent sind musste vor der Ablésung der adharenten Zel-
len, die in dem Fall durch 2 mM EDTA erfolgte, der Uberstand der Kulturflasche entnommen
und zentrifugiert werden (5 Minuten, 1000 rpm). Das Zellpellet wurde anschlieend in 5 ml
RPMI-Medium 1640 supplementiert mit 20% FCS resuspendiert und wieder den inzwischen
abgelosten Kato lll-Zellen zugefiihrt. Die Zellen wurden dann im Verhiltnis 1:4 (fur 2 Tage

vor Versuchsdurchfiihrung) verdiinnt.
3.1.5 In vitro-Infektion von AGS-, bzw. Kato llI-Zellen

Zur experimentellen Nachahmung von Infektionen der menschlichen Magenschleimhaut mit
H. pylori wurden In vitro-Infektionen durchgefihrt. Dazu wurden die AGS-Zellen in 96-Well
Platten 2 Tage vor Durchfiihrung des Experiments in RPMI-Medium 1640 supplementiert mit
10% FCS entsprechend verdinnt (1:4 fir zwei Tage Inkubation) und bei 37°C inkubiert. Die
endglltig erreichte Zellzahl betrug ca. 4,5 x 10% auf 0,5 cm?. Bei Infektion mit H. pylori Bakte-
rien, die zuvor je nach Versuch in Brucella Medium mit einer ODsso von 0,075 (TEM-1-CagA-
Translokationsassay) oder PBS angereichert mit 10% FCS (PBS/FCS) mit einer ODsso von 0,5
(HiBiT Reporter Assay) suspendiert wurden, wurde das Zellmedium entfernt und 100 pl bzw.
200 pl der Bakteriensuspension zugegeben. AnschlieBend wurden Zellen und H. pylori bei
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37°Cund 5% CO; fur 2,5 Stunden inkubiert und danach abhangig von der Fragestellung ein
TEM1-CagA-Translokations-Assay oder HiBiT-Reporter-Assay durchgefiihrt (siehe Kapitel
3.3.3und 3.3.4).

Die Infektion von Kato IllI-Zellen erfolgte analog zu der von AGS-Zellen, allerdings wurde auf-
grund der Semiadharenz der Zelllinie in die 69-Well Platten je 50 pl unverdiinnte Zellsuspen-
sion in RPMI-Medium 1640 (20% FCS) gegeben, und der Medium-Uberstand vor Zugabe der
Bakterien nicht entfernt. Anschliefend wurden je 50 pl Bakteriensuspension mit einer ODssg
von 1 zugegeben, und somit letztendlich wieder eine ODss0 von 0,5 im Versuchsansatz mit

einer vergleichbaren Zell-, und Bakteriendichte zu der AGS-Zell-Infektion erreicht.

Nach Inkubation unter oben genannten Bedingungen wurde ein HiBiT-Reporter-Assay durch-

gefuhrt.
3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung genomischer H. pylori DNA

Um genomische DNA aus H. Pylori zu isolieren, wurde das QlAamp DNA Mini Kit® (Quiagen)
nach Befolgung der Herstellerangaben verwendet. Zunadchst wurden die Bakterien mit Hilfe
eines sterilen Wattestdabchens von Serumplatten in 500 pl PBS in Suspension gebracht, im
Anschluss 5 Minuten zentrifugiert (8000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Bakterien-
pellet wurde in 180 ul ATL-Puffer resuspendiert. Das restliche Vorgehen erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers des QlJAamp DNA Mini Kit® (Quiagen). Es wurden 20 ul Proteinase K
(20 mg/ml) zur Bakteriensuspension gegeben und diese dann fir ein bis drei Stunden, bis zur
vollstandigen Auflosung des Zellpellets, bei 56 °C und 300 rpm inkubiert. Nach Zugabe von
200 ul AL Puffer und anschlieRendem Mischen wurde die Losung flir 10 Minuten bei 70 °C
und 300 rpm erneut inkubiert. 200 ul Ethanol (96 - 100 %) wurden zugegeben und der An-
satz erneut gemischt. Danach wurde der Versuchsansatz unter Verwendung der Trennsaulen
des Kits von Quiagen aufgereinigt. Nach Zentrifugation bei 8000 rpm fiir eine Minute wurde
der Uberstand verworfen, 500 ul AW 1 Puffer zugegeben und der Uberstand nach erneuter
Zentrifugation bei 8000 rpm fiir eine Minute wieder verworfen. Es wurden 500 ul AW 2 Puf-
fer zugegeben und bei 14000 rpm fiir drei Minuten zentrifugiert, anschlieBend der Uber-

stand erneut verworfen. Die Trennsaulen wurden fir jeweils finf Minuten mit zwei Mal 200
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ul doppelt-destilliertem Reinstwasser (ddH20) inkubiert und durch jeweils anschlieBende

Zentrifugation fiir eine Minute bei 8000 rpm die geloste H. pylori DNA gewonnen.
3.2.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli wurden zundchst Bakterien mit einer abgeflamm-
ten Impfose von einer iber Nacht bei 37°C inkubierten Agarplatte entnommen und in 250 pl
P1 Puffer resuspendiert. 250 ul P2 Puffer wurden zugegeben und die Lyse Reaktion nach Mi-
schen durch Invertieren des Reaktionsgefdaes nach fiinf Minuten durch Zugaben von 350 pl
N3 Puffer unterbrochen. Nach erneutem Mischen durch Invertieren des GefaRes wurde der
Ansatz bei 14000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert, und der Uberstand in ein sauberes GefaR
Uberfihrt. Nach Zugabe von 700 pul Isopropanol und anschlieBendem Mischen wurde der An-
satz fir 10 Minuten bei -20 °C inkubiert. Danach wurde wieder bei 14000 rpm fiir 10 Minu-
ten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 1000 pl Ethanol (70 %)
gewaschen, indem es nach Zugabe des Ethanols fiir flinf Minuten bei 14000 rpm zentrifu-
giert und der Uberstand verworfen wurde. Das getrocknete Pellet wurde als letzter Schritt in

100 pl ddH20 resuspendiert und bei -20°C gelagert.
3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Um gezielt spezifische DNA-Abschnitte zu multiplizieren, wurde die Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR) genutzt. Die PCR wurde mit der ExTag® Polymerase (TAKARA) in einem 50 ul An-

satz durchgefiihrt.

Fiir 5 Minuten bei 95°C fand die primare Denaturierung statt, bei der die zwei Strange der
template DNA getrennt wurden. Im Anschluss daran folgte ein sich 30-mal wiederholender
Zyklus aus 30 Sekunden Denaturierung bei 95°C, 30 Sekunden Annealing, sprich Anlagerung
der Oligonukleotidprimer an das 3'- bzw. 5'-Ende der template DNA, bei 52°C, und schliel3-
lich je nach Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments (1 Minute pro 1000 bp) die
Elongation bei 68°C. Danach fand bei 68°C fiir 10 Minuten die finale Elongation statt. Wah-
rend der Elongation wurde das von den Primern flankierte DNA-Fragment von der ExTaq®-
Polymerase vervielfaltigt und somit eine ausreichende Menge des gewiinschten DNA-Ab-

schnitts erzeugt.
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Im Folgenden ist die Zusammensetzung des 50 pl PCR Ansatzes dargestellt:

1 ul template-DNA

0,5 ul 3“-Oligonucleotidprimer (10 uM)
0,5 ul 5°-Oligonucleotidprimer (10 uM)
5 ul 10x ExTaq®-Puffer

6 ul Magnesiumchlorid (MgCl,, 25 mM)
4 ul dNTPs (2,5 mM)

32,9 pl ddH20

0,1 pl ExTag®-Polymerase

3.2.4 Agarosegel-Elektrophorese

Um die fehlerfreie Polymerase-Kettenreaktion oder Testverdaue von Plasmiden zu tberpri-
fen wurde eine DNA-Elektrophorese mit einem einprozentigen Agarosegel durchgefiihrt. Die
zu Uberprifenden DNA-Fragmente wurden hierbei in zuvor im Gel geformte Taschen gege-
ben, und durchliefen dann, aufgrund der angelegten Spannung von 70 V, ungefédhr 1 Stunde
das von TAE-Elektrophoresepuffer bedeckte Gel. Die DNA Proben wurden hierbei im Verhalt-
nis 1:1 mit 2x GEBS-Puffer gemischt und es wurden jeweils 5 ul Puffer und Probe pro Tasche
aufgetragen. AnschlieRend wurde das Gel ca. 20 Minuten in einem Ethidiumbromid-Bad an-
gefarbt und die Banden mit Hilfe des Geldokumentationssystem ChemiDoc™ MP Imaging

System (BioRad) sichtbar gemacht.

Wenn die korrekte Grofle von Plasmidfragmenten getestet werden sollte, die danach wiede-
rum fiir die Konstruktion weiterer Plasmide verwendet wurden, wurde das Gel nach der
Elektrophorese nicht in Ethidiumbromid, sondern einer wassrigen Methylenblauldsung
(0,1%, w/v) fiir ca. 30 Minuten gefarbt. Im Anschluss wurde das Gel bis zur Sichtbarkeit der
Banden mit Wasser ausgewaschen und passende Banden konnten ausgeschnitten und wei-

terverarbeitet werden.
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3.2.5 DNA-Fragment Aufreinigung

Um die aus der oben beschriebenen Gelelektrophorese gewonnenen DNA-Ausschnitte, PCR-
Produkte, oder aus Resriktionsenymreaktionen entstandene DNA-Abschnitte weiterverarbei-
ten zu kénnen, ohne mit Verunreinigungen rechnen zu miissen, wurden die DNA-Fragmente
aufgereinigt. Das geschah mit Hilfe des Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purifi-cation Kit™
(GE-Healthcare), welches nach dem Protokoll des Herstellers verwendet wurde. Daflir wur-
den 50 pl aus PCRs oder enzymatischen Reaktionen entstandene DNA Losung zu 500 pl Auf-
nahmepuffer gegeben und mit diesem vermischt. Oder aber es wurde eine ausgeschnittene
Bande eines Gelelektrophorese Gels bei 60 °C mit 10 pl Aufnahmepuffer pro 10 mg Agarose-
gel inkubiert, bis das Gel aufgeldst war. Im Anschluss an beide Schritte wurde der Aufnahme-
puffer mit der gelésten DNA auf die Trennsdulen des Kits tibertragen und der Ansatz fir 30
Sekunden bei 16 000 g zentrifugiert, wobei der Durchfluss verworfen wurde. Es wurden 500
ul Waschpuffer Typ 1 auf die Sdulen gegeben und erneut fiir 30 Sekunden bei 16 000 g zent-
rifugiert und der Durchfluss verworfen. SchlieBlich wurden 50 pl ddH,0 auf die Trennsaulen
gegeben und 60 Sekunden lang inkubiert, um im Anschluss fiir 60 Sekunden bei 16 000 g zu
zentrifugieren. Der Durchfluss des letzen Schrittes stellte die aufgreinigte DNA dar, und

konnte bei -20 °C gelagert werden.
3.2.6 Restriktionsenzymverdau

Um Plasmide auf ihre Richtigkeit zu priifen oder um Plasmide oder PCR Produkte zur Weiter-
verarbeitung zu spalten wurden Verdaue mit Restriktionsendonukleasen angesetzt. Die Ver-
daue erfolgten mit Restriktionsenzymen von Thermo Fisher Scientific oder New England Bio-

Labs sowie den entsprechenden Puffersystemen.

Verdauansatz fur analytische Restriktion:

1 pl 10x Puffer
4 pl ddH,0
0,5 pl je Restriktionsendonuklease

4 ul Proben-DNA
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Der Verdauansatz wurde fir ca. 1 h bei 37°C inkubiert und danach mit Agarosegel-Elektro-

phorese aufgetrennt und kontrolliert (siehe Kapitel 3.2.4).

Verdauansatz fur praparative Restriktion und PCR-Produkte:

5 ul 10x Puffer
1,5 pl je Restriktionsendonuklease

45 ul Vektor-DNA/aufgereinigtes PCR-Fragment

Fiir praparative Verdaue wurde der Ansatz 3 Stunden bei 37°C inkubiert und die entstande-
nen Fragmente wiederum per Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und Fragmente in der
richtigen Lange aufgereinigt (siehe Kapitel 3.2.5) und weiterverarbeitet. Aus PCRs entstan-
dene DNA-Abschnitte wurden vor Ansatz des Restriktionsenzymverdaus ebenfalls aufgrei-

nigt.
3.2.7 Ligation

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde ein Reaktionsansatz mit je 1 ul T4 DNA-Ligase,
10x Ligase Puffer und Vektor (backbone) mit 7 ul einzufligende DNA (insert) und somit ei-

nem Gesamtvolumen von 10 ul hergestellt und fir circa 12 Stunden bei 4°C inkubiert.
3.2.8 DNA-Sequenzierung

Um die Sequenz bestimmter DNA-Abschnitte zu iberprifen und zu analysieren, wurden
DNA-Proben (je 5 ul) mit Primer (5 pmol/ml) von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz,
Deutschland) sequenziert. Die gewonnenen Sequenzdaten wurden anschlieBend mit Hilfe

der ComputerSoftware CLC DNA Workbench 6 (Quiagen) analysiert und ausgewertet.
3.2.9 RNA Isolation

Um RNA aus Bakterienmaterial zu gewinnen wurde als erster Schritt das RNeasy® Protect
Bacteria Mini Kit (Quiagen) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Im hier ver-
wendeten Versuchsaufbau (siehe Kapitel 4.6.2) wurde H. pylori von der Platte entnommen

und Vorkulturen mit einer ODsso = 1 in 2 ml angesetzt. Es wurden 6-Well Platten genutzt und
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die Vorkulturen 2 Stunden bei 37°C, 10% CO2 und 90 / 100 rpm inkubiert. Danach wurde je-
weils das doppelte Volumen des RNAprotect Reagenz (RNeasy® Protect Bacteria Mini Kit) zu-
gegeben. Anschlielfend wurden die Bakteriensuspensionen bei 5000 rpm fiir 10 Minuten bei
einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde bei -

25 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Mit Hilfe des Reliaprep™ RNA Kits (Promega) wurde aus dem Pellet im Anschluss die RNA iso-
liert. Daflir wurde auf Eis und mit RNAse freien Materialien gearbeitet. Fiir die Lyse des Zell-
materials wurde das Pellet in 100 ul TE-Puffer (pH = 8, enthielt 400 pug/ml Lysozym) resus-
pendiert und unter regelmaRigem Mischen fir finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden 350 pl BL Puffer (enthielt 10 pg/ml Thioglycerin und 10 pg/ml Mercap-
toethanol) zur Suspension gegeben und mit dieser vermischt. Nach Zugabe von 250 pl Etha-
nol (96 %) wurde die Mischung in die Trennsaulen des Kits gegeben und in Schritten von je
500 ul mit 14000 g fur 45 Sekunden zentrifugiert, wobei der Durchfluss verworfen wurde. Im
Anschluss wurden zunachst 500 pul RNA Waschlosung auf die Trennsaule gegeben, mit 14000
g fiir 45 Sekunden zentrifugiert, der Durchfluss verworfen, dann 200 ul Trennsaulen-Wasch-
l6sung zugegeben, erneut mit 14000 g fiir 30 Sekunden zentrifugiert und wiederum der
Durchfluss verworfen. Die Trennsdule wurde nochmals wie schon beschrieben mit RNA
Waschldsung behandelt und schlieRlich die Trennsaulen ein letztes Mal mit 300 pul RNA
Waschlosung durch zweiminltige Zentrifugation bei 14000 g aufgereinigt. Mit 50 pl Nukle-
ase freiem Wasser wurden die in der Trennsaule befindlichen Nukleinsdauren geldst und
durch Zentrifugieren bei 14000 g fir eine Minute in einem ReaktionsgefaR aufgefangen und

auf Eis gelagert.

Als nachster Schritt wurde ein DNAse Verdau durchgefiihrt. Der zuvor gewonnene Versuch-
ansatz wurde mit DMPC-H;0 auf 50 ul aufgefillt und je 5 ul DNAse sowie 5 ul DNAse Puffer
zugegeben. Nach Inkubation bei 37 °C fir 60 Minuten wurden 5 ul Inaktivierungspuffer pro
Probe addiert. Wahrend der anschlieRenden finfminitigen Inkubation wurde regelmaRig
vorsichtig gemischt. Danach wurde fiir zwei Minuten bei 14000 g zentrifugiert und der Uber-
stand in ein neues Reaktionsgefald transferiert. Mit Hilfe einer PCR und anschlieBender Ge-
lelktrophorese (siehe Kapitel 3.2.3 und 3.2.4) wurde Uberpriift, ob das gewonnene Material
tatsachlich nur RNA enthélt. Die hierfir verwendeten Primer waren UB110/111. Die RNA

wurde bei -70 °C gelagert.
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3.2.10 cDNA Synthese

Um cDNA aus der isolierten RNA zu gewinnen, wurde das GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega) den Herstelleranagaben entsprechend benutzt. Es wurden jeweils 500 ng
derisolierten RNA entnommen und mit Nuklease freiem Wasser auf 10 pul aufgefiillt. Pro Probe
wurden dann je 4 pl GoScript™ Enzympuffer, 4 pl Nuklease freies Wasser und 2 pul GoScript™
reverse Transkriptase addiert. AnschlieBend wurden die Ansatze zunachst flir finf Minuten
bei 25 °C, dann fiir 60 Minuten bei 42 °C und schlieRlich fiir 15 Minuten bei 70 °C inkubiert.

Die synthetisierte cDONA wurde bei -20°C gelagert.
3.2.11 Quantitative PCR

Um die Menge der hergestellten RNA fiir bestimmte Proteine zu bestimmen, wurden quanti-
tative Polymerasekettenreaktionen (QPCR) mit Hilfe des LightCycler®96 Real-Time PCR Sys-
tems (Roche) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Primer fiir die zu unter-
suchenden Gene wurden in einer Konzentration von 30 uM verwendet. Die Sonden, die je-
weils am 5°-Ende mit einem 6-FAM fluoreszierendem Farbstoff und am 3 -Ende mit einem
BHQ-1 Quencher markiert waren, wurden mit einer Konzentration von 25 uM eingesetzt. Pro
Well der 96-Well Platte (Roche) wurde ein Volumen von 20 pl angesetzt, bestehend aus Pri-
mern und Sonden in oben genannten Konzentrationen sowie des FastStart Essential DNA
Probes Master Mix (Roche) nach Herstellerprotokoll und je 2,5 ul der zuvor hergestellten
cDNA (siehe Kapitel 3.2.10). Zur Kontrolle wurden ddH,0, sowie RNA Proben und DNA Pro-
ben anderer Spezies (Aspergillus) verwendet. Die Menge der RNA wurde relativ quantifiziert,
das heildt die Menge der Zyklen der zu untersuchenden Gene wurde ausgewertet, indem sie
auf ein Referenzgen mit nicht schwankender RNA Menge (16s) bezogen wurde. Die Daten

wurden mit Hilfe der LightCycler®96 Software (Roche) analysiert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um das Molekulargewicht von einzelnen Proteinen bestimmen zu kdnnen, wurden Proteinly-
sate mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) aufge-

trennt. Die Proteinlysate wurden hergestellt, indem H. pylori Zellmaterial von Serumplatten
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entnommen und mit einer ODssovon 10 in PBS, 2x SDS-Probenpuffer und 5 % des Gesamtvo-
lumens Mercaptoethanol suspendiert wurde. Danach wurde das Zelllysat bei 95°C fiir 10 Mi-

nuten aufgekocht und bis zur Auftragung der Proben auf Eis gelagert.

Die Gele, die bei der SDS-PAGE durchwandert werden, bestanden aus Trenn-, und Sammel-
gel und waren wie folgt zusammengesetzt (siehe Tabelle 3.1). Die Angaben gelten fir je ein

Gel mit 5 ml Trenngelvolumen und 1 ml Sammelgelvolumen.

8% 12% 15%
Trenngel 2,3 1,6 1,1|H0
1,3 2 2,5 | Acrylamid Mix (30 %)
1,3 1,3 1,3 | Tris HCl (pH 8,8 ; 1,5 M)
0,05 0,05 0,05 | SDS (10 %)
0,05 0,05 0,05 | Ammonium Persulfat (10 %)
0,003 0,002 0,002 | TEMED
Sammelgel 0,68 H,0
0,17 Acrylamid Mix (30 %)
0,13 Tris HCI (pH 6,8 ; 1,0 M)
0,01 SDS (10 %)
0,01 Ammonium Persulfat (10 %)
0,001 TEMED

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Western Blot Gele

Es wurden zwischen 5 und 15 pl Proteinlysat aufgetragen und eine Spannung von 120 V an-
gelegt. Der Elektrophoresepuffer bestand aus 250 mM Glycin, 0,1 % SDS, und 25 mM Tris-
HCI. Nach circa 90 Minuten wurde die Gelelektrophorese gestoppt und die aufgetrennten
Proteine konnten auf eine PVDF-, oder Nitrocellulose-Membran Gibetragen werden (siehe

Kapitel 3.3.2).
3.3.2 Western Blot und HiBiT Blot Technik

Um die zuvor aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, wurden sie entweder auf eine Po-
lyvinylidendifluorid-Membran (PVDF Membran, Western Blot) oder eine Nitrocellulose
Membran (HiBiT Blot Technik) ibertragen. Das geschah mit Hilfe einer Semi-Dry-Blotting
Kammer (Biotec-Fischer), die mit einer Stromstarke von 50 mA pro Gel in 90 Minuten Lauf-

zeit die Proteine auf die Membran transferierte. Die Membran und das Gel wurden hierbei
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zwischen zwei dicke Whatman Filterpapieren getrankt in Anode-I-Puffer, zwei diinne What-
man Filterpapieren getrankt in Anode-II-Puffer und zwei dicke und zwei diinne Whatman Fil-
terpapieren getrankt in Kathode-Puffer gelegt. Dabei war die Membran stets auf der Seite
der Anode und das Gel auf der Seite der Kathode. Wahrend die PVDF Membran vor der oben
beschriebenen Anordnung in der Blotting Kammer fiir 5 Sekunden in Methanol aktiviert wer-

den musste, war das bei der Nitrocellulose Membran nicht nétig.

Um die Proteine mit Hilfe von Antikdrpern im Sinne der klassischen Western Blot Technik
sichtbar zu machen, wurde die PVDF Membran nach dem Transfer eine Stunde lang mit ei-
ner Blockierungslosung (TBST mit 5% Milchpulver) behandelt, damit freie Bindungsstellen
auf der Membran besetzt wurden. Danach wurde der erste Antikorper je nach zu detektie-
rendem Protein auf die Membran gegeben (Verdiinnung je nach Antikérper, in 5 ml TBST mit
5% Milchpulver) und flir mehrere Stunden auf dem Rollmischer inkubiert. Im Anschluss
wurde die Membran mit 1x TBST gewaschen und der zweite Antikérper (Protein A / AP) je
nach zu detektierendem Protein zugegeben (1:5000, in 5 ml TBST mit 5 % Milchpulver). Nach
einer Stunde Inkubation auf dem Rollmischer wurde die Membran erneut mit TBST gewa-
schen und danach in 10 ml Detektionslosung gefarbt. Die Reaktion wurde bei Sichtbarkeit

der Banden mit Wasser gestoppt.

Wenn die Proteine mit Hilfe der HiBiT Blot Technik (siehe Kapitel 3.3.4) dargestellt werden
sollten, wurde die Nitrocellulose Membran direkt nach dem Blotten fiir 10 Minuten mit TBST
gewaschen. Danach wurde die Membran Gber Nacht bei 4°C in einem Gesamtvolumen von 3
ml in der HiBiT NanoGlo® Blotting Losung (Promega) inkubiert. Das HiBiT NanoGlo® Blotting
System wurde nach Herstellerangaben verwendet und der Farbeansatz setzte sich zusam-
men aus 2,7 ml ddH,0, 300 ul NanoGlo® Blotting Puffer (Promega) und 15 pl LgBit (Pro-
mega). Nach der Inkubationszeit von einer Nacht wurden 6 pl Substrat zugegeben und noch
einmal flir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Chemilumineszenz wurde mit Hilfe
des ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad) detektiert und die entstandenen Bilder mit

Hilfe der Image Lab Software (BioRad) ausgewertet.
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3.3.3 TEM-1-CagA-Translokations-Assay

Die Virulenz von H. pylori zeichnet sich insbesondere durch die Injektion des Effektorproteins
CagA in die Wirtszelle aus. Um diese CagA Translokation zu quantifizieren, wurde der neuar-
tige TEM-1-CagA-Translokations-Assay verwendet. Grundlage dieses Assay ist die Fusion der
B-Laktamase TEM-1 mit dem Effektorprotein CagA. Die B-Laktamase spaltet nach Erreichen
des Zellinneren der Wirtszelle das Substrat CCF4-AM (Live-BLAzer™-FRET B/G loading kit, In-
vitrogen), das nun anstelle eines griinen ein blaues Fluoreszenzsignal aussendet. Uber das
Blau-Griin-Verhaltnis, also dem Quotienten aus den Lichtemissions-Absolutwerten, lasst sich
die Menge an transloziertem CagA berechnen. Dabei wird vor Berechnung von diesem Quo-
tienten der Hintergrund von den Absolutwerten abgezogen, welcher sich aus Wells ohne

Zellen aber mit CCF4-AM (Blanks) ergibt (Schindele et al., 2016).

Um die Infektion von H. pylori in den Magenepithelzellen nachzuahmen, wurden AGS-Zellen
zwei Tage vor Durchfiihrung des Assays verdiinnt in einer 69-Well Platte (96-Well Costar®
Zellkulturplatten, Corning Inc.) angesetzt (siehe Kapitel 3.1.5). Nach Entfernung des Zellmedi-
ums wurden 200 pl H. pylori Suspension (BB/FCS) mit einer ODsso von 0,075 pro Well zugege-
ben. Die Infektion fand fiir 2,5 Stunden statt, danach wurde die Bakteriensuspension ent-
fernt und je 50 pl Beladelosung pro Well eingesetzt. Die Zusammensetzung der Beladeldsung

lasst sich der folgenden Tabelle entnehmen (siehe Tabelle 3.2).

Anzahl Wells: 1
Well Volumen: 50 ul
Tabelle 3.2: Zusammensetzung der TEM-

Lsung A (1 mM CCF4-AM) 0,05 ul 1-CagA-Translokationsassay Beladeldsung
Losung B 0,5 ul

Losung C 7,78333 ul

Probenecid (200 mM) 0,25 pl

PBS fur 1x Stock 41,4167 ul

Die 96-Well Platte wurde nach Beladen mit CCF4-AM 2 Stunden im Dunklen inkubiert, und
die Lichtemission danach bei 460 nm bzw. 530 nm und einer Anregungswellenlange von 405

nm mit Hilfe des CLARIOstar® Plattenlesegerats (BMG Labtech) gemessen. Die gewonnenen
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Messwerte wurden ausgewertet, indem sie auf eine Positivkontrolle normiert wurden, nédm-
lich ein Wildtyp H. Pylori Stamm mit TEM-CagA. Als Negativkontrolle wurde ein TEM-CagA

Stamm mit cagT-Mutation verwendet, der nicht mehr in der Lage ist, CagA zu translozieren.
3.3.4 HiBiT Reporter Assay

Eine weitere erst klrzlich etablierte Methode um Proteinmengen in Zellen zu quantifizieren
ist der sogenannte HiBiT Reporter Assay (Nano-Glo® HiBiT lytic Detection System; Pro-
mega). Dabei wird jeweils ein Protein in der Bakterienzelle N- oder C-terminal mit einem
Teil des Enzyms NanoLuc-Luciferase (HiBiT, 11 Aminosaren) fusioniert, und man kann
dann eine Lumineszenz in Form von Photonen nach Zugabe des restlichen Luciferase
Teils (LgBiT) und Substrat (Furimazin) detektieren. Uber die Lumineszenz-Intensitit las-
sen sich dann Rickschlisse auf die Proteinmenge ziehen (siehe Abbildung 3.1). Die Lu-
mineszenz in Form von emittierten Photonen wird mit Hilfe von relative light units (RLU)
guantifiziert und in RLU angegeben (detektierte Ereignisse). Mit Hilfe von HiBiT-Fusio-

nen ist auch eine Detektion im Western Blot moglich (siehe Kapitel 3.3.2).

Substrat

Q(Furimazin)

Abbildung 3.1: HiBiT Reporter Assay
LgBiT

Der HiBiT-Assay nutzt ein Fragment der
NanoGlo® Luziferase das mit einem Ziel-

. protein fusioniert ist. Nach Zugabe des
funktionale

. restlichen Teils der Luziferase und des
Luziferase

Substrats kann eine Lumineszenz detek-
Zielprotein mit
HiBiT-Tag

tiert werden.
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Wenn die Proteinmenge eines Zielproteins eines H. pylori Stammes ohne bestimmte
Umweltbedingungen untersucht werden sollte, dann wurde Bakterienmaterial von der
Serumplatte in PBS suspendiert und eine ODssp von 1 eingestellt. Die Suspension wurde
dann zentrifugiert (5 min, 5000 rpm) und das Bakterienpellet in 100 pul PBS/FCS resuspen-
diert. Danach wurde im Verhaltnis 1:1, also 100 pul, RIPA Puffer zugegeben, und durch Auf-,
und Abpipettieren vermischt. Um die Lumineszenz messen zu kénnen wurden je 20 ul des
Bakterienlysats und 20 pl der NanoGlo® HiBiT Reaktionslosung in eine 96-Well Platte (Costar

Assay Plate, Corning) pipettiert (siehe Tabelle 3.3).

Verhéltnis zu Probenvolumen Menge fir 20 pl
Substrat (Furimazin) 1:200 0,1 ul
LgBiT (Luziferase) 1:100 0,2 ul
NanoGlo® Blotting Puffer 1:10 2ul
ddH,0 Rest 17,7 ul

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der HiBiT Reaktionslosung

Im Anschluss wurde die Lumineszenz mit Hilfe des CLARIOstar® Plattenlesegerat (BMG
Labtech) fir jeweils 5s im Wellenlangenbereich von 470 — 480 detektiert und die gewon-
nenen Werte als Absolutwerte analysiert. Die dabei entstandenen Zahlenwerte repra-
sentieren die im angegebenen Wellenlangenbereich emittierten Photonen und werden
in ,relative light units” (RLU) angegeben. Als Positivkontrolle wurde ein P12 Stamm mit
entweder HiBiT-RecA oder HiBiT-CagA Fusion, und als Negativkontrolle ein TEM-CagA
Stamm ohne HiBiT-Protein-Fusion verwendet (RNP3). Die Lumineszenz-Werte der Nega-

tivkontrolle wurden als Hintergrund von den jeweiligen Messwerten abgezogen.

Je nach Versuchsaufbau wurden hierbei verschiedene Kulturen vor Durchfiihrung des
HiBiT Reporter Assays angesetzt und die OD angepasst. Fir die Untersuchung des Ein-
flusses von Eisen und Cyclodextrin auf die CagP-, und CagH-Menge wurden die Bakterien

vor der Untersuchung via HiBiT Reporter Assay fur 2,5 Stunden bei 37°C und 10% CO.in 69-
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Well Platten in den jeweils zu untersuchenden Medien inkubiert. Dabei betrug die ODssg in

den Bakterienkulturen 1.

Bei Untersuchung des Einflusses von Sauerstoff auf die Produktion von CagP, CagH und CagG
wurden die Bakterien fiir entweder 2, 6 oder 24 Stunden in einer 6-Well Platte mit 2 ml

BB/FCS pro Well unter mikroaeroben Bedingungen (6% 02, 10% CO»; 37°C; 100rpm) oder der
Umgebungsluft angepassten Sauerstoffbedingen (18% 02, 10% CO3, 37°C; 100rpm) inkubiert.
Die anfangliche ODsso der Bakteriensuspension der Kulturen fiir 2 und 6 Stunden betrug 0,2;
flir 24 Stunden 0,075 und wurde nach der 6-stiindigen und 24-stiindigen Inkubationsperiode

je nach Bakterienwachstum auf 1 angepasst.

Um den Einfluss von Wirtszellkontakt auf die Produktion von CagG, CagH und CagP zu be-
stimmen wurde der zu untersuchende Stamm jeweils 2,5 Stunden bzw. 1 Stunde entweder
mit oder ohne Zellen inkubiert. Die Inkubation mit Wirtszellen fand bei 10% C02, 37°C und
100rpm in einer 69-Well Platte mit einer ODssovon 0,5 (ODssovon 1 bei Kato Il Zellen) statt.
H. pylori wurde auch mit Zelllysaten fiir 2.5 Stunden inkubiert. Fiir die Lysate wurden die Zel-
len aus der Zellkulturflasche geerntet und zentrifugiert (1000 rpm, 5 min). Danach wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 3 ml PBS/FCS resuspendiert. Diese Suspension
wurde dann fiir 2 Minuten mit Impulsen einer Intensitdt von 60% beschallt, und erneut fir
10 Minuten mit 14000 rpm zentrifugiert. Die H. pylori Suspension (ODss50=0,6) wurde mit je-
weils 20 ul des Zelllysats in einem Gesamtvolumen von 100 pl inkubiert. So wurde am Ende
wie bei den anderen Versuchsansatzen zur Untersuchung des Zellkontakts eine ODssp von
0,5 bei einem Gesamtvolumen von 100 pl erreicht. Das weitere Vorgehen entsprach dem der

Versuche mit intakten AGS Zellen.

Bei Evaluierung von verschiedenen Deletionsmutanten im Hinblick auf CagH, CagP und CagG
wurde H. pylori 2,5 h bei einer ODssgvon 0,5 mit oder ohne Infektion inkubiert. Um die Rolle
des pH Wertes auf die Produktion von CagG, CagH und CagP zu beurteilen wurden die ver-
wendeten Stamme 2,5 h in PBS/FCS bei neutralem pH (ca. 7) oder pH=5 vor Durchfihrung
der HiBiT Reporter Assays bei 37°C und 10% CO; in 69-Well Platten mit einer ODssovon 0,5

inkubiert.
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3.3.5 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung insbesondere der HiBiT Reporter Assay und TEM-1-CagA-
Translokations-Assay Daten wurde GraphPad Prism 5 verwendet. Die angegebenen Mittel-
werte wurden immer aus mindestens drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experi-
menten berechnet und es wird immer der Standardfehler angegeben, der sich aus Stan-
dardabweichung (o) dividiert durch die Wurzel der Anzahl der Durchfiihrungen des Experi-

ments berechnet.

o
Standardfehler (07) =

S|

Es wurde eine Normalverteilung der Daten angenommen und diese mittels One-Way-ANOVA
mit anschlieRendem Tukey-Test oder t-Test (bei zwei Datensatzen) ausgewertet, und dabei
ein Signifikanzniveau von 0,05 sowie ein Konfidenzintervall von 95% festgelegt. Wenn es da-
rum ging, zwei oder mehr Gruppen bei normalverteilten Daten zu vergleichen, wurde ein
Two-Way-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefiihrt. Wenn nicht anders be-
schrieben wurde die Signifikanz der Daten in den Abbildungen dieser Arbeit mit Sternchen

nach dem folgenden Schema gekennzeichnet.

* P<0,05
*%* P<0,01
HkE P <0,001
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4 Ergebnisse

4.1 Die Rolle von cagP fiir die Aktivitat des cagTyp IV-Sekretionsapparats

Frihere Versuche hatten bereits gezeigt, dass einzelne Proteine des cag Typ IV-Sekretions-
apparats im P12 Stamm vermindert produziert werden, wenn cagP deletiert wird (R. Nair, S.
Laue, und W. Fischer, unveroffentlichte Daten). Dazu zahlen CagH, Cagl und CaglL. Zur Besta-
tigung dieser Ergebnisse wurde eine cagP Deletionsmutante mit einem P12 Wildtyp Stamm
im Hinblick auf die jeweiligen Proteinmengen verglichen (siehe Abbildung 4.1). Es ist zu se-

hen, dass die Mengen von Cagl, CaglL und fraglich CagH zurlickgehen, wenn cagP deletiert

wurde.
S
N
RV WV
Abbildung 4.1: Der Einfluss von cagP auf CagH, Cagl und CaglL
CagH - <«
Zu sehen ist ein Western Blot der Proteine CagH, Cagl und CaglL. Es
wurden Lysate aus dem Stamm P12 und Lysate aus einem cagP
Cagl — S deletiertem Stamm untersucht.
—
CagL e <«

In weiteren vorherigen Experimenten wurde auch ein Einfluss von cagP auf die Aktivitat des
Sekretionsapparats nachgewiesen (R. Nair, S. Laue, und W. Fischer, unveréffentlichte Daten).
Dieser Einfluss wurde hier zunachst mit Hilfe eines TEM-1-CagA-Translokationsassays besta-
tigt. Hierbei wird ein Reporterstamm verwendet, bei dem CagA mit der B-Laktamase TEM-1
fusioniert ist. Durch Spaltung von zuvor zugegebenem Substrat in der Zielzelle durch das En-
zym, kann das translozierte TEM-1-CagA dann quantifiziert werden (Schindele et al., 2016).
Dabei misst man die translozierte CagA Menge indirekt (iber das emittierte Licht des Sub-
strats, dessen Farbe sich bei Spaltung durch dje B-Laktamase TEM-1 dndert. Als Aktivitat des

cagT4SS wird die Menge an transloziertem CagA betrachtet.
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Bei Beurteilung der Aktivitat des Cag Typ IV-Sekretionsapparats (CagA Translokation) fallt

auf, dass die Aktivitat des Systems bei Fehlen von cagP auf ca. 10% der Ausgangsaktivitat ab-

fallt. Somit konnte bestétigt werden, dass cagP wichtig fir eine vollstandige Funktion des

cagT4SS im H. pylori Stamm P12 ist (siehe Abbildung 4.2).

CagA Translokation (%)

1507

100+

(4]
(=]
1

%%k

o
1

Abbildung 4.2: Der Einfluss von cagP auf die cag

Typ IV-Sekretionsaktivitat

AGS-Zellen wurden fiir 2,5 h mit H. pylori- Stam-
men infiziert, die eine TEM-1-CagA-Fusion produ-
zieren, und danach ein TEM-1-CagA-Translokati-
onsassay durchgefiihrt. Werte wurden auf Postiv-
kontrolle (100%) und Negativkontrolle (0%) nor-
miert. Dabei entspricht der WT-TEM-CagA Stamm
100% CagA Translokation und die AcagT Mutante
0% CagA Translokation.

Die Daten sind inklusive Standardabweichung dar-
gestellt und wurden mittels 1 way ANOVA und an-
schlieBendem Tukey's Test statistisch ausgewer-
tet. Dabei bedeuten *** P < 0,001. (n=10 fir WT,
n=9 fur AcagT, n=10 fiir AcagP).
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4.2 Untersuchung des cagP Genlocus

Um die Rolle von cagP fiir den Cag Typ IV-Sekretionsapparat ndher zu untersuchen, sollte zu-
nachst die Menge an CagP- Protein detektiert werden. Daflir wurde ein HiBiT Reporter Assay
angewandt und die Menge von CagP mit Hilfe des sogenannten HiBiT-Tags, einem Fragment
der NanoLuc-Luziferase, erfasst. Der HiBiT-Tag wurde hierbei mit cagP an dessen 5°-Ende fu-
sioniert. Nach Zugabe des restlichen Teils der Luziferase (LgBiT) als gereinigtes Protein sowie
deren Substrat Furimazin konnte eine Lumineszenz detektiert werden. Die gemessene Lumi-
neszenz kann dann als MaR fiir die Proteinmenge von CagP angenommen und somit die

CagP-Menge unabhangig von Antikdrpern gemessen werden.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, liegt der cagP-Genlocus auf der cag-Pathogeni-
tatsinsel zwischen den Genloci von cagM und cagQ (Fischer 2011). Die Region stromauf-
warts von cagP (upstream region) enthélt das Gen fir eine kleine nicht-codierende RNA
(HPnc2630) mit einem vorhergesagten Transkriptionsterminator (Sharma et al., 2010;

Vannini et al., 2016).

Um die Menge des von H. pylori produzierten CagP-Proteins zu evaluieren, wurden verschie-
dene HiBiT-CagP Reporterstamme hergestellt. Diese Stamme wurden durch markerfreie In-
tegration eines HiBiT-Tags am 5‘ Ende von cagP erzeugt, sodass der Genlocus in moglichst
geringem Mal} verandert wird. Fiir die markerfreie Integration des HiBiT-CagP Konstruktes in
das H. pylori Genom wurde zunachst eine Zwischenstufe mit einer rpsL-erm Genkassette her-
gestellt. Durch die Integration dieser Kassette wird die Streptomycin-resistente Variante des
Wildtypstamms Erythromycin-resistent und verliert gleichzeitig wegen des dominanten Ver-
haltens des rpsL-Wildtyp-Gens ihre Streptomycin-Resistenz, wird also Streptomycin-sensitiv.
Das rpsL Gen kodiert namlich eine Bindestelle fiir Streptomycin, die bei dieser Variante des
Wildtypstamms mutiert ist. Bei Ersetzen der Kassette durch das endgiltige Konstrukt wird
der H. pylori Stamm wiederum Streptomycin-resistent und Erythromycin-sensitiv (siehe Ab-
bildung 4.3). Fir die Rekombination in den HiBiT CagP Stammen wurden die Plasmide pSL12,
pSL13 (S. Laue & W. Fischer, unveroffentlichte Daten) und pVB1 genutzt. Es wurden im An-

schluss HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt.

Da sich in vorausgegangenen Untersuchungen schon gezeigt hatte, dass CagP offenbar nur in
sehr geringen Mengen produziert wird (S. Laue & W. Fischer, unveroffentlichte Daten), was
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durch einen Austausch der Shine-Dalgarno-Sequenz (SD-Sequenz) verbessert werden
konnte, wurden zur Verbesserung der Translation weitere Reporterstamme generiert. Diese
enthalten die cagA Shine-Dalgarno-Sequenz anstelle der cagP SD-Sequenz. Nun konnte CagP
in groReren Mengen in HiBiT-Assays detektiert werden (siehe Abbildung 4.4). Wahrend das
Plasmid pSL12 und, somit alle damit generierten Stamme, die cagP upstream (cagP SD-)Se-
guenz enthalt, enthalten sowohl pSL13 und pVB1 die cagA upstream Sequenz. Allerdings
sind im Plasmid pSL13 die letzten vier Basen des mutmalilichen Terminators in HPnc2630 de-

letiert, wahrend diese im pVB1 Plasmid unverandert sind.

WT, rpsL* () P
e
cagQ A cagP HPnc2630y) cagM
| |
A A
I n
Srept (BNPA) a4 ) — |
R v
Erm cagQ v rpsL erm “ : cagv
| |
A A
In
Strep® (pVB1) 1 O p: ‘1
Erm® |+— <4 @) —
cagQ cagP HPnc2630 cagM

Abbildung 4.3: markerfreie Fusion des HiBiT-Tags mit cagP

Dargestellt ist der cagP Genlocus mit cagP upstream region (cagP Promoter (P), kleine nicht-kodierende RNA
HPNnc2630 mit mutmallichem Terminator). Zunachst wird fir die markerfreie Integration des HiBiT-Tags eine
rpsL-erm Resistenzkassette anstelle von cagP in den Wildtypstamm einge-bracht. Dieser ist aufgrund eines
mutierten rpsL* Gens Streptomycin-resistent. Der Wildtypstamm verliert dadurch seine Resistenz aufgrund
der Dominanz des rpsL-Wildtyp-Gens und wird Streptomycin-sensitiv und Erythromycin-resistent. Danach er-
folgt die Rekombination der jeweiligen HiBiT-CagP-Fusion Uber das Plasmid pVB1/pSL13/pSL12. Dabei wird

der Stamm Streptomycin-resistent und Erythromycin-sensitiv.
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Auch einzelne Komponenten des cagP Genlocus wurden mit Hilfe des HiBiT Reporter Assays

naher untersucht.

Wie schon erwahnt konnte die kleine nicht-kodierende RNA HPnc2630 durch Verringerung
der CagP-Menge eine Rolle fiir die Funktion des Cag Typ IV-Sekretionsapparats spielen. Um
zu untersuchen, ob HPnc2630 bzw. der Terminator einen Einfluss auf die CagP-Produktion
haben, wurde ein weiterer HiBiT-CagP Reporterstamm generiert, dem HPnc2630 sowie der
mutmaRliche Terminator fehlt. Zur besseren Translation wurde ebenfalls die cagA upstream

Sequenz anstelle der cagP upstream Sequenz beibehalten.

Daflr wurde das Plasmid pVB2 durch eine inverse PCR unter Verwendung der Primer WS825
und WS817 und HP-5kb-05_J10 als template erzeugt (siehe Kapitel 3.2. und 3.1.2.1) und der
H. pylori Stamm RNP4 damit transformiert. Tatsachlich zeigen die HiBiT-Reporter-Assay Da-
ten eine deutliche Zunahme der CagP-Menge bei Deletion von HPnc2630 (siehe Abbildung
4.4). Offenbar bildet der entsprechende Bereich also tatsachlich eine die Transkription termi-

nierende Sekundarstruktur aus, wobei die Transkriptionstermination nicht vollstandig ist.

HiBiT-Cag P

Abbildung 4.4: Der Einfluss der SD-Se-

50000+ ala quenz und die Deletion von HPnc2630

40000 auf die CagP-Produktion (HiBiT Reporter
Assay)

300004

Bakterienmaterial wurde von Serumplat-
ten entnommen und ein HiBiT Reporter
Assay durchgefiihrt. Gemessen wurden

CagP-HiBiT Reporterstimme (pSL12,

RLU

pVB1, pVB2) im Vergleich. (n=4 fir cagP
SD, n=5 fiir cagA SD und n=5 fiir cagA SD
Anc2630). Die Daten sind mit Standardab-
weichung dargestellt und wurden statis-

tisch mittels 1 way ANOVA und anschlie-

Rendem Tukey's Test ausgewertet. Dabei

bedeutet ** P < 0,01.
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Die mit dem HiBiT-Tag fusionierten Proteine kdnnen, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, nicht
nur mit Hilfe des HiBiT Reporter Assays sichtbar gemacht werden, sondern auch durch die
Nutzung der HiBiT Blot Technik. In Abbildung 4.5 sieht man sowohl einen HiBiT-CagP Repor-

terstamm (pVB1) als auch einen Anc2630 HiBiT-CagP Reporterstamm (pVB2) im Vergleich.

Man kann in Abbildung 4.5 sehen, dass die Proteinmenge von CagP hoher ausfallt, wenn

HPnc2630 deletiert wurde. Damit konnten die im HiBiT Reporter Assay gemessenen Werte
bestatigt werden. Allerdings ist die Sensitivitat des HiBiT Reporter Assay deutlich hoher als
die des HiBiT Blots. Der HiBiT Blot gibt jedoch Aufschluss liber die GrofSe von CagP, die den

Vorhersagen entsprechend bei etwa 18kDa liegt.

18 kDa - Abbildung 4.5: Der Einfluss der SD-Sequenz und
die Deletion von HPnc2630 auf die CagP-Produk-

60 (f{,bg tion (HiBiT Blot)
o v°°
0@ Q Die oben verwendeten HiBiT-CagP Reporterstam-
Q} men wurden auch mittels HiBiT-Blot Technik eva-
>
¢

luiert. Der vollstandige HiBiT-Blot der hier gezeig-
ten Ausschnitte ist im Anhang zu finden (Anhang

A).

Man kann also sagen, dass die Wildtyp SD-Sequenz von cagP offenbar nur eine geringe
Translation von cagP erlaubt. AuBerdem steigt die CagP Menge bei Deletion von HPnc2630

deutlich an.
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4.3 Der Einfluss von cagP auf CagH und CagG

Die Methode des HiBiT Reporter Assays ist also geeignet um das CagP-Protein nachzuweisen,
zumal fir dieses Protein kein Antikorper verflgbar ist, und somit immunologische Methoden
fiir die Untersuchung des Proteins nicht zur Verfligung stehen. Auch die Proteine CagG und
CagH wurden mit Hilfe des HiBiT Reporter Assays untersucht. Die Menge dieser Proteine im
Zusammenhang mit cagP ist von Interesse, da bei cagP Deletion Cagl und Cagl, sowie mog-
licherweise CagH vermindert produziert werden (siehe Abb. 4.1). Die Gene dieser Proteine
sind im gleichen Operon enthalten wie cagG und somit ist auch ein Einfluss einer cagP Dele-
tion auf die CagG -Menge zu erwarten. CagH lasst sich auBerdem ebenfalls nur schwer mit
Hilfe von Western Blots darstellen, da das CagH-Antiserum nicht nur spezifisch CagH bindet,
sondern auch andere Proteine (siehe Abbildung 4.1). Fiir CagG ist genau wie fir CagP kein
Antikorper verfligbar. Aus diesen Griinden wurden sowohl HiBiT-CagH-, und auch HiBiT-

CagG-Reporterstamme hergestellt und untersucht.

Dabei wurden cagG und cagH analog zu CagP mit dem HiBiT-Tag versehen, und dann Lumi-
neszenz detektiert (siehe Abbildung 4.6 und 4.7). Der HiBiT-Tag befindet sich jeweils am N-
Terminus von CagH und CagG, wobei sich der HiBiT-Tag im CagG-Protein am N-Terminus des
reifen Proteins befindet, dh. nach der abzuspaltenden Signalsequenz. Alle HiBiT Reporter-
stamme wurden durch markerfreie Austausche im Chromosom erzeugt, das heil3t die
chromosomale Umgebung der jeweiligen Gene veranderte sich abgesehen von der Se-
quenz fiir den HiBiT-Tag nicht. Die detektierte Lumineszenz entsprach bei HiBiT-CagG
Reporterstammen ungefahr der von cagA SD HiBiT-CagP Reporterstammen, und war im

Fall der HiBiT-CagH Reporterstammen niedriger.

Zur Untersuchung eines Einflusses von cagP oder HPnc2630 auf die CagH und CagG Produk-
tion wurden bei den genannten HiBiT Reporterstimmen aulRerdem cagP oder HPnc2630 de-

letiert und diese Stamme danach mittels HiBiT Reporter Assay und HiBiT Blot untersucht.

Im HiBiT Reporter Assay liel8 sich signifikant weniger CagH detektieren, wenn cagP deletiert
war, allerdings nicht in Anc2630 Mutanten (siehe Abbildung 4.6). Diese Ergebnisse spiegeln
sich auch in den HiBiT-Blots wider. Die CagH-Bande bei cagP Deletion ist weniger stark aus-

gepragt als beim Wildtyp. Anders ist das bei CagG, die CagG-Banden imponieren alle gleich
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stark. Auch der HiBiT-Assay zeigt, dass CagG nicht weniger produziert wird, wenn cagP oder

HPnc2630 fehlen (siehe Abbildung 4.7)

HiBiT-CagH

Fk

2000~ ! 1

1500+

1000+

Lumineszenz

500+

Abbildung 4.6: Der Einfluss von cagP und HPnc2630 auf CagH

Oben: Bakterienmaterial von HiBiT-CagH Reporterstdmmen wurde von Serumplatten entnommen und ein HiBiT Repor-
ter Assay durchgefiihrt (n=10 fiir WT, cagP und Anc2630). Die Daten sind mit Standardabweichung dargestellt und wur-

den mittels 1 way ANOVA und anschlieBendem Tukey's Test statistisch ausgewertet. **entspricht P < 0,01.

Unten: Bei denselben HiBiT-CagH Reporterstimmen wurde die HiBiT-Blot Technik angewandt. Der vollstdndige HiBiT-

Blot zu den hier gezeigten Ausschnitten ist im Anhang zu finden (Anhang B).
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Abbildung 4.7: Der Einfluss von cagP und HPnc2630 auf CagG

Oben: Bakterienmaterial von HiBiT-CagG Reporterstimmen wurde von Serumplatten entnommen und ein HiBiT Re-
porter Assay durchgefiihrt (n=10 fiir WT, cagP und Anc2630). Die Daten sind mit Standardabweichung dargestellt

und wurden mittels 1 way ANOVA und anschlieBendem Tukey's Test statistisch ausgewertet.

Unten: Bei denselben HiBiT-CagG Reporterstammen wurde die HiBiT-Blot Technik angewandt. Der vollstandige HiBiT-

Blot zu den hier gezeigten Ausschnitten ist im Anhang zu finden (Anhang C).

Es scheint also, als hatte cagP zwar einen Einfluss auf die Produktion von CagH, nicht aber
von CagG. HPnc2630 scheint fiir die produzierte Menge beider Proteine keine Rolle zu spie-

len.
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4.4 Die Funktion von HPnc2630 und der mutmaRlichen cagG mRNA Binde-
stelle fiir das cagT4SS

Obwohl die CagG-Menge nicht durch die Deletion von cagP oder HPnc2630 beeinflusst zu
werden scheint, wurde die kleine nicht-kodierende RNA HPnc2630 und ihre mogliche Rolle
als Bindepartner bzw. Gegenstrang-RNA fiir die cagG mRNA naher untersucht. Basis fiir
diese Untersuchungen ist eine mogliche Interaktion im Sinne einer Basenpaarung von
HPnc2630 mit der messenger RNA von cagG. Laut einer bioinformatischen Vorhersage (Co-

praRNA) konnte die cagG mRNA an HPnc2630 binden (siehe Abbildung 4.8).

0%

RNAfold

177 204
I I
5'-CUC. . .RAAUAA AR 8) AAAAC...URA-3'
GAAU AUAAAGGAG CAAA AGUAUG
[ I T T I O B A I O
CUUG UAUUUCCUC GUUU UCGUAU
3'"-AAA...CGCCA GA cc CCUUU. . .GUG-5"
I I
204 176

CopraRNA

Abbildung 4.8: Mogliche Lokalisation fiir Basenpaarungen zwischen HPnc2630 und der cagG mRNA laut
CopraRNA

Oben ist die vorhergesagte Sekundarstruktur der kleinen nicht-kodierenden RNA HPnc2630 zu sehen. Der
rot markierte Bereich stellt die mogliche Bindestelle fiir die cagG mRNA nach Vorhersage mit CopraRNA dar
(deletiert bei AGmRBS Stammen) . Unten sind die beiden RNA Sequenzen und ihre mogliche vorhergesagte

Basenpaarung im Bereich der SD-Sequenz (rot) bzw. des Startcodons (blau) zu sehen.
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Um diese Moglichkeit zu untersuchen wurde ein Stamm generiert, dem der entsprechende

Bereich in HPnc2630 (Basen 185 bis 210) fehlt (pVB3), und dieser Stamm mit einer Deletion

der cagG-mRNA-Bindestelle (AGmRBS) via TEM-1-CagA-Translokationsassay gemessen (siehe

Abbildung 4.9). Bei der AGmRBS Mutante zeigte sich interessanterweise eine deutlich er-

hohte CagA-Translokation.
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Abbildung 4.9: Der Einfluss von HPnc2630
und der mutmaRlichen cagG mRNA-Binde-
stelle auf die Aktivitdt des cag Typ IV-Sekreti-

onsapparats

AGS-Zellen wurden 2,5 h mit H. pylori infiziert
und danach ein TEM-1-CagA-Translokationsas-
say durchgefiihrt (n=10 fir WT und AcagP,
n=9 fiir AcagT, n=5 fiir Anc2630, n=2 fir
AGmMRBS). Der WT-TEM-CagA Stamm dient als
Referenz und entspricht 100% CagA Transloka-
tion wahrend die AcagT Mutante 0% CagA
Translokation entspricht. Die Werte wurden
auf die Positiv-, und Negativkontrolle normiert
und sind mit Standardabweichung dargestellt.
Die Daten wurden mittels 1 way ANOVA an-
schlieBendem Tukey's Test ausgewertet und

es gilt ** P < 0,01, und *** P < 0,001.

Um der Frage nachzugehen ob und wie sich die gesamte Deletion der kleinen nicht-kodie-

renden RNA HPnc2630 auf die Aktivitat des cagT4SS auswirkt, wurden aullerdem Anc2630

TEM-CagA Stamme generiert und untersucht. Es konnte schon gezeigt werden, dass die De-

letion von HPnc2630 eine Steigerung der CagP-Produktion zur Folge hat (siehe Abbildung

4.4) und somit eine terminierende Funktion von HPnc2630 fiir cagP nahe liegt. Bei den

durchgefiihrten TEM-1-CagA-Translokationsassays fiel weiterhin auf, dass die CagA-Translo-

kation im Vergleich zum Wildtyp ansteigt, wenn HPnc2630 deletiert wird (Anc2630 Stamm

(pVB2) siehe Abbildung 4.9).
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Da eine Deletion der mutmaRlichen cagG-mRNA-Bindestelle (GmBRS) ebenfalls zu einer
deutlichen Steigerung der CagA-Translokation fiihrte, wurde der Einfluss von GmBRS auch im
Hinblick auf die CagG-, und CagH-Produktion tberpriift. Hier wurde mit Hilfe des HiBiT Re-
porter Assays Uberprift, ob GmRBS die Menge von CagH oder CagG durch die Bindung von
HPnc2630 an die cagG mRNA vermindert. Dazu wurden ein AGmRBS HiBiT-CagG und

AGmMRBS HiBiT-CagH Reporterstamm generiert.

Eine Messung der Lumineszenz nach Lyse dieser Stamme und Zugabe von LgBiT (Abb. 4.10)
ergab jedoch keinen Unterschied zu HiBiT-CagG WT Reporterstimmen. Somit scheint die

mogliche Stelle fiir Basenpaarungen von HPnc2630 mit der cagG mRNA unter den hier ver-
wendeten Bedingungen keinen Einfluss auf die CagG-Produktion zu haben. Dasselbe gilt fir

die Menge von CagH (siehe Abbildung 4.10).

2500+
Abbildung 4.10: Die Rolle der mutmaR-

20007 lichen cagG mRNA Bindestelle fiir die
CagG-, und CagH-Produktion

Bakterien wurden 2.5 h inkubiert (ODsso

Lumineszenz

=0,5) und danach HiBiT Reporter Assays
durchgefiihrt. Es gilt n=3 fur alle darge-

stellten Stdmme. Die Daten sind mit

0(9 @c_-‘, Standardabweichungen dargestellt und
('_,‘a'q O@Q' ('_;bq, 0(8' wurden mittels 1 way ANOVA und an-
<‘.§9v &V schlieBendem Tukey's Test statistisch
? o? ausgewertet.
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4.5 Der Einfluss des vorhergesagten Startcodons und des 5°-Endes von cagP

fiir die CagA Translokation

Da das CagP-Protein im Wildtypstamm offenbar nur in sehr geringen Mengen produziert
wird, stellte sich die Frage, ob diese geringe CagP-Menge fiir die Funktion des cagT4SS zu-

standig ist, oder ob das cagP-Transkript fiir diese bereits ausreichend ist.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden TEM-1-CagA Mutanten hergestellt, deren mutmaRli-
ches cagP Startcodon zu einem Stoppcodon mutiert ist (mutATG). Hierbei sind keine ande-
ren Bereiche aus dem cagP Genlocus deletiert und die Stamme sollten nun kein CagP mehr
produzieren kénnen, das cagP Transkript sollte aber fast unverandert bleiben. Diese Stamme
wurden zunachts mittels Western Blot auf die Produktion von CagH, Cagl und Cagl unter-
sucht (siehe Abbildung 4.11). Uberraschenderweise scheinen diese Proteine zwar in geringe-
rer Menge als im Wildtyp produziert zu werden, aber starker als in der cagP-Mutante (vgl.

Abb. 4.1).

—— — ~ = = <«— Cagl
- = «— Cagl : g
N .
N $ s @ O 8
S ETES SESE S
7O F S NS
S & v ES
o N
N S
© e
3 \§
S S
) )
< N\
— & o Abbildung 4.11: Uberexpression von cagl, cagH und cagl bei
-: CagH mutATG Stammen
LR L R
& qgl- OQQ) ,8’ ké\- Sichtbar ist die Zunahme der Menge von Cagl, CaglL und CagH
v Y N
@ v(’ @ ,60 in Western Blots bei Uberexpression der jeweiligen Gene und
\2}\’ Mutation des Startcodons von cagP. Der WT Stamm und der
&Q) AcagPAl Stamm dienen der Kontrolle. Die vollstandigen Wes-
§ tern Blots der hier gezeigten Ausschnitte sind im Anhang zu
'

finden (Anhang D).
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Um diese Beobachtung weiter zu untersuchen, wurden auch mutATG TEM-1-CagA und
AcagP TEM-1-CagA Stimme generiert, die eine Uberproduktion der Proteine CagH, Cagl und
Cagl aufweisen. Daflir wurden die drei Gene unter der Kontrolle des alpA-Promoters expri-
miert und die vermehrte Produktion von CagH, Cagl und CaglL via Western Blots liberprift

(siehe Abbildung 4.11).

Im Anschluss wurden mit diesen Stammen TEM-1-CagA-Translokationsassays durchgefiihrt.
Es ist zu sehen, dass eine alleinige Mutation des Startcodons von cagP eine Reduktion der
Aktivitat des Sekretionsapparats auf ca. 50% nach sich zieht, im Vergleich zu einer deutlich
starkeren Reduktion der CagA-Translokation bei cagP Deletion (auf ca. 10%). Somit sind auch
Mutanten, bei denen das Startcodon zum Stoppcodon mutiert ist, immer noch zur CagA
Translokation imstande. AuBerdem kann eine Uberproduktion der Proteine CagH, Cagl und
Cagl zwar die Funktion des Sekretionsapparats bei AcagP Stammen wieder auf bis zu 50%
regenerieren, bei mutATG Mutanten hat die Uberexpression der genannten Proteine aller-

dings keine weitere Steigerung der CagA-Translokation zur Folge (siehe Abbildung 4.12).

Abbildung 4.12: Die Aktivitdt des cag Typ IV-Sekre-
1507 tionsapparats bei Mutation des Startcodons und

Uberexpression von cagH, cagl und cagl

1007 AGS-Zellen wurden 2,5 h mit H. pylori infiziert und

dann ein TEM-1-CagA-Translokationsassay durchge-
50+ fuhrt. Die Daten sind mit Standardabweichungen
dargestellt (n= 8 fiir WT, n=10 fiir AcagP, n=6 fir

CagA Translokation (%)

0- AcagP cagHIL-Uberexpression, n=7 fir mutATG,
& & &5 & 41 ; |
& n=4 fir mutATG cagHIL Uberexpression). Daten
e’.& @*'Q sind normiert auf 100% (WT) und 0% (AcagT). Da-
A
J° 5)'° ten wurden statistisch mittels 1 way ANOVA und

anschlieBendem Tukey's Test ausgewertet.
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Da Mutanten, bei denen das Startcodon zum Stoppcodon mutiert ist, immer noch deutlich
besser zur CagA Translokation imstande sind als die cagP-Mutante, stellt sich weiterhin die
Frage, ob es einer Translation des cagP-Gens Uberhaupt bedarf. Dass cagP eine wichtige
Rolle fiir die vollstandige Funktion des Cag Typ IV-Sekretionsapparats spielt, wurde bereits
dargelegt. Unklar ist jedoch, ob dieser Effekt auf der Funktion von CagP als Protein, oder nur
der Funktion des Transkripts von cagP beruht, zumal das CagP-Protein im HiBiT-CagP WT Re-

porterstamm in nur sehr geringen Mengen detektiert werden kann (siehe Abbildung 4.4).

Um die Rolle des mutmalilichen CagP-Proteins besser zu verstehen, wurden verschiedene
weitere markerfreie Deletionsmutanten generiert, denen unterschiedlich grofle Teile am 5 -
Ende von cagP und von HPnc2630 fehlen. Diese wurden via TEM-1-CagA-Translokationsassay
untersucht. Bei mehreren Mutanten wurde das vorhergesagte Startcodon von cagP deletiert
oder zu einem Stoppcodon mutiert, sodass kein CagP-Protein mehr gebildet werden sollte.
Die Stamme sind in der folgenden Tabelle und Abbildung zusammengefasst (siehe Abbildung

4.13 und Tabelle 3.4).
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cagQ cagP HPnc2630 cagM

AcagP

Anc2630

pVB5 (cagG mRBS, CagP Startcodon)

pVB7 (cagG mRBS, cagP SD Sequenz, CagP
Startcodon)

pVB8 (cagG mRBS, cagP SD Sequenz,
CagP Startcodon und weitere 24 Basen
stromabwarts davon)

pVB9 (cagG mRBS, cagP SD Sequenz,
CagP Startcodon und weitere 78 Basen
stromabwarts davon)

pVB10 (cagP Promoter)

Abbildung 4.13: Darstellung des cagP Genlocus der verschiedenen Deletionsmutanten

Zu sehen ist die schematische Darstellung des cagP Genlocus und der jeweiligen deletierten bzw. mutierten

Regionen. Dabei stellen die roten Bereiche und der Text in Klammern die deletierten bzw. mutierten Regio-

nen dar.
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Primer und Vektor zur Plas-

Schnittstelle zur

Plasmidherstel-

Deletierte/mutierte Regio-

Stamm Plasmid | midherstellung lung nen
cagG mRNA Bindestelle (Ba-
sen 185 bis 210), cagP Start-
WS858/WS763, HP-5kb- codon mutiert zu Stoppco-
VB77 pVB5 05_J10 BamHI, Religation | don
cagG mRNA Bindestelle,
cagP SD Sequenz, cagP Start-
VB78 pVB7 WS858/PT4, HP-5kb-05_J10 | BamHI, Religation | codon
cagG mRNA Bindestelle,
cagP SD Sequenz, cagP Start-
WS858/WS783, HP-5kb- codon und weitere 24 Basen
VB110 pVB8 05_J10 BamHI, Religation | stromabwarts davon
cagG mRNA Bindestelle,
cagP SD Sequenz, cagP Start-
WS858/WS784, HP-5kb- codon und weitere 78 Basen
VB80 pVB9 05_J10 BamHI, Religation | stromabwarts davon
WS762/WS262, HP-5kb-
VB79 pVB10 |05_J10 BamHlI, Religation | cagP Promoter

Tabelle 3.4: Beschreibung der verschiedenen Deletionsmutanten

Bei Betrachten der verschiedenen Mutanten im Hinblick auf die CagA Translokation sieht

man, dass bei Stamm VB77 (pVB5) die Aktivitat Gberraschenderweise nicht eingeschrankt ist.

Bei den anderen Deletionsmutanten ist das der Fall. Der mit pVB7 transformierte Stamm

zeigt niedrige cagT4SS Aktivitat, welche aber noch lGber der von AcagP Deletionsmutanten

zu liegen scheint. Die Stamme VB110 (pVB8) und VB80 (pVB9), bei denen zuséatzlich noch der

Genanfang von von cagP deletiert wurde, zeigen cagT4SS Aktivitat im Bereich von AcagP De-

letionsmutanten. Wenn der cagP-Promoter (VB79, pVB10) deletiert wurde, geht die Aktivitat

des Sekretionsapparats ebenfalls stark zurlick. Es ist eine Aktivitat im Bereich der cagP-Mu-

tanten nachzuweisen. (siehe Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Der Einfluss von verschiedenen Deletionen im cagP Genlocus auf die Aktivitat des cag

Typ IV-Sekretionsapparats

AGS-Zellen wurden 2,5 h mit H. pylori infiziert und im Anschluss ein TEM-1-CagA-Translokationsassay durch-
gefiihrt. Daten sind normiert auf 100% (WT) und 0% (AcagT) und mit Standardabweichungen dargestellt
(n=4 fiir pvB5, pVB7, pVB8 und pVB10, n=5 flr pVB9, n=10 fur AcagP und n=3 fir WT und AcagT). Statis-
tisch ausgewertet wurden die Daten mittels 1 way ANOVA Test und nachfolgendem Tukey-Test. Es gilt * P <
0,05; ** P <0,01; und *** P < 0,001.

Auffallig ist, dass sich der mutATG Stamm und pVB5 unterschiedlich im TEM-1-CagA-Translo-
kationsassay verhalten. Bei beiden Stammen ist das cagP Startcodon zum Stoppcodon mu-
tiert. Allerdings ist bei dem mutATG Stamm nur das Startcodon verandert wahrend bei pVB5
auch die mutmaRliche Stelle fiir die Bindung der cagG mRNA in HPnc2630 deletiert wurde,
und somit auch ein wesentlicher Teil des vorhergesagten Terminators von HPnc2630 (siehe
Abbildung 4.15). Das passt einerseits zu den vorherigen Ergebnissen, da auch die AGmRBS

Mutante und die Anc2630 Mutante eine deutliche Steigerung der CagA-Translokation zeigen
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(siehe Abbildung 4.9), andererseits scheint somit eine zusatzliche Mutation des mutmaRli-

chen Startcodons von cagP keinen Einfluss auf die CagA Translokation zu haben.

Abbildung 4.15: ATG Mutation
*kk

AGS-Zellen wurden 2,5 h mit H. pylori infi-

§ 150 ziert und im Anschluss ein TEM-1-CagA-

g Translokationsassay durchgefiihrt. Daten

E 100- sind normiert auf 100% (WT) und 0%

o) (AcagT) und mit Standardabweichungen

E 50 - dargestellt (n=4 fiir pVB5, n=7 flir mutATG

I‘—‘E und n=10 fur AcagP, n=3 fur WT und

< 0 T T AcagT). Statistisch ausgewertet wurden die

g \‘é @é Daten mittels 1 way ANOVA Test und nach-
-50- \‘}? folgendem Tukey-Test. Es gilt * P < 0,05; **

P <0,01; und *** P <0,001.

Es Iasst sich also insgesamt sagen, dass die Aktivitat des Sekretionsapparats bei Mutation des
Startcodons von cagP zwar zuriickgeht, aber nicht verschwindet. Die CagA Translokation
geht dagegen wesentlich deutlicher zurtick, wenn der mutmaliliche N-Terminus des Proteins
entfernt wird. Eine Ausnahme bildet der Stamm VB77 (pVB5), der eine dem Wildtyp ahnli-

che cagT4SS Aktivitat zeigt, obwohl auch hier das cagP Startcodon mutiert wurde.

Eine Mutation des Startcodons zum Stoppcodon scheint also eine weniger starke Reduktion
der CagA Translokation nach sich zu ziehen als die vollstandige oder teilweise Deletion von
cagP. Daraus konnte man schlussfolgern, dass entweder die cagP mRNA eine Rolle fiir die
Aktivitat des cagT4SS spielt, oder aber weitere Startcodons von cagP existieren, welche die

CagP Produktion trotz Deletion des mutmalRlichen Startcodons erméglichen.
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4.6 Untersuchung einer Modulation der Expression von cagP in Abhdngigkeit

von aulleren Einfliissen

4.6.1 Untersuchung des Einflusses des Transkriptionsfaktors HP1043 auf die CagP-Produk-

tion

Der Transkriptionsfaktor HP1043 oder HsrA reguliert bekanntermaRen einige physiologische
Prozesse in H. pylori (Pelliciari et al. 2017; Olekhnovich et al. 2014). Eine Bindestelle flr
HP1043 befindet sich auch innerhalb des cagP Promoters (Sharma et al., 2010) und deswe-
gen wurde hier die Vermutung aufgestellt, HP1043 kénnte dulRere Einflussfaktoren auf die
cagP Expression vermitteln. HiBiT-CagP Stamme, bei denen besagte HP1043 Bindesequenz
im Promoter verandert wurde, wurden generiert und via HiBiT Reporter Assay untersucht. Es
wurde bei Fehlen der Bindestelle erwartungsgemaR viel weniger CagP produziert, was die

Annahme unterstiitzt, dass HsrA als Transkriptionsfaktor fiir cagP dient (siehe Abbildung

4.16).
Sk Abbildung 4.16: CagP-Menge bei
L] L|
4000 HP1043 deletierten Stimmen
3000+
Stamme wurden 2.5 h inkubiert

2000+
5 1000 (ODss50=0,5; 10% CO2; 37°C) und dann
_| L ein HiBiT Reporter Assay durchge-
14 -

150 fahrt (n=5). Es handelt sich um CagP
1004 cagA SD HiBiT Reporterstimme. Die
50 Daten wurden statistisch mittels t-
04 Test ausgewertet, wobei *** P <
(4
W 0,0001 bedeutet.
o‘§ o
o @
Q',\(‘
@'
Q
N\
F
N

69



Es kann also davon ausgegangen werden, dass HP1043 tatsachlich einen Einfluss auf die
CagP-Produktion hat. Unklar ist aber, ob die verbleibende Produktion von CagP bei Deletion
der HP1043-Bindestelle auf eine Restbindung von HP1043 zustande kommt, oder ob eine
kleine Menge CagP auch ohne den Transkriptionsfaktor produziert werden kann. Deshalb
konnte im Rahmen dieser Arbeit keine eindeutige Aussage darliber getroffen werden, ob
HP1043 eine Rolle fiir die unten beschriebenen Anderungen der CagP-Produktion (bei Zell-

kontakt) spielt.

4.6.2 Untersuchung des Einflusses von Eisen und Cyclodextrin auf die Produktion von CagP

und CagH

Eine weitere Fragestellung war, ob sich die produzierte Menge von CagP unter bestimmten
Umweltbedingungen dndert. Je nachdem welche Faktoren dafiir sorgen, dass mehr oder we-
niger CagP produziert wird, konnten so ggf. Riickschliisse auf die Funktion des Proteins gezo-
gen werden. So konnte es sein, dass eine Funktion des cag Typ IV Sekretionssystems die Be-
schaffung von bestimmten Nahrstoffen, wie z.B. Eisen, ist. Es wurde namlich beschrieben,
dass CagA einen Mechansimus auslst, der die Ubertragung von Eisen aus Zellen der Magen-

schleimhaut an die apikale Seite der Zellen nahe den Bakterien bewirkt (Tan et al., 2011).

Andere schon veroffentlichte Ergebnisse legen nahe, dass Eisen den cag Typ IV-Sekretions-
apparat von H. pylori und dessen Proteine beeinflussen kann (Testerman et al., 2006;
Senkovich et al., 2010; Tan et al., 2011; Haley et al., 2014; de la Cruz et al., 2017). H. pylori
bildet z.B. in Kultur mit Wirtszellen mehr Sekretionspili aus, wenn Eisenmangel besteht

(Haley et al., 2014).

Da CagP als moglicher Bestandteil des Sekretionsapparats auch fiir diese Funktionen wichtig
sein konnte ware es moglich, dass auch das cagP-Gen in Nahrstoffmangelsituationen hoch-

reguliert werden kdnnte.

Daflir wurde in dieser Arbeit mittels HiBiT Reporter Assay der Frage nachgegangen, ob ver-
schiedene Zusammensetzungen von Medien einen Einfluss auf die Menge an produziertem
CagP haben. Um den Einfluss verschiedener Umweltbedingungen auf die CagP-Produktion zu
testen, wurden wegen der deutlicheren Sichtbarkeit von méglichen Effekten cagA SD
Stamme (pVB1) benutzt. Fir die jeweils 2,5-stiindige Vorkultur (siehe Kapitel 3.3.4) wurden

die folgenden Medien benutzt.
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Ham’s F-12

F-12 + Cyclodextrin + FeCl,

F-12 + Cyclodextrin (200 pg/ml)

F-12 + FeCl; (50 uM)

F-12 + Cyclodextrin + FeCl, + FCS

F-12 + FCS (10%)

PBS + FCS (10%)

PBS

Es wurden die Zuséatze Eisen und Cyclodextrin gewahlt, weil diese in der Literatur schon als
mogliche Faktoren fiir eine Regulation des Cag Typ IV-Sekretionsapparats beschrieben wur-
den (Senkovich et al., 2010; Tan et al., 2011; Jiménez-Soto et al., 2012; Haley et al., 2014).
Das Medium Ham'’s F-12 (siehe Kapitel 2.2) wurde als Grundlage gewahlt, da samtliche Be-
standteile des Mediums bekannt sind, und es als Minimalmedium nur die notwendigsten
Nahrstoffe fur H. pylori enthalt (Testerman et al., 2001; Testerman et al., 2006), anders als
bei den fur gewohnlich mit FCS versetzten und bei den meisten Versuchen genutzten Me-
dien. Die in HiBiT Reporter Assays getesteten Stamme sind ein HiBiT-CagP Reporterstamm

(pSL13) und ein HiBiT-CagH Reporterstamm zum Vergleich.

15000,
@l cagP
& cagH
100007
S Abbildung 4.17: Einfluss verschiedener Zu-
D_ﬁl sdtze im Inkubationsmedium fiir die CagP-
5000+ , und CagH-Produktion
Bakterienstdamme wurden 2,5 h in be-
0 - schriebenen Medien (10% CO2, 37°C) inku-
NV ]
Q'\q' Qeo\q' x(;o 00 \QC:% O QOG" QQCO biert, danach wurden HiBiT Reporter Assay
x x
0\ N4 X O\W \Z durchgefiihrt (n=6). Daten sind dargestellt
xc, & <(,\q, @ S QQ,GJ 8 (n=6) [ g
Qp\"b O mit Standardabweichung und wurden mit-
x
Q'\‘L tels 2 way ANOVA und anschlieRendem

Bonferroni Test statistisch ausgewertet.
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Es lieRen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Proteinmenge zwischen den
verschiedenen Medienzusammensetzungen ausmachen, weder fiir CagH noch fiir CagP

(siehe Abbildung 4.17).

Auch auf RNA-Ebene wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen unterschiedlichen Me-
dienbedingungen in der Kultur und der Menge von cagP herzustellen. Daflir wurde eine
gPCR (siehe Kapitel 3.2.11) durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein P12 WT Stamm genutzt und zum
Vergleich auch die Menge des Transkripts von cagl gemessen. Es lieBen sich allerdings keine
Unterschiede im Bezug auf verschiedene Medien und RNA-Menge erkennen. Aus den Daten
lasst sich lediglich schlieRen, dass unter allen hier getesteten Bedingungen weniger cagP

RNA als cagl RNA produziert wurde (siehe Abbildung 4.18).

Um die RNA-Menge bewerten zu konnen, wurde als Referenz die 16S-rRNA genutzt, da die-

ses Gen wenig regulatorischen Schwankungen unterliegt.

207
@ cagP

caqgl
15 B2 cag

A Cq

Abbildung 4.18: Auswirkung verschiedener Medienzusétze auf cagP und cagl auf RNA Ebene

Bakterienstimme wurden 2 h im jeweiligen Medium inkubiert (10% CO2, 37°C) und danach eine gPCR durchgefihrt (n=3 fir
cagP und n=2 fiir cagl). Die y-Achse zeigt die jeweilige Differenz der Zyklusanzahl Cq zur Zyklusanzahl des Referenzgens 16S.
Die Daten wurden statistisch ausgewertet mittels 2 way ANOVA und anschlieRendem Bonferroni Test und sind inklusive

Standardabweichung dargestellt.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich unter den hier verwendeten Bedingungen,
namlich unter Eisenliberschuss-, bzw. Eisenmangelsituationen und Cyclodextrinzusatz, die

Produktion von CagP nicht signifikant verandert.

4.6.3 Untersuchung des Einflusses von Sauerstoff auf die Produktion von CagP, CagG und

CagH

Als weiterer moglicher Einflussfaktor fiir die Produktion von CagP wurde die Sauerstoffkon-
zentration in der Atmosphére der Bakterienkultur getestet. Grundlage dafiir ist die Uberle-
gung, dass H. pylori im Magen zwar normalerweise nur sehr geringen Sauerstoffkonzentrati-
onen ausgesetzt ist, aber die Ausbildung der cagTyp IV-Sekretionsapparate auch durch hohe
Sauerstoffkonzentrationen induziert werden kénnte, da einige Gene des Bakteriums auch als
Reaktion auf erhohte Sauerstoffkonzentrationen exprimiert werden (Park, Lee, 2013;
Olekhnovich et al., 2014). Diesen kénnte H. pylori z.B. bei der Ubertragung oder wihrend der

Freisetzung von Sauerstoffradikalen bei einer Entziindungsreaktion ausgesetzt sein.

Um die Auswirkung von Sauerstoffkonzentrationen auf die CagP- bzw. CagG-Menge zu analy-
sieren wurden die Bakterien fiir entweder 2, 6 oder 24 Stunden in einer 6-Well Platte mit 2
ml BB/FCS pro Well unter mikroaeroben Bedingungen (6% O, 10% CO>; 37°C; 100rpm) oder
der Umgebungsluft angepassten Sauerstoffbedingen (18% 0O2;10% CO,, 37°C; 100rpm) inku-
biert. Danach wurde ein HiBiT Assay nach dem oben beschriebenen Protokoll durchgefiihrt
(siehe Kapitel 3.3.4). Die verwendeten Stamme waren ein HiBiT-CagP (pVB1) ein HiBiT-CagG
und HiBiT-CagH Reporterstamm.

Nach zwei und sechs Stunden Kultur vor der Messung konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Bedingung ,mikroaerob” (6% O3) und ,,Sauerstoff” (18% O) in der Pro-
teinmenge von CagG, CagH oder CagP ausgemacht werden. Nach einer 24-stiindigen Kultur
unter den oben genannten Bedingungen konnte jedoch ein deutlicher Anstieg von CagP un-
ter mikroaeroben Bedingungen im Vergleich zur sauerstoffreicheren Umgebung festgestellt
werden (siehe Abbildung 4.19). Dabei ist davon auszugehen, dass sich H. pylori nach diesem
Zeitraum in der stationaren Phase des Wachstums befindet. Die OD bei 550 nm liegt namlich
nach 24 h unter mikroaeroben Bedingungen meist bei 1,5 bis 2, wahrend sie bei h6herem

Sauerstoffgehalt bei ca. 0,5 bis 1,5 liegt, ist also je nach Versuch fast doppelt so hoch. Nach 6
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h ergibt sich unter mikroaerober Atmosphare eine ebenfalls leicht erhéhte ODssp im Ver-
gleich zu Inkubation bei hoherem Sauerstoffgehalt. Nach 2 h liegt die ODsso bei ca. 0,2 in
beiden Versuchsansatzen und entspricht somit der OD bei Ansatz des Kultur vor der Inkuba-
tionszeit. Das Wachstum von H. pylori unterscheidet sich also je nach Versuchsbedingungen,

vor Messungen wurden die optischen Dichten jedoch angeglichen.
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Abbildung 4.19: Die Auswirkung verschiedener Sauerstoffkonzentrationen auf die Produktion von CaggG,

CagH und CagP

HiBiT-Reporterstimme wurden je 2 h, 6 h oder 24 h in mikroaerober oder sauerstoffreicherer (ca. 18%)
Umgebung inkubiert und danach HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt (n=3). Die Daten sind mit Standardab-
weichungen gezeigt und wurden statistisch mittels 2 way ANOVA und anschlieRendem Bonferroni Test aus-

gewertet. *** bedeutet P < 0,001.

Im Vergleich ist also die CagP-Menge bei H. pylori in der stationdren Phase nach langerer In-
kubationszeit in mikroaerober Atmosphare deutlich héher als bei erhéhten Sauerstoffkon-

zentrationen ausgesetzten Kulturen.

4.6.4 Untersuchung des Einflusses des pH-Werts auf die Produktion von CagP, CagG und
CagH

Im menschlichen Magen herrscht ein saures Milieu, namlich ein pH-Wert von ca. 3 im Lumen
unter normalen Bedingungen, und von ca. 6 in der Schicht direkt Giberhalb der Mukosa
(Talley et al., 1992; Schreiber et al., 2004). Dabei spielt der pH Wert auch eine Rolle fur die
Orientierung und Funktionsweise von H. pylori im Magen (Worku et al., 1999; Schreiber et
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al., 2004), und auch einige Proteine des Bakteriums werden von saurem pH beeinflusst (de la
Cruz et al., 2017). Es lag also nahe, auch diese Bedingung in Hinblick auf die Produktion von

CagP zu untersuchen.

Es wurden HiBiT Reporter Assays mit einem CagP-HiBiT (pVB1), CagG-HiBiT sowie CagH-HiBiT
Reporterstamm durchgefiihrt. Dabei wurden die Bedingungen pH=5 und pH=neutral (=7)

wahrend der 2,5-stiindigen Kultur vor Messung verglichen (siehe Kapitel 3.3.4).

Es fiel auf, dass weder die Menge von CagP noch CagH von einem sauren pH beeinflusst

wurde, CagG bei saurem pH-Wert allerdings deutlich vermehrt produziert wurde (siehe Ab-

bildung 4.20).
8000- @8 pH 5
3 pH neutral
Jededk
sooof _ °
Abbildung 4.20: Die Auswirkung von sau-
rem pH auf die Produktion von CaggG,
3 4000- CagH und CagP
(14
HiBiT-Reporterstimme wurden 2,5 h bei
pH=5 oder etwa neutralem pH inkubiert
2000+ .I. (10% C0O2, 37°C) und danach HiBiT Repor-
- ter Assays durchgefihrt (n=4). Die Daten
sind mit Standardabweichungen gezeigt
0 - r S e T und wurden statistisch mittels 2 way A-
0@& c,‘a‘& (,@Q’ NOVA und anschlieRendem Bonferroni

Test ausgewertet. Dabei bedeuetet *** P

<0,001.

4.6.5 Untersuchung des Einflusses eines Wirtszellkontakts
4.6.5.1 Einfluss eines Wirtszellkontakts auf die Produktion von CagP, CagG und CagH

Bei der Frage welche Faktoren die Expression von Genen der cag Pathogenitatsinsel bedin-

gen oder beeinflussen kdnnten, ist der Wirtszellkontakt von H. pylori zu nennen. H. pylori hat
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in seinem Lebensraum, dem menschlichen Magen, Kontakt zu Magenepithelzellen und die-

ser konnte auch die Ausbildung der cagTyp IV-Sekretionsapparate auslosen. Aullerdem

wurde der Einfluss von Zellkontakt auf die Expression einiger Gene bereits belegt (Cardenas-

Mondragén et al., 2016; de la Cruz et al., 2017). Somit wurde der Faktor Wirtszellkonatkt

hier flr die Proteine CagP, CagG und CagH getestet. Es wurden dafiir ein HiBiT-CagP Repor-

terstamm (pVB1), ein HiBiT-CagG und HiBiT-CagH Reporterstamm verwendet, die jeweils 2,5

Stunden entweder mit oder ohne Zellen inkubiert wurden (siehe Kapitel 3.1.5 und 3.3.4).
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Abbildung 4.21: Einfluss von Zellkontakt
wahrend Inkubation auf die Menge von

CagP, CagH und CagG

HiBiT-Reporterstamme wurden 2,5 h mit
oder ohne Wirtszellen (AGS Zellinie) inku-
biert (10% CO2, 37°C) und danach HiBiT Re-
porter Assays durchgefiihrt (n=6). Die Da-
ten sind mit Standardabweichungen gezeigt
und wurden statistisch mittels 2 way A-
NOVA und anschliefendem Bonferroni Test
ausgewertet. ** bedeutet P < 0,01. Der Hi-
BiT-recA Reporterstamm dient als Kon-
trolle. Die Daten hierzu wurden mittels t-
Test ausgewertet.
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Es fallt auf, dass sowohl CagG, als auch CagP in signifikant hheren Mengen produziert wer-
den, wenn wahrend der Inkubationsperiode ein Kontakt zu AGS Zellen stattfand (siehe Abbil-
dung 4.21). Als Negativkontrollen wurden jeweils Zellen ohne Bakterien und ein recA-HiBiT
Stamm verwendet. Bei den Zellen ohne Bakterien wurde keine Lumineszenz erhéht gegen-
Uber dem Hintergund gemessen und der recA-HiBiT Stamm zeigte keine Erh6hung des Pro-

teins RecA bei Zellkontakt (siehe Abbildung 4.21).

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurden sie noch einmal mit einer anderen Zelllinie (Kato
[l Zellen) durchgefiihrt, und auch in diesen Experimenten liel§ sich eine erhdhte Lumineszenz
bei den Proteinen CagG und CagP feststellen (siehe Abbildung 4.22 oben). Auch bei Durch-
fihrung des Versuchs mit einem anderen H. pylori Stamm (G27) und AGS Zellen zeigte sich

dieser Effekt (siehe Abbildung 4.22 unten).
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Abbildung 4.22: Oben: Einfluss von Zellkontakt auf die Produktion von CagG, CagH und CagP bei Infektion einer alterna-

tiven Zellinie

HiBiT-Reporterstamme wurden 2,5 h mit oder ohne Wirtszellen (Kato Ill Zellinie) inkubiert (10% CO2, 37°C) und danach
HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt (n=6 fiir CagG und CagH und n=5 fiir CagP). Die Daten sind mit Standardabweichun-
gen gezeigt und wurden statistisch mittels 2 way ANOVA und anschlieBendem Bonferroni Test ausgewertet. ** bedeutet

P < 0,01, *** bedeutet P < 0,001.
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Abbildung 4.22:
Unten: Einfluss von Zellkontakt auf die Produktion von CagP bei Infektion mit einem anderen H. pylori Stamm

HiBiT-Reporterstamm (G27 pVB1) wurden 2,5 h mit oder ohne Wirtszellen (AGS Zellinie) inkubiert (10% CO2, 37°C) und
danach HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt (n=9). Die Daten sind mit Standardabweichungen gezeigt und wurden statis-

tisch mittels t-Test ausgewertet. * bedeutet P < 0,05

Als nachster Schritt wurde der Frage nachgegangen, ab wann genau die Mengen von CagG
und CagP bei Zellkontakt im Vergleich zu Inkubation ohne Infektion erhoht sind. Es wurden
die oben genannten Stamme erneut untersucht, und die Inkubation mit AGS Zellen unter

den bekannten Bedingungen fiir eine Stunde und 2,5 Stunden angesetzt.

Dabei fiel auf, dass die gemessene Lumineszenz emittiert von HiBiT-CagP nach ca. 2,5 Stun-
den erhoht war. Bei CagG war das bereits nach einer Stunde der Fall, zu diesem Zeitpunkt
aber sehr deutlich. Das Protein CagH war zu keinem der Zeitpunkte signifikant erhoht bei

Wirtszellkontakt (siehe Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.23: Zeitabhangiger Anstieg der Proteine CagP und CagG bei Inkubation mit Wirtszellen

HiBiT-Reporterstamme wurden 1 bzw. 2,5 h mit oder ohne Wirtszellen (AGS Zellinie) inkubiert (10% C0O2, 37°C) und
danach HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt (n=4). Die Daten sind mit Standardabweichungen gezeigt und wurden
statistisch mittels 2 way ANOVA und anschlieBendem Bonferroni Test ausgewertet. Dabei bedeutet * P < 0,05; ** P <

0,01 und *** P < 0,001.
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Um der Regulation der cag-Genexpression weiter ndher zu kommen, wurde der Frage nach-
gegangen, ob intakte Zellen flir die Erhéhung der Proteinmenge nétig sind, oder schon Zellly-
sate ausreichen, um eine Vermehrung von CagG und CagP zu bewirken. Die Lysate wurden
mittels Ultraschall hergestellt und H. pylori unter den bekannten Bedingungen fiir 2,5 Stun-

den inkubiert.

Als Ergebnis liel3 sich feststellen, dass wie bereits mehrfach gezeigt, die Proteine CagG und
CagP nach 2,5-stiindiger Kultur bei Zellkontakt im Vergleich zu fehlender Infektion erhoht
sind. Doch auch bei Inkubation mit Zelllysaten waren die jeweiligen Proteinmengen erhoht,

wenn auch nicht so deutlich wie bei den Infektionsansatzen (siehe Abbildung 4.24).

6000-
@ Infektion von AGS Zellen

E AGS Zelllysate
@l keine Infektion / Zelllysate

RLU

Abbildung 4.24: Menge der Proteine CagG, CagH und CagP bei Inkubation mit intakten AGS Zellen und Zellysaten

HiBiT-Reporterstamme wurden 2,5 h mit oder ohne Wirtszellen (AGS Zellinie) oder mit AGS Zelllysaten inkubiert (10%
C02, 37°C) und danach HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt (n=3). Die Daten sind mit Standardabweichungen gezeigt

und wurden statistisch mittels 2 way ANOVA und anschlieRendem Bonferroni Test ausgewertet.

Man kann also sagen, dass Wirtszellkontakt sowohl eine erhéhte Produktion von CagG als
auch CagP bewirkt. Moglicherweise erzeugt der Kontakt mit zelluldren Molekiilen diesen Ef-

fekt zu einem gewissen Grad, aber intakte Zellen scheinen effektiver zu sein.
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4.6.5.2 Untersuchung der Proteinregulation bei Wirtszellkontakt mit Hilfe von verschiede-

nen Deletionsmutanten

Als nachstes wurde untersucht wie die Hochregulation von cagP und cagG vermittelt werden
konnte. Um zu untersuchen, ob die Induktion der CagP-Produktion nach Zellkontakt tiber die
kleine nicht-kodierende RNA HPnc2630 vermittelt wird, wurden entsprechende Deletions-

mutanten untersucht. Hierfir wurde der Stamm Anc2630 HiBiT-CagP im Hinblick auf die Ver-

anderung der CagP-Menge bei AGS Zellkontakt via HiBiT Reporter Assay evaluiert.

Es konnte allerdings kein Unterschied zwischen den gewdhnlichen CagP-HiBiT Reporterstam-
men und der Anc2630 Mutante festgestellt werden, da auch in diesem Stamm die CagP-
Menge bei vorheriger Inkubation mit Zellkontakt anzusteigen scheint. Der Anstieg erreichte

allerdings keine statistische Signifikanz (siehe Abb. 4.25).

HiBiT-CagP
Anc2630

Abbildung 4.25: Die Rolle von HPnc2630 fiir die Erho-

hung der CagP-Menge bei Inkubation mit Zellkontakt
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Ein moglicher Bestandteil des Regulationsprozesses konnten auflerdem dufere Membran-
proteine (OMPs) sein, die den Kontakt mit der Wirtszelle herstellen. In dieser Arbeit wurden
diesbezliglich die OMPs BabA, HopQ, und HofF untersucht. Von BabA und HopQ ist schon
bekannt, dass sie an der Bindung von H. pylori an Wirtszellen beteiligt, und auch wichtig fir

die vollstandige Funktion des Cag Typ IV-Sekretionsapparats sind (Ishijima et al., 2011;
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Belogolova et al., 2013; Busch et al., 2015; Javaheri et al., 2016; Koniger et al., 2016). Die
Funktion von HofF ist zwar noch nicht abschlieRend geklart, aber als OMP spielt HofF auch
eine Rolle bei der Adhdsion und kdnnte somit an Signalkaskaden wie der Vermittlung von

Zellkontakt in H. pylori beteiligt sein (Zhao et al., 2019).
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Abbildung 4.26: Die Rolle verschiedener Gene fiir outer membrane proteins von H. pylori fiir die Erh6hung der

CagP-Menge bei Zellkontakt wahrend Inkubation

HiBiT-Reporterstimme bei denen entweder hofF, babA oder hopQ deletiert wurde, wurden 2,5 h mit oder ohne
Wirtszellen (AGS Zelllinie) inkubiert (10% CO2, 37°C) und danach HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt. Es wurden
CagG, CagH und CagP Reporterstimme untersucht (n=4). Die Daten sind mit Standardabweichungen gezeigt und wur-

den statistisch mittels 2 way ANOVA und anschlieRendem Bonferroni Test ausgewertet.

Zur Untersuchung dieser Zusammenhange wurden Deletionsmutanten in den CagG-HiBiT,
CagH-HiBiT und CagP-HiBiT (pVB1) Reporterstammen hergestellt, bei denen die jeweiligen
OMP Gene (AhofF, AbabA, AhopQ) deletiert waren. Bei einer Vermittlung der Steigerung der

CagP-, oder CagG-Produktion durch eines der genannten Membranproteine, diirfte ein Zell-
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kontakt in der jeweiligen Deletionsmutante die Proteinmengen von CagP und CagG nicht be-
einflussen. Allerdings war dies bei keiner der Mutanten der Fall und die gemessene Lumines-
zenz der Proteine CagG und CagP war bei allen getesteten Stammen hoher wenn eine Infek-
tion wahrend der 2,5-stliindigen Kultur stattfand (siehe Abbildung 4.26), sodass eine Signal-

Ubertragung durch diese Proteine unwahrscheinlich ist.

Um der Hypothese nachzugehen, dass womoglich der Sekretionsapparat selbst fiir die Erken-
nung des Zellkontakts verantwortlich ist, wurden cagT Deletionsmutanten generiert, die
keine Sekretionsapparate ausbilden und nicht mehr zur CagA Translokation in der Lage sind
(Schindele et al., 2016). Es entstanden CagG-HiBiT, CagH-HiBiT und CagP-HiBiT (pVB1) Repor-

terstamme mit Deletion von cagT, welche im HiBiT Reporter Assay getestet wurden.

Auch hier konnte kein Unterschied zwischen den CagG-, bzw. CagP-HiBiT Reporterstammen
und den AcagT CagG-, bzw. CagP-HiBiT Reporterstimmen ausgemacht werden, was die

Hochregulation der Sekretionsapparatproteine angeht (siehe Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Die Rolle von cagT fiir die Erhohung der CagP-Menge bei Inkubation mit Zellkontakt

HiBiT-Reporterstimme bei denen cagT deletiert wurde, wurden 2,5 h mit oder ohne Wirtszellen (AGS Zelllinie) inku-

biert (10% CO2, 37°C) und danach HiBiT Reporter Assays durchgefiihrt. Es wurden CagG, CagH und CagP Reporter-

stdmme untersucht (n=5). Die Daten sind mit Standardabweichungen gezeigt und wurden statistisch mittels 2 way

ANOVA und anschlieRendem Bonferroni Test ausgewertet.
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5 Diskussion

5.1 Evaluierung des HiBiT Reporter Assays im Bezug auf die Quantifizierung

der cagT4SS Proteine

Um die Funktion des cag Typ IV Sekretionsapparats weiter aufzuklaren, und dessen Rolle bei
der Humanpathogenitat von H. pylori genauer zu verstehen, wurde in dieser Arbeit der Rolle
des cagP-Gens bzw. des CagP-Proteins nachgegangen. Uber CagP ist bis jetzt noch nicht viel
bekannt, es wird allerdings auf der cag Pathogenitatsinsel zusammen mit den anderen
cagT4SS Proteinen kodiert und ist vermutlich in der inneren Membran von H. pylori lokali-
siert (Fischer 2011).

Der Einfluss einer Deletion von cagP sowohl auf die Aktivitat des cagT4SS als auch auf die
produzierte Menge von cagT4SS Proteinen wurde mit Hilfe verschiedener Methoden in die-
ser Arbeit nachgewiesen. Zur Quantifizierung der Proteine wurden zum einen Western Blots
und zum anderen der HiBiT Reporter Assay genutzt. Es wurde festgestellt, dass die Proteine
CagH, Cagl und Cagl, nicht aber CagG, vermindert produziert werden, wenn cagP deletiert
wird. Der HiBiT Reporter Assay war dabei eine zentrale sowie neue Methode bei der Evaluie-
rung der jeweiligen cagT4SS Proteine. Diese Methode war besonders niitzlich bei den Protei-
nen CagG und CagP, da fir diese keine Antikdrper vorliegen. Aber auch CagH liel8 sich durch
diese Vorgehensweise besser darstellen als durch die Western Blot Technik, da nach Anwen-
dung der Western Blot Technik fiir dieses Protein oft nur schwache und uneindeutige Ban-
den zu erkennen sind.

Der HiBiT Reporter Assay beruht auf der Fusion eines Zielproteins mit einem Fragment der
NanoGlo® Luziferase (HiBiT). Nach Lyse der Bakterien und Zugabe des erganzenden Teils der
Luziferase (LgBiT) sowie deren Substrat Furimazin kommt es zu einer Lumineszenz, die quan-
titativ gemessen werden kann. Wegen der Zugabe von LgBiT und Furimazin im Uberschuss,
konnen je nach Lumineszenz-Intensitat Riickschliisse auf die Proteinmenge gezogen werden.
Das Prinzip des HiBiT Assay wurde auch im Zusammenhang mit der Western Blot Technik ge-
nutzt. Dabei wurden die Proteine wie bei einem Western Blot aufgetrennt und auf eine
Membran transferiert, danach jedoch anstelle von Antikdrpern mit dem LgBiT Teil der Luzi-
ferase inkubiert. So wurden die Zielproteine, die mit dem HiBiT Fragment der Luziferase fusi-

oniert waren, nach Zugabe von Substrat als Lumineszenz emittierende Banden sichtbar.
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Grundsatzlich 1asst sich sagen, dass der HiBiT Assay eine geeignete Methode ist, um Proteine
des Sekretionsapparats zu quantifizieren. Die Methode ist relativ einfach und schnell durch-
zufiihren, und der HiBiT-Tag beeinflusst mit seinen 11 Aminosduren die Eigenschaften der
jeweiligen Proteine in vergleichsweise geringem MalR. Es muss allerdings fiir jedes Zielpro-
tein ein eigener rekombinanter Stamm hergestellt werden, der den HiBiT-Tag an einer Stelle,
die die Funktion des Proteins moglichst nicht beeintrachtigt, enthalt. Somit konnen keine
Messungen in Wildtyp-Stammen durchgefiihrt werden.

Ein weiteres Problem bei der Quantifizierung von Proteinen mithilfe des HiBiT Assays sind
fehlende interne Kontrollen, denn Positivkontrollen, die als Referenz dienen kénnen (z.B.
RecA-HiBiT Stamme), sind nur als unabhangiger Stamm vorhanden, und verhalten sich un-
ter den jeweils untersuchten Bedingungen womoglich anders als der zu untersuchende
Stamm. Es miissen also immer geeignete Kontrollen verwendet werden, z.B. sogenannte
housekeeping-Gene. Dabei muss auch darauf geachtet werden, dass stets gleiche Mengen
verschiedener Stamme miteinander verglichen werden (bzw. gleiche Gesamtprotein-Men-
gen). Man kénnte auch womaoglich eine alternative Luziferase als Kontrolle einsetzen, die

in den Stammen produziert wird und ein anderes Substrat nutzt.

Mit Hilfe des HiBiT Reporter Assays und der HiBiT Blot Technik konnte die zuvor im Western
Blot abgeschatzte Reduktion von CagH bei cagP Deletion bestatigt werden. Die Proteine

CagG und CagH lassen sich auch ohne Probleme via HiBiT Blot Technik darstellen.

Allerdings kann man zur HiBiT Blot Technik im Bezug auf CagP als Protein sagen, dass sich
CagP damit nicht so gut darstellen lasst wie man das bei dessen Signalstarke im HiBiT Re-
porter Assay erwarten wiirde. Diesen Schluss kann man daraus ziehen, dass die Proteine
CagG und CagP zwar im HiBiT Reporter Assay Lumineszenz in der gleichen GréoBenordnung
ausstrahlen, die Banden von CagG nach Auftrennung und Blotten mit Hilfe der HiBiT Blot

Technik aber deutlich starker sichtbar sind als die von CagP.

Obwohl dieses Phanomen nicht abschlieRend aufgeklart werden konnte, und man so die
Quantitat von CagP im Vergleich mit anderen Proteinen in der Darstellung mit Hilfe von
HiBiT Blots nicht abschatzen kann, wurde die Methode doch genutzt um verschiedene Hi-

BiT-CagP Reporterstimme untereinander zu vergleichen. So konnte die Steigerung der
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CagP-Menge bei Deletion von HPnc2630 auch mittels HiBiT Blot Technik visualisiert wer-
den (siehe Abbildung 4.4; 4.5). Ein Erklarungsansatz fiir dieses Phanomen kdnnte die be-
reits beschriebene nicht vollstandige Transkription des cagP Genlocus sein (Sharma et al.,
2010). Womoglich enstehen dadurch Teile von CagP, die zwar einen HiBiT Tag besitzen,
aber nicht die GroRe des vollstandigen CagP-Proteins erreichen, und deshalb nicht in der
CagP Bande des HiBiT Blots zu sehen sind, oder aber CagP wird teilweise abgebaut, wobei
der HiBiT-Tag erhalten bleibt. Auch die hohe Hydrophobizitdt von CagP kénnte ein Problem

darstellen.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass mit Hilfe des HiBiT Reporter Assays in dieser Arbeit
neue Erkenntnisse Uber die Proteinmengen der cagT4SS Proteine gewonnen wurden. Der
Einfluss von cagP auf CagH und CagG, sowie der Einfluss verschiedener Veranderungen des
cagP Genlocus auf CagP wurden hier ermittelt und beschrieben. Trotz einiger Unklarheiten
in Bezug auf die Darstellung von CagP mittels HiBiT Blot Technik ist diese aufgrund von

fehlenden CagP Antikdrpern eine niitzliche Erganzung zur CagP Detektion.

5.2 Die Rolle des vorhergesagten Startcodons und des 5'-Endes von cagP

In dieser Arbeit wurde in Bestatigung vorangegangener Experimente gezeigt, dass cagP es-
sentiell fir die volle Funktionalitat des Sekretionsapparats ist. Daflir wurden cagP Deletions-
mutanten mittels TEM-1-CagA-Translokationsassay untersucht. Die CagA Translokation stellt
hierbei das Aquivalent fiir die cagT4SS Aktivitit dar. Die Daten zeigen, dass die CagA Translo-
kation bei Deletion von cagP von 100% auf ca. 10% zuriickgeht. Das heif3t, dass die CagA
Translokation zwar bei Fehlen von cagP moglich, aber deutlich eingeschrankt ist. Interessant
ist hierbei noch, dass die Uberexpression der Gene cagH, cagl und cagl den Funktionsverlust
durch cagP Deletion teilweise kompensieren kann, sodass bei einer solchen Uberexpression
die CagA Translokation wieder auf ca. 50% ansteigt. Die Proteine CagH, Cagl und CagL wer-
den auch vermindert produziert, wenn cagP deletiert ist, was zur Vermutung fiihrt, dass ein
Zusammenspiel dieser Proteine mit CagP besteht. Eine volle Kompensation des Funktions-
verlusts des Sekretionsapparats durch die cagP Deletion kann aber nicht durch vermehrte
Produktion dieser Proteine erreicht werden. Das macht eine Funktion von cagP als einfacher

Regulator fir die CagH-, Cagl-, und CagL-Produktion unwahrscheinlich.
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Der Frage ob das CagP-Protein fiir die volle Funktion des cagT4SS verantwortlich ist, oder be-
reits das cagP Transkript dafiir ausreichend ist, wurde ebenfalls nachgegagen. Der Grund da-
fiir war, dass CagP als Protein physiologisch in nur sehr geringen Mengen von H. pylori pro-
duziert wird. Das legen HiBiT Assay Daten nahe, die mit HiBiT-CagP WT Stammen gewonnen
wurden (siehe Abbildung 4.4). Die Lumineszenzwerte in P12 Stimmen mit der natirlicher-
weise vorkommenden cagP Shine-Dalgarno-Sequenz lagen nur wenig, aber eindeutig, liber
den gemessenen Hintergundwerten. Deshalb wurde der Fragestellung nachgegangen wel-
chen Einfluss CagP als Protein auf die CagA Translokation hat, und H. pylori Stamme mit
TEM-1-CagA und mutiertem cagP Startcodon (mutATG) in TEM-1-CagA Translokationsassays
getestet (Abb. 4.12). Bei dieser Mutation geht die CagA Translokation nicht wie bei einer
vollstandigen cagP Deletion auf 10%, sondern nur auf ca. 50% zurlick.

Daraus konnte man schlieRen, dass CagP nicht nur als Protein eine Funktion flir das cagT4SS
erfillt, sondern auch das cagP Transkript selbst, das moglicherweise eine modulierende
Funktion einnehmen kdnnte. Das wiirde den Effekt einer cagP Deletion auf die CagA Translo-
kation, bei einer gleichzeitig geringen Produktion von CagP in WT Stammen erklaren. Eine
andere Erklarung fir die beobachtete verminderte CagA Translokation ist das Vorhandensein
von alternativen Startcodons, die dafiir sorgen, dass trotz Deletion bzw. Mutation des vor-
hergesagten Startcodons noch cagP produziert werden kann. Das hatte moglicherweise zur
Folge, dass weniger Protein vorhanden ist, und die Aktivitat des cagT4SS deshalb zurilickgeht.
Um zwischen beiden Moglichkeiten zu unterscheiden, wurde versucht bei den mutATG
Stammen die verminderte CagA Translokation durch eine Uberexpression von cagH, cagl
und cagl zu kompensieren. Hier blieb die CagA Translokation aber bei ca. 50%, entsprechend
den mutATG Stammen. Bei einer Steigerung der CagA Translokation hatte man davon ausge-
hen kénnen, dass die Reduktion der CagA Translokation um 50% durch die fehlende regula-
torische Funktion von cagP auf cagH, cagl und cagl entsteht, die in diesem Fall vom Startco-
don abhinge. Ob es alternative Startcodons gibt, kann man aus diesen Ergebnissen jedoch
nicht schlielen.

Es ist also noch nicht vollstandig klar, inwiefern CagH, Cagl und CaglL die Funktion von cagP

kompensieren konnen. Zumindest auf den Teil der Funktion, die cagP auch ohne Startcodon
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bzw. mit mutiertem vorhergesagtem Startcodon erfiillen kann, scheinen diese Proteine kei-
nen Einfluss zu haben. Das Startcodon scheint, wenn auch in geringerem Mal3e als cagP,
wichtig fiir die volle Funktion des cagT4SS zu sein.

Es wurden weitere genetische Elemente im Bereich des Translationsstarts des cagP Genlocus
untersucht um festzustellen, welche Rolle diese fiir die Aktivitat des cagT4SS haben.

Deshalb wurden verschiedene TEM-1-CagA Stamme untersucht, bei denen verschiedene Be-
reiche des cagP Genlocus in der Nahe des Translationsstarts von cagP und auch im cagP Gen
deletiert wurden.

Es konnte festgestellt werden, dass verschiedene Deletionen in der Translationsinitiationsre-
gion unterschiedliche Auswirkungen auf die Aktivitat des cagT4SS haben. So fiihrt z.B eine
Deletion der mutmaRlichen cagG mRNA Bindestelle in HPnc2630 in Kombination mit einem
mutierten cagP Startcodon nicht zu einer Reduzierung der CagA Translokation. Bei Deletion
der mutmalRlichen Interaktionsstelle von cagG mRNA und HPnc2630 wird allerdings auch der
grofite Teil des mutmaRBlichen Terminators in HPnc2630 deletiert. Das kdnnte wiederum zu
einer Steigerung der CagP-Produktion und damit auch der CagA Translokation fiihren. Die al-
leinige Mutation des cagP Startcodons fiihrt, wie schon erwahnt, zu einer Verminderung der
CagA Translokation auf ca. 50%, wohingegen eine alleinige Deletion der mutmalilichen cagG
mMRNA Bindestelle zu einer Steigerung der CagA Translokation flihrt. Vermutlich kompensie-
ren sich diese beiden Einfliisse gegenseitig und das ist der Grund dafiir, dass die cagT4SS Ak-

tivitat in diesen Stdmmen nicht reduziert ist.

Bei einer Deletion der mutmallichen cagG mRNA Bindestelle, zusatzlicher Deletion des cagP
SD Bereichs sowie Mutation des Startcodons ist die CagA Translokation stark vermindert,
aber deutlich vorhanden (ca. 30-40%). Allerdings hat eine zusatzliche Deletion von weiteren
24 Basen stromabwarts des Startcodons einen nochmals gréBeren Effekt, und die CagA
Translokation geht auf ca. 5-10% zurlick, was in etwa dem Niveau von AcagP Mutanten ent-
spricht. Ein weiterer Defekt in Form einer zuséatzlichen Deletion von nochmals 78 Basen
stromabwarts des Startcodons scheint die CagA Translokation ebenfalls auf dieses Niveau zu
senken.

Dass das Transkript neben dem CagP-Protein eine Funktion fiir das cagT4SS libernehmen
koénnte, konnte schon durch Evaluierung von cagP Startcodon Mutanten gezeigt werden. Da

die GroRe des deletierten Bereichs im cagP Genlocus mit der Einschrankung der CagA
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Translokation zu korrelieren scheint, konnte das auch fiir das Vorhandensein alternativer
Startcodons sprechen. So kénnte durch Deletion der ersten 9 vorhergesagten Codons von
cagP auch auch ein alternatives Startcodon verloren gehen, wodurch dann kein CagP mehr
produziert wiirde. Um diese Vermutung weiter zu untersuchen, kdnnte man in zukiinftigen
Experimenten z.B. ein weiteres Stoppcodon an dieser Stelle in das cagP-Gen einbauen, und
dann die CagA-Translokation evaluieren.

AuBerdem soll noch erwahnt werden, dass eine Deletion des mutmalilichen cagP-Promoters
ebenfalls eine Verminderung der CagA Translokation zur Folge hat, namlich auf ca. 15%, und
dabei wiederum in etwa auf dem Niveau einer cagP Deletionsmutante liegt. Das spricht fir
die Funktion dieses Bereichs als cagP-Promoter.

Was sich also sagen lasst ist, dass CagP vermutlich trotz seiner geringen Produktion als Pro-
tein essentiell fur die effiziente CagA Translokation ist. Eine direkte Rolle des cagP-Tran-
skripts lasst sich mit den hier gewonnenen Ergebnissen nicht ausschlieBen, vermutlich spielt

aber das CagP-Protein die entscheidende Rolle.

5.3 Die Funktion von HPnc2630

Ein bemerkenswertes Element des cagP Genlocus ist die kleine nicht-kodierende RNA
HPNnc2630. HPnc2630 wurde schon als Modulator von Motilitdat und Adhasion von H. pylori
identifiziert. AuRerdem wird vermutet, dass die RNA einen Terminator in einer stem-loop
Form an ihrem 3‘-Ende enthalt (Sharma et al., 2010; Vannini et al., 2016). Es liegt also nahe,
dass dieser Terminator einen Einfluss auf die Transkription von cagP hat.

Das wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von Anc2630 HiBiT-CagP Reporterstammen naher unter-
sucht. Wie in Abbildung 4.4 gezeigt wurde, steigt die CagP-Produktion drastisch an, wenn
HPnc2630 inklusive Terminator deletiert wurde. Das spricht dafiir, dass HPnc2630 tatsach-
lich einen Terminator enthalt, durch dessen Effekt CagP vermindert produziert wird. Dabei
ist die Transkriptionstermination nicht vollstandig, denn auch mit Terminator wird noch CagP
produziert.

Allerdings handelt es sich bei den hier untersuchten Stammen um Reporterstimme, bei de-
nen die cagP Shine-Dalgarno-Sequenz (WT) mit der von cagA ersetzt wurde (HiBiT-CagP
cagA SD). Somit wird in diesen Reporterstimmen unabhangig von HPnc2630 vermehrt CagP

produziert. Es ware aber zu erwarten, dass auch in cagP SD HiBiT Reporterstimmen eine
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vermehrte Produktion von CagP bei Deletion von HPnc2630 eintritt, da der Effekt eindeutig
und konstant in allen cagA SD Stammen auftritt.

Dadurch, dass HPnc2630 einen Terminator enthalt und somit weniger CagP produziert wird,
konnte auch die erhéhte CagA Translokation in Anc2630 TEM-1-CagA Stammen erklart wer-
den. In Abbildung 4.9 wurde gezeigt, dass die CagA Translokation ansteigt, wenn HPnc2630
deletiert wurde. Dabei stieg die Aktivitat des cagT4SS auf ca. 150% in Anc2630 TEM-1-CagA
Stammen im Vergleich zum Wildtyp an. Die kleine nicht-kodierende RNA scheint also nicht
nur die CagP-Produktion, sondern dariiber auch die CagA-Translokation zu vermindern.
Gegen diese Erklarung spricht allerdings, dass sowohl bei cagP SD als auch cagA SD TEM-1-
CagA Stammen eine CagA Translokation von ca. 100% gemessen wurde, obwohl, wie schon
erwahnt, die CagP-Produktion in cagA SD Stammen ebenfalls deutlich erhéht im Vergleich zu
cagP SD Stammen ist.

Um die Funktion von HPnc2630 aufzuklaren wurde auch der Hypothese nachgegangen, ein
Teil der kleinen nicht-kodierenden RNA kénnte an die cagG mRNA binden, und somit die
Produktion von CagG beeinflussen. Diese Hypothese entstand auf der Grundlage einer bioin-
formatischen Vorhersage und wurde hier versucht zu tiberprifen. Dafir wurden Stamme ge-
neriert, denen die vorhergesagte Region fiir Bindungen mit der cagG mRNA in HPnc2630
fehlt. Diese Stamme wurden sowohl mittels TEM-1-CagA-Translokationsassay im Hinblick auf
ihre CagA Translokation als auch mittels HiBiT Reporter Assay im Hinblick auf ihre CagG-, und
CagH-Produktion untersucht. Eine veranderte Produktion von CagH bzw. CagG bei AGmRBS
Mutanten konnte unter den hier getesteten Bedingungen allerdings nicht festgestellt wer-
den. Die Hypothese konnte also nicht bestatigt werden, da eine erhdhte CagG-Produktion
bei Deletion der vorhergesagten Bindestelle zu erwarten gewesen ware.

Jedoch scheint die Deletion der mutmaRlichen Bindestelle einen Effekt auf die CagA Translo-
kation zu haben. Diese ist namlich deutlich gesteigert, von 100% in WT TEM-1-CagA Stam-
men auf fast 200% in AGmRBS TEM-1-CagA Stammen. Das konnte daran liegen, dass wie bei
den Anc2630 Stammen hier auch der mutmalliche Terminator, oder zumindest der groRte
Teil davon, deletiert ist. Auf den Einfluss von CagH und GagG lasst sich die gesteigerte
cagT4SS Aktivitat wohl nicht zurlickfiihren, da die Mengen der beiden Proteine bei Deletion

der vorhergesagten Bindestelle, wie oben schon erwdhnt, nicht verandert sind.
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Zusammenfassend ldsst sich aber sagen, dass sowohl eine vollstandige Deletion von
HPnc2630, als auch eine Deletion des mutmalilichen cagG mRNA Bindestellen-Teils eine
Steigerung der CagA Translokation zur Folge haben, und HPnc2630 somit einen reduzieren-
den Effekt auf die Aktivitat des cagT4SS zu haben scheint. Das liegt vermutlich an dem Ter-
minator, der sich als Stemloop-Sequenz am 3‘-Ende von HPnc2630 befindet, und eine ver-
minderte CagP-Produktion zur Folge hat. Auf jeden Fall wird bei Fehlen von HPnc2630 deut-
lich mehr CagP produziert, als das bei WT Stammen der Fall ist, was eine Wirkung des Termi-

nators am Ende von HPnc2630 bestatigt.

5.4 Die cagP Expression kann durch dauBBere Einflusse reguliert werden

Da die Sekretionspili von H. pylori erst auf bestimmte Reize hin ausgebildet werden (Rohde
et al., 2003; Haley et al., 2014) liegt es nahe, dass auch die Expression der Gene fiir den cag
Typ IV-Sekretionsapparat durch duRRere Faktoren reguliert wird.

Verschiedene Faktoren konnten im Zusammenhang mit dem nattirlichen Habitat von H. py-
lori eine Rolle fiir das cagTyp IV-Sekretionssystem spielen. Der Einfluss von hohen Sauer-
stoffkonzentrationen, Eisenmangel, niedrigem pH-Wert sowie Wirtszellkontakt wurden in
dieser Arbeit als Bedingungen untersucht.

Wachstum in einer mikroaeroben Atmosphare (ca. 6% O2) hatte im Vergleich zu erhdhten
Sauerstoffkonzentrationen, ndmlich 18% O, erst nach langerer Inkubationszeit, ndmlich 24
Stunden, einen Einfluss auf die CagP-Menge. Dabei war die CagP-Produktion deutlich héher,
wenn H. pylori unter mikroaeroben Bedingungen, also mit niedrigeren Sauerstoffkonzentra-
tionen inkubiert wurde. Eine Hochregulation von cagP unter mikroaeroben Bedingungen ge-
schieht erst nach einer derart langen Inkubationszeit, wobei sich H. pylori dann in einer stati-
ondren Wachstumsphase befindet.

Da H. pylori unter mikroaeroben Bedingungen deutlich starkeres Wachstum zeigt, und nied-
rigere Sauerstoffkonzentrationen auch eher den Bedingungen im menschlichen Magen &ah-
neln (Friedman et al., 2018; Di et al., 2020), kdnnte eine Hochregulation von cagP Ausdruck
einer besseren Anpassung von H. pylori an diese Bedingungen sein. Hierbei ist jedoch zu er-
wahnen, dass H. pylori auch unter héheren Sauerstoffkonzentrationen, unter der Bereitstel-

lung von ausreichend CO,; Wachstum zeigt (Bury-Moné et al., 2006; Park, Lee, 2013). CagG
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und CagH scheinen auch nach 24 h nicht von einer erhéhten Sauerstoffkonzentration beein-
flusst zu sein.

Da H. pylori bei der Mensch zu Mensch Ubertragung oder bei Freisetzung von Sauerstoffradi-
kalen aus Immunzellen zumindest kurzfristig Kontakt mit erhéhten Sauerstoffkonzentratio-
nen haben kénnte (Butcher et al., 2017), wurden diese als Ausloser flir cagT4SS Aktivitats-
steigerung diskutiert. Aber zumindest fiir die drei hier untersuchten Proteine scheint der
Kontakt zu erhéhten Sauerstoffkonzentrationen nicht zu einer vermehrten Produktion, und
somit einer moglichen cagT4SS Aktivitatssteigerung, zu fihren.

H. pylori ist im menschlichen Magen zumindest kurzfristig niedrigen pH-Werten ausgesetzt,
denn im Lumen des Magens betragt der pH-Wert ca. 2. H. pylori bewegt sich allerdings
schnell zur Mukosa, wo der pH-Wert bei ca. 6 liegt (Schreiber et al., 2004). Ein saurer pH-
Wert ist bekannterweise auch fir die Regulation von verschiedenen Genen in H. pylori ver-
antwortlich (Pflock et al., 2006; Marcus et al., 2018).

Um den Einfluss eines sauren pH-Wertes auf bestimmte cagT4SS Proteine zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit CagP-, CagH-, und CagG-HiBiT Reporterstamme bei einem pH-Wert
von 5 inkubiert und danach die jeweiligen Proteinmengen ermittelt. Dabei fiel auf, dass le-
diglich die Expression von cagG in einer sauren Umgebung hochreguliert wird. Womaoglich
spielt CagG also eine Rolle bei der Initiierung der cag Typ IV-Sekretionsapparate, welche bei
saurem pH aktiviert werden kénnten. Bekannt ist jedenfalls, dass H. pylori den pH-Wert Gra-
dienten nutzt, um sich im menschlichen Magen zu orientieren, und seinen Weg zur Mukosa
und den Magenepithelzellen zu finden (Schreiber et al., 2004). AulRerdem scheint ein saurer
pH-Wert bei H. pylori Infektion zu vermehrter IL-8 Freisetzung in den Magenepithelzellen zu
flihren (Choi et al., 2007).

Die Untersuchung von verschiedenen Eisenkonzentrationen in den Medien der H. pylori Kul-
tur fihrte im Rahmen dieser Arbeit nicht zu Veranderungen der Menge der untersuchten
cagT4SS Proteine. Weder Eisenliberschuss, noch eine Eisenmangelsituation fiihrten zu einer
signifikanten Veranderung der cagP Expression. Der Eisengehalt in der Umgebung scheint
allerdings einen Einfluss auf H. pylori zu haben. So kénnte Eisenmangel ein Ausloser fir die
Ausbildung der Sekretionspili und cagT4SS sein, und dieser Mechanismus somit auch die
Funktion der Eisenbeschaffung aus Wirtszellen haben. (Tan et al., 2011; Harris et al., 2013;

Haley et al., 2014). Unter diesen Gesichtspunkten liegt die Vermutung nahe, dass auch

93



cagT4SS Proteine wie CagH, CagG, oder CagP auf verdanderte Eisenkonzentrationen hin ver-
mehrt oder vermindert gebildet werden. Dies konnte allerdings, wie schon erwahnt, unter
den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen nicht bestatigt werden.

Jedoch wurde die cagP und auch die cagG Expression durch den Kontakt mit Wirtszellen
nachgewiesenermaRen moduliert. Da H. pylori Gber den cagTyp IV-Sekretionsapparat CagA
in die Magenepithelzellen transloziert, ist eine Aktivierung des cagT4SS bei Kontakt mit
Wirtszellen, und somit auch eine Hochregulierung von cagT4SS Genen, plausibel. Eine Stei-
gerung der Expression z.B. von Typ Il Toxin-Antitoxin Genen bei Wirtszellkontakt wurde be-
reits nachgewiesen (Cardenas-Mondragon et al., 2016). Auch diverse Transkriptionsfaktoren
werden bei Wirtszellkontakt bekannterweise hochreguliert (de la Cruz et al., 2017).

In dieser Arbeit wurden die Proteinmengen von CagG, CagH und CagP nach Inkubation mit
AGS-Zellen und Kato llI-Zellen via HiBiT Reporter Assay untersucht. Dabei waren sowohl die
Mengen von CagP als auch von CagG nach einer Infektion erhdht. Dieser Effekt konnte im
P12 und im G27 Stamm nachgewiesen werden.

Es wurde auRerdem versucht nachzuverfolgen, wie genau die Hochregulation von cagG und
cagP vermittelt wird. Dabei spielten verschiedene Uberlegungen eine Rolle. Zum einen
konnte die Bindung von H. pylori an die Wirtszellen, in diesem Fall Magenepithelzellen, eine
Signalkaskade ausldsen, die die vermehrte Produktion von CagG und CagH zur Folge hat. Fiir
die Bindung von H. pylori an Wirtszellen sind, wie in der Einleitung beschrieben, die OMPs
essentiell. Es gibt diverse OMPs, die in fiinf Familien eingeteilt werden (Backert et al., 2011;
Oleastro, Ménard, 2013), in dieser Arbeit wurden drei davon im Hinblick auf ihre Funktion
bei Wirtszellkontakt untersucht. Es handelt sich um HopQ, HofF und BabA. Die Gene dieser
Proteine wurden in den jeweiligen HiBiT Reporterstimmen deletiert, und dann in HiBiT Re-
porter Assays mit vorhergegangener Infektion die Proteinmengen bestimmt. Die schon be-
schriebenen erh6hten Proteinmengen von CagG und CagP konnten auch hier bei allen Stam-
men festgestellt werden. Daraus lasst sich schliefSen, dass die drei untersuchten OMPs nicht
am Prozess der Hochregulierung der cagT4SS Gene beteiligt sind. Allerdings wurde hier je-
weils nur ein Gen deletiert. Es kann also daraus nur geschlossen werden, dass ein Knockout
eines der drei OMPs keinen Einfluss auf den Effekt von AGS Zellkontakt hat. Womaglich kann

H. pylori einfach auf die jeweils andern OMPs ausweichen, oder hier nicht untersuchte Adha-
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sionsproteine spielen eine Rolle. Es ist also nicht auszuschlieRen, dass der beobachtete Ef-
fekt durch andere oder sogar die hier untersuchten OMPs im Zusammenspiel zustande
kommt.

Die Translokation von CagA in Wirtszellen stellt einen zentralen Aspekt der H. pylori Infektion
dar. Die Ausbildung der Sekretionsapparate kénnte deshalb auch eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung des Zellkontakts spielen und zur Regulation von cagT4SS Genen beitragen. Die-
ser Uberlegung wurde hier mit Hilfe von cagT Deletionsmutanten und HiBiT Reporter Assays
mit vorheriger Infektion von AGS Zellen nachgegangen. Auch hier waren als Effekt des Wirts-
zellkontakts erhohte Proteinmengen von CagG und CagP zu sehen. Da aber AcagT Stamme
nicht mehr zu CagA Translokation und Ausbildung von funktionsfahigen cagT4SS in der Lage
sind, lasst sich aus den dennoch erhéhten Proteinmengen von CagP und CagG schliel3en,

dass die Apparate wohl ebenfalls nicht wichtig fir eine mogliche Signaltransduktion sind.

Interessanterweise stiegen die Proteinmengen von CagG und CagP auch bei einer Inkubation
mit AGS-Zelllysat an, allerdings nicht so stark wie bei Inkubation mit intakten Zellen. Es ist
davon auszugehen, dass durch die Zerstorung der Zellstruktur mittels Ultraschall nur noch
Membranvesikel, Zellorganellen sowie zytosolische Faktoren intakt sind. Membranvesikel
mit Oberflachenmolekiilen konnten die teilweise Hochregulation der Genexpression von
cagP und cagG erklaren.

Fiir die maximale beobachtete Steigerung der CagG-, und CagP-Produktion sind aber intakte
AGS Zellen nétig, und man kann vermuten, dass ein Bestandteil in deren Zellmembran eine
Signaltransduktion zur Folge hat.

Weiterhin wurde versucht den zeitlichen Verlauf der cagG bzw. cagP Hochregulation aufzu-
klaren. Dabei fiel auf, dass die CagG-Menge nach einer Stunde deutlich erhéht war. Bei CagP
konnte dieser Effekt ebenfalls gemessen werden, jedoch erst nach 2,5 h Inkubationszeit. So-
mit scheint die vermehrte CagP-Produktion aufgrund des Zellkontakts spater einzusetzen, als

die Steigerung der CagG-Produktion.
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5.5 HP1043 beeinflusst die CagP-Produktion

HP1043 scheint als Transkriptionsfaktor flr H. pylori eine wichtige Rolle zu spielen. Bei einer
Deletion des hp1043-Gens oder einer veranderten Proteinmenge von HP1043 ist H. pylori
nicht mehr Uberlebensfahig (Schar et al., 2005; Pelliciari et al., 2017). Unter den identifizier-
ten HP1043 Bindestellen befindet sich auch eine in der cagP Promoter Region. Diese Binde-
stelle wurde im Rahmen dieser Arbeit mutiert und die Mutanten in TEM-1-CagA-Translokati-
onsassays und HiBiT Reporter Assays analysiert. Interessant war hierbei, dass die CagP-Pro-
duktion bei Mutation der HP1043 Bindestelle stark abnahm, und die im HiBiT Reporter Assay
gemessene Lumineszenz kaum Gber dem Hintergrund lag. Dabei waren mutHP1043 Binde-
stelle Stamme noch in der Lage, CagA zu translozieren, wie vorlaufige Ergebnisse nahelegen
(Daten nicht gezeigt). Uber die Rolle des Transkriptionsfaktors kann aufgrund der hier be-
schriebenen Ergebnisse nur spekuliert werden. Da HP1043 essentiell fir die Lebensfdhigkeit
von H. pylori ist, liegt es nahe, dass der Transkriptionsfaktor auch wichtige Prozesse bei der
Infektion, wie z.B. die cag Typ IV Sekretionsapparate reguliert. Flir die maximale Expression
bei cagA SD-Sequenz Stammen von cagP ist offenbar eine Bindung von HP1043 an den cagP
Promoter notig.

Weil immer noch eine kleine Menge CagP produziert wird, wenn die HP1043 Bindestelle mu-
tiert ist, kann aber mit den vorliegenden Ergebnissen keine eindeutige Aussage zu einer
moglichen Rolle von HP1043 bei der Regulation des Sekretionssystems getroffen werden.

So kdnnte trotz der verminderten CagP-Menge noch eine Aktivitat bestehen bleiben.
Dennoch ist der starke Einbruch der CagP-Produktion bei Mutation der HP1043 Bindestelle

von Interesse und sollte in zuklinftigen Arbeiten weiter geklart werden.
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6 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Rolle von CagP fiir den cag Typ IV-Sekretionsapparat untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass cagP wichtig ist fir die volle Funktion des Sekretionsapparats.
Auch das vorhergesagte Startcodon von cagP ist relevant fiir dessen volle Funktion, al-
lerdings geht die CagA Sekretion bei Mutation des vorhergesagten Startcodons von cagP
weniger stark zurlick als bei kompletter cagP Deletion. Die Rolle des vorhergesagten und
moglicher alternativer Startcodons sollte in Zukunft noch weiter untersucht werden.

Der hier genutze HiBiT Reporter Assay war sehr hilfreich um CagP, CagH und CagG zu quanti-
fizieren. Diese kirzlich etablierte Methode stellt eine gute Alternative zu herkdmmlichen
Quantifikationsmethoden wie z.B. Western Blots dar, im Speziellen fiir die hier untersuchten
Proteine. Allerdings sollte die Methode in Zukunft noch weiter optimiert werden, und z.B. an
der Entwicklung von internen Kontrollen gearbeitet werden. Die mit Hilfe dieses Assays hier
entstandenen Daten konnten zeigen, dass bei cagP Deletion weniger CagH, nicht aber
weniger CagG produziert wird. Dieser Versuchsaufbau kann in zukiinftigen Experimenten mit
weiteren Proteinen des cag Typ IV-Sekretionsapparats wiederholt werden, um den Einfluss
von cagP auf weitere Proteine des Sekretionsapparats zu ergriinden.

Der Nachweis des funktionellen Terminators am 3'-Ende der kleinen nicht-kodierenden RNA
HPnc2630 erfolgte ebenfalls mit Hilfe des HiBiT Reporter Assays. Zur genaueren Charak-
terisierung dieser beiden Elemente sind jedoch umfassendere RNA-Arbeiten notwendig.
Ebenfalls genutzt wurde der HiBiT Reporter Assay um die CagP-, CagH-, und CagG-Produktion
unter verschiedenen Umweltbedingungen zu evaluieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die CagP-, sowie CagG-Menge bei Zellkontakt ansteigt. Auch scheint eine mikroaerobe Atmo-
sphare im Vergleich zu einer sauerstoffreicheren Atmosphare nach langer Inkubationszeit
einen steigernden Einfluss auf die CagP-Produktion zu haben. Ein saurer pH-Wert scheint die
CagG-Menge zu erhdhen. Der genaue Mechanismus hinter der Steigerung der CagP-Produk-
tion bei Zellkontakt konnte hier nicht aufgeklart werden. Dafir sollten in Zukunft noch wei-
tere Versuche stattfinden, in denen z.B. weitere OMPs und deren mogliche Funktion als
Ubermittler des Zellkontaktes untersucht werden.

Obwohl noch weitere Versuche notwendig sind, um das Zusammenspiel einzelner cag Typ
IV-Sekretionsapparat Komponenten und die Rolle von CagP und dessen Regulierung zu eva-

luieren, konnten die hier prasentierten Daten einen wichtigen Einblick in die Funktionsweise
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des Sekretionsapparats geben. In Zukunft konnen diese Daten hoffentlich genutzt werden,
um durch ein besseres Verstandnis des cag Typ IV-Sekretionsapparats den Pathomechanis-
mus einer H. pylori Infektion zu verstehen, und womdoglich auch um gezieltere Wirkstoffe zur

Behandlung zu entwickeln.
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7 Anhang

120kDa
85kDa

50kDa

35kDa
25kDa

20kDa

Anhang A:

Im Ergebnisteil abgebildete Stdmme sind rot markiert, RecA (HiBiT RecA, hous-
ekeeping gene in H. pylori und somit sicher exprimiert, Positivkontrolle) und
RNP3 (kein HiBiT-Tag, somit keine Lumineszenz, Negativkontrolle) dienen der
Kontrolle. Weitere hier abgebildete Stamme wurden untersucht aber in der Ar-
beit nicht erwdhnt.

(Siehe Abb. 4.5)
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Anhang B:

Gezeigt sind CagH-HiBiT Sdmme, CagA (HiBiT-CagA, Positivkontrolle) und RNP3

(kein HiBiT-Tag, somit keine Lumineszenz, Negativkontrolle) dienen der Kon-
trolle.

(Siehe Abb. 4.6)
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Anhang C:
Gezeigt sind CagG-HiBiT Samme,
CagA (HiBiT-CagA, Positivkontrolle) und RNP3 (kein HiBiT-Tag, Negativkontrolle) dienen der

Kontrolle. (Siehe Abbildung 4.7)
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Anhang D:

Cagl, CaglL und CagH Western Blot. CagA (WT, wie im WT zu erwartende Expression
von cagH, cagl/ und cagl) und AcagPAl (besitzt keine Pathogenitatsinsel, Negativkon-
trolle) dienen der Kontrolle. Rote Linie markiert den Verlauf der Zielbanden. (Siehe
Abbildung 4.11)
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